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1	

I. RESUMEN 
 
El uso del fotoperiodo de luz continua es común en la acuicultura de teleósteos, 
sin embargo los mecanismos moleculares que modulan el crecimiento, la 
alimentación y la determinación sexual no son bien comprendidos. En este 
trabajo se analizan algunos elementos de respuesta en: a) Fotoperiodo de luz 
continua (CL) y b) Fotoperiodo simulado control (CS); aplicados desde la 
fertilización y hasta las 12 semanas de eclosión en Chirostoma estor. Al final 
del experimento se identificaron histológicamente las proporciones sexuales, 
además se obtuvieron las variables biométricas, de alimentación, perfiles de 
hormonas circadianas y análisis de expresión de genes por qPCR y  
secuenciación masiva RNA-seq. En CS se observo un 40% de machos vs CL 
con 73.3% de machos (p≤0.05). Los análisis por qPCR indican que en CL el 
64.29% de los individuos presentan una tendencia de mayor expresión de sox9 
(diferenciación testicular) vs foxl2 (diferenciación ovárica), comparado con el 
35.71% en CS (p>0.05). La expresión de genes asociados al estrés oxidativo 
(sod2 y ucp2) y la respuesta del eje de estrés (gcr1) no muestran diferencias 
significativas entre CS y CL (p>0.05). Los niveles transcripcionales de enzimas 
asociadas a la defensa ante el estrés oxidativo (cat y gsr) y en la activación del 
eje de estrés (crf) presentan diferencias significativas entre CL y CS (p≤0.05). 
Los organismos de CL presentaron un mayor crecimiento (masa, 66.14% y 
longitud, 17.95%) vs CS y un mejor factor de conversión alimenticia (1.618 en 
CL vs 1.95 en CS) (p≤0.05); sin diferencias significativas en la supervivencia, ni 
el factor de condición (p>0.05). Los perfiles de cortisol revelan diferencias 
significativas (p≤0.05), pero no para la producción de melatonina (p>0.05) entre 
tratamientos. El análisis transcriptómico De Novo en C. estor, indica que 68,960 
contigs se anotaron en 43,314 proteínas. El análisis de enriquecimiento en 
términos de GO muestra 126,929 términos de procesos biológicos, 98,712 de 
componentes celulares y 36,670 de función molecular. El análisis Kegg revela 
791 anotaciones de los genes en rutas metabólicas primarias, 224 en rutas 
secundarias y 383 rutas biológicas identificadas. El análisis de expresión 
diferencial indica 169 transcriptos diferencialmente expresados (p≤0.05) entre 
tratamientos. En conjunto las evidencias moleculares e histológicas 
demuestran que la luz continua determina sexualmente a C. estor y es la 
primer evidencia experimental que liga la masculinización y el estrés oxidativo 
en un pez teleósteo. En el transcriptoma los genes diferencialmente 
expresados se relacionan con la fototransducción, sinapsis, metabolismo, 
estrés oxidativo, ritmos circadianos, crecimiento y respuesta inmune, entre 
otros que permiten crecer y sobrevivir a los organismos bajo condiciones de 
iluminación constante. Las evidencias sugieren un claro efecto de la luz 
continua sobre el crecimiento, alimentación y determinación sexual en C. estor, 
lo que contribuye al conocimiento de los mecanismos moleculares que son 
regulados por la luz en teleósteos, además de proveer de herramientas 
moleculares de alta calidad para el desarrollo de futuros trabajos en esta 
especie de importancia económica, cultural y ambiental del altiplano mexicano.  
 
Palabras Clave: Luz, Ritmos biológicos, Estrés oxidativo, Plasticidad, Transcriptómica 
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II. ABSTRACT 
 
The use of continuous lighting is an increasingly common practice in teleost 
aquaculture, however the molecular interplays that modulate the growth, the 
feeding and the sex determination in fish are not well understood. The aim of 
this work is analyze the biological responses under: a) Continuous lighting 
photoperiod (CL) and b) Control simulated photoperiod (CS), which were 
applied after egg fertilization until 12 weeks after hatching. At the end of the trial 
the sex ratios, biometrics, feeding, circadian hormones profiles and gene 
expression (qPCR and RNA-seq) analyses were performed. We observed 40% 
of males in CS vs 73.3% of males in CL (p≤0.05). The qPCR analyses indicate 
that 64.29% of CL individuals had a higher expression tendency of sox9 

(testicular differentiation) vs foxl2 (ovarian differentiation), comparing with 
35.71% in CS (p>0.05). The gene expression of oxidative stress biomarkers  
(sod2 and ucp2) and stress response (gcr1), did not show statistical differences 
between treatments (p>0.05). However the transcripts of enzymes against 
oxidative stress (cat and gsr) and the activation of stress axis (crf) shows 
overexpression in CL (p≤0.05). The fish of CL had an overgrowth (mass 66.14% 
and length 17.95% vs CS) and better feed convertion ratio 1.618 vs 1.95 in CS 
(p≤0.05). With no statistical differences in survival and condition factor (p>0.05). 
The transcriptomic De Novo assembly indicates the presence of 68,960 contigs 
annotated in 43,314 proteins. The GO enrichment analysis indicates 126,929 
terms of biological processes, 98,712 terms of cellular components and 36,670 
terms of molecular function. The Kegg pathway mapping analysis reports 791 
and 224 annotations in primary and secondary metabolic routes respectively, 
also 383 biological routes identified. The differential gene expression analyzes 
found 169 transcripts differentially expressed between treatments (p≤0.05). The 
molecular and histological evidences demonstrate that continuous light 
influence the sex determination in C. estor and is the first experimental 
evidence bounding the oxidative stress and masculinization for a teleost fish. 
The differentially expressed genes are related to phototransduction, synapses, 
metabolism, oxidative stress, circadian rhythms, growth and immune response 
among others, which allow the overgrowth and survival under continuous 
illumination conditions. All these evidences suggest a clear and strong effect in 
growth, feeding and sex determination by continuous illumination in C. estor. 
Increasing our knowledge in the molecular mechanisms influenced by light in 
teleost and vertebrates. Finally, this work supplies high quality molecular tools 
for future studies in this species with high economic, cultural and environmental 
value. 
 
Keywords: Light, Biological Rhythms, Oxidative stress, Plasticity, Transcriptomics 
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El presente trabajo de tesis se encuentra organizado en una primera sección 
donde se encuentra la introducción general, la hipótesis, los objetivos y la 
estrategia experimental. Posteriormente se presentan tres capítulos principales,  
una sección de discusiones y conclusiones generales, para finalizar con dos 
apéndices.  
 
El primer capítulo es una recopilación general del vínculo entre el fotoperiodo y 
los ritmos circadianos. En el segundo capítulo se observa el trabajo realizado 
para determinar el efecto del fotoperiodo en la determinación sexual del pez 
blanco de Pátzcuaro C. estor. En el tercer capítulo se compara el efecto del 
fotoperiodo sobre el crecimiento, el consumo de alimento, la supervivencia y la 
expresión de genes en juveniles de C. estor. Por último en la sección de 
apéndices se presentan resultados complementarios obtenidos de un análisis 
metabolómico y una secuenciación genómica en C. estor.  
 
V. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
Los peces son el grupo más diverso de entre los vertebrados (Malmstrom et al., 
2016), ya que existen alrededor de 33,400 especies identificadas hasta la fecha 
(Fishbase, 2016) y entre estos registros los teleósteos agrupan a más de la 
mitad de las especies conocidas (Nelson, 2006). No obstante, muy pocas 
especies son conocidas, aunque representan modelos muy interesantes de 
investigación, pues poseen un gran número de estrategias fisiológicas en 
respuesta a los estímulos ambientales (Volkoff, 2016). 
 
La mayoría de los estudios han sido realizados en las especies de interés 
comercial o científico y se han desarrollado principalmente por la creciente 
necesidad de entender a mayor profundidad el efecto que tienen las variables 
ambientales en las respuestas fisiológicas de los peces (Pitman et al., 2013). El 
avance en la obtención de este conocimiento ha permitido desarrollar nuevos 
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enfoques biotecnológicos, que han derivado en el aumento de la producción 
acuícola a nivel mundial, la cual crece alrededor de 8% anualmente (FAO, 
2016), mientras que las pesquerías se encuentran en su límite máximo 
sostenible o en plena reducción (Pauly y Zeller, 2016; MacKenzie et al., 2016).  
 
Esto resulta particularmente importante debido a que según las estadísticas 
mundiales la población global en el 2050 será de 9,600 millones de personas 
(Kobayashi et al., 2015; FAO, 2016) y se requerirán alrededor de 113 millones 
de toneladas de proteína de origen animal para sustentar las necesidades 
alimenticias (Waite et al., 2014). Debido a este contexto la acuicultura se 
plantea como una de las alternativas para poder suplir solo en parte, la 
necesidad de proteína de alta calidad para las generaciones futuras (Waite et 

al., 2014; Kobayashi et al., 2015; Froehlich et al., 2017).  
 
Para lograr este objetivo se deberá reducir la dependencia de harina de 
pescado  para los alimentos destinados a la acuicultura e incrementar los 
niveles actuales de producción bajo enfoques sustentables intensivos 
(Searchinger et al., 2014; FAO, 2016); por lo que se deben impulsar 
actividades de investigación y desarrollo biotecnológico que permitan 
solucionar estas problemáticas (Waite et al., 2014; FAO, 2016).  
 
Las actividades de investigación para conocer el efecto de la disponibilidad de 
oxígeno, de alimento, de temperatura y de fotoperiodo sobre el crecimiento, la 
alimentación y la reproducción de estos vertebrados acuáticos, (Pörtner y 
Farrell 2008; Volkoff et al., 2010; Pitman et al., 2013; Chrétien y Chapman, 
2016; Kim et al., 2016a; Volkoff, 2016; Comte y Olden, 2017; Kwasek et al., 
2017; Espigares et al., 2017; Poletto et al., 2017; Isorna et al., 2017); 
proporcionan información básica que puede ser aplicada para desarrollar 
nuevos paquetes biotecnológicos que incrementen la producción acuícola 
sustentable en las especies de interés y así obtener la fuente proteica que se 
requiere para los años venideros.  
 
El fotoperiodo (periodos de presencia/ausencia de luz) es uno de los factores 
ambientales que ejerce un potente control sobre los procesos fisiológicos en 
los peces (Isorna et al., 2017). Se ha utilizado para incrementar la producción 
acuícola a nivel comercial en especies como la lubina Europea (Dicentrarchus 

labrax), el bacalao (Gadus morhua) y el salmón del Atlántico (Salmo Salar); En 
estas especies se han optimizado los tratamientos fotoperiódicos para retrasar 
el inicio de la maduración sexual, aumentar el crecimiento somático, regular la 
alimentación y controlar la reproducción (Endal et al., 2000; Bromage et al., 
2001; Hansen et al., 2001; Begtashi et al., 2004; Nagasawa et al., 2012; 
Korsøen et al., 2013).  
 
Recientemente en un Aterinópsido grunion de California (Leuresthes tenuis), se 
encontró que un fotoperiodo de 15 horas luz y 9 de obscuridad induce una 
mayor proporción de hembras (Brown et al., 2014); constituyendo este el primer 
reporte donde el fotoperiodo puede incidir en la tasa de proporción sexual de 
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un vertebrado, lo que abre un panorama más amplio del efecto de la luz sobre 
la fisiología de los peces.  
 
La etapa en la que los peces son expuestos a los diferentes fotoperiodos es de 
gran relevancia. En las fases tempranas de desarrollo se ha observado que 
existen cambios en el comportamiento y en la expresión de genes relacionados 
con los ritmos circadianos (ritmos biológicos que ocurren cada 24 horas); en 
pez cebra, Danio rerio (Di rosa et al., 2015; Sovrano et al., 2016), en el 
lenguado Paralichthys olivaceus (Mogi et al., 2015) y en el lenguado de 
Senegal, Solea senegalensis (Martín-Robles et al., 2012). Adicionalmente el 
fotoperiodo puede influenciar la tasa de eclosión larvaria (Blanco-Vives et al., 
2011). Además en la fase de embriogénesis la glándula pineal contribuye al 
desarrollo temprano del cerebro (Pitman et al., 2013) y es la encargada de 
mediar las señales ambientales externas que lideran el crecimiento y el 
desarrollo de la larva esto indica que la luz es crucial en la fisiología de los 
peces desde estadios muy tempranos (Blanco-Vives et al., 2010). 
 
La actividad enzimática digestiva, el comportamiento alimenticio y los genes 
involucrados en los ritmos circadianos en la dorada, Sparus aurata también se 
ven influenciados por el fotoperiodo (Mata-Sotres et al., 2015; Mata-Sotres et 

al., 2016). De igual manera el fotoperiodo influye sobre el crecimiento y 
desarrollo del pez cebra (Villamizar et al., 2014), además de inducir hiperplasia 
en células musculares del corvallo, Umbrina cirrosa (Ayala et al., 2013). En 
conjunto estos reportes muestran la incidencia directa del fotoperiodo sobre el 
desarrollo de los peces durante la ontogenia temprana. Sin embargo aunque se 
han descrito los efectos del fotoperiodo, los mecanismos moleculares 
específicos por los que el fotoperiodo ejerce sus efectos estimulatorios son 
parcialmente desconocidos (Falcón et al., 2007; Falcón et al., 2010; Migaud et 

al., 2010; Nagasawa et al., 2012; Oliveira et al., 2013; Nishiwaki-Ohkawa  y 
Yoshimura, 2016; Maitra y Hassan, 2016; Isorna et al., 2017).  
 
Por lo anterior es necesario realizar estudios detallados en las especies de 
interés comercial o científico a nivel molecular, celular y biométrico durante la 
ontogenia de los organismos (Weger et al., 2011; Pitman et al., 2013; Bonasio, 
2015; Sun et al., 2016; Kim et al., 2016b; Metzger y Schulte, 2016) para 
comprender a mayor profundidad los procesos que modulan la respuesta 
fisiológica ante la presencia de luz ambiental en los peces silvestres y 
cultivados (Weger et al 2011, Ben Moshe et al., 2014; Purushothaman et al., 
2015 Fujisawa et al., 2016). 
 
Para modificar el fotoperiodo en la acuicultura se han utilizado diferentes tipos 
de iluminación (flourescente, aditivos metálicos, tugsteno, entre otros). Sin 
embargo en los últimos años se han utilizado nuevas tecnologías como los 
diodos emisores de luz o bien conocidos como LEDs (Shin et al., 2014). Esto 
debido a que son más eficientes, económicos (Choi et al., 2015) y emiten un 
amplio espectro de luz (420nm-650nm) que va desde el violeta hasta el rojo, 
que abarcan las longitudes de onda que se perciben como luz blanca.  
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Este tipo de iluminación LED se ha utilizado en experimentos para observar las 
respuestas biológicas relacionadas a la percepción fótica, el crecimiento, 
desarrollo, supervivencia, reproducción, estrés oxidativo y actividades rítmicas 
en especies como el salmón del Atlántico, S. salar, lubina Europea, D. labrax, 
damisela, Chrysiptera cyanea, brema de roca, Oplegnathus fasciatus, lenguado 
barfin, Verasper moseri, pez payaso, Amphiprion clarkii, pez cebra, D. rerio y 
pez dorado, Carasius auratus (Migaud et al., 2007b; Villamizar et al., 2009; 
Bapary et al., 2011; Shin et al. 2011;  Choi et al., 2012; Shin et al., 2014; 
Villamizar et al., 2014; Choi et al., 2015; Di rosa et al., 2015; Jung et al., 
2016ª,b; Choi et al., 2016; Takahashi et al., 2016).  
 
En conjunto toda esta información sugiere que la manipulación del fotoperiodo 
y el uso de luces LEDs podría ser utilizada para modular el crecimiento, la 
alimentación y la determinación sexual en los peces, por lo que en el presente 
trabajo se proporcionan datos para evaluar su uso en el cultivo del pez blanco 
de Pátzcuaro Chirostoma estor. 
 
Desde el año 1999 el grupo de acuicultura y biotecnología acuícola del IIAF-
UMSNH ha desarrollado con éxito el cultivo del Aterinópsido Chirostoma estor 
(Martínez-Palacios et al., 2006). Sin embargo se requiere de estudios 
profundos para optimizar el crecimiento, alimentación y reproducción de esta 
especie endémica en peligro de extinción. Especie que además presenta un 
alto valor social, económico, ambiental y cultural en el altiplano Mexicano (Ross 
et al., 2006, Martínez-Palacios et al., 2007). 
 
El pez blanco además es interesante como modelo biológico para el estudio de 
las interacciones entre las variables ambientales con respecto a la 
alimentación, crecimiento y determinación sexual; ya que es un pez tropical con 
ancestros marinos y que actualmente habita en lagos endorreicos de agua 
dulce. Es un organismo carnívoro filtrador zooplanctófago, agástrico de 
intestino corto que sintetiza y acumula hasta un 30% de ácidos grasos 
poliinsaturados (DHA) en su carne, además presenta reproducción asincrónica 
y determinación sexual por temperatura (Ross et al., 2006, Martínez-Palacios et 

al., 2007; Fonseca-Madrigal et al., 2014; Corona-Herrera et al., 2016). 
 
Experimentos previos mostraron que el desempeño reproductivo de los 
Aterinópsidos C. estor y C. humboltianum es modulado significativamente por 
el uso de diferentes fotoperiodos (Blancas-Arroyo et al., 2004; Martínez-
Palacios et al., 2007). Experimentos con luz continua fluorescente sugieren que 
estas condiciones de iluminación favorecen el incremento de la grasa 
abdominal y el crecimiento con un consecuente retraso de la madurez sexual 
en C. estor (Martínez-Chávez et al., 2014).  
 
Con base en estos antecedentes de respuesta a estímulos lumínicos para los 
peces en general y particularmente para C. estor, el presente trabajo pretende 
establecer algunas bases a nivel molecular, histológico y biométrico del efecto 
del fotoperiodo sobre el crecimiento, la alimentación y determinación sexual, 
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mediante el uso de iluminación LED de amplio espectro bajo dos fotoperiodos: 
a) fotoperiodo de luz continua (CL) 24L:0D y b) fotoperiodo simulado (CS) de 
12 horas luz/12 obscuridad durante la fases tempranas de desarrollo y 
crecimiento del pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 
La información generada en el presente trabajo servirá de base para el 
desarrollo de un paquete científico-tecnológico que permita incrementar los 
niveles de producción acuícola de esta especie de alto valor nutricional y 
coadyuvar a la seguridad alimentaria de generaciones presentes y futuras. 
 
VI. HIPÓTESIS GENERAL 
 
El fotoperiodo de luz continua (24L:0D) con iluminación LED, aplicado durante 
las etapas tempranas de crecimiento funciona como un modulador del estado 
fisiológico general del pez blanco de Pátzcuaro (C. estor), lo que permite un 
incremento en la alimentación y el crecimiento, además de incidir en la 
determinación sexual, con respecto a organismos mantenidos en un 
fotoperiodo simulado control (12L:12D). 
 
VII. OBJETIVOS 
 
VII.I. Objetivo General 
 
Evaluar el efecto del fotoperiodo en el crecimiento, la alimentación y la 
determinación sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor. 
 
VII.II. Objetivos específicos 
 

1. Evaluar el efecto del fotoperiodo sobre la determinación sexual del pez 
blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor. 
 

2. Determinar el efecto del fotoperiodo sobre las características biométricas 
de crecimiento, el consumo de alimento, la supervivencia y la expresión 
de genes en juveniles de Chirostoma estor. 

 
VIII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
 
El experimento fue realizado en las instalaciones del Laboratorio Nacional de 
Nutrigenómica y Microbiómica Digestiva Animal, del Instituto de Investigaciones 
Agropecuarias y Forestales, de la Universidad Michoacana de San Nicolás de 
Hidalgo en Morelia, México.  
 
Los tratamientos de fotoperiodo a) Fotoperiodo simulado control (CS), 12 Luz: 
12 Obscuridad y b) Fotoperiodo de luz continua (CL), 24 Luz: 0 Obscuridad, 
fueron controlados con un sistema automático (RadioRA2 LUTRON). La 
iluminación se proporcionó con una intensidad de 26.14 watts.m2, con lámparas 
T8-LED, de luz fría de 6500 K con amplio espectro (Figura 1). En el 
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experimento se obtuvieron alrededor de 2,250 huevos fertilizados provenientes 
de 6 parejas de reproductores de C. estor. Los huevos de todas las parejas 
fueron mezclados, para posteriormente dividirlos en 3 réplicas por cada 
tratamiento lumínico, hasta cumplir 12 semanas post-eclosión (SPE) (Figura 1). 
 
Una vez eclosionadas, las larvas de C. estor fueron alimentadas con rotífero  
Brachionus plicatilis y nauplio de Artemia sp., de acuerdo al esquema de 
alimentación descrito en Martínez-Palacios et al., (2006). A las 4 SPE, el 
alimento vivo se complemento con una dieta específica para aterinópsidos (con 
un 43% de proteína). Es importante mencionar que durante toda la fase 
experimental, la alimentación fue proporcionada 24 horas al día, con el apoyo 
de alimentadores automáticos Boyu (ZW-82).  
 
Durante el desarrollo del experimento se adquirieron los datos para evaluar el 
crecimiento, consumo de alimento y supervivencia. A los 5 días post-eclosión 
(5 DPE) se realizaron análisis de expresión relativa de genes relacionados con 
la activación del eje de estrés, la respuesta a estrés oxidativo y la 
diferenciación sexual. A las 12 semanas post-eclosión (12 SPE), se obtuvieron 
los organismos experimentales para establecer la determinación sexual, los 
niveles de  hormonas circadianas (Melatonina y Cortisol). Así como los análisis  
transcriptómicos y metabolómicos desarrollados en el presente trabajo (Figura 
1).  

 
 

Figura 1. Estrategia experimental desarrollada para la evaluación del efecto del fotoperiodo en 
el crecimiento, alimentación y determinación sexual del pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
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CAPÍTULO 1.  
EL FOTOPERIODO Y LOS RITMOS CIRCADIANOS: UNA ADAPTACIÓN 

EVOLUTIVA AL ESTRÉS OXIDATIVO. 
 
1.1. Ritmos biológicos y estrés oxidativo: respuestas ancestrales 
coevolutivas a variaciones lumínicas  
 
Los organismos que viven en la tierra están sujetos a variaciones geofísicas 
cíclicas ambientales (disponibilidad de alimento, fotoperiodo, temperatura, 
salinidad, mareas, oxígeno, dióxido de carbono, etc.) producidas por los 
movimientos de rotación de la tierra, así como por las interacciones con el sol, 
la luna y los mismos seres vivos que la habitan (López-Olmeda et al., 2006; 
Mistlberger, 2009; Storch y Weitz, 2009; Tessmar-Raible et al., 2011; Lopéz-
Olmeda 2017). 
 
Estas variaciones ambientales constantes y predecibles, han afectado la 
evolución de los seres vivos dando lugar a los ritmos biológicos, que surgen 
como respuesta predictiva-adaptativa a estos ciclos y se han descrito desde 
procariotas hasta vertebrados superiores (DeCoursey, 2004, Lopéz-Olmeda et 

al., 2010; Lopéz-Olmeda 2017). Los ritmos biológicos endógenos permiten 
ajustar la fisiología de un organismo y anticiparse a estos cambios ambientales 
para alimentarse, refugiarse y reproducirse (Kennis y Mathes, 2013; Foster y 
Kreistzman, 2014).  
 
El periodo de tiempo en el cual los organismos reciben información lumínica es 
conocido como fotoperiodo. Estas variaciones de la presencia o ausencia de 
luz en la tierra no solo han influenciado el comportamiento de los organismos, 
si no que también son una señal que modula mecanismos biológicos a nivel 
molecular (Kennis y Mathes, 2013); Al parecer esta relación entre la luz y la 
vida surgió en desde etapas muy tempranas de la evolución, hace 
aproximadamente 3,200-3,500 millones de años (Manchester et al., 2015).  
 
Para utilizar la energía lumínica los organismos unicelulares primitivos 
emplearon mecanismos de fotorrecepción mediante el uso de cromóforos, 
estas moléculas son capaces de absorber un fotón, que proporciona la energía 
necesaria para excitar momentáneamente a un electrón a partir de su estado 
de reposo, lo que promueve un cambio químico (fotoreducción) o 
conformacional (fotoisomerización) en la molécula (Zhang et al., 2011; Kennis y 
Mathes, 2013; Fraikin et al., 2015). 
 
La unión de los cromóforos con proteínas dio lugar a las proteínas 
fotorreceptoras, que traducen la energía fotónica en señales bioquímicas. 
Cuando el cromóforo recibe un fotón se induce un cambio conformacional en la 
proteína, lo que activa una cascada de señalización intracelular que incentiva 
respuestas biológicas, tales como la regulación de la permeabilidad en la 
membrana celular, la fotosíntesis, la motilidad, el desarrollo de los organismos, 
respuestas al estrés oxidativo y la regulación de ritmos biológicos (Zhang et al., 
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2011; Losi y Gartner, 2011; Kennis y Mathes, 2013; Conrad et al., 2014; Fraikin 
et al., 2015).    
 
Estas particularidades de las proteínas fotorreceptoras les confiere una 
característica fundamental en el control y preservación de la vida ante las 
variaciones lumínicas desde tiempos ancestrales. Durante la era primitiva los 
procariotas conocidos como cianobacterias fueron capaces de absorber los 
fotones de la luz para activar procesos fotosintéticos, a través del cromóforo 
contenido en la proteína clorofila, presente en la membrana tilacoidal y que 
permite obtener la energía necesaria para realizar la fotólisis del agua (H2O) y 
liberar oxígeno en la fase luminosa. Mientras que en el citoplasma el dióxido de 
carbono (CO2) es transformado a glucosa (C6H12O6) durante la fase nocturna 
de la fotosíntesis (Duanmu et al., 2017).  
 
La aparición de estos organismos productores de oxígeno derivó en una 
elevación planetaria de la concentración de esta molécula y de sus derivados 
oxidantes. A este periodo ocurrido hace ~2500 millones de años, se le conoce 
como el Gran Evento de Oxidación y se considera que provocó la primer 
extinción masiva de vida en la tierra (Reiter et al., 2014; Rey y Reddy, 2015).  
 
Algunas de las proteobacterias (alfa-proteobacterias) que sobrevivieron a esta 
catástrofe, evolucionaron para convertirse en las mitocondrias eucarióticas 
actuales (Tan et al., 2013; Manchester et al., 2015). Estos orgánulos celulares 
son la central energética de la célula eucariota actual. En ellos ocurre la re-
oxidación de las coenzimas (NADH + H+ y FADH2), generadas a partir de la 
oxidación inicial de los nutrientes de los alimentos en el citoplasma celular 
(glucosa, ácidos grasos, proteínas). La oxidación aunado al proceso de 
fosforilación oxidativa (OXPHOS) producen Adenosin-Trifosfato (ATP) que es la 
fuente de energía química que sustenta las actividades biológicas de las 
células (Tan et al., 2016). 
 
Dicha producción energética depende de la utilización del oxígeno como 
aceptor final de electrones en el proceso de OXPHOS. Sin embargo el uso de 
este elemento químico genera especies reactivas de oxígeno (ROS) y especies 
reactivas de nitrógeno (RNS), como el anión superóxido (O2

.-), el peróxido de 
hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (.OH), el anión peroxinitrito (ONOO-), el 
ácido peroxinitroso (ONOOH)  y el nitroperoxicarbonato (ONOOCO2

−) entre 
otros (Reiter et al., 2014; Manchester et al., 2015).  
 
Además de las ROS y RNS existen las especies reactivas de sulfuro (RSS) 
(Giles et al., 2017), que incluyen varias formas de cisteína o metionina y 
componentes de bajo peso molecular como el glutatión, la tripanotiona, el 
micotiol, etc. (Sies et al., 2017). Las especies reactivas de carbonilo (RCS) que 
incluyen varias formas de aldehídos, lípidos peroxidados, aminoácidos 
oxidados, así como productos de la ruta sorbitol-aldosa reductasa (3-
Deoxiglucosona, 3-Deoxifructosa), y productos de glicosilación avanzada por 
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azúcares reductores (AGE) de lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, entre otros 
(Semchyshyn, 2014). 
 
Finalmente las especies reactivas de selenio (RSeS) que incluye residuos de 
selenocisteína y selenometionina en las proteínas y compuestos de bajo peso 
molecular, el selenio es particularmente importante en las reacciones de 
Reducción:Oxidación (redox) de las enzimas antioxidantes tioredoxina 
reductasa y glutatión peroxidasa (Labunskyy et al., 2014). En conjunto todas 
las especies reactivas descritas anteriormente pueden desestabilizar los 
componentes celulares y generar un estrés oxidativo en los organismos (Reiter 
et al., 2014; Manchester et al., 2015). El estrés oxidativo es un desbalance 
ocurrido cuando la tasa de producción de especies oxidantes excede la 
capacidad de defensa antioxidante y los mecanismos de reparación celular, 
dirigiendo el daño oxidativo de las biomoléculas, la disrupción de las 
reacciones redox involucrados en la señalización celular (Sies,1985; Metcalfe y 
Alvarez, 2010; Sies, 2015). 
 
Esta exposición inicial de la vida primitiva a un ambiente altamente oxidante y 
de ciclos lumínicos provocó la coevolución de los ritmos biológicos y la 
generación de sistemas antioxidantes para poder sobrevivir. En la actualidad la 
distinción entre estas rutas ha sido difícil de definir lo que sugiere que son 
procesos con un alto grado de interdependencia evolutiva (Rey y Reddy, 2015). 
 
Las defensas antioxidantes son más eficientes en organismos multicelulares 
que en los unicelulares (Sies et al., 2017). Colonias de Escherichia coli pueden 
defenderse ante la presencia de H2O2, mientras que a nivel individual las 
bacterias son más propensas al efecto de los oxidantes. Así que se ha 
propuesto que las condiciones de estrés oxidativo primitivo también fueron una 
fuerza que motivó la evolución de organismos multicelulares (Shapiro, 1998). 
 
Bajo este escenario se considera que las bacterias primitivas adquirieron la 
capacidad de producir melatonina. Esta es una molécula hidrofílica y lipofílica 
(anfipática) con alto potencial antioxidante que directamente puede detoxificar 
a las células, al donar electrones a las ROS/RNS para estabilizarlas y así evitar 
la destrucción de los componentes celulares como los ácidos nucleicos, las 
proteínas, los lípidos, etc. (Reiter et al., 2009).  
 
Una de las teorías más aceptadas es que durante la evolución estas bacterias 
productoras de melatonina fueron subsecuentemente fagocitadas por 
hospederos proto-eucariotas, en un proceso conocido como endosimbiosis y 
eventualmente evolucionaron para convertirse en las mitocondrias y 
cloroplastos de los eucariotas actuales en un proceso que se inicio hace ~1500 
millones de años (Reiter et al., 2014; Manchester et al., 2015; Spang et al., 
2015). 
 
Los hospederos eucariotas tienen la capacidad de producir melatonina y 
estudios más recientes sugieren que los cloroplastos y mitocondrias no han 
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perdido esta función ancestral ya que presentan la capacidad enzimática para 
producir altos niveles de melatonina en su interior, principalmente debido a que 
son una fuente de producción de moléculas oxidantes y requieren de 
protección constante ante los radicales libres (Tan et al., 2013; Manchester et 

al., 2015; Tan et al., 2016; He et al., 2016).  
 
Específicamente en la mitocondria la melatonina inhibe procesos apoptóticos 
no solo mediante la neutralización directa de ROS/RNS, sino que también 
controla la polaridad de la membrana externa mitocondrial y activa las 
proteínas de transporte iónico en la membrana interna. Estas acciones 
mantienen en condiciones óptimas la membrana y las funciones mitocondriales 
(Tan et al., 2016). Por otro lado, la melatonina activa las enzimas antioxidantes 
y promueve su transcripción a través de los elementos de respuesta 
antioxidante en el DNA nuclear. En conjunto estos mecanismos permiten que la 
célula pueda sobrevivir al estrés oxidativo diario (Manchester et al., 2015; Tan 
et al., 2016). 
 
Las observaciones de la vida primitiva sugieren que la melatonina inicialmente 
aparece como una molécula antioxidante hace unos 3200 millones de años, 
pero que en el transcurso de la evolución ha adquirido otras funciones como 
las de regulación circadiana e inducción del sueño. Debido a que en la fase 
nocturna disminuye la producción de radicales libres por una baja actividad 
metabólica y aumenta la producción de melatonina, por lo que la acción 
antioxidante durante esta fase es más potente (Manchester et al.,2015). 
 
Aunado a la melatonina en los organismos unicelulares primitivos surgieron 
otros mecanismos antioxidantes; tal es el caso de las peroxiredoxinas (PRXs) 
que son enzimas óxidoreductoras que pueden degradar hasta el 90% del 
peróxido de hidrógeno (H2O2) y que controlan el proteoma de los grupos tiol 
(O´Neill et al., 2011; O´Neill y Reddy, 2011; Edgar et al. 2012; Rey y Reddy, 
2015; Toledano y Delaunay-Moisan, 2015). Además las PRXs muestran 
patrones de variación diaria en las mitocondrias (Kil et al., 2015; Toledano y 
Delaunay-Moisan, 2015).  

Trabajos recientes demuestran que en las mitocondrias modernas existe un 
oscilador autónomo redox activado por la presencia de H2O2, que es producido 
por la actividad de OXPHOS. La producción de H2O2 está estrechamente 
relacionada con los estímulos metabólicos por la oxidación de nutrientes 
(D’Autréaux y Toledano, 2007).  
 
En la mitocondria la actividad del oscilador redox inicia cuando el H2O2 oxida a 
la enzima Peroxiredoxina III (PRXIII) lo que provoca su unión a una molécula 
de dióxido de azufre (PRXIII-SO2). Esta unión inactiva la función reductora de 
la PRXIII, por lo que existe un incremento de H2O2 en la matriz mitocondrial. 
Paulatinamente las moléculas de H2O2 son exportadas al citosol y ocasionan el 
ingreso de la enzima Sulforedoxina (SRX) al interior de la mitocondria. (Kil et 

al., 2015; Toledano y Delaunay-Moisan, 2015). Una vez en el interior 
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mitocondrial, la SRX elimina la unión del SO2 con la PRXIII; esta acción le 
devuelve a la PRXIII su estado reducido inicial y el ciclo vuelve a comenzar. 
Bajo este proceso las moléculas de H2O2 se convierten en moléculas de H2O, 
lo que permite eliminar de una manera cíclica los radicales libres (Kil et al., 
2015; Toledano y Delaunay-Moisan, 2015) (Figura 2).  
 

 
 
Figura 2. Reactivación cíclica de Peroxiredoxina III (PRXIII) en el control de las oscilaciones 
redox mitocondriales. H2O2 (peróxido de Hidrógeno, SO2 (Dióxido de Azufre), Srx 
(Sulforedoxina), Hsp90 (proteína chaperona heat shock protein 90), FKBP (proteína chaperona 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase), TOM (proteína traslocadora de la membrana externa), LON 
(Serina-proteasa ATP-dependiente). (Modificado de Toledano y Delaunay-Moisan, 2015). 
 
La presencia rítmica y la señales efectoras que produce el H2O2, lo sitúan como 
un candidato ubicuo que integra las actividades celulares mediante el 
reclutamiento, la sincronización y el ajuste de las rutas de señalización con 
respecto al estado metabólico de la célula (D’Autréaux y Toledano, 2007; 
Bodvard et al., 2017).  
 
Recientemente se ha demostrado que la liberación cíclica del H2O2 controla las 
actividades de los factores de regulación redox que son sensibles a los 
cambios en el estado de reducción en sus grupos tiol (-SH). Entre dichos 
factores se encuentran algunas proteínas reloj, factores de transcripción, 
receptores nucleares, cinasas y fosfatasas (Toledano y Delaunay-Moisan, 
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2015; Hoyle y O’Neill, 2015; Putker y O’Neill, 2016). Esto indica que existen 
redes funcionales redox en los compartimientos subcelulares que regulan la 
traducción de proteínas, la glicólisis, el metabolismo lipídico, procesamiento de 
RNA-mesajeros y micro-RNAs, así como el tráfico de proteínas con residuos de 
cisteína (Jones y Sies, 2015). 
 
Adicionalmente los niveles de expresión de las enzimas antioxidantes 
determinan los niveles de ROS intracelular y que afectan los patrones de 
expresión de los genes reloj. Algunas enzimas antioxidantes siguen patrones 
de expresión circadiana, lo que sugiere que el sistema reloj puede regular la 
homeostasis redox a través de la respuesta ante el estrés oxidativo. 
(Stangherlin y Reddy, 2013) (Figura 3). 
 

 
 
Figura 3.  Vínculo entre los relojes circadianos y la homeostasis redox. Los niveles de 
expresión y la actividad de enzimas antioxidantes determina los niveles intracelulares de las 
especies reactivas de oxígeno (ROS). Estás afectan directamente los patrones de expresión de 
los genes reloj. Además algunas enzimas antioxidantes exhiben un patrón circadiano de 
expresión, lo que sugiere una regulación de los sistemas reloj sobre la homeostasis redox. 
(Modificado de Stangherlin y Reddy, 2013).  

La regulación redox en los grupos tiol ocurre a través de la transferencia de 
uno o dos electrones (con cambios de –SH a disulfuro, S-S) a los residuos de 
cisteína/cistina (Cys/CySS) en las proteínas. Evidencia reciente sugiere una 
coevolución del proteoma de Cys/CySS con los sistemas de detección de O2 y 
señalización de H2O2 en los organismos multicelulares (Rytkonen et al., 2011; 
Jones y Sies, 2015). De hecho la evidencia indica que el proteoma Cys/CySS 
se incrementa con la complejidad del organismo (0.5% en procariotas y 2.2% 
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en mamíferos). Esto sugiere que a través de la evolución ocurrió un incremento 
en el proteoma de Cys/CySS para poder liderar las funciones biológicas en los 
organismos multicelulares a través de cambios en las estructuras tiol y disulfuro 
de las proteínas (Jones, 2010).  
 
Además de la cisteína otro aminoácido que contiene sulfuro, es la metionina, la 
cual esta presente en todas las proteínas y también es oxidada por las ROS, lo 
que provee una red de modulación redox paralela, en conjunto los proteomas 
redox de Cys/CySS y Metionina/Metionina-Sulfóxido (Met/MetO)  determinan la 
estructura terciaria de las proteínas, la actividad molecular, las interacciones 
macromoleculares, el tráfico proteico y coordinan las funciones fisiológicas 
temporales en los compartimentos subcelulares (Jones y Sies, 2015).  
 
En conjunto todas estas evidencias sugieren que el balance entre el estrés 
oxidativo con la capacidad antioxidante gobierna los ritmos biológicos y ha 
dejado una huella visible coevolutiva en estos mecanismos celulares que rigen 
la vida diaria de los organismos actuales.     
 
1.2. Percepción biológica de las variaciones lumínicas circadianas  
 
En los vertebrados la información ambiental es percibida y transportada por las 
redes de respuesta neuronal a diversos puntos del cerebro que culminan en las 
principales zonas productoras de hormonas (hipotálamo, hipófisis y glándula 
pineal). El hipotálamo transmite la información hacia la hipófisis y 
posteriormente las hormonas producidas llegan a los órganos periféricos 
(tiroides, gónadas, intestino, riñón, hígado, timo, músculo, etc.) para 
desencadenar las respuestas fisiológicas (Yaron y Levavi-Sivan, 2011). En 
contraste, la glándula pineal recibe la información lumínica directamente, 
produce la hormona melatonina en la fase obscura y la libera directamente en 
el torrente sanguíneo (Tan et al., 2015). 
 
Los ritmos circadianos son ritmos biológicos diarios que presentan una 
periodicidad de 24±4 horas (Touitou et al., 2017). Han sido descritos desde 
procariotas hasta vertebrados superiores y se sabe que han evolucionado para 
optimizar los eventos metabólicos y el comportamiento de acuerdo con las 
necesidades fisiológicas y las condiciones ambientales de los organismos 
(Paschos, 2015, Gachon et al., 2017).   
 
Los ritmos biológicos son gobernados por el sistema circadiano que se 
organiza en tres componentes principales: a) señales de entrada que actúan 
como sincronizadores (luz, temperatura, alimento, etc.); b) el oscilador biológico 
que es una región funcional anatómica que sostiene sus propias oscilaciones y 
que es capaz de responder a un sincronizador externo para generar un ritmo 
biológico circadiano; c) las rutas de salida que transmiten esa información y 
que lideran los cambios fisiológicos (regulación hormonal, homeostasis, etc.) en 
el organismo (Pando y Sassone-Corsi, 2002; Lopéz-Olmeda 2017). 
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En mamíferos se ha demostrado que los relojes circadianos pueden ser 
sincronizados por la luz, el alimento, la temperatura, el ejercicio, el estrés y el 
estrés oxidativo (Ukai y Ueda, 2010; Challet, 2013; Challet, 2015; Van Moorsel 
et al., 2016; Tahara et al., 2017). Estas evidencias sugieren en conjunto que 
diversos parámetros ambientales y fisiológicos pueden incidir en la 
sincronización de los ritmos circadianos en vertebrados, permitiendo la 
regulación de diversos procesos biológicos como la reparación del DNA, el 
manejo del estrés oxidativo, las funciones mitocondriales, el metabolismo 
energético, el comportamiento y la longevidad entre otros (Gavriouchkina et al., 
2010; Weger et al., 2011; Kagawa, 2012; Challet, 2013; Conrad et al., 2014; 
Milev y Reddy, 2015; Van Moorsel et al., 2016).   
 
El alimento modula la fisiología de los organismos a través de la producción-
liberación de enzimas, hormonas, metabolitos y motilidad digestiva (Montoya et 

al., 2010; Del pozo et al., 2012; Yúfera et al., 2014; Hernández-Peréz et al., 
2015), estas respuestas biológicas permiten maximizar la utilización del 
alimento para mantener el balance energético y sus funciones metabólicas 
(López-Olmeda, 2017).  
 
En vertebrados se han identificado osciladores que responden a la presencia 
de nutrientes en múltiples órganos (cerebro, hígado, intestino, etc.). Esta 
respuesta ante el alimento permite una sincronización integral de los ritmos 
circadianos y las actividades metabólicas en el organismo (Peyric et al., 2013; 
Tinoco et al., 2014; Nisembaum et al., 2014; Liu y Evans, 2014; Vera et al., 
2013; Paschos, 2015; Volkoff, 2016; Conde-Sieira y Soengas, 2017; Gachon et 

al., 2017, Sanchez-Bretaño et al., 2016).  
 
La luz es considerada como el principal sincronizador de los ritmos circadianos 
y sin duda ha sido la señal ambiental más estudiada (Zhdanova y Reebs, 
2006). Recientemente se han desarrollado trabajos que indican que otras 
señales no fóticas (temperatura, alimento y mareas) tienen un papel 
fundamental en la sincronización de los ritmos circadianos de los peces y son 
igual de importantes que las señales lumínicas (Lazado et al., 2014; Lopéz-
Olmeda, 2017).  
 
En peces se ha observado que cuando existe una periodicidad en los ritmos de 
alimentación, los organismos incrementan su actividad de locomoción en 
anticipación del alimento (Food-anticipatory activity, FAA) (Vera et al., 2007; 
Nisembaum et al., 2014; Tinoco et al., 2014). Dicha FFA incluso se mantiene 
por varios días en presencia de condiciones de iluminación u obscuridad 
constante (Cavallari et al., 2011; Paredes et al., 2015). En condiciones de 
ausencia de alimento la FFA está presente por un periodo de tiempo, estas 
características sugieren que existen osciladores endógenos sincronizados por 
el estímulo alimenticio (López-Olmeda et al., 2010; Cavallari et al., 2011).  
 
La regulación de los ritmos circadianos por la luz ocurre a través del proceso de 
fototransducción, que es un mecanismo en el cual la información lumínica es 
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captada por células fotorreceptoras especializadas presentes principalmente en 
los ojos y en la glándula pineal (Viets et al., 2016; Morshedian y Fain, 2017; 
Mogi et al., 2017).  
 
Las proteínas fotorreceptoras encargadas de recibir las señales lumínicas son 
las opsinas. Estas son una clase ancestral de proteínas fotorreceptoras que 
actúan como receptores de membrana. Están constituidas por 7 hélices 
transmembranales (7-TM) y presentan el cromóforo isomerizable retinal 
(derivado de vitamina A) unido covalentemente a un residuo de lisina en la 
séptima hélice (Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2012).  De hecho la 
bacteriorhodopsina 7-TM se ha propuesto como un ancestro de los receptores 
acoplados a proteínas G (GPCRs), los cuales en la actualidad son una 
superfamilia de receptores de membrana en eucariotas que poseen diversas 
funciones en la señalización celular ante estímulos externos (Zhang et al., 
2012; Zhang et al., 2014a). 
 
Las opsinas se dividen en dos diferentes superfamilias: A) las opsinas 
microbianas, tipo I; y B) las opsinas animales, tipo II (Spudich et al., 2000). Las 
opsinas microbianas se encuentran en procariotas, algas y hongos. Controlan 
principalmente el potencial de membrana, la homeostasis iónica, movimientos 
de flagelos, el desarrollo, almacenamiento energético y síntesis de retinal 
(Spudich, 2006). Las opsinas tipo II se encuentran en todos los eucariotas 
superiores, se han identificado más de 1000 tipos diferentes en el reino animal 
(Yau y Hardie, 2009) y son responsables de la percepción visual, la regulación 
pigmentaria y el mantenimiento de los ritmos biológicos (Shichida y Yamashita, 
2003).  
 
En los vertebrados las opsinas se encuentran localizadas en el segmento 
externo de las células fotorreceptoras ciliadas denominadas bastones y conos 
en la retina (Viets et al., 2016; Morshedian y Fain, 2017), así como en los 
pinealocitos (cone-like) en la glándula pineal (Yau y Hardie, 2009; Nisembaum 
et al., 2015). Las opsinas, son activadas por la absorción de un fotón, con la 
consecuente isomerización del cromóforo 11-cis retinal a trans-retinal, esta 
acción genera un cambio conformacional de la opsina que activa una cascada 
de señalización intracelular (Zhang et al., 2011). La opsina amplifica la señal 
mediante la activación de numerosas moléculas de transducina Gt 
(subunidades Gα, Gβ, Gγ), la subunidad Gα activa a la enzima fosfodiesterasa 
(PDE), liberándola de dos subunidades gamma (PDEγ), que flanquean a la 
PDE y que cumplen una función inhibitoria (Lamb et al., 2016).  
 
La PDE libre es capaz de unirse a una molécula de H2O e hidrolizar al 
guanosin-monofosfato cíclico (cGMP), transformándolo en GMP. La reducción 
de la concentración de cGMP en el citoplasma, deriva en el cierre de canales 
iónicos de Calcio (Ca2+) y Sodio (Na+), lo que genera una hiperpolarización de 
la membrana y desencadena una respuesta eléctrica, que activa las respuestas 
fisiológicas ante la presencia de luz ambiental (Lamb et al., 2016; Isorna et al., 
2017).  
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Los conos contienen 4 tipos de opsinas responsables de la visión cromática: A) 
la opsina1 short-wave (opn1sw) y opsina2 short-wave (opn2sw) sensibles a la 
luz violeta-azul (ondas del espectro electromagnético comprendidas entre 345-
470 nm), B) la opsina1 medium wave (opn1mw) sensibles al color verde (450-
630 nm), C) la opsina1 long wave (opn1lw) sensibles al color rojo 500-700nm y 
D) la rhodopsina-2 (rh2) sensibles al color verde-rojo 480–530 nm. Los 
bastones presentan rhodopsina-1 (rh1) que es sensible al color azul-verde 480-
530nm y permite la visión en condiciones de poca luminosidad (Davies et al., 
2015; Lamb et al., 2016; Viets et al., 2016; Morshedian y Fain, 2017).  
 
Además de los conos y bastones, la retina presenta un tercer tipo de 
fotorreceptores conocidos como células retínales ganglionares intrínsecas 
fotosensibles (ipRGCs). Estas células contienen Melanopsina (opn4) sensible 
al color azul 460-480 nm, la cual responde a la luz e inicia la despolarización 
(Graham et al., 2008) y la respuesta sináptica para inhibir la producción de 
melatonina en la glándula pineal, sincronizar los relojes periféricos y las 
actividades locomotoras en mamíferos (Provencio y Warthen, 2012; Reiter et 

al., 2014; Vartanian et al., 2015; Kofuji et al., 2016). Las ipRGCs funcionan 
como un mediador de la respuesta eléctrica entre los conos-bastones y el 
cerebro, lo que le confiere una función muy importante en la transducción de 
señales lumínicas (Provencio y Warthen, 2012). 
 
La glándula pineal de los vertebrados que no son mamíferos posee la 
capacidad de detectar la luz directamente, ya que posee fotorreceptores 
llamados pinealocitos (Menaker et al., 1997; Foster y Hankins, 2002; Klein, 
2004; Foster y Kreistzman, 2014). Estas células proveen información de la 
intensidad, espectro y duración de la luz ambiental a través de la secreción de 
la hormona melatonina (Ekström y Meissl, 1997). La melatonina sincroniza los 
relojes biológicos y permite mantener un orden fisiológico temporal (Gerkema, 
1992; Falcón et al., 2007; Foster y Kreistzman, 2014).  
 
En los peces la melatonina es secretada durante los periodos nocturnos 
(Falcón et al., 2010; Tan et al., 2015). La inhibición de su síntesis es 
directamente proporcional a la intensidad, calidad y transmitancia de la luz a 
través de la ventana pineal de los peces (Migaud et al., 2006; Migaud et al., 
2007a). La regulación en la síntesis de la melatonina ajusta los patrones diarios 
y anuales de reproducción, crecimiento, alimentación, migración y descanso 
entre otros (Falcón et al., 2007; Foster y Kreistzman, 2014; Lima-Cabello et al., 
2014).  
 
En investigaciones recientes se han detectado nuevas proteínas 
fotorreceptoras en la glándula pineal de los teleósteos; la melanopsina (opn4), 
exorhodopsina (exorh) y  la parapinopsina 1, 2, (pp1,pp2). Estas son excitadas 
por longitudes de onda comprendidas entre 470 a 498 nm, región verde-azul 
del espectro electromagnético, mientras que el pp1 es excitado por luz U.V. 
(Tarttelin et al., 2011; Eilertsen et al., 2014; Koyanagi et al., 2015; Kawano-
Yamashita et al., 2015). La presencia de dichas proteínas fotorreceptoras 
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sugieren que se encuentran involucradas en la modulación de la producción de 
melatonina, en la glándula pineal de los teleósteos. Sin embargo los 
mecanismos específicos de acción necesitan ser dilucidados (Koyanagi et al., 
2015; Kawano-Yamashita et al., 2015). 
 
Además en teleósteos otros estudios recientes, reportan múltiples opsinas (va-

opsins, val-opsins, tmt-opsins, opn4, opn5) en células fotorreceptoras de la 
región talámica e hipotalámica, que son sensibles a los espectros verde-azul y 
ultravioleta (Cavallari et al., 2011; Matos-Cruz et al., 2011; Fischer et al., 2013; 
Sato et al., 2016; Hang et al., 2016). Finalmente se ha reportado que en el pez 
cebra existen 42 genes distintos, que codifican para 10 opsinas visuales 
clásicas y 32 opsinas no visuales incluyendo 10 nuevos genes (Davies et al., 
2015). 
 
La multiplicidad de opsinas existentes en teleósteos abren nuevos panoramas 
de exploración para dilucidar la importancia fisiológica de estas células 
fotorreceptoras en la modulación de los ritmos biológicos en vertebrados y 
sugiere una red de mecanismos biológicos diversos para responder a la 
presencia de la luz, que debe ser explorada en futuros estudios sobre 
teleósteos (Moore y Withmore, 2014; Kawano-Yamashita et al., 2015; Davies et 

al., 2015; Ramos et al., 2015; Hang et al., 2016).  
 
Otras proteínas involucradas en el proceso de fotorrecepción y modulación de 
ritmos biológicos  son las flavoproteínas. Estas poseen el cromóforo flavina en 
el cofactor catalítico Dinucleótido Flavina-Adenina (FAD), el cual puede 
presentar tres diferentes estados de óxido-reducción (redox): 1) la forma 
oxidada (FADox); 2) la forma semireducida (FADH) donde absorbe un electrón 
y 3) la forma completamente reducida (FADH2) que ha absorbido dos 
electrones, esta última es la forma que puede ser excitada por un fotón azul 
para traducir la señal lumínica en bioquímica (Ishikawa-Fujiwara et al., 2017).  
 
Algunos estudios con modelos celulares sugieren que las longitudes de onda 
450-490 nm, correspondientes a la luz azul modulan las opsinas (opn1sw), 
melanopsina (opn4), el estrés oxidativo, los cambios metabólicos en la 
mitocondria, el daño en el genoma mitocondrial y la viabilidad celular en células 
de piel (Nakashima et al., 2017), en fotorreceptores retínales de ratón (Kuse et 

al., 2014; Chen et al., 2017) y en el epitelio pigmentario retinal de mamíferos 
(Nakanishi-Ueda et al., 2013; Ishii y Rohrer, 2017; Yacout y Gaillard, 2017) 
(Figura 4). 
 
Se ha sugerido que la luz azul proveniente de luces LED incrementa el daño 
mitocondrial por la producción de ROS. Esto produce la activación de la 
p38MAPK (mitogen-activated protein kinase p38) y el NF-kB (Nuclear factor 
Kappa Beta), lo que induce la expresión de caspasas, condiciones de autofagia 
y la consecuente muerte celular. Adicionalmente la acumulación de opn1sw, 
incrementa el estrés del retículo endoplásmico, lo que también dirige la muerte 
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celular en células fotorreceptoras retínales de ratón in vitro (Kuse et al., 2014) 
(Figura 4). 
 

 
 
Figura 4. Posible ruta del daño celular en células fotorreceptoras retínales 661-W. (Modificado 
de Kuse et al.,2014).  
 
En células embrionarias Z3 del pez cebra D. rerio, la luz azul induce la 
producción de H2O2, lo que aumenta la expresión de genes reloj PER (period) y 
CRY (criptocromo) (Hirayama et al., 2007). En fibroblastos ZEM-2S del pez 
cebra la melanopsina responde a la luz azul y también induce la expresión de 
los genes PER y CRY mediante la activación de la respuesta a estrés oxidativo 
(Ramos et al., 2015). En la damisela Chrysiptera cyanea se observó que la 
producción de melatonina ocular decreció con la exposición de la luz azul, pero 
no de otras longitudes de onda sugiriendo una modulación de la enzima 
AANAT (arylalkylamine N-acetyltransferase) en células que contienen 
melanopsina (Takeuchi et al., 2014). 
 
Efectos similares, específicos de la luz azul, han sido observados en la 
levadura S. cerevisae, a pesar de ser un organismo unicelular. En este 
organismo se sugiere la participación de un tipo de flavoproteínas, en la 
regulación de la producción de ROS (Bodvard et al., 2017).  
 
En estas respuestas fisiológicas a la luz azul también se sugiere la intervención 
de las enzimas flavin-oxidasas que pueden transferir electrones al oxígeno 
molecular para formar H2O2. El peróxido de hidrógeno a su vez funciona como 
mensajero redox, que activa a las peroxiredoxinas para liderar las respuestas 
ante la presencia de luz azul. Estas observaciones fusionan la respuesta 
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lumínica con el estrés oxidativo y el control de los ritmos circadianos (Hirayama 
et al., 2007; Losi y Gartner, 2012; Edwards, 2014; Takeuchi et al., 2014; Ramos 
et al., 2015; Bodvard et al., 2017).  
 
Otras flavoproteínas directamente relacionadas con la percepción lumínica y 
que son sensibles específicamente a la luz azul y ultravioleta (UV) son la 
familia de criptocromos/fotoliasas (Conrad et al., 2014). Las fotoliasas están 
íntimamente relacionadas con la reparación de pirimidinas en el DNA dañado 
por luz UV en arqueas, bacterias, plantas y animales. Por su parte los 
criptocromos no presentan funciones de reparación de DNA pero controlan el 
desarrollo en plantas y de manera importante los ritmos biológicos en animales 
donde reprimen directamente la expresión de otros genes reloj (Losi y Gartner, 
2012; Armstrong, 2013; Crane y Young, 2014; Ishikawa-Fujiwara et al., 2017).  
 
Sin embargo, recientemente se reportó que el criptocromo Cry-DASH también 
presenta actividad reparadora de DNA y está altamente conservado desde 
bacterias hasta vertebrados (Daiyasu et al., 2004; Selby y Sancar, 2006; 
Pokorny et al., 2008; Conrad et al., 2014).  
 
La presencia de múltiples proteínas fotorreceptoras a la luz azul en diferentes 
modelos biológicos, sugieren que esta longitud de onda del espectro 
electromagnético es clave en la modulación del estrés oxidativo y en la 
sincronización de los osciladores circadianos en vertebrados (D’Autréaux y 
Toledano, 2007; Nakanishi-Ueda et al., 2013; Kuse et al., 2014; Bodvard et al., 
2017; Chen et al., 2017; Nakashima et al., 2017; Ishii y Rohrer, 2017).  
 
Especialmente en peces, ya que son organismos que están continuamente 
expuestos a variaciones fóticas y a la penetración de la luz azul en ambientes 
acuáticos (Hirayama et al.,2007; Ramos et al., 2015; Hang et al., 2016; Sato et 

al., 2016; Ishikawa-Fujiwara et al., 2017), debido a que esta longitud de onda 
es la que presenta más energía para penetrar la columna de agua (Morris, 
2017). 
 
1.3. Osciladores biológicos: control transcripcional-traduccional de los 
ritmos circadianos 
  
Los osciladores circadianos son mecanismos biológicos que funcionan a través 
de un sistema de autorregulación, que puede activar o reprimir la presencia de 
proteínas reloj y han sido descritos desde bacterias hasta vertebrados, lo que 
sugiere un alto grado de conservación evolutiva que modula la fisiología celular 
de los organismos (Kaneko et al., 2006; Davies et al., 2015; Takahashi, 2016). 
En mamíferos se ha demostrado que existen alrededor de 20,000 neuronas en 
el hipotálamo que actúan como un oscilador central, localizadas en una zona 
conocida como Núcleo Supraquiasmático (NSC) (Ukai y Ueda, 2010; Arble et 

al., 2012; Moore, 2013; Mendoza-Viveros et al., 2017). Este recibe la 
información lumínica sensada por la melanopsina, en las ipRGCs y regula 
centralizadamente el ritmo biológico de los vertebrados superiores a través del 
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control de la producción de melatonina en la glándula pineal. Posteriormente la 
liberación de melatonina en el torrente sanguíneo sincroniza los relojes de los 
órganos periféricos (Korf et al., 2003; Dibner et al., 2010; Welsh et al., 2010; 
Brown y Azzi, 2013; Reiter et al., 2014; Challet, 2015).  
 
En los peces no se ha demostrado la presencia de este tipo de oscilador 
central (Falcón et al., 2010; Zohar et al; 2016; Lopéz-Olmeda 2017), pero se ha 
pensado que la glándula pineal funciona como un NSC. Sin embargo, 
organismos con extirpación quirúrgica de este órgano o que han sido 
modificados genéticamente para bloquear sus funciones aún son capaces de 
mantener las oscilaciones moleculares en órganos periféricos (Yadu y 
Shedpure, 2002; Ben-Moshe et al., 2016). 
 
Esta información sugiere que existe una red de osciladores periféricos múltiples 
e independientes, que responden a las diferentes condiciones ambientales (luz, 
temperatura, alimento, oxígeno, etc.). La interacción de los osciladores es la 
que lidera en realidad los ritmos circadianos esenciales, reguladores de la 
fisiología completa del organismo (Kaneko et al., 2006; Dibner et al. 2010; 
Vatine et al., 2011; Lazado et al., 2014; Ben-Moshe et al., 2016; Wu et al., 
2016; Lopéz-Olmeda 2017). 
 
Los actores moleculares de los osciladores están altamente conservados en 
vertebrados; se encuentran en todos los tejidos y funcionan a partir de un 
mecanismo de retroalimentación a nivel transcripcional-traduccional de los 
componentes circadianos moleculares (Martin-Robles et al.,2012; Foster y 
Kreistzman, 2014; Takahashi, 2016).  
 
De manera general, durante la fase diurna de regulación positiva, se forman 
dímeros de proteínas reloj que son factores de transcripción del tipo basic helix-
loop-helix (bHLH) y del tipo Period (P), Aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator-like1(A), Single minded domain-containing protein (S) o mejor 
conocidos como (bHLH/PAS) (Takahashi, 2016).  
 
El primer dímero bHLH/PAS está compuesto por CLOCK/BMAL1 (Circadian 
locomotor output cycles kaput/ Brain y muscle, aryl hydrocarbon receptor 
nuclear translocator-like 1) y el segundo dímero está conformado por 
NPAS2/BMAL1 (Neuronal Per Arnt Single minded domain-containing protein 
2/BMAL1). Ambos presentan funciones complementarias que inician la 
actividad regulatoria positiva del reloj molecular (DeBruyne et al., 2007; 
Landgraf et al., 2016).  
 
Los dímeros CLOCK/BMAL y NPAS2/BMAL1 activan la transcripción de 
RORa,b,c, (retinoic acid-related orphan receptor a,b,c) los cuales se unen a los 
RORes (ROR response elements [WAWNTRGGTCA]) en la región promotora 
de los genes BMAL1 y CLOCK, e incentiva de esta manera su transcripción 
(Zhang y Kay, 2010) (Figura 5). En este proceso la molécula de melatonina 
juega un papel importante ya que se une al RORa y potencializa la expresión 
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transcripcional de BMAL1, durante el inicio de la fase diurna (Reiter et 

al.,2014).  
 
Por otro lado, en la fase de retroalimentación negativa los dímeros 
(BMAL1:CLOCK/NPAS2) promueven la activación de la expresión de los 
receptores nucleares NR1D1 y NR1D2 (Nuclear receptor subfamily 1, group D, 
Member 1 y Member 2). Estos se unen a los RORes y evitan la expresión de 
BMAL1 durante la fase nocturna (Korencic et al., 2012; Scheiermann et al., 
2013). Otros genes que también presentan RORes y son regulados por estos 
mecanismos de represión son RORc, CRY1,2,3 (Cryptocromo 1,2,3), PER 1,2, 
(Period 1,2) y NFIL3 (Nuclear Factor Interleukin 3 Regulated), los cuales son 
componentes que actúan en la modulación oscilatoria circadiana (Korencic et 

al., 2012; Liu y Evans, 2014) (Figura 5). 
 
Durante esta fase negativa los dímeros (BMAL1:CLOCK/NPAS2) se unen a 
secuencias E-Box (CACGTG) en la región del promotor e incentivan la 
expresión de las proteínas que forman el dímero CRY/PER. Este dímero 
funciona como como regulador negativo del ciclo, ya que una vez formado en 
el citoplasma es transportado al núcleo celular, se une a 
BMAL1:CLOCK/NPAS2 e inhibe su función en la fase nocturna (Fu y Lee, 
2003; Takahashi et al., 2008; Scheiermann et al., 2013; Wang et al., 2015; 
Paschos, 2015) (Figura 5). Además los dímeros BMAL1:CLOCK/NPAS2 
promueven la expresión de DEC1, DEC2 (Differentially expressed in 
chondrocyte 1 y 2) los cuales promueven la activación del promotor de PER 
con la consecuente inhibición de BMAL1:CLOCK/NPAS2 (Wang et al., 2015; 
Mendoza-Viveros et al., 2017).  
 
Otros componentes del sistema que igualmente son regulados por 
BMAL1:CLOCK/NPAS2 en secuencias E-box son NR1D1-NR1D2, ROR, y D-
box binding proteins (DBPs) (Korencic et al., 2012), por lo que los dímeros 
(BMAL1:CLOCK/NPAS2) tienen una función principal en la regulación de la 
transcripción de los genes encargados de las oscilaciónes biológicas (Figura 5), 
así como de otros genes que contienen secuencias regulatorias E-Box 
(Takahashi, 2016). 
 
Aunado a estos mecanismos, existe una regulación mediada por las 
secuencias D-Box (TTATGYAA), en las cuales se unen los factores de 
transcripción (DBPs):  Thyrotroph embryonic factor (TEF), Hepatic leukaemia 
factor (HlF) y D-box binding protein (DBP) que actúan como coactivadores para 
los genes reguladores negativos del ciclo CRY, PER, NR1D1 y NR1D2 (Kumaki 
et al., 2008; Zhang y Kay, 2010; Korencic et al.,2012; Takahashi, 2016). 
Como mecanismo de regulación de los DBPs, existe la proteína represora 
Nuclear Factor Interleukin 3 Regulated Protein (NFIL3) la cuál impide la unión 
de TEF/HIF/DBP y por tanto sus funciones en los genes diana (Kumaki et al., 
2008; Zhang y Kay, 2010; Korencic et al.,2012; Takahashi, 2016), también 
NFIL3 puede unirse a PER e inhibir su función regulatoria (Tanoue et al., 2015) 
(Figura 5).  
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Por otra parte la regulación de las funciones del dímero CRY/PER están 
sujetas a la actividad de la CK1ε, Casein Kinase-Epsilon (Takano et al., 2004). 
Esta cinasa es selectiva para residuos de serina-treonina y actúa para formar el 
triplete CK1ε/CRY/PER; donde CK1ε cumple la función de molécula señal, 
dirigiendo a CRY/PER al sitio de unión con BMAL1:CLOCK/NPAS2. 
Posteriormente CK1ε y GSK3β (Glycogen Synthase Kinase 3 Beta) se 
encargan de fosforilar a PER para promover su degradación proteosómica 
(Meng et al., 2008; Maywood et al. 2011), (Mendoza-Viveros et al., 2017) 
(Figura 5). 
 
La degradación proteosómica de CRY está mediada por su fosforilación, 
activada por GS3Kβ (Mendoza-Viveros et al., 2017) y AMPK (Adenosine 
monophosphate-activated protein kinase) (Bass y Takahashi, 2010). Un 
sistema complementario de regulación ocurre cuando FBXL3 (F-box y leucine 
rich repeat protein 3) se une a en la región FAD de la proteína CRY, lo que 
regula directamente la duración de la represión transcripcional de CRY/PER 
sobre BMAL1:CLOCK/NPAS2 (Maywood et al. 2011; St. John et al., 2014).  
 
Además se ha propuesto que la melatonina durante la fase nocturna inhibe al 
sistema proteosómico encargado de degradar las proteínas reloj 
(CLOCK/BMAL1/CRY/PER), esto confiere una acción directa a la melatonina 
en la sincronización y funcionalidad de los ritmos circadianos (Vriend y Reiter, 
2015). 
 
Estas actividades de formación y degradación del dímero CRY/PER son lentas 
y progresivas, lo que permite mantener un ciclo de 24 horas donde una vez 
degradado el dímero CRY/PER el ciclo vuelve a comenzar con la actividad 
rítmica de BMAL1:CLOCK/NPAS2 sobre los genes diana (Uaki y Ukeda, 2010; 
Koike et al., 2012; Crane y Young, 2014).  
 
En la red oscilatoria circadiana también participan otros elementos como el 
adenosin 3´5´monofosfato cíclico (cAMP) y el Ca2+, los cuales se encuentran 
presentes durante la fase luminosa y permiten la transcripción de genes 
circadianos (O´Neill et al., 2008; O'Neill y Reddy 2012) como AANAT 
involucrado en la producción de melatonina (Wang et al., 2015).  

 
Adicionalmente se han identificado otros factores de transcripción como Sterol 
regulatory element-binding proteins (SREBPs), peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs), peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
coactivator 1-alpha (PGC1a) que tienen funciones complementarias en la 
expresión de genes controlados por el dímero BMAL1:CLOCK/NPAS2, y que 
se encuentran relacionados con la presencia de estrés oxidativo (Liu et al., 
2007; Yang et al., 2012; Paschos, 2015).  
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Figura 5. Red circadiana transcripticional en mamíferos. 5ʹ (AMPK) AMP-activated protein 
kinase, (CK1) casein kinase 1, (CRE) cAMP response element, (FBX) F-box protein, (SCF) 
SKP1–cullin–F-box protein, (SER) serum response element, (Ub) ubiquitina. (modificado de 
Takahashi, 2016). 

Finalmente existe prueba suficiente que demuestra que alrededor del 10% del 
genoma celular esta relacionado con los ritmos circadianos (clock control 
genes, CCGs) (Figura 5), y se indica que existen alrededor de 11,000 genes 
que están controlados por estos ritmos biológicos en vertebrados y para 
muchos de los cuales no se conocen aún sus funciones específicas (Zhang et 

al., 2014b; Schick et al., 2016; Mendoza-Viveros et al., 2017; Boyle et al., 2017; 
Tahara et al., 2017). Debido a lo anteriormente expuesto la maquinaria 
circadiana es una pieza clave para integrar las señales metabólicas-
ambientales, modular la expresión génica y liderar la plasticidad de los 
organismos para adaptarse y sobrevivir ante condiciones cambiantes (Masri et 

al., 2015).   
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1.4. Interacciones entre los osciladores biológicos y el estrés oxidativo 
 
Los estudios en cronobiología revelan que existe una estrecha relación entre 
los ritmos biológicos y los sistemas redox (Jones y Sies, 2015). Trabajos en el 
área de los osciladores biológicos indican que la intrincada conexión entre los 
ritmos circadianos y el metabolismo ha permanecido poco comprendida 
(Krishnaiah et al., 2017); ya que existen muchos elementos y procesos 
moleculares que participan directa e indirectamente en la regulación de los 
osciladores biológicos (Schick et al., 2016). 
 
El estrés oxidativo es uno de los reguladores principales de estos osciladores 
(Stangherlin y Reddy, 2013; Wilking et al., 2013; Wu y Reddy 2014; Jones y 
Sies 2015; Milev et al. 2015; Wende et al., 2016;  Rhee y Kil, 2016; Fanjul-
Moles y Lopez-Riquelme 2016; Ray y Reddy, 2016; Rey et al., 2016; Rhee y Kil 
2017; Tahara et al., 2017), a través  de las variaciones circadianas de los ciclos 
redox de peroxiredoxinas, glutatión y los residuos de cisteína principalmente 
(Blanco et al., 2007; Edgar et al., 2012). Las variaciones redox circadianas, 
regulan  diversas funciones fisiológicas como la excitabilidad neuronal, 
regulación del sistema inmune, metabolismo, crecimiento, entre otros (Wilking 
et al., 2013).  
 
Además existen controles circadianos epigenéticos que se encuentran 
conservados desde bacterias hasta vertebrados superiores (Valekunja et al., 
2013; Kim et al., 2015; Aguilar-Arnal y Sassone-Corsi, 2015; Masri et al., 2015; 
Papazyan et al., 2016; Mayo et al., 2017). Adicionalmente en vertebrados se ha 
demostrado que existe una variación circadiana de RNAs no codificantes 
(ncRNA), micro RNAs (mirRNA) y RNAs pequeños de interferencia (small 
interfering RNAs; siRNA), provenientes de regiones intergénicas y que afectan 
directamente a los osciladores biológicos (Zhang y Kay, 2010; Ben-Moshe et 

al., 2014; Chen y Yang, 2014; Schick et al., 2016; Micó et al., 2016; Gao et al., 
2016; Mendoza-Viveros et al., 2017). 
 
En células epiteliales normales y cancerosas humanas, se observa que una 
adición de H2O2 genera condiciones de estrés oxidativo, que aumentan 
significativamente la expresión y acumulación nuclear de BMAL1 (Matsumoto 
et al., 2016). En ratones knockout de BMAL1, se ha observado un incremento 
de las ROS y un consecuente envejecimiento (Kondratov et al., 2006). En 
fibroblastos embrionarios de ratón las ROS regulan la expresión de PER y 
están involucradas en la supervivencia o apoptosis celular (Magnone et al. 
2015). También en macrófagos de ratón se observa un estímulo proinflamatorio 
y una disrupción de BMAL/PER en presencia de ROS (Wang et al., 2016).   

Por otro lado los receptores nucleares conocidos como Peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs), funcionan como factores de transcripción para 
múltiples genes. Estos presentan ritmos circadianos de expresión (Cheng y 
Yang, 2014), se encuentran estrechamente relacionados con la regulación del 
estrés oxidativo y los osciladores biológicos (Yang et al., 2012; Cheng y Yang, 
2014).  
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Ante la presencia de H2O2, los PPARs activan la expresión de enzimas 
antioxidantes (Polvani et al., 2012) como catalasa (CAT) y la glutatión 
peroxidasa (GPx) que reducen al H2O2 en agua (Chung et al., 2009; Okuno et 

al., 2010). También estimulan la expresión de la superóxido óxido-reductasa 
(MnSOD) que catalisa la óxido reducción de 2 aniones superóxido O2

.- en 
oxígeno molecular y H2O2 (Yu et al., 2008; Reuter et al., 2010) y la uncoupling 
protein2 (UCP2) la cual previene la acumulación de anión superóxido O2

.- en la 
mitocondria y controla producción de ROS (Polvani et al., 2012). 

Los PPARs controlan también el metabolismo de glucosa y lípidos en 
interdependencia con los ritmos circadianos (Bellet y Sassone-Corsi, 2010; 
Cheng y Yang, 2014; Kumar et al., 2015; Mello et al., 2016). Específicamente 
las isoformas PPARα y PPARγ regulan la expresión de BMAL1 y NR1D1.  A su 
vez  BMAL1:CLOCK activa la expresión de PPARα a través de secuencias E-
Box (Bass y Takahashi 2010; Gachon et al., 2017; Chen y Yang, 2014), y PER 
actúa como inhibidor de la función de PPARγ (Grimaldi et al., 2010).  

La PGC1α (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha) también muestra patrones circadianos de expresión. Esta regula la 
fosforilación oxidativa y la producción de ROS, a través de la biogénesis 
mitocondrial y la regulación del dinucleótido de nicotinamida-adenina (NAD+) 
(Bass y Takahashi, 2010). Activa la transcripción de los ROR, los cuales a su 
vez incentivan la expresión de BMAL1:CLOCK/NPAS2 (Liu et al., 2007; Bellet y 
Sassone-Corsi, 2010).  
 
Esta comunicación directa de los osciladores circadianos con la homeostasis 
metabólica, sugiere que la modificación de alguno de estos componentes 
puede influenciar directamente el estatus energético de las células o sus ritmos 
circadianos (Cheng y Yang, 2014). Por ejemplo el peróxido de Hidrógeno H2O2 
en células Z3 y ZEM-2S del pez cebra activan la expresión de los genes reloj 
PER y CRY (Hirayama et al., 2007; Ramos et al., 2015).  
 
En el ojo de la damisela Chrysiptera cyanea la exposición a la luz disminuye la 
producción del principal componente antioxidante, la melatonina (Takeuchi et 

al., 2014). También en pez cebra se observa una inhibición de PER sobre de 
AANAT a través de una secuencia E-Box, lo que minimiza la síntesis de 
melatonina (Wang et al., 2015). Estos reportes en diversos modelos sugieren 
una relación estrecha entre los osciladores y la respuesta antioxidante de los 
organismos a través de la melatonina (Tahara et al., 2017). 
 
Otra fuente importante de producción de la molécula oxidante (H2O2) ocurre 
cuando la enzima esteroide 11β-hidroxilasa (CYP11B1) transforma el 11-deoxi-
cortisol en cortisol en la membrana interna mitocondrial de la glándula adrenal 
(Kil et al., 2012). La liberación del H2O2 en el citosol celular inhibe la 
importación del sustrato inicial de síntesis (colesterol), por lo que se establece 
un sistema de retroalimentación negativa por la acción del peróxido de 
hidrógeno. Para reestablecer las condiciones iniciales el H2O2 es eliminado a 
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través del sistema PRXIII/SRX (Kil et al., 2012; Toledano y Delaunay-Moisan, 
2015). 
 
El cortisol es importante ya que activa la transcripción de genes como PER y 
CRY, cuando se une al sitio Ebox-GRE (glucocorticoid receptor element) en la 
región promotora. Además CLOCK se une directamente a los glucocorticoides 
(GR) y regula su unión al DNA, lo que controla la expresión de PER y CRY (So 
et al., 2009; Mavroudis et al., 2012; Zhao et al., 2014). El cortisol también activa 
un gran número de genes involucrados en el metabolismo y la producción de 
metabolitos, esto indica que la regulación de los ritmos circadianos está 
estrechamente relacionada con la presencia de Glucocorticoides (GRs) a nivel 
molecular (Ellis et al., 2012; Weger et al., 2016). En peces se ha observado 
que la presencia de GRs influye en la expresión de diversos genes reloj 
(CLOCK, BMAL, CRY) y particularmente los genes PER, por lo que se sugiere 
que el mecanismo de regulación por GRs en vertebrados es altamente 
conservado (Sanchez- Bretaño et al., 2016).  
 
Las características oxidantes (cortisol) y antioxidantes (melatonina) son 
especialmente interesantes, ya que se considera que estas hormonas 
presentan funciones antagónicas en la modulación de los ritmos circadianos y 
son capaces de modular los patrones diarios de crecimiento, alimentación y 
reproducción entre otros (Larson et al., 2004; Saito et al., 2004; Ebbesson et 

al., 2008; Nikaido et al., 2010; López-Patiño et al., 2014; Brüning et al., 2015).  
 
Otros de los actores clave estrechamente involucrados con el estrés oxidativo y 
los ritmos circadianos son las coenzimas dinucleótido de nicotinamida adenina 
(NAD+) (Bellet y Sassone-Corsi, 2010). Así como una molécula derivada de 
NAD+ conocida como dinucleótido de nicotinamida adenina fosfato (NADP+) la 
cual es producida por la acción de la enzima NAD-Kinase, que fosforila a NAD 
añadiéndole un grupo fosfato (Oka et al., 2012).  
 
Tanto NAD+ como NADP+ se encuentran en su estado oxidado y tienen la 
capacidad de incorporar dos electrones en el anillo de la nicotinamida. Esta 
acción reduce las moléculas y produce NADH+H+ y NADPH+H+ 
respectivamente, por lo que estas coenzimas son capaces de transferir 
electrones en reacciones redox (Bellet y Sassone-Corsi, 2010; Oka et al., 2012) 
(Figura 6). Además las coenzimas NAD+ y NADP+ esta involucradas en la 
activación del sistema inmune, desacetilación de proteínas, procesos de 
reparación del DNA, resistencia ante ROS y apoptosis (Oka et al.,  2012; 
Massudi et al., 2012). 
 
Los sistemas NAD+/NADP+ en conjunto con el sistema tiol/disulfuro, son 
centrales en el código redox (Jones y Sies, 2015). El sistema NAD utiliza 
deshidrogenasas que son activadas en procesos catabólicos de biomoléculas 
que presentan enlaces covalentes de carbono, oxígeno, azufre, nitrógeno e 
hidrógeno. La proporción de NAD+/NADH se encuentra en equilibrio con los 
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sustratos reducidos/oxidados de las deshidrogenasas y es central en la 
producción energética (Brigelius-Flohé y Flohé, 2011).  
 
Durante los procesos metabólicos, como en el ciclo del ácido tricarboxílico 
(TCA) y en la ruta glicolítica, las moléculas de NAD+ son reducidas a 
NADH+H+. Una vez reducidas son las encargadas de transportar los electrones 
hacia la cadena transportadora en la membrana interna mitocondrial para la 
producción de ATP. Este proceso consume oxígeno e incrementa la producción 
de ROS (Bellet y Sassone-Corsi, 2010) (Figura 6).  
 
El NAD+ puede ser también utilizado como cofactor por la enzima poli [ADP-
ribosa] polimerasa 1 (PARP-1), la cual repara el DNA, disminuye la 
disponibilidad de NAD+ con la consecuente atenuación de los procesos 
metabólicos y la producción de ROS (Oka et al., 2012). PARP-1 también está 
involucrada en la regulación de la transcripción, apoptosis y regulación del ciclo 
celular, por lo que la participación de NAD+ presenta una función clave en la 
modulación circadiana de las actividades celulares (Kolthur-Seetharam et al., 
2006; Bellet y Sassone-Corsi, 2010) (Figura 6). 
 
Por otro lado en la ruta de la pentosa-fosfato (ruta metabólica estrechamente 
relacionada con la glucólisis), las moléculas de NADP+ son reducidas a 
NADPH+H+. Posteriormente, dichos electrones son transferidos a los sistemas 
de Glutatión (GSH) y Thioredoxina/Peroxiredoxina (TRX/PRX), los cuales 
reducen a las ROS y a las proteínas que se encuentran oxidadas en sus 
grupos tiol (-SH) (Oka et al., 2012; Toledano y Delaunay-Moisan, 2015; Hoyle y 
O’Neill, 2015; Putker y O’Neill, 2016). Estos hallazgos indican que el sistema 
NADP+/NADPH+H+ es central en el metabolismo, defensa y control de los 
sistemas tiol/disulfuro, los cuales controlan el estado redox de la célula (Jones 
y Sies, 2015). 
 
Las molécula reducidas NADH y NADPH son utilizadas por las NADPH 
oxidasas (NOXs), las cuales toman el O2 y lo convierten en anión superóxido 
(O2

.-) que a su vez formará H2O2, por la accion de la superóxido dismutasa 3, lo 
que estimula la presencia de ROS en el espacio extracelular (Reiter et al., 
2014; Manchester et al., 2015; Sies et al., 2017), este comportamiento de las 
moléculas NADH/NADPH les confiere un papel central en la regulación del 
estrés oxidativo celular (Oka et al., 2012).  
 
Los sistemas NAD+/NADP+ también regulan de manera importante la 
sensibilidad redox de los residuos de cisteína y metionina en las proteínas; en 
donde el H2O2 es el principal oxidante y los sistemas TRX/GSH son los 
principales reductores de grupos disulfuro en los residuos de Cisteína/cistína. 
Estos sistemas reductores dependen de la unión a NADPH-reductasas, lo que 
crea un sistema redox proteínico inherentemente balanceado por la actividad 
celular a través de la disponibilidad de NADPH+H+ (Jones y Sies, 2015) (Figura 
6). 
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Figura 6. Principales funciones de los nucleótidos (NAD, NADP) como transportadores de 
electrones y señalizadores biológicos. El NADP+, es reducido por la ruta pentosa fosfato. El 
NADPH es utilizado para eliminar las ROS, así como para reducir proteínas oxidadas a través 
de los sistemas TRX (Tioredoxina) y GSH (Glutatión) con la participacion de GRX 
(Glutharedoxina), GPX (Glutatión peroxidasa) y PRX (Peroxiredoxina). El NAD+ es reducido por 
la ruta catabólica glicolítica y del ciclo del ácido tricarboxilico (TCA). Los electrones del NADH 
son transferidos a la cadena transportadora de electrones, para convertir ADP en ATP. El 
estrés genotóxico (daño al DNA por radicales libres) es reconocido por PARP-1 (poli [ADP-
ribosa] polimerasa 1), la cual facilita la ribosilación del ADP, un paso importante en la 
reparación del DNA. (Modificado de Oka et al., 2012). 
 
La coordinación del control metabólico por el sistema NAD+

 y el control de la 
organización espacio-temporal del proteoma redox por el sistema NADP+/H2O2, 
permite el control de las actividades centrales celulares que incluyen la mitosis, 
meiosis, diferenciación, senesencia, apoptosis y procesos multicelulares 
complejos como la fertilización, el desarrollo, la cicatrización y la reparación de 
daños en ácidos nucleicos, entre otros (Sakamaki et al., 2006; Jones y Sies, 
2015).  
 
Como se ha mencionado la producción de H2O2 proviene principalmente de la 
respiración celular y la actividad de la NADPH oxidasas, por lo que los niveles 
de H2O2 están directamente relacionados con los niveles de actividad celular 
(Quinlan et al., 2014). Por lo que la intricada relación del metabolismo de NAD+ 
y los ritmos circadianos (Sassone-Corsi, 2012), permite que los sistemas redox 
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celulares dirijan  la adaptación de los organismos a los cambios ambientales, 
incluyendo la disponibilidad de nutrientes, la exposición y vulnerabilidad ante 
agentes peligrosos y/o predadores. Esta estructura redox es la encargada de 
mantener el sistema inmune y el crecimiento bajo las condiciones de un 
ambiente cambiante a traves del control de la homeostasis, el metabolismo 
energético y la estructura proteómica (Jones y Sies, 2015).  
 
Una enzima que puede transferir electrones de NADH+H+ a NADP+ es la 
nicotinamida nucleótido transhidrogenasa (NNT), esta reacción es reversible 
por lo que en condiciones de alta demanda metabólica el NADPH+H+ es 
consumido para soportar la producción de NADH+H+  y la producción de ATP, 
lo cual debilita la acción antioxidante de NADPH+H+ (Sies et al., 2017).    
 
La produccion de NAD+ está mediada por la acción de la enzima nicotinamida 
fosforibosil transferasa (NAMPT), la cual convierte la nicotinamida en 
mononucleótido de nicotinamida (NMN). Posteriormente la NMN es utilizada 
para sintetizar NAD+, por medio de la enzima NMN adelinil transferasa 
(NMNAT) (Oka et al., 2012; Eckel-Mahan y Sassone-Corsi, 2013) (Figura 7).  
 
La producción circadiana de NAD+ es controlada directamente por el dímero 
BMAL1:CLOCK/NPAS2, que se une a la región E-Box del promotor de NAMPT 
y que regula su sintesis a nivel transcripcional (Bellet y Sassone-Corsi, 2010). 
De hecho no solo la biosíntesis de NAD+, sino la de los nucleótidos y los 
aminoácidos también está controlada por los ritmos circadianos (Krishnaiah et 

al., 2017).  
 
La unión del dímero BMAL1:CLOCK/NPAS2 con el DNA es afectada 
directamente por NAD+. La actividad positiva de transcripción solo se observa 
cuando existe una alta concentración de NADH (Bellet y Sassone-Corsi, 2010). 
Esto sugiere que la regulación por NAD+ se debe en parte a su acción como 
cofactor de enzimas que modifican la estructura de la cromatina, por lo que el 
estado redox de la célula regula directamente las funciones de los osciladores 
circadianos a través de controles epigenéticos (Nakahata y Bessho, 2016) 
(Figura 7). 
  
De hecho CLOCK no solo es un factor de transcripción, si no que presenta 
también una actividad de histona acetil-transferasa (HAT). Por lo que es capaz 
de acetilar residuos de lisina en las histonas mediante la transferencia de un 
grupo acetilo (-COCH3) para formar N-acetil-lisina. Este proceso neutraliza la 
carga positiva de las histonas y reduce su afinidad con el DNA, permite la 
expansión de la cromatina y en consecuencia activa la transcripción de genes 
(Doi et al., 2006; Masri et al., 2013).  
 
Por otro lado, la Sirtuina 1 (SIRT1) y la Sirtuina (SIRT6) son enzimas histona 
deacetilasas (HDACs), que remueven grupos acetilo del residuo de lisina. 
Estas son activadas por la presencia de NAD+ de una forma circadiana (Bellet y 
Sassone-Corsi, 2010; Eckel-Mahan y Sassone-Corsi, 2013; Xi y Chen, 2014) 
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(Figura 7). En el proceso de desacetilación SIRT1 hidroliza a NAD+, lo que 
produce Nicotinamida y ADP-ribosa, esta última es capaz de incorporar el 
grupo acetilo a su estructura para formar 2-O-Acetil-ADP-ribosa y así lograr la 
desacetilación de las histonas (Oka et al., 2012).  
 

 
 
Figura 7. Las sirtuinas vinculan los ritmos circadianos y el metabolismo. La unión del complejo 
SIRT1:CLOCK:BMAL activa la expresión de NAMPT (Nicotinamida Fosforibosil Transferasa), 
principal enzima que controla la producción de NAD+. (Modificado de Eckel-Mahan y Sassone-
Corsi, 2013). 
 
De hecho SIRT1 se une al complejo BMAL1:CLOCK/NPAS2 para activar la 
transcripción de NAMPT, por lo que SIRT1 regula la presencia oscilatoria de su 
propia coenzima NAD+ y es clave en la regulación de los ritmos circadianos y 
cofactores del metabolismo (Bellet y Sassone-Corsi, 2010; Eckel-Mahan y 
Sassone-Corsi, 2013; Xi y Chen, 2014) (Figura 7).  
 
Otros componentes de remodelación de la cromatina que están relacionados 
con la expresión de SIRT1 son las enzimas asociadas a las histonas externas 
(HIST1H1B). Su presencia es requerida para la unión de SIRT1, el 
enriquecimiento de la dimetilación de la histona 3 en la lisina 9 (H3K9me2), la 
compactación de la cromatina y la expresión de genes relacionados al 
crecimiento (Li et al., 2012).  
 
Por último la presencia de la Sirtuina 6 activa un estado represivo de la 
cromatina, reduce la unión de BMAL1:CLOCK/NPAS2 y controla la expresión 
de genes relacionados directamente con el metabolismo de carbohidratos y 
ácidos grasos como el factor de transcripción SREBP-1. Todas las evidencias 
en conjunto indican una estrecha relación entre el metabolismo, el estrés 
oxidativo y los ritmos circadianos a través de controles epigenéticos (Masri et 

al., 2014; Xi y Chen, 2014). 
 
En conjunto todas estas evidencias sugieren que no se cuenta actualmente con 
una comprensión total del funcionamiento de los ritmos circadianos, ya que son 
mecanismos con un alto grado de complejidad que requiere de estudios 
profundos para poder dilucidar el funcionamiento de los osciladores biológicos 

Control	transcripcional	 Control	enzimático	
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y la participación del estrés oxidativo en este proceso, por lo que es necesario 
realizar un mayor número de investigaciones en este campo para tener una 
mejor comprensión del fenómeno biológico.  
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CAPÍTULO 2. 
EL EFECTO DEL FOTOPERIODO SOBRE LA DETERMINACIÓN SEXUAL 

DEL PEZ BLANCO DE PÁTZCUARO Chirostoma estor. 
 
RESUMEN 
 
La determinación sexual en la mayoría de los peces teleósteos es el producto 
de una mezcla de controles genéticos y respuestas ante señales ambientales. 
De estás últimas, la determinación sexual por temperatura (DST) sin duda ha 
sido la más extensamente estudiada, con poca o nula información acerca de la 
influencia de otros factores ambientales como el fotoperiodo sobre la 
determinación sexual. Actualmente los aterinópsidos son aceptados como 
modelos biológicos para estudiar los mecanismos de determinación sexual en 
peces. Por lo que el presente trabajo evalúa la influencia de la luz continua 
sobre la determinación sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor. 
El experimento fue realizado en un sistema de recirculación con una 
temperatura constante de 20oC ± 1°C y dos tratamientos lumínicos: a) 
Fotoperiodo de luz continua (CL) y b) Fotoperiodo simulado control (CS), al 
final del estudio (12 semanas post-eclosión) las gónadas (testículos y ovarios) 
se identificaron histológicamente para obtener las proporciones sexuales en 
cada tratamiento. En el fotoperiodo de CS se observó un 40% de machos, 
mientras que en el fotoperiodo de CL se encontró un 73.3% de machos 
fenotípicos (p≤0.01). Además en la porción abdominal de larvas (n=14) de 5 
días post-eclosión se realizaron análisis de expresión relativa por qPCR, en el 
fotoperiodo de CL el 64.29% de los individuos tuvieron una tendencia de mayor 
expresión de sox9 (diferenciación testicular) vs foxl2 (diferenciación ovárica), 
mientras que en el fotoperiodo de CS el 35.71% de los individuos presentan 
esta tendencia relacionada a la diferenciación testicular. En cuerpos completos 
de larvas (n=9) los niveles de expresión de genes asociados al estrés oxidativo 
(sod2 y ucp2) y la activación del eje de estrés (gcr1) no muestran diferencias 
significativas entre los tratamientos (p>0.05), sin embargo los niveles 
transcripcionales de enzimas asociadas a la defensa ante el estrés oxidativo 
(cat y gsr) y en la activación del eje de estrés como el factor de liberación de 
corticotropina (crf) si presentan diferencias significativas (p≤0.05) entre los 
tratamientos, observándose una sobrexpresión de estos mRNA en el 
fotoperiodo de luz continua. En conjunto estas evidencias moleculares e 
histológicas demuestran que la luz continua aplicada en etapas tempranas de 
desarrollo puede influenciar la proporciones sexuales en un teleósteo con 
presencia de DST. Estos resultados son la primer evidencia experimental de 
masculinización por iluminación continua en una especie de vertebrado e 
incrementa el conocimiento sobre los mecanismos de determinación sexual 
ambiental en teleósteos. Sin embargo es necesario realizar una mayor 
investigación para clarificar la conexión entre el estrés oxidativo y la 
determinación sexual ambiental que dirige la plasticidad sexual en los 
vertebrados y especialmente en los peces.  
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2.1. INTRODUCCIÓN 
 
2.1.1. Determinación sexual en peces teleósteos 
 
La determinación sexual es el proceso genético o ambiental mediante el cual 
se establece el sexo del embrión, tras la fertilización. Este proceso en peces 
puede ser básicamente de dos tipos; Determinación Sexual Genotípica (DSG) y 
Determinación Sexual Ambiental (DSA). La DSG ocurre cuando el sexo es 
determinado por la carga genética del individuo sin importar las condiciones 
ambientales en las que se desarrolle el organismo, por otro lado la DSA ocurre 
cuando los cambios ambientales determinan el sexo fenotípico del embrión con 
poca o nula influencia de la carga genética (Devlin y Nagahama, 2002; Penman 
y Piferrer, 2008).  
 
Entre los vertebrados con DSG se han identificado múltiples genes clave en la 
determinación sexual, como el SRY/sry (sex-determining region Y) en 
mamíferos y marsupiales (Sinclair et al., 1990; Foster et al., 1992), dmrt1 
(Double sex y mab3 related transcription factor 1) en el pollo Gallus gallus 

domesticus (Smith et al., 2009) y en el pez plano Cynoglossus semilaevis 
(Chen et al., 2014), el DM-W (Genome-specific DM-domain linked-W) en la 
rana Xenopus leavis (Yoshimoto et al., 2008), el sox3y (SRY-Box 3) en el pez 
medaka hindú Oryzias dancena (Takehana et al., 2014) y el dmrt1bY en el 
medaka japonés Oryzias latipes (Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002). 
 
Recientemente se han descubierto otros genes determinantes del sexo en 
teleósteos que están relacionados estrechamente con la ruta del factor de 
crecimiento transformante beta (TGF-β), como el gen Y-linked anti-Müllerian 
hormone (amhy) en el aterinópsido Odontesthes hatcheri (Hattori et al., 2012) y 
que también se mantiene conservado en el Cíclido Oreochromis niloticus (Li et 

al., 2015). Otros más son el anti-Müllerian hormone receptor type II (amhr2) en 
el pez globo Takifugu rubripes (Kamiya et al., 2012) y el gonadal soma-derived 
growth factor del cromosoma Y (GsdfY) en la medaka filipina Oryzias 

luzonensis (Myosho et al., 2012). También se han reportado genes 
relacionados con el sistema inmune como el sexually dimorphic on the Y 
chromosome sdY-irf9y en la trucha Oncorhynchus mykiss que solo se 
encuentra en machos y que es determinante del sexo (Yano et al., 2012).  
 
Estas evidencias indican que existe una gran cantidad de genes en diversas 
especies que han evolucionado independientemente como genes 
determinantes del sexo. Asociado a esto se ha observado que entre los 
teleósteos se encuentran diversos sistemas cromosómicos determinantes del 
sexo (Schultheis et al., 2009; Takehana et al., 2014; Myosho et al., 2015; Pan 
et al., 2016; Cui et al., 2017). Como ejemplo podemos mencionar a los peces 
espada Xiphophorus maculatus, que poseen diversos cromosomas sexuales 
(X,Y,W), o los peces Medaka, donde están presentes sistemas cromosómicos 
XX/XY y ZZ/ZW (Takehana et al., 2007; Takehana et al., 2014, Myosho et al., 
2015); o bien los peces espinosos de la familia Gasterosteidae donde se ha 
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observado un sistema cambiante de cromosomas sexuales entre las especies 
que constituyen esta familia (Ross et al., 2009).  
 
Inclusive en el pez cebra Danio rerio, en la lubina  Dicentrarchus labrax y en el 
Cíclido Astatotilapia Burtoni, se han reportado sistemas de determinación de 
sexo poligénico; es decir que no existe un sistema de determinación dado por 
cromosomas sexuales (Vandeputte et al., 2007; Liew et al., 2012; Roberts et 

al., 2016). Finalmente se ha reportado que el sistema de determinación sexual 
presenta variaciones entre líneas domesticadas en D. rerio (Wilson et al., 2014) 
por lo que queda de manifiesto que existe una amplia diversidad en los 
sistemas de determinación genotípica que se han manifestado a lo largo de la 
evolución en las diferentes especies de peces (Schuppe et al., 2016; Liu et al., 
2017). 
 
Por otro lado entre los factores ambientales que influyen en la determinación 
sexual de los teleósteos se encuentran el pH (Rubin, 1985), las interacciones 
sociales (Godwin, 2009), la temperatura (Conover y Kynard, 1981), el 
fotoperiodo (Brown et al., 2014) e incluso la tasa de crecimiento (Johnson et al., 
2017) pueden influenciar la determinación sexual de las poblaciones.  
 
Entre los factores ambientales, sin duda la determinación sexual por 
temperatura (DST) ha sido la mas ampliamente estudiada no solo en peces 
(Valenzuela et al., 2003), si no que también existen reportes en reptiles 
(Merchant-Larios y Díaz-Hernández 2013), anfibios (Evans et al., 2012; Roco et 

al., 2015) e incluso en el ave Aix sponsa. En  está se observó que las tasas 
sexuales cambian cuando la incubación se realiza a bajas temperaturas, ya 
que se incrementa la mortalidad de las hembras,  con la consecuente 
supervivencia de los machos (DuRant et al., 2016). 
 
En el reptil Pogona vitticeps las parejas formadas por machos normales (ZZ) y 
hembras sexualmente revertidas (ZW), producen desendencia homogamética 
(ZZ) fértil, en la cual el sexo es determinado solo por la temperatura. Esto 
indica que en solo dos generaciones este reptil pueden cambiar de una 
determinación sexual genotípica a una determinación sexual por temperatura 
(Holleley et al., 2015). Conjuntamente transiciones similares han sido 
propuestas para organismos homogaméticos (XX, ZZ) en peces, anfibios y 
otros reptiles en un modelo descrito por Schwanz et al., (2013), lo que sugiere 
que un manejo de las parejas de reproductores incide directamente sobre el 
tipo de determinación sexual de la progenie. 
 
En peces se ha reportado que existen variaciones en la sensibilidad térmica de 
los procesos de determinación sexual. Por ejemplo en la mojarra Lepomis 

macrochirus en la que se observan diversos grados de DST entre diferentes 
familias geográficas (Shen et al., 2016). Incluso entre diferentes familias de 
reproductores de una misma línea de peces se ha observado que existen 
diferencias en la sensibilidad térmica, como en D. rerio (Ribas et al., 2017) y el 
aterinópsido Chirostoma estor, donde se ha observado que el grado de 
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presencia de DST varía de acuerdo a la pareja de reproductores (Corona-
Herrrera et al., 2016).  
 
En Odontesthes bonariensis, un aterinópsido sudamericano con una clara 
presencia de DST, se ha observado que en temperaturas intermedias de 
incubación los organismos presentan una determinación sexual gobernada por 
la carga genética (DSG), sin embargo en altas temperaturas se observa 100% 
de machos y en bajas temperaturas de incubación 100% de hembras (DST). 
Así que es posible también la coexistencia de ambos sistemas de 
determinación sexual en una misma especie (Yamamoto et al., 2014).  
 
En conjunto estas evidencias indican una alta plasticidad en la determinación 
sexual de los peces, lo que hace prácticamente imposible hacer 
generalizaciones de los sistemas de determinación entre especies o inclusive 
entre familias de una misma especie, por lo que se deben de realizar estudios 
particulares para cada población de interés científico o acuícola (Mei y Gui, 
2015; Schuppe et al., 2016; Liu et al., 2017). 
 
2.1.2. Diferenciación sexual en peces teleósteos 
 
La diferenciación sexual es el proceso mediante el cual un conjunto de 
mecanismos embriológicos, morfológicos fisiológicos, genéticos y moleculares 
producen un macho o una hembra, a partir de un cigoto de un genotipo 
específico, en un ambiente dado (Bull, 1983). Aunque se han identificado 
algunas rutas bioquímicas y moleculares en los mecanismos de diferenciación 
sexual se ha sugerido la presencia de  moduladores endógenos que aún 
permanecen poco explorados (Devlin y Nagahama, 2002; Strüssmann y 
Nakamura, 2002; Ospina-Álvarez y Piferrer, 2008; Baroiller  et al., 2009; 
Shoemaker y Crews, 2009; Brown et al., 2014; Roberts et al., 2016; Ribas et 

al., 2017; Johnson et al., 2017).  
 
Actualmente es ampliamente aceptado que la diferenciación ovárica y testicular 
a partir de gónadas indiferenciadas, es controlada por hormonas, enzimas, 
receptores esteroidogénicos y factores de transcripción (Devlin y Nagahama 
2002; Nishimura y Tanaka, 2014; Martínez et al., 2014; Tokarz et al., 2015) así 
como controles epigenéticos (Navarro-Martín et al., 2011; Díaz y Piferrer, 2015; 
Fan et al., 2017). Que ocurren durante el proceso de diferenciación molecular 
gonádica (Vizziano et al., 2007), donde la expresión de genes involucrados en 
el desarrollo ovárico o testicular se incrementa antes de la diferenciación 
histológica (Shen y Wang, 2014; Pan et al., 2016; Baroiller y D'Cotta, 2016; Liu 
et al., 2017). 
  
En peces la diferenciación testicular molecular está relacionada con la 
transcripción de diversos genes entre ellos se encuentran dmrt1, amh, cyp11b, 
gsdf, fgf9, dax1, sox3, tbx1 y sox9 (Baron et al., 2005; Vizziano et al., 2007; 
Yano et al., 2011; Martínez et al., 2014; Pan et al., 2016).  
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La estructura y función del factor de transcripción SOX9 (Sex Determining 
Region Y -Box 9) está conservada en mamíferos, aves y peces (Denny et al., 
1992; Zhou et al., 2003; Shen y Wang, 2014; Adolfi et al., 2015). En mamíferos 
la expresión inicial de  SOX9 suprime genes relacionados con el desarrollo 
ovárico, como a WNT4 (Wingless-Type MMTV Integration Site Family, Member 
4) y ß-Catenina (Cadherin-Associated Protein Beta 1) (Nef y Vasalli, 2009). 
SOX9 también presenta un rol crucial en la diferenciación de las células de 
Sertoli que brindan soporte estructural y metabólico a las células de Leydig 
(productoras de testosterona) (Brennan y Capel, 2004) y está asociado con la 
sobreexpresión de AMH (antimüllerian hormone) (Lasala et al., 2011). 
 
Particularmente en teleósteos la expresión de amh y de los factores de 
transcripción dmrt1 y sox9, se han relacionado con la diferenciación molecular 
temprana testicular (Rodríguez-Mari et al., 2005; Ijiri et al., 2008; Lee et al., 
2009; Wu et al., 2010; Nishimura y Tanaka, 2014; Shen y Wang, 2014; Wu et 

al., 2016; Vizziano-Cantonnet et al., 2016). Recientemente en el pez medaka 
Oryzias latipes se ha demostrado que dmrt1by induce la sobreexpresión de 
gsdf/sox9a2 y la inhibición de la expresión de rspo1 lo que promueve la 
diferenciación testicular (Chakraborty et al., 2016), por lo que el gen sox9 es un 
buen indicador de los procesos de diferenciación testicular en peces y puede 
ser utilizado como marcador molecular masculino (Adolfi et al., 2015; 
Chakraborty et al., 2016; Vizziano-Cantonnet et al., 2016).  
 
Para el caso de la diferenciación ovárica en teleósteos se ha reportado la 
sobreexpresión de genes como fgf, rpso4, rspo1, wnt4, β-catenin, wnt5, sox17, 

sf1,hsd17b1, fst, cyp19a1a y foxl2 (Martínez et al., 2014; Vizziano-Cantonnet et 

al., 2016; Zhou et al., 2016; Yang et al., 2017). Específicamente los genes 
cyp19a1a (Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A Member 1a) y el factor de 
transcripción foxl2 (Forkhead Box L2) son expresados en las células de 
granulosa y teca del folículo ovárico de los teleósteos (Nakamura et al., 2009; 
Guiguen et al., 2010; Herpin et al., 2013; Fan et al., 2017).  
 
De hecho foxl2 puede inducir la sobreexpresión de cyp19a1a, en las células del 
folículo y liderar la diferenciación ovárica, por lo que foxl2 es un buen indicador 
de la diferenciación gonádica en peces y puede ser utilizado como marcador 
molecular en hembras (Wang et al., 2004; Wang et al., 2007; Hattori et al., 
2012; Wang et al., 2015; Yang et al., 2017). Recientemente se identificó que 
foxl2 es un gen maestro en la determinación sexual presente en las hembras 
de la cabra (Capra aegagrus hircus), lo que ratifica su función ligada al 
desarrollo ovárico a través de la evolución en vertebrados (Boulanger et al., 
2014).  
 
De manera interesante se ha demostrado que foxl2 inhibe por diversos 
mecanismos moleculares a sox9 para mantener la identidad de las células de 
granulosa en mamíferos (Georges et al., 2014) y peces (Casas et al., 2016), lo 
que sugiere que estos genes presentan funciones antagónicas muy estrechas 
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en el proceso de diferenciación y mantenimiento de la identidad sexual de la 
gónada (Elzaiat et al., 2017).  
 
Específicamente, para los aterinópsidos Odontesthes sp. se han identificado 
los genes dmrt1, amh, sox9, nr5a1, cyp11a1 y cyp11b en el proceso de 
diferenciación testicular (Fernandino et al., 2008; Blasco et al., 2010), mientras 
que cyp19a1a y foxl2 se expresan en procesos de diferenciación ovárica 
(Karube et al., 2007; Fernandino et al., 2008; Hattori et al., 2012). Es por esta 
razón que para Chirostoma estor en el presente estudio se seleccionaron los 
genes sox9 y foxl2 como indicadores de diferenciación gonádica molecular.   
 
Estas observaciones indican que en los aterinópsidos la expresión de estos  
genes se ha conservado y pueden utilizarse como indicadores para realizar 
estudios moleculares. Aunado a que en los últimos años algunos miembros de 
la familia Atherinopsidae se han convertido en modelos biológicos para estudiar 
los mecanismos de determinación y diferenciación sexual, debido a su 
sensibilidad ante los factores ambientales (Strüssmann et al., 2010; Hattori et 

al., 2012; Yamamoto et al., 2014; Brown et al., 2014; Corona-Herrera et al., 
2016). 
 
2.1.3. Influencia del fotoperiodo en la determinación sexual de animales 
acuáticos 
 
El manejo del fotoperiodo y la aplicación de regímenes de luz continua es una 
práctica común en los sistemas de producción acuícola para mejorar el 
crecimiento somático y modular la reproducción de los peces en estadios 
juveniles (Endal et al., 2000; Hansen et al., 2001; Begtashi et al., 2004: 
Nagasawa et al., 2012; Melo et al., 2014; Ammar et al., 2015; Martins et al., 
2015); sin embargo existe poca información a cerca de los efectos de la luz 
continua y las diferentes longitudes de onda en estadios tempranos de 
desarrollo (Di Rosa et al., 2015). 
 
Recientemente en un aterinópsido con presencia de DST Leuresthes tenuis, se 
reporta que tratamientos de temperaturas bajas producen una mayor 
proporción de hembras, de la misma manera cuando los embriones se someten 
a un fotoperiodo de 15 horas luz / 9 obscuridad (15L:9D) se observa el mismo 
fenómeno en las proporciones sexuales (Brown et al., 2014). Este reporte en 
una especie con presencia de DST, es el primer reporte de una determinación 
sexual por fotoperiodo (DSP) en vertebrados.  
 
Sin embargo en invertebrados acuáticos se ha reportado la influencia del 
fotoperiodo sobre la determinación sexual desde hace un par de décadas. Tal 
es el caso del balanus Heterosaccus lunatus (Walker, 2005), así como los 
anfípodos Gammarus duebenni y  Equinogammarus marinus (Naylor et al., 
1988a,b; Guler et al., 2012) donde la exposición a un fotoperiodo de 16L: 8D 
produce poblaciones con una mayor proporción de machos. 
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En la pulga de agua Daphnia magna se observa que los días cortos pueden 
producir una mayor cantidad de organismos masculinizados en las poblaciones 
(Hobaek y Larsson, 1990), mientras que en el isópodo Asellus aquaticus las 
proporciones sexuales dependen de la herencia materna con poca influencia 
del fotoperiodo (Vitagliano et al., 1996). Finalmente en el insecto Acyrthosiphon 

pisum una fase obscura de 10.5-11 horas produce una mayor cantidad de 
machos (Lees, 1990). A pesar de estos reportes actualmente no se han 
identificado cuales son los mecanismos biológicos entre la percepción lumínica 
y la determinación sexual ambiental en animales acuáticos.  
 
En conjunto estas evidencias indican que la diversidad en la determinación 
sexual ambiental en animales y especialmente en vertebrados, no está bien 
comprendida, por lo que se requiere de un mayor esfuerzo en investigación 
para entender como los organismos sensan las señales ambientales y estas a 
su vez lideran los mecanismos para la determinación sexual en vertebrados.   
 
2.1.4. Determinación/diferenciación sexual, estrés y estrés oxidativo en 
peces 
 
El sistema de defensa antioxidante en vertebrados e invertebrados se 
encuentra altamente conservado. Por otro lado las señales ambientales 
(temperatura, salinidad, oxígeno, disponibilidad de alimento y fotoperiodo) 
modulan múltiples funciones metabólicas, actividades fisiológicas y 
especialmente los mecanismos bioquímicos frente a las especies reactivas de 
oxígeno (ROS), para poder lidiar con los cambios ambientales y sobrevivir. Sin 
embargo estas características han recibido poca atención en estudios 
comparativos (Monaghan et al., 2009; Chainy et al., 2016).  
 
En los últimos años algunos trabajos han demostrado que la exposición a 
variaciones ambientales como la temperatura (Lushchak et al., 2011; Vinagre 
et al., 2012; Kim et al., 2017), la disponibilidad de oxígeno (Lushchak et al., 
2011; Olsvik et al., 2013; Wang et al., 2017), la salinidad (Yin et al., 2011; 
Lushchak et al., 2011; Ma et al., 2016; Kim et al., 2017), el pH (Mai et al., 2010; 
Tiedke et al., 2013; Carvalho et al., 2015; Ramírez-Duarte et al., 2016), el 
amonio (Sinha et al., 2014; Sun et al., 2014; Cheng et al., 2015; Jin et al., 
2017), así como la cantidad y/o calidad de luz (Choi et al., 2012; Giannetto et 

al., 2014; Kim et al., 2014; Purushothaman et al., 2015; Tian et al., 2015; Kim et 

al., 2016; Choi et al., 2016; Yuan et al., 2017; Ramírez-Duarte et al., 2017) 
generan cambios en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y 
en la respuesta ante el estrés oxidativo (Chainy et al., 2016), adémas de 
generar procesos apoptóticos e incremento de cortisol en los peces (AnvariFar 
et al., 2017). 
 
Desde el punto de vista de la biología evolutiva, se ha encontrado que existen  
correlaciones entre el estrés oxidativo y la modulación de las características 
sexuales secundarias (ornamentación o coloración), lo que permite la elección 
de la pareja más saludable para reproducirse y asegurar la sobrevivencia de la 
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progenie (Von Schantz et al., 1999). Esta idea planteada hace más de una 
década y que vincula características sexuales con estrés oxidativo ha generado 
más de 300 artículos científicos que han demostrado su validez en aves y en 
peces (Garratt y Brooks et al., 2012).  
 
Además ideas recientes relacionan la química redox en el contexto de la teoría 
de la historia de vida.  La teoría básicamente propone que los organismos 
pueden dirigir la inversión de la energía  entre la reproducción, el crecimiento y 
la supervivencia. Donde el estrés oxidativo puede ser un mediador clave en 
estos procesos fisiológicos (Metcalfe y Alonso-Alvarez, 2010; Speakman et al., 
2015). 
 
Como se mencionó en párrafos anteriores, los factores ambientales pueden 
inducir cambios en la tasa de proporción sexual, lo que abre la pregunta de si 
podría existir un vínculo entre el estrés oxidativo, generado por los cambios 
ambientales y la determinación/diferenciación sexual en peces. Recientemente 
en los espermatozoides humanos se ha relacionado la carga cromosómica X o 
Y con la respuesta ante el estrés oxidativo. En los espermatozoides Y (que 
contienen el gen SRY) se observa una mayor sensibilidad ante las condiciones 
oxidantes con una consecuente muerte apoptótica (You et al., 2017).  
 
En el gusano Caenorhabditis elegans otro gen maestro de determinación 
sexual (Dmrt1), solo presenta en machos, se ha relacionado con la 
hipersensibilidad ante factores de estrés oxidativo (Inoue y Nishida, 2010). En 
el pez cebra D. rerio, un trabajo reciente muestra que los machos son más 
susceptibles que las hembras al estrés oxidativo ocasionado por la exposición 
a mercurio inorgánico, lo que origina un daño gonádico, cambios en los niveles 
hormonales y disrupción de la transcripción génica del eje de reproducción 
(Zhang et al., 2016).  
 
Otros trabajos recientes en mamíferos reportan que existe un vínculo entre las 
condiciones de estrés oxidativo y los genes relacionados con la ruta TGF-β (Liu 
y Desai et al., 2015; Krstic et al., 2015) como el gen AMH (Ma et al., 2014; 
Saleh y Mansour, 2016; Ma et al., 2016) y el gen relativo al sistema inmune 
IRF9 (Zhang et al., 2016). Estas evidencias en mamíferos sugieren que podría 
existir un vínculo entre estos genes maestros de determinación sexual en 
peces y las condiciones de estrés oxidativo celular ante los cambios 
ambientales.  
 
Por otro lado, la exposición a esteroides androgénicos (17α-metiltestosterona), 
utilizados para procesos masculinizar las poblaciones de peces de acuicultura. 
Generan un incremento del estrés oxidativo, el cual modula la expresión de 
genes y la actividad de enzimas antioxidantes en el desarrollo temprano de la 
tilapia (Zheng et al., 2016). Además se ha observado que la presencia de otras 
substancias androgénicas como la Testosterona, la 11-Ketosterona (11KT), la 
17α-metildihidrotestosterona y la 17β-trenbolona también incrementan las 
respuestas al estrés oxidativo en teleósteos, aún en bajas concentraciones 
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(Martyniuk y Denslow, 2012). Incluso en mamíferos y aves se ha relacionado la 
presencia de testosterona con el aumento del estrés oxidativo lo que sugiere 
que este vínculo podría ser conservado en vertebrados (Alonso-Alvarez et al., 
2007; Metcalfe y Alonso-Alvarez, 2010; Garratt y Brooks et al., 2012).  
 
Los factores feminizantes estrogénicos (Estradiol, 17β-estradiol y 17α-
etinilestradiol) también pueden generar cambios en las proporciones sexuales 
e incluso reversión sexual en los peces (Aris et al., 2014). En la lubina 
Micropterus salmoides altas concentraciones de 17α-etinilestradiol generan un 
incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno y la activación 
de los mecanismos antioxidantes celulares en el hígado (Colli-Dula et al., 
2014).  
 
En la trucha arenera Micropogonias undulatus un tratamiento con 17β-estradiol 
reduce la producción del anión superóxido en el cerebro de peces expuestos a 
condiciones de hipoxia (Rahman y Thomas, 2015). En la lubina japonesa 
Lateolabrax japonicus se reporta que niveles subletales de estrógenos ejercen 
un impacto sobre la capacidad inmune, el estrés oxidativo y las respuestas 
antioxidantes, las cuales son dependientes de la dósis administrada (Thilagam 
et al., 2010; Thilagam et al., 2014), mientras que en el pez cebra D. rerio, el 
17α-etinilestradiol inhibe la apoptosis en la gónada y permite el desarrollo 
ovárico normal (Luzio et al., 2016). 
 
En las células de granulosa de mamíferos se ha demostrado que el gen de 
diferenciación ovárica FOXL2, regula positivamente mecanismos relacionados 
con la detoxificación de ROS y reparación de daños del DNA ante señales de 
estrés oxidativo (Benayoun et al., 2009; Benayoun et al., 2011) lo que sugiere 
que podría existir un vínculo entre el estrés oxidativo y la diferenciación ovárica 
en vertebrados. 
 
Por otro lado en el aterinópsido O. bonariensis (especie con Determinación 
Sexual por Temperatura) se observó que la administración de dexametasona 
(Glucocorticoide sintético, relacionado con la respuesta a estrés), durante el 
periodo de diferenciación sexual induce una población 100% masculinizada. 
Este resultado sugiere que el eje de estrés lidera el proceso y que la 
temperatura es solo el factor estresante (Hattori et al., 2009). Resultados 
similares se han reportado en el lenguado Paralichthys olivaceus (Yamaguchi 
et al., 2010; Yamaguchi y Kitano, 2012), en hembras genéticas de Medaka 
(Hayashi et al., 2010) y durante el cambio de sexo por interacción social en el 
pez payaso Amphiprion ocellaris (Iwata et al., 2012).  
 
En O. bonariensis, durante la fase de diferenciación sexual, se ha encontrado 
un  aumento en la expresión de la enzima 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 
(11βhsd2) que es la encargada de convertir el glucocorticoide cortisol en 
cortisona y sintetiza el 11-KT, el andrógeno mas potente en peces (Fernandino 
et al., 2012; Fernandino et al., 2013; Castañeda et al., 2014). En el bagre 
Clarias batrachus, la expresión de 11βhsd está regulada por el factor de 
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transcripción relacionado con el desarrollo testicular sox3 (Rajakumar y 
Senthilkumaran, 2016) y que en la Medaka Oryzias dancena  existe una copia 
(sox3y) que funciona como gen maestro de determinación sexual (Takehana et 

al., 2014). En el medaka japonés O. latipes se observó una expresión 
diferencial mayor en hembras del receptor de glucocorticoides gcr1 (Kikuchi et 

al., 2015). En conjunto estos datos sugieren niveles de expresión dimórfica de 
sox3, gcr1 y 11βhsd2, así como un vínculo entre el eje de estrés y los 
mecanismos de diferenciación sexual (Hattori et al., 2009; Castañeda et al., 
2014). 
 
El metabolismo normal y la exposición a xenobióticos produce las ROS que 
actúan como mensajeros redox en las señales intracelulares, sin embargo 
cuando existe un exceso de ROS, se induce una modificación oxidativa de las 
moléculas, inhibe las funciones de las proteínas y promueve procesos 
apoptóticos celulares (Circu y Aw, 2010). 
 
En O. bonariensis, se observa la sobreexpresión del mRNA de amh, la 
inhibición del cyp19a1a y condiciones de apoptosis en células somáticas de la 
gónada masculina, por lo que la presencia de cortisol puede estar relacionada 
con la apoptosis y el desarrollo normal del testículo (Hattori et al., 2009; 
Yamamoto et al., 2013), además en pez cebra D. rerio, también se ha 
relacionado la presencia de la apoptosis en células germinales primordiales 
con la diferenciación testicular (Tzung et al., 2015) y durante el proceso de 
reversión sexual de hembras a machos (Rodríguez-Marí et al., 2010). 
 
En conjunto estas observaciones de la influencia de los cambios ambientales, 
la exposición a factores esteroideos (masculinizantes, feminizantes y cortisol), 
la sensibilidad de los genes determinantes del sexo y las condiciones pro/anti-
apoptóticas. Aportan evidencias de la existencia de un vínculo entre los 
procesos de estrés oxidativo y los genes/mecanismos involucrados en la 
determinación/diferenciación sexual que aún no se ha dilucidado 
completamente en peces y vertebrados. 
 
En aras de abonar a este conocimiento, en el presente estudio se explora si un 
fotoperiodo de luz continua puede influenciar la determinación sexual en el 
aterinópsido Chirostoma estor, así como la probable participación de la 
maquinaria de respuesta ante la presencia de especies reactivas de oxígeno y 
la activación del eje de estrés. 
 
2.1.5. Relaciones entre el eje de estrés y el estrés oxidativo en peces 
 
En vertebrados existen diversos trabajos que relacionan a los glucocorticoides 
con la modulación del estrés oxidativo (Costantini et al., 2011; Sopinka et al., 
2015). En el cerebro de mamíferos se ha demostrado que las neuronas 
sensan, transmiten y convierten las señales de ROS en respuestas 
intracelulares que modulan las funciones sinápticas (Drougard et al., 2015).  
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La presencia de ROS puede activar las neuronas de Pro-Opiomelanocortina 
POMC (Andrews et al., 2008; Drougard et al., 2015), las cuales producen la 
proteína precursora POMC, que contiene 3 péptidos principales la γ-Hormona 
estimulante de melanocitos (γ-MSH), la β-lipotropina y la Adrenocorticotropina 
ACTH (Alsop y Vijayan, 2009; Villamizar et al., 2014; Gallo-Payet, 2016). La 
ACTH es la hormona que actúa en la corteza adrenal (mamíferos) o células 
interrenales (peces) y estimula la producción de glucocorticoides a través de la 
acción enzimática de 11-β hidroxilasa (cyp11b1) que convierte el 11-
deoxicortisol en cortisol y es considerada la principal hormona de estrés que 
actúa principalmente sobre el receptor de glucocorticoides gcr1 de vertebrados 
(Lupien et al., 2007, Cruz et al., 2013; Gallo-Payet, 2016).  
 
El cortisol actúa en los tejidos mediante la unión a los receptores de nucleares 
de glucocorticoides (GRs). Los GRs regulan la transcripción génica por medio 
de la unión a elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs) localizados en 
la región promotora de los genes diana. De esta manera el cortisol modula el 
crecimiento, la reproducción, el balance energético, la osmoregulación, la 
respuesta inmune, entre otras (Bury y Sturm, 2007; Alsop y Vijayan, 2009; 
Tsalafouta et al., 2014).  
 
Durante la ontogenia temprana en peces se ha descrito que los genes del eje 
de estrés comienzan su expresión transcripcional durante las primeras horas 
después de la fertilización, sin embargo, la producción de cortisol y las primeras 
respuestas fisiológicas al estrés se observan hasta después de la eclosión 
(Chandrasekar et al., 2007; Alderman y Bernier, 2009; Alsop y Vijayan, 2009; 
Fuzzen et al., 2011; Tsalafouta et al., 2014). También se ha demostrado que 
durante la fase larvaria de pez cebra D. rerio, la presencia de glucocorticoides 
incide en la respuesta ante el estrés oxidativo (Chen et al., 2017).  
 
En juveniles de trucha café (Salmo trutta) la administración de cortisol exógeno 
incrementa la producción del antioxidante glutatión y sugiere que el cortisol 
puede coadyuvar para contrarrestar la producción de ROS (Birnie-Gauvin et al., 
2017). Dichas evidencias sugieren un vínculo entre el eje de estrés 
Hipotálamo-Hipófisis-Adrenales/Interrenales (HPA/I) y el estrés oxidativo, sin 
embargo las relaciones entre estos elementos necesitan ser clarificadas 
(Schiavone et al., 2013; Nardocci et al., 2014). 
 
Uno de los actores que pueden tener una acción en ambos sistemas son las 
proteínas desacoplantes (UCPs). Estas son proteínas de la membrana interna 
mitocondrial que disipan el gradiente de protones, reducen la eficiencia en la 
producción de ATP, regulan la termogénesis y controlan la producción de ROS 
(Ledesma et al., 2002; Krauss et al., 2005). En las neuronas POMC de 
mamíferos se ha observado que la sobreexpresión de UCP2 disminuye la 
actividad de la cadena transportadora de electrones (CTE) y la consecuente 
producción de ROS (Vozza et al., 2014).  
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La disminución de ROS silencia las neuronas POMC y probablemente inhibe la 
activación del eje de estrés en el hipotálamo (Drougard et al., 2015). En 
mamíferos UCP2 se ha relacionado con el control de la alimentación, 
crecimiento, modulación del sistema inmune, balance energético, metabolismo 
de lípidos y glucosa (Emre y Nübel, 2010; Toda y Diano, 2014). Recientemente 
en ratones se ha reportado un vínculo entre la activación del eje de estrés, la 
liberación de glucocorticoides con la sobreexpresión de UCP2. Esto lidera la 
resistencia ante factores que inducen la muerte celular, por lo que también 
UCP2 podría estar involucrada en procesos de regulación de apoptosis 
(Kasahara et al., 2015).  
 
En peces se ha observado la expresión de hasta cuatro isoformas de Ucps en 
diversos tejidos de la carpa Cyprinus carpio (Stuart et al.,1999), la anguila 
antártica Pachycara brachycephalum, el blenio Zoarces viviparus (Mark et al., 
2006), la lubina Dicentrarchus labrax (Tine et al., 2012), el mero Epinephelus 

coioides (Tang et al., 2013), la dorada (Bermejo-Nogales et al., 2010; Vera et 

al., 2014; Bermejo-Nogales et al., 2014), pez cebra D. rerio (Zheng et al., 2015) 
y la trucha arcoíris Oncorhynchus mykiss (Craig et al., 2013; Librán-Pérez et 

al., 2013; Otero-Rodiño et al., 2015). Estas evidencias indican que las Ucps 
han sido conservadas entre los teleósteos. Se ha sugerido que el monitoreo de 
su expresión, es indicativo del estado de estrés y estrés oxidativo mitocondrial 
ante factores ambientales en peces (Bermejo-Nogales et al., 2014; Vera et al., 
2014). 

Otras enzimas que están relacionadas con la actividad antioxidante, son la 
glutatión reductasa (Gsr), la catalasa (Cat) y las superóxido-reductasas (Sod1 y 
Sod2), las cuales en conjunto son consideradas la primera línea de defensa en 
condiciones de estrés oxidativo en peces (Yuan et al., 2017). Estas enzimas se 
activan cuando dos moléculas del anión superóxido O2

.- producido en la CTE 
mitocondrial, son óxido-reducidas por la enzima Sod2 en O2 y H2O2. 
Posteriormente 2 moléculas de H2O2 son transformadas en H2O y O2 por la 
acción de la glutatión peroxidasa (Gpx), que utiliza el antioxidante no 
enzimático glutatión-reducido (GSH) en la mitocondria (Pacitti et al., 2013). Así 
como la acción de la enzima Cat en los Peroxisomas (Lismont et al., 2017). La 
Gsr, se encarga de reducir el glutatión para mantener el glutatión-reducido 
(GSH) en las mitocondrias a partir del uso de NADPH+H+ (Montserrat et al., 
2011). 

Por otro lado como se ha explicado ampliamente en el primer capitulo, la luz 
visible incrementa la producción de ROS y afecta las funciones fisiológicas de 
los organismos (Lascaratos et al., 2007), además estudios recientes 
demuestran que el sistema antioxidante redox ha evolucionado en conjunto con 
otras características biológicas como los ritmos circadianos, lo que pone de 
manifiesto la importancia de las ROS como señales intracelulares ante cambios 
lumínicos (Edgar et al., 2012; Ray y Reddy, 2016).  
 
Específicamente, la expresión de las enzimas antioxidantes relacionadas al 
estrés oxidativo por cambios en las variables lumínicas, se han observado en el 
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pez payaso Amphiprion melanopus (Choi et al., 2012), en el pez dorado 
Carassius auratus (Kim et al., 2014); en la brema Megalobrama amblycephala 
(Tian et al., 2015); en la brema rayada Oplegnathus fasciatus (Choi et al., 
2016), en el lenguado Paralichthys olivaceus  (Kim et al., 2016); en el pez 
cebra D. rerio (Yuan et al., 2017) y en el medaka japonés O. latipes (Ramírez-
Duarte et al., 2017). Sin embargo existen pocos reportes donde se estudien los 
efectos de la iluminación continua sobre la producción de ROS, las enzimas 
antioxidantes  (Giannetto et al., 2014; Purushothaman et al., 2015) y la 
producción de cortisol en peces (Cowan et al., 2017).  
 
En experimentos con ratas privadas de sueño, se demostró que la capacidad 
antioxidante cerebral se encuentra disminuida sustancialmente (Everson et al., 
2005), disminuyen los niveles de glutatión (D´almeida, 1998) y la actividad de 
SOD es minimizada en el hipocampo y en el tallo cerebral (Ramanathan, 2002), 
además se ve incrementada la producción del factor liberador de corticotropina 
(CRF) y corticosterona que activan el eje de estrés en los roedores (Schiavone 
et al. 2013). En peces la producción de cortisol sin influencia de factores 
estresantes, se ha descrito en algunas especies y se observan picos de 
producción en la fase nocturna o diurna que dependen del comportamiento de 
cada especie analizada (Cowan et al., 2017).  
 
Sin embargo cuando las condiciones de iluminación son constantes 
(iluminación contínua) en la tilapia Oreochromis niloticus  (Biswas et al., 2004), 
la brema Pagrus major (Biswas et al., 2006), la brema rayada Oplegnathus 

fasciatus (Biswas et al., 2008),  la dorada Sparus aurata (López-Olmeda et al., 
2009), el salmón (Huang et al., 2010), el lenguado Solea senegalensis (Oliveira 
et al., 2013), la trucha Oncorhynchus mykiss (Hernández-Pérez et al., 2015) y 
la perca Perca fluviatilis (Brüning et al., 2015) no se encuentran diferencias 
significativas en los niveles de cortisol entre tratamientos, esto sugiere que la 
luz continua puede afectar los ritmos circadianos pero presenta poca influencia 
sobre las condiciones de estrés. 
 
En el bacalao del atlántico Gadus morhua, la iluminación continua incrementa 
la expresión de genes relacionados con el estrés oxidativo, como la 
superóxido-reductasa (sod2), la catalasa (cat) y la glutatión reductasa (gsr). 
Estas respuestas podrían estar relacionadas con la disminución de la síntesis 
de melatonina debido a las condiciones continuas de iluminación (Giannetto et 

al., 2014), ya que la melatonina tiene una potente acción antioxidante, reduce 
la formación de ROS e inhibe procesos apoptóticos (Hardeland et al., 2003; 
Herrera et al., 2007; Cruz et al., 2014; Maitra y Hasan, 2016).  
 
De manera similar en el pez cebra D. rerio, bajo 5 días de iluminación continua 
se observó que existe una mayor expresión de proteínas relacionadas con el 
estrés oxidativo como sod1, peroxiredoxina 2 y 5 (prx2, prx5), así como 
proteínas receptoras de celulas T (TCR-alpha) involucradas en procesos del 
sistema inmune de la mucosa (Purushothaman et al., 2015), que también 
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responden directamente a variaciones de ROS (Kesarwani et al., 2013; Wang 
et al., 2016).  
 
En el pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor experimentos con luz continua 
indican que existe un incremento en el crecimiento de 43%, con un 
consecuente retraso en el inicio de la madurez sexual (Martínez-Chávez et al., 
2014). Además de una mejora en el desempeño reproductivo con el uso de 
fotoperiodos largos (Martínez-Palacios et al., 2007). Para conocer si existe una 
influencia de la luz continua sobre la determinación sexual, el eje de estrés y el 
estrés oxidativo en C. estor, el presente estudio reporta las tasas de proporción 
sexual (por observación histológica de la gónada) y la expresión transcripcional 
de los genes relacionados con: a) la diferenciación sexual molecular (foxl2, 
sox9); b) la activación del eje de estrés (crf, gcr1) y la respuesta al estrés 
oxidativo (ucp2,sod2, cat y gsr). 
 
2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.2.1. Condiciones experimentales  
 
El sistema experimental consistió de seis tanques (3 por cada condición 
experimental) con una capacidad de 90 litros cada uno, un sistema de filtración 
mecánica y biológica con una salinidad de 5 g.l-1 (Martínez-Palacios et al., 
2004). El flujo de agua de los tanques fue de 1.3 l.m-1, el oxígeno fue 
mantenido a 5.5±0.5 g.l-1, el pH en 7.5 y la temperatura se ajustó a 20 ± 1°C 
con un sistema automático (LN-5800, BOYU). 
 
Durante toda la serie experimental la salinidad fue evaluada con un 
refractómetro (S/Mill-E 0-100 g l-1, ATAGO), la temperatura fue monitoreada 
con un termómetro de mercurio (-20°C to 110°C). El pH, el amonio total (NH3-
NH4

+) y los niveles de Nitritos (NO2) fueron evaluados con un test colorimétrico 
(FF-3, HACH). Los niveles de oxígeno disuelto fueron monitoreados con un 
oxímetro (51B, YSI), la intensidad lumínica fue monitoreada con un luxómetro 
digital (YK-10LX Lutron) y el espectro de la luz LED, con un espectrómetro 
(USB2000+VIS-NIR Ocean Optics Spectrometer). 
 
Los tratamientos fotoperiódicos a)12 Luz: 12 Obscuridad, Fotoperiodo simulado 
control (CS) y b) 24 Luz: 0 Obscuridad, Fotoperiodo de luz continua (CL); 
Fueron controlados con un sistema automático (RadioRA2 LUTRON). La 
iluminación se proporcionó con una intensidad de 26.14 watts.m2, con lámparas 
T8-LED, de luz fría de 6500 K con amplio espectro (Figura 8). En el 
experimento se obtuvieron alrededor de 2,250 huevos fertilizados provenientes 
de 6 parejas de reproductores de C. estor. Los huevos de todas las parejas 
fueron mezclados, para posteriormente dividirlos en 3 réplicas por cada 
tratamiento lumínico, hasta cumplir 12 semanas post-eclosión (SPE) (Figura 1). 
 
Una vez eclosionadas, las larvas de C. estor fueron alimentadas con rotífero  
Brachionus plicatilis y nauplio de Artemia sp., como se ha descrito en Martínez-
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Palacios et al., (2006). A las 4 SPE, el alimento vivo se complemento con una 
dieta específica para aterinópsidos (con un 43% de proteína). Es importante 
mencionar que durante toda la fase experimental, la alimentación fue 
proporcionada 24 horas al día, con el apoyo de alimentadores automáticos 
Boyu (ZW-82).  
 

 
 
Figura 8. Espectro de tubos T8-LED, luz fría (6500K) obtenida con el espectrómetro 
USB2000+VIS-NIR Ocean Optics Spectrometer. 
 
2.2.2. Análisis histológico de las gónadas y descripción fenotípica del 
sexo 
 
Para determinar el desarrollo gonádico y el sexo fenotípico se realizó un 
análisis histológico de la gónada en 15 juveniles al azar, por cada réplica 
experimental (n=45 por tratamiento), a las 12 SPE. Para esto, los peces fueron 
sedados en agua helada, sacrificados y colocados en una solución de fijación 
histológica Bouin (HT10132, SIGMA), durante 24 horas. Posteriormente fueron 
procesados por la técnica de histología clásica Hematoxilina-Eosina-Floxina. 
 
Las laminillas de los cortes histológicos se observaron con microscopía de 
campo claro. El criterio para determinar el sexo fenotípico fue el siguiente: a) 
hembras: Ovarios con presencia de cavidad ovárica, ovogonias, ovocitos en 
fase de diploteno y perinucleolares; b) Machos: Testículos con presencia de 
espermatogonias, células somáticas en el interior de la gónada, ducto 
espermático y vasos capilares. Todos estos criterios han sido establecidos en 
trabajos anteriores descritos (Corona-Herrera et al., 2016).  
 
2.2.3. Cuantificación relativa por qPCR en tiempo real 
 
Para realizar los análisis moleculares, se obtuvieron 23 larvas al azar de 5 días 
post-eclosión (DPE), por cada tratamiento, durante la fase luminosa. Las larvas 
fueron sedadas con agua helada y transferidas inmediatamente a una solución 
de RNA later (Thermo Scientific). Se mantuvieron durante 24 horas a 4oC y 
después se almacenaron a -80oC, hasta la fase de extracción de RNA. 
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Las extracciones de RNA se realizaron con el kit comercial Gene jet RNA 
purification kit (Thermo Scientific). Se seleccionaron 14 secciones abdominales 
de larvas para efectuar la extracción de RNA y llevar a cabo los análisis de 
expresión de los genes objetivo, relacionados con la diferenciación sexual 
molecular (sox9, foxl2).  
 
Además se efectúo la extracción de RNA de 9 larvas completas, para realizar el 
análisis de expresión de los genes objetivo, relacionados con el eje de estrés 
(crf, gcr1) y con la respuesta al estrés oxidativo (ucp2, sod2, cat, gsr). Como 
genes de referencia se evaluaron el gen de la Gliceraldehido 3-fosfato 
deshidrogenasa (gapdh), el gen de la Proteína ribosomal 60s L5 (rpl5) y el gen 
del Factor de elongación 1 alfa (ef-1α). 
 
Las concentraciones del RNA de cada muestra se determinaron con la 
absorbancia a 260nm y  la pureza con la tasa de absorción a 260nm/280 nm 
mediante el uso del micro-espectrofotómetro NanoDrop Lite Spectrophotometer 
(Thermo Scientific). Posteriormente se realizaron tratamientos para eliminar el 
DNA con el protocolo de DNaseI, RNase-free (Thermo Scientific).  
 
La integridad del RNA de cada muestra fue evaluada por electroforesis no 
desnaturalizante en un gel de agarosa (A9539, SIGMA) al 1.5%, teñido con 
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (BIOTIUM).  
 
Después de verificar la calidad del RNA total, se utilizaron 100ng de cada 
muestra para la síntesis cDNA, de acuerdo al protocolo del First strand cDNA 
Synthesis kit (Thermo Scientific). Con la inclusión de controles negativos de 
transcriptasa reversa y blancos sin contenido de RNA.  
 
La cuantificación de los transcriptos se llevó a cabo con el uso de un sistema 
de qPCR en tiempo real StepOnePlus (Thermo Scientific), con el protocolo de 
la Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (Thermo Scientific) y mediante 
el uso de oligonucleótidos específicos para cada gen (Tabla 1), diseñados con 
ayuda del software IDT primer quest software (www.idtdna.com/Primerquest). 
 
Las reacciones de amplificación fueron realizadas por triplicado, en un volumen 
final de 12.5ul, que contenía: 250 ng de cDNA, 0.20 μM de cada 
oligonucleótido, y 6.25 ul de SYBR Green/Rox, como control negativo se 
incluyeron 3 reacciones sin muestra de cDNA.  
 
La amplificación se realizó con el termociclador StepOnePlus, con una 
desnaturalización inicial de 95oC durante 10 min, seguida de 40 ciclos de 15s a 
95ºC, 15s a la temperatura de hibridación de cada par de oligonucleótidos 
(Tabla 1) y una extensión final de 15 s a 72ºC.  
 
Después de la fase de amplificación se realizó un análisis derivativo de la curva 
de desnaturalización (melting), con incrementos de 0.5ºC de 60 a 95ºC para 
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confirmar la amplificación de un solo producto, en cada muestra analizada 
(Figura 9).   
 
Las curvas estándar se conformaron de 5 puntos de dilución y fueron utilizadas 
para calcular la eficiencia de amplificación en las reacciones de qPCR. Los 
porcentajes de eficiencia pueden observarse en la Tabla 1.  
 
Los valores del ciclo umbral (Ct), la concentración del gen de referencia y el 
gen objetivo fueron calculados con ayuda del software StepOnePlus v2.2.2 
(Thermo Scientific), bajo el método de curva estándar.  
 
Cabe mencionar que el cDNA para las curvas estándar entre placas y genes 
fue el mismo para todas las condiciones (cDNA de la porción abdominal para 
los genes ef-1α, sox9, foxl2 y cDNA de cuerpo completo para ef-1α, crf, 

gcr1,ucp2, sod2, cat y gsr), para evitar variaciones en las concentraciones y la 
preparación de las curvas estándar correspondientes. 
 
Para  realizar la cuantificación relativa de la expresión se utilizó como gen de 
referencia el gen ef-1α de acuerdo al análisis de estabilidad de genes de 
referencia realizado para este experimento con ayuda del software RefFinder 
(Xie et al., 2012) (Figura 10). 
 
Tabla 1. Secuencias, porcentajes de eficiencia de amplificación, coeficientes de determinación 
longitud de amplicones y temperaturas de hibridación de los oligonucleótidos usados en este 
trabajo. 
 

 
 
 

Gene Primer(ID Sequence Eficiency R2 Amplicon(
length Ta(oC

EF1A_Fw_214_RT GTATCTCCAAGAACGGACAG
EF1A_Rv_1275 _RT GGTTGTAGCCAATCTTCTTG
GAPDH_Fw_282_RT GGGTCATTCAGAGACGATCAAG 
GAPDH_Rv_384_RT CGACAACGAGTTTGCCTACA 
RPL5_Fw_797_RT GAGGGAAAGACGGACTACTTTG
RPL5_Rv_895_RT TTGGAGAACCTCACGATCATTC
SOX9_Fw_493_RT GAAGGAATGGTAGAAGCACACC
SOX9_Rv_580_RT CTTGATGAGATTCAGGAAGTGACC

FOXL2_Fw_1096_RT TGTCAGCCCTTTCACGTTTAC
FOXL2_Rv_38_RT CATGAACAACTCCTGGTCGTTAG
CAT_Fw_456_RT ACAGTCAGAGACCCAAGAGG
CAT_Rv_558_RT GGCATCCCTGATGAAGAATATGG

SOD2_Fw_642_RT CTTCTCGGCATTGACGTATGG
SOD2_Rv_744_RT GTTCTCCCAGTTGACTACATTCC
GSR_Fw_898_RT GGAGTGAGAAGAGCTTTGCC
GSR_Rv_1007_RT GTGTGGATACGGATGAAAGAGG
UCP2_Fw_1047_RT CCTCTGCTTTCTATAAGGGATTCG
UCP2_Rv_1143 _RT CTGCTCTCTTAATCTGCTCGTAG

CRF_Fw_513_RT GCCCTGATGTTTCCAACTTTC 
CRF_Rv_636_RT GGACTCTAACTCTTTCCCATCTG 
GCR1_Fw_51_RT GGCATTGTGTCTAACAGGAAAC
GCR1_Rv_157_RT GATGCTGGCAGAGATCATCA

ef1a 106.44 0.99 177 60.5

rpl5 92.19 0.99 98 60

gapdh 96.5 0.99 102 60

foxl2 101.93 0.99 106 61

sox9 97.91 0.99 87 61

sod2 97.43 0.99 102 59

cat 92.36 0.98 102 57

ucp2 95.85 0.99 96 59

gsr 94.4 0.99 109 60

60

crf 91.84 0.99 123 59

gcr1 101.17 0.99 106
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Figura 9. Curvas derivativas y temperaturas de melting de los oligonucleótidos utilizados en el 
experimento, incluyendo controles negativos. 
 

 

 
 

Figura 10. Análisis de estabilidad de los genes de referencia calculados con el software 
ReFfinder. 
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2.2.4. Análisis estadísticos  
 
Los datos de expresión relativa por qPCR fueron calculados bajo el método de 
la transformada de Pfaffl (gen objetivo/ef1a/calibrador muestra control ± SEM),  
que incluye los porcentajes de eficiencia del gen objetivo y del gen de 
referencia (Roberts et al., 2014).  
 
Específicamente, para los genes de diferenciación sexual (sox9,foxl2), los 
datos obtenidos del método de Pfaffl fueron calibrados, al dividir todos los 
valores de expresión entre el menor valor de expresión para cada gen. 
Posteriormente se transformaron en log2 y fueron graficados para observar la 
expresión relativa de los genes por cada muestra individual, así como la 
tendencia de la expresión de los genes, en cada tratamiento de fotoperiodo. 
 
El conjunto de datos se analizaron con una prueba de normalidad Kolmogorov-
Smirnov´s  (95% I.C.) y la prueba de Bartlett  (95% I.C.), para conocer la 
varianza entre los grupos. Los datos que presentaron una distribución normal 
fueron analizados con una prueba de t-student (95% I.C.) y los datos no 
paramétricos fueron analizados con una prueba de U-Mann Whitney (95% I.C.) 
para determinar si existían diferencias significativas entre los tratamientos.  
 
La significancia estadística de la tasa sexual (obtenida de las observaciones 
histológicas y moleculares) entre los fotoperiodos fue determinada por un test 
exacto de Fisher (95 % I.C.). Todos los cálculos estadísticos fueron realizados 
con ayuda del software Graphpad prism6 (http://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/). 
 
2.3. RESULTADOS 
 
2.3.1. Desarrollo gonádico y tasa sexual fenotípica. 
 
A las 12 SPE, el desarrollo gonádico fue similar en ambos tratamientos (CS y 
CL). Las hembras presentaron ovarios bien definidos, con cavidad ovárica, 
cistos de ovogonias, ovocitos en diploteno y perinucleorales (Figura 11 A,C).  
 
El desarrollo testicular fue también comparable en ambos tratamientos, con 
presencia de espermatocistos, células somáticas, ducto espermático y 
capilares sanguíneos (Figura 11 B,D). Estas observaciones demuestran que los 
tratamientos de luz continua, aplicados desde la fertilización, no afectan el 
desarrollo gonádico de Chirostoma estor. 
 
Por el contrario, se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos,  
en las tasas de proporción sexual (p≤0.05). En el fotoperiodo de luz continua 
(CL; n=45) el porcentaje de machos fue de 73.3%, mientras que en el 
fotoperiodo simulado control fue de 40% (CS; n=45). Estos resultados 
demuestran una clara respuesta de masculinización ante el tratamiento 
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lumínico continuo, aplicado a los embriones de pez blanco una especie que 
presenta determinación sexual por temperatura.   
 

 
 

Figura 11. Desarrollo gonádico en organismos bajo fotoperiodo simulado control (A,B) y en el 
fotoperiodo de luz continua (C, D). Ovario a las 12 SPE (A,C): Cistos de Ovogonias (ON), 
Ovocitos en diploteno (Cabeza de flecha), Ovocitos perinucleolares (Flecha), Cavidad ovárica 
(Asterisco). Testículo a las 12 SPE (B,D): Espermatocistos (Flecha discontinua), células 
somáticas (SC), capilar sanguíneo (Estrella), Ducto espermático (Asterisco). Barras de escala 
representan 50 (A,C) y 20 (B,D) micrómetros. 
 
2.3.2. Expresión relativa de los genes de diferenciación sexual 
 
En el análisis de expresión génica relativa individual (log2), de los genes 
relacionados a la diferenciación sexual del testículo (sox9) y del ovario (foxl2), 
indican que en el  fotoperiodo simulado control CS (n=14), existe una tendencia 
de mayor expresión de sox9 en el 35.71 % de las muestras; con una tendencia 
de mayor expresión de foxl2 en el 57.14% de los individuos, y 7.14% de los 
casos (CS-13) no presentaron una tendencia clara (Figura 12A).   
 
En el tratamiento de luz continua CL (n=14), se observó una tendencia de 
mayor expresión de sox9 en el 64.29% de los individuos, además el 21.43% de 
los casos presentan una tendencia de mayor expresión de foxl2. Finalmente el 
14.29% de los individuos (CL-12,13) no presentan una tendencia clara (Figura 
12B) 
 
Cuando se compara la cantidad de individuos con una tendencia clara, el test 
de Fisher´s indica que no existen diferencias significativas (p>0.05) entre los 
tratamientos de fotoperiodo simulado y luz continua. Sin embargo estos 
resultados sugieren que el fotoperiodo pueden afectar, al menos parcialmente, 
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la expresión relativa de sox9 y foxl2 en la porción abdominal de larvas de 
Chirostoma estor, a los 5 DPE.   
 

 
 

Figura 12. Expresión relativa individual (log2) de los transcrítos relacionados con la 
diferenciación sexual sox9 y foxl2. A) Fotoperiodo simulado control (CS), n=14; B) Fotoperiodo 
de luz continua (CL), n=14. 
 
2.3.3. Expresión relativa de los genes relacionados al eje de estrés y 
estrés oxidativo. 
 
Los niveles de expresión génica de la enzima superóxido-reductasa 2 (sod2) y 
la proteína desacoplante 2 (ucp2) no presentaron diferencias significativas 
(p>0.05), en los cuerpos completos de larvas (n=9) de 5 DPE expuestas a los 
diferentes fotoperiodos. 
 
Sin embargo, la expresión relativa de los transcriptos de Catalasa (cat) y de 
Glutatión reductasa (gsr) muestran diferencias significativas entre los 
tratamientos (p≤0.05), con cambios en la expresión de 2.04 ± 0.41 y 1.93 ± 
0.36 respectivamente. Estos hallazgos sugieren una relación entre las 
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condiciones de luz continua y la respuesta ante condiciones de estrés oxidativo 
(Figura 13). 
 
Por otro lado no se presentaron diferencias significativas, entre los tratamientos 
(p>0.05), en la expresión relativa del transcripto de receptor de glucocorticoides 
(gcr1). No obstante se encontró una clara sobreexpresión del factor liberador 
de corticotropina (crf) con valores de 2.61 ± 0.38 en el tratamiento de luz 
continua (p≤0.05). Esto que sugiere una activación del eje de estrés en el 
fotoperiodo de CL (Figura 13). 
 

  
 
Figura 13. Expresion relativa de los transcritos relacionados al estrés oxidativo (Catalasa (cat), 
Superóxido dismutasa 2 (sod2), Glutatión reductasa (gsr), Proteína desacoplante 2 (ucp2)) y 
activación del eje de estrés (Factor liberador de corticotropina (crf) y receptor de glucocorticoide 
1 (gcr1)). Fotoperiodo simulado control (CS), n=9; Fotoperiodo de luz continua (CL), n=9. 
Asteriscos indican diferencias significativas, en la expresión de genes, entre los tratamientos 
(p≤0.05). Las barras indican el error estimado de la media (± SEM). 
 
2.4. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES 
 
La luz es la principal señal ambiental que sincroniza los ritmos circadianos de 
los vertebrados. En peces se ha demostrado que la luz puede modular la 
alimentación, el crecimiento y la reproducción (Imsland et al., 2007; Migaud et 

al., 2010; Volkoff et al., 2010; Pittman et al., 2013; Liu et al., 2015; Veras et al., 

2016; Takahashi et al., 2016; Mata-Sotres et al., 2016;  Chi et al., 2017).  
 
Además, en la industria de la acuicultura la manipulación del fotoperiodo ha 
sido una herramienta muy útil para retrasar el inicio de la madurez sexual, con 
el fin de incrementar las tasas de crecimiento en los juveniles de peces 

0"

0.5"

1"

1.5"

2"

2.5"

3"

3.5"

Re
la
%v

e'
ge
ne

'e
xp
re
ss
io
n'
'

cat$$$$$$$$$$$$$$sod2$$$$$$$$$$$$$$$gsr$$$$$$$$$$$$$$ucp2$$$$$$$$$$$$$crf$$$$$$$$$$$$$$$gcr1$

CS"

CL"



         Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas 
 

      El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentación y determinación  
sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). 

 
 

 
Corona- Herrera 2017 

	
	

70	

(Begtashi et al., 2004; Melo et al., 2014, Ammar et al., 2015; Martins et al., 
2015; Espigares et al., 2017). Sin embargo el efecto del fotoperiodo sobre el 
desarrollo gonádico en la fase larvaria ha recibido muy poca atención, ya que 
en la mayoría de los trabajos se han reportado sólo otros aspectos 
morfofisiológicos del desarrollo ontogénico (Villamizar et al., 2011; Martín-
Robles et al., 2012; Politis et al., 2014; Villamizar et al., 2014; Di Rosa et al., 
2015; Mata-Sotres et al., 2015; Sovrano et al., 2016).  
 
En el presente trabajo no se encontraron diferencias entre los tratamientos, en 
el desarrollo gonádico de los peces bancos a las 12 SPE. Estas evidencias 
indican que la luz continua no afecta el desarrollo temprano del ovario y 
testículo a nivel histológico de las larvas de C.estor. Sin embargo se requiere 
de estudios a mayor largo plazo para conocer si existen efectos en etapas 
posteriores del desarrollo como la edad de primera madurez.  
 
Es bien conocido que los sistemas de determinación sexual entre los 
vertebrados son muy diversos (Pan et al., 2016). Particularmente, el fenómeno 
de la determinación sexual ambiental (ESD), que ha sido reportado en anfibios 
(Nakamura, 2009), peces (Martínez et al., 2014), invertebrados acuáticos (Grilo 
y Rosa, 2017) y reptiles (Pezaro et al., 2016). Sin embargo los mecanismos 
moleculares precisos de cómo las variables ambientales influencian la 
plasticidad sexual, se desconocen ampliamente (Bachtrog et al., 2014).  
 
En los aterinópsidos Leuresthes tenuis, (Brown et al., 2014) y Chirostoma estor 
(Corona-Herrera et al., 2016), se ha encontrado una clara influencia de la 
temperatura en su sistema de determinación sexual, durante el desarrollo 
temprano. Adicionalmente un fotoperiodo de 15 horas luz modifica la tasa de 
proporción sexual de L. tenuis (Brown et al., 2014). En invertebrados acuáticos 
como los balanus, anfípodos y cladóceros se ha reportado también la influencia 
del fotoperiodo sobre la determinación sexual, las poblaciones son 
masculinizadas cuando los organismos son expuestos a una fase luminosa de 
mayor duración (Naylor et al., 1988a,b; Hobaek y Larsson, 1990; Walker, 2005; 
Guler et al., 2012) lo que revela que el fotoperiodo puede influir en las 
proporciones sexuales de vertebrados e invertebrados. 
  
Las evidencias histológicas (Figura 11) del presente trabajo en C. estor, indican 
que el fotoperiodo puede influir en la tasa sexual de los organismos. Se 
observó un incremento en la proporción de machos (73.3%) en las condiciones 
de luz continua vs 40% de presencia de machos en el fotoperiodo control. 
Cuando los embriones de C. estor son mantenidos con un tratamiento térmico 
de 29ºC, el porcentaje de masculinización es del 82% (Corona-Herrera et al., 
2016). En conjunto estos trabajos demuestran que la determinación sexual de 
C. estor es influenciada de manera importante por las condiciones ambientales 
en las cuales se lleva a cabo su cultivo. 
 
El presente trabajo aporta la primera evidencia que un fotoperiodo de luz 
continua puede tener un efecto de masculinización en una especie de 
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vertebrado. Los presentes resultados abren la expectativa de nuevos 
paradigmas en la determinación sexual ambiental en vertebrados, 
especialmente es necesario explorar los posibles mecanismos que vinculan la 
determinación sexual por fotoperiodo y temperatura en los peces. Estos 
resultados también sugieren que los aterinópsidos son especialmente sensibles 
a los cambios ambientales, por lo que es una oportunidad para estudiar los 
mecanismos moleculares involucrados en la determinación sexual en estos 
modelos de vertebrados con sensibilidad ambiental. 
 
En peces algunos de los genes mas importantes en los procesos de 
diferenciación gonádica son el gen foxl2 como factor de transcripción que 
puede dirigir la sobreexpresión de aromatasa y la diferenciación ovárica en 
fases tempranas del desarrollo (Wang et al., 2004; Wang et al., 2007; Wang et 

al., 2015). Así como el gen sox9 el cual es un factor de transcripción que está 
involucrado en la diferenciación testicular (Rodríguez-Mari et al., 2005; Ijiri et 

al., 2008; Lee et al., 2009; Wu et al., 2010; Vizziano-Cantonnet et al., 2016).  
 
Los análisis de expresión relativa de los transcriptos foxl2 y sox9 en C. estor no 
muestran diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05), a pesar de 
que se observa una tendencia de mayor expresión en sox9 presente en el 
64.29%  de los individuos bajo tratamiento de luz continua vs 35.71% en los 
individuos mantenidos en el fotoperiodo control. Este resultado coincide con el 
mayor porcentaje de machos encontrado por el análisis de histología, en el 
fotoperiodo de luz continua. Incluso, se encontró también una tendencia de 
sobreexpresión de foxl2 solo en el 21.74% de los individuos bajo el efecto de 
luz continua, mientras que el 57.14% de los individuos del tratamiento control 
presentan una mayor expresión de dicho gen (Figura 12 A, B).  
 
No obstante los resultados sugieren que en larvas de 5 DPE, los niveles de 
expresión transcripcional se encuentran cercanos a su estado basal (no 
inducidos); por lo que no es posible observar diferencias significativas entre los 
tratamientos. Por lo que es necesario realizar en estudios futuros que incluyan 
el análisis de las muestras durante toda la ontogenia temprana, para definir 
exactamente el periodo de la diferenciación sexual molecular en C. estor. 
 
Por otro lado, la exposición de los organismos a la luz visible incrementa la 
producción de ROS. Sin embargo el vínculo entre el sistema antioxidante y la 
exposición a luz continua ha sido escasamente investigado en vertebrados 
(Wilking et al., 2013; Giannetto et al., 2014; Purushothaman et al., 2015). En 
este trabajo se observó que en las larvas de C. estor expuestas al fotoperiodo 
de luz continua, se induce una sobreexpresión significativa de los transcriptos 
de glutatión reductasa (gsr) y catalasa (cat), en comparación con el fotoperiodo 
control (p≤0.05). Sin embargo para los transcriptos de superóxido-reductasa 2 
sod2 y proteína desacoplante 2 ucp2 no se observaron diferencias 
significativas entre los tratamientos (p>0.05), Figura 13.  
 



         Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas 
 

      El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentación y determinación  
sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). 

 
 

 
Corona- Herrera 2017 

	
	

72	

Estos hallazgos sugieren que la luz continua genera condiciones de estrés 
oxidativo, que activa la transcripción de las enzimas cat y gsr, relacionadas con 
el procesamiento del H2O2. Lo que coincide con los resultados reportados en el 
hígado de juveniles de 6 meses de G. morhua, donde la iluminación continua 
también aumenta la expresión de los genes cat y gsr, además de aumentar la 
expresión de sod2 (Giannetto et al., 2014). Igualmente en adultos de pez cebra 
(D. rerio) se observa una sobrexpresión de sod1 bajo condiciones de luz 
continua (Purushothaman et al., 2015). En contraste, en condiciones de luz 
continua en el pez blanco no se detectó una sobreexpresión de sod2, la 
principal enzima encargada de convertir el anión O2

.- en H2O2. Dado que las 
dos enzimas (cat, gsr) relacionadas con la degradación del H2O2 celular si 
presentan niveles de sobrexpresión, es posible que el transcrito de sod2 no se 
encuentre en su fase de mayor activación al momento del muestreo (Figura 
13). 
 
Las proteínas de membrana Ucps son transportadores mitocondriales que 
desacoplan a OXPHOS por los movimientos en contra del gradiente de 
protones (Krauss et al., 2005), en la dorada Sparus aurata con condiciones de 
iluminación 12L:12D ucp1 presenta una acrofase al inicio de la fase obscura, 
sin embargo bajo condiciones de estrés no se presentan diferencias 
significativas (Vera et al., 2014). Específicamente para ucp2 se ha reportado 
una sobreexpresión ante una exposición a xenobióticos (Liu et al., 2008; Jin et 

al., 2010; Huang et al., 2012) restricción alimenticia en corazón/músculo rojo 
(Bermejo-Nogales et al., 2014) y temperatura (Mark et al., 2006), además de 
una disminución de la expresión ante restricción alimenticia en músculo blanco 
y eritrocitos bajo condiciones de hipoxia (Bermejo-Nogales et al., 2014), sin 
embargo hasta la fecha no existen estudios de referencia bajo condiciones de 
iluminación continua.  
 
Un estudio reciente en ratones indica que la sobreexpresión de UCP2 no altera 
la producción de ROS y la actividad de desacoplamiento, pero promueve la 
utilización de la ruta de oxidación de ácidos grasos, por lo que la actividad real 
de UCP2 en el metabolismo energético, permanece aún bajo discusión (Kukat 
et al., 2014). En el pez blanco no se encuentran diferencias significativas entre 
los tratamientos para los niveles de expresión de ucp2 (Figura 13), esto sugiere 
que OXPHOS está igualmente acoplada y se encuentra activa en la síntesis de 
ATP en ambos tratamientos al tiempo de muestreo, sin embargo en base a los 
estudios anteriormente mencionados no se descarta que ucp2 en peces 
cumpla otras funciones aún desconocidas que necesitan ser abordadas en un 
futuro.  
 
El aumento selectivo de la expresión de cat y gsr, pero no de sod2 y ucp2, 
sugiere que en larvas de C estor la luz continua aumenta la producción y activa 
las rutas de detoxificación para hacer frente a las condiciones de estrés 
oxidativo por H2O2. Por lo que la participación de Sod2 y Ucp2 no se encuentra 
clarificada, ya que aunque existe una tendencia de mayor expresión en luz 
continua no se presentan diferencias significativas. En futuros trabajos se debe 
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de estudiar la expresión de los genes relativos al estrés oxidativo directamente 
en los tejidos (cerebro, hígado, gónada), a través de estadios de desarrollo 
(embrión, eclosión, larva), así como en diferentes condiciones de iluminación 
(fase obscura, fase luminosa, intensidad y longitudes de onda).     
 
Conocer el papel que juegan las diferentes longitudes de onda en la respuesta 
ante el estrés oxidativo es particularmente interesante. Reportes en 
Paralichthys olivaceus y Carassius auratus indican que la exposición a altas 
temperaturas incrementa el daño al DNA, la apoptosis, la peroxidación lipídica 
y la inmunosupresión. Sin embargo, tratamientos lumínicos con luz LED de 
longitudes de onda en el color verde disminuyen los efectos del estrés oxidativo 
causado por la temperatura  (Kim et al., 2016; Jung et al., 2016) al igual que 
tratamientos con el antioxidante melatonina (Jung et al., 2016).  
 
La melatonina podría cumplir una doble acción en la reproducción de los 
peces, como una hormona que determina el patrón temporal de desove y como 
un potente antioxidante que regula el eje Hipotálamo-Hipófisis-Gónada y la 
maduración de los ovocitos (Maitra y Hassan 2016). Estas aproximaciones 
recientes demuestran que el vínculo entre las variables ambientales y el estrés 
oxidativo está evaluándose como una pieza importante en el control de la 
fisiología. Por lo que es importante diseñar proyectos para conocer si la 
determinación sexual es afectada por el estrés oxidativo ante los cambios 
ambientales en peces y vertebrados.  
 
Por otro lado en las larvas de C. estor la iluminación continua induce la 
sobrexpresión de los transcriptos del factor liberador de corticotropina crf 
(p≤0.05). Sin embargo en los transcriptos del receptor de glucocorticoides gcr1 
no se observan diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos (Figura 
13).  
 
La sobreexpresión de crf en larvas de C. estor sugiere la activación del eje de 
estrés, provee evidencia de la correlación de la respuesta de estrés y el efecto 
de la masculinización por fotoperiodo. Sin embargo se requiere de mayores 
esfuerzos de investigación para poder obtener conclusiones definitivas de la 
participación del eje de estrés en la determinación sexual de C. estor. Por 
ejemplo determinar los niveles de la hormona cortisol y la expresión de otros 
genes relacionados con la ruta de masculinización en la gónada como 
esteroide 5 alfa-reductasa tipo 1 (sdr5α1), 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 
2 (11β-hsd2) y receptores de andrógenos (ar) (Castañeda et al., 2014).  
 
Recientemente se ha sugerido una comunicación entre los ejes de 
reproducción Hipotálamo- Hipófisis- Gónada (Gnrh- Fsh/Lh- yrógenos); Tiroideo  
Hipotálamo- Hipófisis- Tiroide (Trh- Tsh- T4/T3/andrógenos) y el eje de estrés 
Hipotálamo- Hipófisis- Adrenales/Interrenales (Crf- Acth- Cortisol/andrógenos) 
para dirigir la diferenciación testicular y la masculinización en peces y 
vertebrados (Castañeda et al., 2014). Cuando las condiciones de iluminación 
son constantes en la tilapia Oreochromis niloticus  (Biswas et al., 2004), la 
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brema Pagrus major (Biswas et al., 2006), la brema rayada Oplegnathus 

fasciatus (Biswas et al., 2008),  la dorada Sparus aurata (López-Olmeda et al., 
2009), el salmón (Huang et al., 2010) en el lenguado Solea senegalensis 

(Oliveira et al., 2013), la trucha Oncorhynchus mykiss (Hernández-Pérez et al., 
2015) y la perca Perca fluviatilis (Brüning et al., 2015) no se encuentran 
diferencias significativas en los niveles de cortisol entre tratamientos, esto 
sugiere que la luz continua puede afectar los ritmos circadianos pero presenta 
poca influencia sobre la producción del glucocorticoide. 
 
Como se mencionó la expresión del transcripto de gcr1 no exhibe diferencias 
significativas entre los tratamientos en las larvas de C. estor. Esto coincide con 
observaciones en larvas del pez cebra D. rerio, ya que no se observan cambios 
en la expresión del receptor de glucorticoides cuando las larvas se exponen a 
tratamientos con Dexametasona (agonista de cortisol) o bajo condiciones de 
hipoxia (Wilson et al., 2016). Incluso en tratamientos de cortisol en embriones 
de pez cebra  tampoco se observan diferencias significativas entre la expresión 
del receptor de glucocorticoides (Nesan y Vijayan, 2012).  
 
Sin embargo, en larvas de lubina D. labrax se observa una reducción de la 
expresión del transcripto de gcr1 pero no en el de gcr2, ni en el receptor de 
mineral corticoides (mr) cuando se exponen a condiciones de estrés no 
predecible de baja intensidad; que consiste en la aplicación de tratamientos 
lumínicos (aumento de intensidad lumínica, presencia de luz en la fase 
obscura) incremento en las condiciones de aereación y/o presencia de un 
objeto externo (Fokos et al., 2017).  
 
Estos resultados contrastantes, en los niveles de expresión de gcr1 entre larvas 
de peces indican que la respuesta ante efectos estresantes son especie-
específicos, dependientes de la intensidad y el tipo de factor estresante, por lo 
que se requiere de más estudios a través del desarrollo, en diferentes tejidos y 
de las diferentes isoformas de los receptores para contar con una visión clara 
de la participación de las rutas de recepción de glucocorticoides, en larvas de 
C. estor expuestos a luz continua.  
 
Por último, todas las evidencias e ideas expuestas en el presente trabajo, 
sobre los procesos de determinación/diferenciación sexual y la relación entre la 
exposición a factores ambientales con el estrés oxidativo como primera línea 
de respuesta ante los cambios ambientales. Ofrecen sustento científico para 
formular algunas preguntas puntuales que ayuden a comprender mejor el 
fenómeno de la determinación sexual ambiental en vertebrados. 
 
Primero, ¿Cual es la interacción entre los genes maestros de determinación 
sexual y el estrés oxidativo?,  Segundo, ¿El estrés oxidativo modula el eje de 
estrés, el eje tiroideo y el eje de reproducción para masculinizar a los 
organismos?. Tercero, ¿Cual es el papel del estrés oxidativo en la 
diferenciación y apoptosis gonádica en vertebrados?. Cuarto, ¿Es posible 
producir una línea de organismos homogaméticos con un control total de la  
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determinación sexual ambiental?, Quinto ¿Es posible modular la 
determinación/diferenciación sexual con otros factores que induzcan estrés 
oxidativo en los peces?. 
 
Para explorar estas hipótesis, se requiere diseñar experimentos que respondan 
a las preguntas anteriormente planteadas. Para comprender a profundidad los 
mecanismos moleculares que están detrás de la sensibilidad de los organismos 
a factores ambientales, lo cuales influyen en los procesos de 
determinación/diferenciación y plasticidad sexual, en vertebrados. 
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CAPÍTULO 3. 
EL EFECTO DEL FOTOPERIODO SOBRE LAS CARACTERÍSTICAS 

BIOMÉTRICAS DE CRECIMIENTO, EL CONSUMO DE ALIMENTO, LA 
SUPERVIVENCIA Y LA EXPRESIÓN DE GENES EN Chirostoma estor. 

 
RESUMEN 
 
El fotoperiodo modula las actividades alimentación, crecimiento y reproducción 
en los peces, aunque los mecanismos moleculares detrás de dichos efectos no 
han sido elucidados. El propósito de este trabajo es analizar la respuesta de 
juveniles de C. estor sometidos en dos fotoperiodos: a) Fotoperiodo de luz 
continua (CL) y b) Fotoperiodo simulado control (CS); aplicados a partir de la 
fertilización y hasta 12 semanas después de la eclosión. Al final del 
experimento se obtuvieron las variables biométricas, de alimentación, perfiles 
de hormonas circadianas y un análisis de expresión de genes mediante 
secuenciación masiva RNA-seq. Los organismos de CL presentaron un mayor 
crecimiento (66.14% y 17.95% en masa y longitud respectivamente) y un mejor 
factor de conversión alimenticia (1.618 en CL vs 1.95 en CS) cuando se 
compara con el fotoperiodo simulado control (p<0.05); sin diferencias 
significativas en la supervivencia final (p>0.05). En los perfiles de cortisol se 
reportan diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos, pero no para 
la producción de melatonina (p>0.05) durante la fotofase. Por otro lado el 
análisis transcriptómico De Novo en C. estor, indica que existen un total de 
68,960 contigs únicos, que se anotaron funcionalmente en 43,314 proteínas. El 
análisis de enriquecimiento en términos de GO indica que 126,929 términos se 
encuentran involucrados en procesos biológicos, 98,712 son componentes 
celulares y 36,670 presentan una función molecular. El análisis Kegg indica 
791 anotaciones de los genes en rutas metabólicas primarias, 224 en rutas 
secundarias y la identificación de 383 procesos biológicos. Además, el análisis 
de expresión diferencial (RSEM y eXpress) indica que 169 transcriptos se 
encuentran diferencialmente expresados (p<0.05), de los cuales 141 
transcriptos presentan bajos niveles de expresión y solamente 28 transcriptos 
exhiben altos niveles de expresión en CL. Del total de transcriptos, 115 
presentan anotación funcional, 22 tienen anotación ambigua y 11 son 
secuencias no descritas en las bases de datos. Los genes diferencialmente 
expresados se encuentran involucrados en procesos que modulan la 
fototransducción, la sinapsis, el metabolismo, el estrés oxidativo, los ritmos 
circadianos, el crecimiento y la respuesta inmune, entre otros; de entre los 
cuales se sugiere que se encuentren los mecanismos que permiten el 
crecimiento y la supervivencia de los organismos en condiciones de iluminación 
constante. En conjunto estas evidencias sugieren un claro efecto de la luz 
continua sobre el crecimiento, consumo de alimento y expresión de genes en 
C. estor, lo que contribuye al conocimiento de los mecanismos moleculares que 
son regulados por la luz en vertebrados, adicionalmente provee herramientas 
moleculares de alta calidad para el desarrollo de futuros trabajos en este 
modelo biológico de importancia económica, cultural y ambiental del altiplano 
mexicano.  
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3.1. INTRODUCCIÓN  
 
3.1.1. La luz y su efectos sobre el crecimiento, alimentación y 
supervivencia en peces teleósteos   
 
La luz ejerce un control directo para sincronizar los ritmos biológicos a nivel 
fisiológico y molecular en los peces (Mata-Sotres et al., 2015; Carmona-
Antoñanzas et al., 2017). El espectro de luz natural cambia diferencialmente 
bajo el agua de acuerdo a  la profundidad (Warrant y Johnsen 2013). La 
longitud de onda correspondiente a la luz azul (de mayor energía) presenta una 
mayor penetrabilidad en aguas profundas, mientras que la longitud de onda 
correspondiente al color rojo (de menor energía) es absorbida rápidamente por 
las moléculas de agua, por lo que sólo es capaz de penetrar aguas poco 
profundas (Shin et al., 2014).  
 
Las diferencias en calidad (longitudes de onda) y cantidad (fotoperiodo) de luz 
pueden ser detectadas por los fotorreceptores retínales y extraretínales de los 
peces, lo que puede modular la fisiología del crecimiento y reproducción 
(Migaud et al., 2007; Vera et al., 2010; Bapary et al., 2011). Así como la 
alimentación, supervivencia y desarrollo en teleósteos (Battaglene y Talbot, 
1990; Bayarri et al., 2002; Trotter et al., 2003; Villamizar et al., 2009; Volkoff et 

al., 2010; Volkoff, 2016; Rønnestad et al., 2017).  
 
En los últimos años en la acuicultura de peces teleósteos se han utilizado 
sistemas de iluminación tipo LED de amplio espectro (Migaud et al., 2007; 
Bapary et al., 2011; Choi et al., 2012; Shin et al., 2011; Kim et al., 2014; 
Takahashi et al., 2016). Estudios realizados con luz blanca LED en el salmón 
del Atlántico (S. Salar) demuestran que bajo estas condiciones de iluminación, 
no se ocasionan daños en la retina, ni efectos de estrés en los peces (Migaud 
et al., 2007). En larvas de Lubina (Dicentrarchus labrax) se reporta un mayor 
crecimiento y supervivencia bajo condiciones de iluminación LED con un 
fotoperiodo de 24 horas luz (24L:0D). Sin embargo, se reportan 
malformaciones en la vejiga natatoria y en la mandíbula inferior (Villamizar et 

al., 2009).  
 
Por otro lado, en la damisela (Chrysiptera cyanea) se observó que la luz LED 
de amplio espectro, tuvo efectos inhibitorios en la maduración ovárica (Bapary 
et al., 2011). Contrario a lo observado en el pez dorado (Carassius auratus), la 
luz verde (530 nm) provoca efectos de maduración gonádica a través de 
acciones directas en el eje Hipotálamo, Hipófisis, Gónada (Shin et al., 2014). 
Estas breves evidencias indican que la iluminación LED al igual que la luz 
natural, puede modular diversos mecanismos fisiológicos en peces (como el 
crecimiento y la reproducción), pero también se observa que los efectos y 
sensibilidades son especie-específicas. Por lo que es factible realizar estudios 
fisiológicos mediante el uso de esta tecnología lumínica en teleósteos para 
cada especie de interes.  
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Tanto en peces como en vertebrados el eje de crecimiento está conformado 
por la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (Growth hormone 
release hormone, GhRH), la hormona de crecimiento (Gh) y el factor de 
crecimiento tipo insulínico-1 (Insulin-like growth factor, Igf-1), principalmente 
relacionados con el crecimiento somático y muscular (Velloso, 2008). No 
obstante, estas hormonas también inciden sobre los mecanismos de 
reproducción (Hull y Harvey, 2002), alimentación (Johnsson y Björnsson, 1994), 
osmorregulación (Sakamoto y McCormick, 2006) y comportamiento (Jonsson y 
Björnsson, 2002). La GhRH es producida en el núcleo arcuato del hipotálamo y 
es liberada hacia la hipófisis para producir la hormona de crecimiento (Mano-
Otagiri et al., 2006), la cual tiene como sus principales órganos blanco el 
hígado (Fuentes et al., 2013) y el músculo (Le Roith et al., 2001), pero también 
se ha descrito su acción en gónadas, cerebro y células inmunes (Chang y 
Wong, 2009).  
 
Entre los mecanismos de regulación de la Gh se encuentran la estimulación a 
nivel hipotalámico-hipofisario in vitro e in vivo por factores orexigénicos 
(estimulantes del apetito) como la ghrelina (Picha et al., 2009) y por bajos 
niveles de Igf-1 en el organismo (Won y Borski, 2013), entre otras hormonas y 
mecanismos de retroalimentación. La inhibición de Gh está regulada por dos 
mecanismos principales: a) un mecanismo de retroalimentación negativa que 
ejerce el mismo Igf-1 a nivel hipotalámico y b) un mecanismo a través de 
Somatostatina (Sst), el cuál es un potente inhibidor hipotalámico que bloquea la 
acción de Igf-1 y Gh directamente en la hipófisis, hígado y órganos blanco 
(Nelson y Sheridan, 2005; Canosa et al., 2007; Sheridan y Hagemeister, 2010). 
La Sst reduce la expresión de Gh aun cuando ésta sea estimulada por factores 
neuroendocrinos como la hormona liberadora de gonadotropinas (Gnrh), la 
dopamina (Da), (Yunker, Smith et al., 2003; Yunker y Chang, 2004) y la 
ghrelina (Unniappan y Peter, 2005; Sheridan y Hagemeister, 2010; Sato et al., 
2012). 
 
Conjuntamente el fotoperiodo, la temperatura, el estatus nutricional, las 
tirotropinas, las gonadotropinas, los esteroides sexuales y la pulsatilidad 
inherente a la secreción de Gh en cada especie de peces, modulan la 
expresión de esta hormona de manera muy diversa, lo que indica una relación 
estrecha de los mecanismos endocrinos de crecimiento, alimentación y 
reproducción  (Trudeau, 1997; Peter y Chang, 1999; Stefano et al., 1999; 
Chang y Habibi, 2002; Einarsdottir et al., 2002; Falcon et al., 2003; Canosa y 
Peter, 2005; Canosa, Chang et al., 2007; Chang y Wong, 2009; Volkoff et al., 
2010; Wu et al., 2012; Volkoff et al., 2016; Rønnestad et al., 2017; Takahashi et 

al., 2017). Que genera un vaivén de redireccionamiento energético hacia los 
distintos procesos. 
 
Recientemente se demostró que la exposición lumínica (luz azul) en células 
epidérmicas y fotorreceptores, produce condiciones de estrés oxidativo a través 
de la recepción de los fotones por bases nitrogenadas de flavina (Nakashima et 

al., 2017; Chen et al., 2017a). Lo cual tiene como consecuencia, la liberación 
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del anión superóxido, que es a su vez convertido en peróxido de hidrógeno 
(H2O2) por la acción  de las superóxido reductasas (Niki, 2016; Sies, 2017; Sies 
et al., 2017).  
 
El H2O2 directamente puede modular la proliferación y la diferenciación celular 
en vertebrados (He et al., 2004; He et al., 2008; Sies, 2017; Sies et al., 2017). 
El (H2O2) actúa como una molécula de señalización del estrés oxidativo, que 
activa al receptor (tirosina-cinasa) del factor de crecimiento epidérmico (Egfr), 
el cual inicia una cascada de señalización intracelular, que activa las rutas PI3-
Akt (Phosphatidylinositol 3' –kinase,PI3K - Protein kinase B, akt), mTOR 
(Mamalian Target of Rapamycin) y Ras-Raf-Mek-Erk-Mapk (Mitogen-Activated 
Protein Kinases), que finalmente promueven la transcripción de genes 
relacionados con la progresión de la fase G1 del ciclo celular, relacionada con 
la supervivencia, diferenciación y crecimiento (Strozyk y Kulms, 2013; Wee y 
Wang, 2017; Chen et al., 2017b). Este mecanismo vincula directamente la 
exposición de la luz con el crecimiento celular de los vertebrados. Sin embargo, 
en peces teleósteos estas rutas han sido poco descritas, por lo que se requiere 
de mayores esfuerzos de investigación para comprender los mecanismos que 
ligan la percepción lumínica con el crecimiento y desarrollo de estos 
organismos.  
   
La alimentación en peces está regulada por diversos factores externos 
(temperatura, salinidad, fotoperiodo, predadores, estrés etc.), e internos 
(genética, estilo de vida, metabolismo, etc.) (Rønnestad et al., 2017). Así como 
por hormonas que son producidas por el cerebro (Hipótalamo) y  ciertos 
órganos periféricos (Tracto gastrointestinal, Hígado, tejido adiposo, etc.). Estas 
hormonas incluyen factores estimulantes (orexigénicos) y factores inhibidores 
(anorexigénicos) del apetito (Volkoff et al., 2005; Gorissen et al., 2006; Volkoff, 
2016; Volkoff et al., 2017; Rønnestad et al., 2017).  
 
Entre los factores orexigénicos más importantes en peces se encuentran:  
Apelina, ghrelina (Ghrl), orexina, galanina, secretoneurina, hormona 
concentradora de melanina (Mch), proteína r-agouti (Agrp), neuropéptido Y 
(Npy) y hormonas tiroideas. En contraparte entre los factores anorexigénicos se 
encuentran: Leptina, nesfatina1 (nefa-1), espexina, amilina, colecistokinina 
(Cck), hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), hormona estimulante de 
melanocitos (Msh), neuromedina (Nmu), octadecaneuropéptido (Odn), 
polipéptido activador de la adenilato ciclasa hipofisiaria (Pacap), arginina-
vasotocina (Avt), prolactina (Prp), péptido YY (Pyy), factor liberador de 
corticotropinas (Crf), urocortina (Ucn), transcripto regulado por cocaína y 
anfetamina (Cart) y pro-opiomelanocortina (Pomc) (Volkoff , 2016).    
 
La ghrelina (Ghrl), la cuál es producida por las células X/A (ghrelin cells) del 
tracto gastrointestinal (Stengel et al., 2010) ha sido descrita como la señal 
biológica universal de la falta de alimento (Sato et al., 2012). Esta hormona 
orexigénica es la única conocida que se produce periféricamente y que tiene 
una acción central hipotalámica en la ingesta de alimentos (Stengel y Tache 
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2012). En peces se ha descrito que la Ghrl está involucrada no sólo en la 
ingesta de energéticos, sino que también cumple funciones en la liberación de 
la hormona de crecimiento (Gh), así como de la hormona luteinizante (Lh), por 
lo que se le ha considerado como un potente factor orexigénico hipofisiotrópico 
que afecta los ejes de alimentación, crecimiento y reproducción (Unniappan y 
Peter 2005; Unniappan, 2010). Además, la molécula de Ghrl posee 
propiedades para disminuir la presencia de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) en el estómago de ratas (Coskun et al., 2013), células cardiacas H9c2 
(Zhang et al., 2011) y en músculo (Gortan Cappellari et al., 2017), al evitar la 
peroxidación lipídica, promover la actividad de enzimas antioxidantes como 
catalasa, superóxido reductasas, glutatión reductasa y peroxidasa, lo que 
sugiere un rol activo de Ghrl en la regulación de los niveles de estrés oxidativo 
en vertebrados. 
 
En contraparte la Nesfatina-1/Nucleobidina-2 (Nefa-1/Nucb-2) es un potente 
factor anorexigénico que inhibe la ingesta de alimentos y agua (Garcia-Galiano 
et al., 2012). Cabe mencionar que la Nefa-1/Nucb-2 se expresa principalmente 
en las células X/A (ghrelin cells) por lo que se ha sugerido que estas células 
cumplen una función dual única en la regulación de la ingesta y saciedad de los 
vertebrados (Stengel y Tache 2012). En el caso particular de los peces, su 
expresión se ha encontrado en el hipotálamo (Oh et al., 2006), además de la 
hipófisis, hígado, intestino y ovario (Gonzalez et al., 2010; Gonzalez et al., 
2012). Así como la Nefa-1/Nucb-2 participa en el control de la reproducción 
mediante la inhibición de la secreción de gonadotropinas durante el inicio de la 
pubertad (Garcia-Galiano et al., 2010; Gonzalez et al., 2012). 
 
Aunado a lo anterior en el núcleo arcuato del hipotálamo de peces y 
vertebrados coexisten dos poblaciones de neuronas, las neuronas mediales 
AgRP/NPY (orexigénicas) y las neuronas laterales CART/POMC 
(anorexigénicas), las cuales están involucradas en la regulación central 
neuroendócrina de la alimentación, ya que son sensibles a los niveles 
metabólicos de glucosa, aminoácidos, ácidos grasos, leptina e insulina (Baltatzi 
et al., 2008; Sapru, 2013; Dudás, 2013; Drougard et al., 2015; Volkoff et al., 
2016; Takahashi et al., 2016; Conde-Sieira y Sonengas, 2017).  
 
En las neuronas AgRP/NPY la ghrelina activa la oxidación de ácidos grasos y 
la expresión de la proteína desacoplante 2 (Ucp2) en la mitocondria, lo que 
disminuye la presencia de ROS. Este mecanismo es clave para permitir la 
hiperpolarización de las neuronas AgRP/NPY (inhibidas por la glucosa obtenida 
de la ingesta de alimentos) y la consecuente activación de la respuesta 
orexigénica durante un estado de balance energético negativo (Andrews et al., 
2008; Vozza et al., 2014; Toda y Diano, 2014; Nasrallah y Horvath, 2014; 
Drougard et al., 2015; Delgado et al., 2017). En contraste durante un estado 
energético positivo en las neuronas CART/POMC (activadas por glucosa) se 
incrementa la producción de ROS debido a una baja actividad de Ucp2. En 
consecuencia, estas neuronas se despolarizan para activar las respuestas 
anorexigénicas en presencia de altos niveles de glucosa (Andrews et al., 2008; 
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Toda y Diano, 2014; Nasrallah y Horvath, 2014; Drougard et al., 2015; Delgado 
et al., 2017).  
 
El conjunto de evidencias sugieren que el control de la alimentación se debe 
principalmente al balance del estado energético a través de la señalización por 
H2O2 en las neuronas hipotalámicas (AgRP/NPY y CART/POMC), así como en 
las células X/A del intestino. Estos controladores orexigénicos/anorexigénicos 
no sólo intervienen en los mecanismos endocrinos de alimentación, sino que 
pueden incidir sobre otras funciones fisiológicas como el crecimiento y la 
reproducción (Delgado et al., 2017), por lo que es necesario realizar estudios 
detallados que nos provean información de la respuesta de estos actores en 
los periodos de presencia de luz ambiental y estrés oxidativo en los peces, en 
donde también participa el H2O2.  
 
Por último en diversos modelos animales se ha descrito que la exposición a 
diferentes condiciones lumínicas ocasionan una regulación del estrés oxidativo 
y la supervivencia (Nakanishi-Ueda et al., 2013; Kuse et al., 2014; Nakashima 
et al., 2017; Chen et al., 2017a; Ishii y Rohrer, 2017; Yacout y Gaillard, 2017). 
La supervivencia de los organismos esta directamente relacionada con las 
respuestas ante condiciones intrínsecas o extrinsecas que promueven la 
muerte de las células en los tejidos; actualmente se han descrito tres tipos 
morfológicos principales de muerte celular, la apoptosis (tipo 1), la autofagia 
(tipo 2) y la necrosis (tipo 3) (Tait et al., 2014; Green y Llambi, 2015).  
 
La apoptosis (Tipo 1) puede ocurrir por la ruta de activación de receptores de 
muerte celular, la ruta de activación por inflamación, la ruta de deficiencia 
inmune primaria y la ruta mitocondrial (Green y Llambi, 2015), esta última 
sucede a través de la interacción del retículo endoplasmático (RE) con la 
mitocondria, cuando los niveles de estrés aumentan (Fulda et al., 2010; Dufey 
et al., 2014; Tadic et al., 2014).  
 
En condiciones de estrés en el RE se presenta un bajo contenido de Calcio 
(Ca+) debido a que lo transfiere a la mitocondria (Tadic et al., 2014; Grootjans 
et al., 2016; Carreras-Sureda et al., 2017). En el RE se acumulan proteínas no 
plegadas en su interior, lo que activa la respuesta de proteínas no plegadas 
(UPR) (Carreras-Sureda et al., 2017); que consiste en la transcripción de 
proteínas chaperonas, la disminución de la síntesis proteica y la degradación 
proteosómica de las proteínas no plegadas.  
 
Sin embargo, cuando existe una acumulación excesiva de proteínas no 
plegadas en el (RE), ocurre la activación de la ruta de caspasas-proteasas y la 
consecuente apoptosis celular (Dudek et al., 2009; Tadic et al., 2014). La 
respuesta UPR es muy importante ya que integra la información a cerca del 
tipo, intensidad y duración del estímulo de estrés, por lo que además de estar 
involucrada en la supervivencia celular, también se ha reportado acciones 
fisiológicas en procesos metabólicos, de diferenciación celular e inmunidad 
innata (Rutkowsky y Hedge, 2010; Dufey et al., 2014; Grootjans et al., 2016). 
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En la mitocondria, la acumulación de Ca+ induce la producción de ROS en el 
complejo III e inhibe el complejo IV mitocondrial, lo que genera un aumento de 
las condiciones de estrés oxidativo en la célula (Coussee et al., 2011; Tadic et 

al., 2014; Grootjans et al., 2016). Esto se produce por la permeabilización de la 
membrana externa mitocondrial y la liberación del Citocromo C (transportador 
electrónico entre los complejos III y IV), con la consecuente activación de la 
ruta de caspasas y apoptosis (Venkatesh et al., 2012; Vannuvel et al., 2013; 
Tadic et al., 2014; Green y Llambi, 2015; Oyinloye et al., 2015). Adicionalmente 
el aumento de los niveles de ROS en la célula crean condiciones que evitan la 
retención del Ca+ en el RE (Grootjans et al., 2016) por lo que existe una 
interacción recíproca entre la homeostasis de Ca+ y la producción de ROS, que 
controla directamente el destino de las células hacia la apoptosis o la 
supervivencia (Tadic et al., 2014). 
 
Además, el estrés oxidativo también genera mutaciones en las bases de DNA, 
la principal lesión mutagénica es la 8-oxo-7,8-dihidroguanina, que se hibrida 
con adenina en lugar de citosina y genera mutaciones después de la 
replicación, con la consecuente apoptosis (David et al., 2007; Kobayashi et al., 
2008). En modelos de vertebrados se ha observado que la expresión de Ucp2 
aumenta la supervivencia neural y retinal, a través de la disminución de 
especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS) en las células, 
por lo que el control del estrés oxidativo por proteínas y enzimas antioxidantes 
es clave para la supervivencia de los organismos (Horvath et al., 2003; 
Barnstable et al., 2016; Hans y Barnstable, 2016).  
 
En resumen, la exposición a condiciones lumínicas y la respuesta biológica 
ante el estrés oxidativo generado, determina la modulación del crecimiento, 
alimentación y supervivencia en vertebrados. Sin embargo, la mayoría de los 
mecanismos que regulan estas acciones fisiológicas por efectos del fotoperiodo 
no han sido descritos en peces, por lo que se requiere desarrollar trabajos que 
permitan ampliar el conocimiento de la respuesta biológica de los teleósteos 
ante diferentes condiciones lumínicas. En el presente trabajo se reporta el 
efecto del fotoperiodo sobre el crecimiento, la alimentación y la supervivencia 
en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.   
 
3.1.2. El efecto de la luz sobre los ritmos circadianos de melatonina y 
cortisol en peces teleósteos  
 
El sistema circadiano es responsable de la organización temporal de las  
funciones fisiológicas de los organismos, entre ellos los peces teleósteos. Este 
sistema consiste de una red de osciladores centrales y periféricos que pueden 
sincronizarse por ciclos de luz/obscuridad, así como de alimentación/ayuno 
(Isorna et al., 2017; Delgado et al., 2017). La melatonina y el cortisol se 
encuentran entre las principales moléculas que sincronizan los sistemas 
circadianos por efecto de las condiciones lumínicas (Isorna et al., 2017).   
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La melatonina (N-Acetil-5-Metoxitriptamina) es una molécula indólica 
sintetizada por un conjunto de enzimas a partir del aminoácido esencial 
Triptofano. La enzima Aanat (Aralquilamina N-acetiltransferasa) es la enzima 
limitante de producción. Esta enzima se produce principalmente en los 
pinealocitos de la glándula pineal de peces y vertebrados (Falcon et al., 2003; 
Falcon et al., 2010; Migaud y Davie, 2007; Martínez-Chávez et al., 2008; 
Nikaido et al., 2010; López-Patiño et al., 2014).  
 
Adicionalmente se ha demostrado la expresión de melatonina en el ojo, 
gónada, cerebro, músculo, hígado, intestino, entre otros (Bayarri et al., 2002; 
Migaud et al., 2007; Kalamarz et al., 2009; Bayarri et al., 2010; Huang et al., 
2010; Shin et al., 2011; Lima-Cabello et al., 2014; Feng y Bass, 2016; Khan et 

al., 2016; Maitra y Hasan, 2016; Muñoz-Pérez et al., 2016; Kulczykowska et al., 
2017;  Rajiv et al., 2017). Esta diversidad de sitios de producción de melatonina 
en los peces es debido a que existen dos isoformas de Aanat, la isoforma 
Aanat-1, que se encuentra en los tejidos extrapineales y Aanat-2 que se 
encuentra principalmente en la glándula pineal (Cazaméa-Catalan et al., 2014).  
 
La producción de melatonina en vertebrados se genera activamente durante la 
fase nocturna, con altos valores de concentración (acrofase) a nivel plasmático 
y una producción reducida (batifase) durante la fase diurna (Redlin, 2001; 
Falcon et al., 2010; Pevet y Challet, 2011; Rajiv et al., 2017). Durante la fase 
nocturna, en las neuronas de las fibras simpáticas preganglionares se produce  
un incremento en la catecolamina noradrenalina, que activa los receptores 
Beta-Adrenérgicos en la glándula pineal para estimular la producción de cAMP 
(Cyclic adenosine monophosphate), el que a través de PKA (Protein kinase A) 
y la fosforilación de CREB (cAMP response element-binding) promueve la 
transcripción de Aanat. Adicionalmente, PKA también participa en la 
fosforilación post-traduccional de la enzima Aanat protegiéndola de la 
degradación proteosómica (Schomerus y Korf, 2005; Pandi-Perumal et al., 
2007; Mitchell y Weinshenker, 2010; Alkozi et al., 2017).  
 
La actividad de los receptores adrenérgicos (Alfa/Beta) de la pineal y los 
elementos del promotor de Aanat son regulados negativamente por el complejo 
proteico NF-κB (Nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells), 
debido a esta relación se requiere de una disminución de la expresión de NFkB 
para que la adrenalina estimule la producción de melatonina (Markus et al., 
2013). En mamíferos la corticoesterona suprime la expresión de NFkB, lo que 
permite la actividad de los receptores adrenérgicos, así como la síntesis de 
melatonina. A su vez esta hormona disminuye la expresión de NFkB en los 
pinealocitos y células inmunes, lo que sugiere una interrelación entre la 
respuesta de estrés, el sistema inmunológico y la producción de la melatonina 
en los vertebrados (Markus et al., 2013; Da Silveira et al., 2017; Fernandes et 

al., 2017).  
 
Aunado a estas observaciones, un estudio reciente reporta que la traducción 
de Aanat,  está controlada también por la ribonucleoproteína heterogénea R 
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(hhRNP R), que interactúa con su región 5´ UTR (untranslated region) y 
contribuye con un sitio de entrada ribosomal interno (IRES), lo que mejora 
sustancialmente la producción de la enzima (Lee et al., 2015). 
 
La melatonina producida en la glándula pineal, actúa como un fotómetro que 
transduce los ciclos de luz/obscuridad en una señal hormonal que sincroniza 
los relojes circadianos a través del torrente sanguíneo de los peces (Choi et al., 
2016; Isorna et al., 2017). La hormona cumple sus acciones endocrinas 
mediante los receptores acoplados a proteínas-G (Mt1 y Mt2), receptores que 
se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central y en los 
tejidos periféricos de vertebrados (Lima-Cabello et al., 2014; Emet et al., 2016). 
Los receptores de melatonina activados por su ligando, inhiben la producción 
de cAMP, que disminuye la actividad de PKA y la fosoforilación de CREB, lo 
que controla la transcripción de una multiplicidad de genes relacionados con la 
producción de neuropéptidos y proteínas reloj, que a su vez controlan los 
ritmos circadianos en los tejidos (Dibner et al., 2010; Dubocovich et al., 2010; 
Sanchez-Bretaño et al., 2015; Emet et al., 2016).  

La melatonina también inhibe la actividad de los proteosomas que se encargan 
de la degradación de las proteínas reloj; Per (period), Cry (Cryptochrome), 
Bmal1 (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator Like 1) y Nr1d1 
(Nuclear Receptor Subfamily 1 Group D Member 1), por lo que esta hormona 
controla a diferentes niveles la producción y mantenimiento de las proteínas 
relacionadas con los ritmos circadianos (Vriend y Reiter, 2015).  

Adicionalmente la hormona melatonina presenta potentes funciones 
antioxidantes (Maitra y Hasan et al., 2016), que disminuye la presencia de 
especies reactivas de oxígeno/nitrógeno, promueve la transcripción de glutatión 
y su enzima antioxidante glutatión reductasa, inhibe la transcripción de la 
enzima prooxidante glutatión peroxidasa (Cardinali et al., 2014) y en 
condiciones de estrés mantiene la permeabilidad de la membrana mitocondrial 
ante el incremento de Ca+, lo que evita la apoptosis celular (Jou et al., 2010). 
Estas múltiples evidencias proponen que en vertebrados en proponen que la 
melatonina es una molécula cronobiológica y citoprotectora con funciones clave 
en la regulación de los ritmos circadianos y el control del estrés oxidativo en 
vertebrados causado por acción de la luz.  

En conjunto con la melatonina, el principal glucocorticoide cortisol también 
presenta ritmos circadianos de producción, controlados principalmente por los 
ciclos de iluminación y alimentación en vertebrados (Huang et al., 2010; 
Montoya et al., 2010; Nikaido et al., 2010; Oliveira et al., 2013; López-Patiño et 

al., 2014; Delgado et al., 2017; Tahara et al., 2017; Da Silveira et al., 2017). En 
peces el cortisol participa en la respuesta ante agentes estresantes y es 
producido por las células interrenales de la parte cefálica del riñón, que están 
asociadas a células cromafines (catecolaminérgicas) y linfoides (Isorna et al., 
2017). El cortisol en los peces controla principalmente el metabolismo 
energético, la regulación osmótica, la respuesta inmune, la alimentación, el 
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crecimiento y los ritmos circadianos (Ellis et al., 2012; Cortes et al., 2017; 
Rosengren et al., 2017; Isorna et al., 2017; Delgado et al., 2017). 
 
En mamíferos el sistema nervioso simpático y el núcleo supraquiasmático 
(SCN) controlan los ciclos de actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenales 
(HPA), lo que permite una regulación circadiana de la liberación de los 
glucocorticoides (Spiga et al., 2014; Schibler et al., 2015; Da Silveira et al., 
2017). La luz puede regular la actividad circadiana del eje HPA al incidir 
directamente en el SCN, a través del tracto retinohipotalámico. Recientemente 
se ha demostrado que los estímulos lumínicos son capaces de controlar  
directamente los ciclos circadianos en órganos periféricos (Kiessling et al., 
2014; Huse et al., 2015; Kofuji et al., 2016). 
 
En los peces existen escasas evidencias de los mecanismos moduladores de 
los ritmos en el eje hipotálamo-hipófisis-interrenales (HPI), aunque se ha 
demostrado que la expresión de los genes de pro-opiomelanocortina (pomc), 
del factor liberador de corticotrópina (crf), del receptor de crf en el cerebro 
(López-Olmeda et al., 2013), así como el cortisol plasmático y los genes reloj 
(per, cry, clock) en el tejido interrenal exhiben una expresión circadiana (Isorna 
et al., 2017). 
 
La activación del eje HPA/HPI ocurre inicialmente en el hipotálamo, cuando se 
incrementan los niveles de estrés oxidativo y la producción del factor liberador 
de corticotropinas (CRF), que a su vez permiten la activación de las neuronas 
de POMC en el hipotálamo y la hipófisis (Drougard et al., 2015; Delgado et al., 
2017). Estas neuronas transcriben y traducen el polipéptido precursor de 
Proopiomelanocortina (Pomc), el cual es procesado por prohormonas 
convertasas que liberan diversos productos peptídicos, entre ellos la hormona 
adrenocorticotropina (ACTH); que es transportada por el torrente sanguíneo 
hasta la células adrenales, donde se une a los receptores de melanocortina 
(MCR) para activar la cascada de señalización (cAMP/PKA/CREB) y la 
transcripción de diversas enzimas esteroidogénicas involucradas en la 
producción de cortisol, en la mitocondria de las glándulas adrenales (Josep et 

al., 2013; Calebiro et al., 2015; Da Silveira et al., 2017; Menzies et al., 2017).  
 
En peces se ha observado que el agonista de cortisol (dexametasona) puede 
controlar la expresión de genes circadianos en diversos órganos periféricos, a 
través de elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs) en el promotor de 
los genes reloj per1, clock1, bmal1 (Huang et al., 2010; Nikaido et al., 2010; 
Cavallari et al., 2011; Lopez-Patiño et al., 2014; Sanchez-Bretaño et al., 2016; 
Isorna et al., 2017; Sousa et al., 2017). Incluso se ha demostrado que bajo 
condiciones de estrés, el cortisol inhibe la producción de melatonina en la 
pineal, por lo que existe una estrecha relación entre ambas hormonas y el 
control circadiano de las actividades fisiológicas en los organismos (López-
Patiño et al., 2014). 
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Bajo condiciones de 12 luz: 12 obscuridad, en el Kilifish (Fundulus grandis) y la 
tilapia (Oreochromis mozambicus) se observa un pico máximo de cortisol 
(acrofase) al inicio de la fase luminosa (Garcia y  Meier, 1973; Nikaido et al., 
2010). Mientras que en la lubina europea (D. labrax), la tenca (Tinca tinca) y el 
lenguado (Solea senegalensis) la acrofase se encuentra al inicio de la fase 
obscura (Planas et al., 1990; De Pedro et al., 1998; López-Olmeda et al., 
2013).  
 
En la trucha café (Salmo trutta) y la trucha japonesa (Salvelinus leucomaenis) 
el pico máximo se encuentra durante en la fase obscura (Pickering y Pottinger, 
1983; Yamada et al., 2002). Por otro lado los juveniles de lubina (D. labrax) y 
salmón (Salmo salar) bajo condiciones eurihalinas, exhiben dos picos de 
cortisol durante el día (Cerdá-Reverter et al.,1998; Ebbenson et al., 2008). 
Estas evidencias, indican que existe un gran variación circadiana en la 
producción de cortisol entre las especies de peces e incluso durante las fases 
de desarrollo como se advierte en la lubina. 
 
Bajo condiciones ambientales constantes se reporta que los ritmos circadianos 
de cortisol son persistentes en la dorada (Sparus auratus), en el lenguado (S. 

senegalensis) y en la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss), por lo que se ha 
sugerido la presencia de osciladores endógenos (López-Olmeda et al., 2009; 
Oliveira et al., 2013; Hernandez-Perez et al., 2015). Sin embargo, en el pez 
dorado C. auratus, se reporta que bajo un  fotoperiodo de luz continua (CL), los 
ritmos de alimentación controlan directamente  la producción de cortisol, el cual 
se libera antes de la actividad alimentaria (Spieler y Noeske 1981; Spieler y 
Noeske, 1984). Este incremento del cortisol se correlaciona directamente con la 
activación de factores orexigénicos en el hipotálamo (Vera et al., 2007). Incluso 
se observa que en el hígado de C. auratus el cortisol induce la expresión de los 
genes  per1a, per1b y reprime la expresión de bmal1a y clock, lo que en 
conjunto indica un control directo del cortisol sobre los ritmos circadianos en 
esta especie (Sanchez-Bretaño et al., 2015). 
 

En la dorada (S. auratus) también se observó que los ritmos de alimentación y 
factores estresantes controlan la producción de cortisol (Montoya et al., 2010; 
Vera et al., 2014). En organismos que reciben alimento a tiempos fijos 
presentan niveles más bajos de cortisol cuando se compara con peces 
alimentados en tiempos aleatorios. Estos resultados sugieren que si el alimento 
se ofrece en intervalos fijos de tiempo, funciona como un sincronizador que 
reduce los niveles de estrés en los peces (Sánchez et al., 2009). 
 
En el salmón (S. salar) se observó un incremento en los niveles de cortisol 
plasmático en condiciones de luz continua (Huang et al., 2010), pero en otras 
especies como la perca (Perca fluviatilis), la brema de roca (Oplegnathus 

fasciatus) y el esturión (Acipenser persicus) no se presenta ningún cambio 
significativo en los niveles de producción de cortisol (Falahatkar et al., 2012; 
Brüning et al., 2015;  Biswas y Takii, 2016).  
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En conjunto las evidencias sugieren que las respuestas ante diferentes 
condiciones de alimentación y fotoperiodo son especie específicas, esto indica 
que deben realizarse estudios detallados para conocer las respuestas 
biológicas en cada una de las especies de interés acuícola o científico. Debido 
a lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se propuso conocer los 
niveles de expresión de las hormonas de melatonina y cortisol en organismos 
mantenidos bajo condiciones de luz continua (CL) vs un fotoperiodo simulado 
control (CS) con el fin de determinar si existe una influencia del fotoperiodo en 
los ritmos circadianos de C. estor. 
 
3.1.3. Sistemas redox: un enfoque integral de investigación en 
vertebrados    
 
De manera general el código redox es un conjunto de principios moleculares a 
nivel del genoma, epigenoma, transcriptoma, proteoma y metaboloma (Figura 
14) que definen la biodisponibilidad espacio-temporal de las moléculas de 
nicotinamida adenina dinucleótido/fosfato (NAD+, NADP+), el intercambio 
tiol/disulfuro y la capacidad del sistema antioxidante en los sistemas biológicos 
(Jones y Sies, 2015; Sies et al., 2017).  
 
El código redox depende principalmente de las reacciones donde interviene el 
oxígeno, por lo que activación/desactivación del O2 y H2O2, contribuye a la 
organización espacio-temporal que define los procesos de diferenciación, 
desarrollo y adaptación a nuevos ambientes de los organismos (Knoefler et al., 
2012; Jones y Sies 2015).   
 
Así, el estrés oxidativo presenta un carácter dual, ya que un exceso de 
oxidantes pueden dañar a las biomoléculas, mientras que niveles oxidativos 
fisiológicos son necesarios para controlar los procesos biológicos, a través del 
sistema redox que utiliza al H2O2 como segundo mensajero de las señales 
ambientales y que activa las respuestas antioxidantes (Marihno et al., 2014; 
Sies et al., 2014; Niki et al., 2016; Sies et al., 2017).  
 
Las respuestas antioxidantes en los organismos reflejan un complejo 
mecanismo de regulación, que involucra diferentes vías de modulación de la 
actividad catalítica antioxidante (Brigelius-Flohé y Flohé 2011; Jones y Sies, 
2015; Niki et al., 2016; Sies et al., 2017). Aunque existen algunos estudios de 
los efectos de la luz a nivel de expresión de genes y de la actividad de enzimas 
antioxidantes en peces, las investigaciones de las respuestas antioxidantes 
ante diversos fotoperiodos aun son muy escasas (Head y Malison 2000; Shin et 

al., 2011; Choi et al., 2012; Kim et al., 2014; Giannetto et al., 2014).  
 
En los últimos años se han desarrollado robustas herramientas ómicas de 
investigación que ofrecen la posibilidad de entender los fenómenos biológicos a 
diferentes niveles de regulación, para obtener una comprensión refinada del 
control de los componentes redox y su organización funcional dentro de 
sistemas biológicos complejos (Liu et al., 2011; Sies et al., 2017) (Figura 14).  
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Figura 14. Interrelación de los sistemas redox en los diferentes niveles biológicos. El estrés 
oxidativo, ya sea como eustrés oxidativo reversible (estrés benéfico) en la regulación redox o 
como causa de daño a las biomoléculas (desequilibrio oxidativo), impacta a todos los niveles 
biológicos en la regulación redox, desde la integridad del genoma hasta el mantenimiento del 
metaboloma. El metabolismo endógeno y el impacto exógeno (exposoma) afectan los procesos 
biológicos a través de redes redox. (Modificado de Sies et al., 2017). 
 
En el presente trabajo se realizó el transcriptoma y metaboloma del pez blanco 
de Pátzcuaro C. estor bajo dos condiciones de fotoperiodo (24L:0D vs 
12L:12D); para conocer cuáles son las implicaciones de estos tratamientos 
lumínicos sobre la expresión global de genes y la producción de metabolitos 
(Apéndice A).  
 
Adicionalmente se realizó una secuenciación genómica para conocer en su 
totalidad el genoma de C. estor (Apéndice B). El uso de estas herramientas 
ómicas permite obtener un conocimiento integral bajo el enfoque de los 
sistemas redox y generar poderosas herramientas moleculares para el diseño 
de trabajos futuros de investigación en C. estor, que permitan comprender con 
una mayor profundidad los mecanismos de control que ejercen las señales 
ambientales sobre la fisiología de los organismos. Finalmente en este capítulo 
se reporta el efecto del fotoperiodo (24L:0D vs 12L:12D) sobre el crecimiento, 
la alimentación, la supervivencia, la concentración de hormonas circadianas 
(melatonina/cortisol) y un análisis de expresión de genes (transcriptómica).   
 
3.2. MATERIALES Y MÉTODOS  
 
3.2.1. Condiciones experimentales  
 
El sistema experimental consistió de seis tanques (3 por cada condición 
experimental, con una capacidad de 90 litros cada uno. Con un sistema de 
filtración mecánica y biológica. El flujo de agua de los tanques fue de 1.3 l.m-1, 
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el oxígeno fue mantenido a 5.5±0.5 g.l-1, el pH en 7.5, con una salinidad de 5 
g.l-1 (Martínez-Palacios et al., 2004) y la temperatura se mantuvo a 20 ± 1°C 
con un sistema automático (LN-5800, BOYU).  
 
Durante la serie experimental la salinidad fue evaluada con un refractómetro 
(S/Mill-E 0-100 g.l-1, ATAGO), la temperatura fue monitoreada con un 
termómetro de mercurio (-20°C to 110°C), el pH, el amonio total (NH3-NH4

+) y 
los niveles de nitritos (NO2) fueron evaluados con un test colorimétrico (FF-3, 
HACH). Los niveles de oxígeno disuelto fueron monitoreados con un oxímetro 
(51B, YSI). La intensidad de luz de lámparas LED fue monitoreada con un 
luxómetro digital (YK-10LX Lutron) y el espectro con un espectrómetro 
(USB2000+VIS-NIR Ocean Optics Spectrometer).  
 
Para el experimento se obtuvieron 2,250 huevos fertilizados que fueron 
divididos en tres réplicas, para cada tratamiento de fotoperiodo: a)12 h Luz: 12 
h Obscuridad (CS) y y b) 24 h Luz: 0 h Obscuridad (CL) hasta las 12 semanas 
post-eclosión (SPE), para determinar los niveles de  hormonas circadianas 
(Melatonina y Cortisol) así como los análisis transcriptómicos (Figura 1). 
 
3.2.2. Análisis biométricos de crecimiento, consumo de alimento y 
supervivencia 
 
Para determinar el crecimiento se realizó un muestreo inicial de los organismos 
en el día de eclosión y posteriormente 3 muestreos a las 4, 8 y 12 semanas 
post eclosión (SPE). Por cada replica experimental se obtuvieron 5 individuos 
(n=15), en cada punto de muestreo, por cada tratamiento (CS y CL), los cuales 
fueron sedados con agua helada para después obtener la masa individual con 
una balanza analítica (Denver Instrument modelo APX-200), así como la 
longitud estándar con un vernier digital (AUTOTEC modelo A-1150). 
 
Con los datos obtenidos de masa corporal y longitud estándar, se calculó el 
factor de condición (FC; Fórmula 1), la tasa de crecimiento específico (TCE; 
Fórmula 2) y mediante un análisis de regresión lineal se obtuvo la relación 
masa-longitud (RML).  
 
En conjunto estos indicadores reflejan la variación en el incremento o 
disminución en el tiempo de la masa corporal respecto a la longitud del 
individuo y se relacionan directamente con el bienestar de los organismos, así 
como la influencia de la disponibilidad de alimento y los parámetros 
ambientales (Froese, 2006, Cifuentes et al., 2012). 
 

 
 
 Fórmula 1. Factor de condición  
 

FC = 100	 masa	final
longitud	estándar6 	
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Fórmula 2. Tasa de crecimiento específico 
 

Para determinar el consumo de alimento, durante toda la fase experimental, se 
obtuvo el consumo diario de alimento, para cada una de las repeticiones (n=3) 
en cada tratamiento (CS, CL). Con estos datos se calculó el consumo total de 
alimento y el factor de conversión alimenticia (FCA; Fórmula 3).  
 

 
 

Fórmula 3. Factor de conversión alimenticia 
 
En el caso de la supervivencia los valores se calcularon con base en la 
mortalidad registrada desde la fase de incubación hasta la finalización del 
experimento, para obtener la tasa de supervivencia (TS; Fórmula 4). 
  

 
 

Fórmula 4. Tasa de supervivencia 
 
Para obtener el grado de significancia entre tratamientos se realizaron análisis 
estadísticos con ayuda del programa GraphPad v.7.0 (www.graphpad.com). 
Para los datos biométricos y de consumo de alimento se realizaron pruebas de 
normalidad Kolmogorov-Smirnov´s y la prueba de Bartlett para conocer la 
varianza entre los grupos. Para obtener la significancia entre los tratamientos  
se utilizó una prueba de t-student.  
 
Para determinar las diferencias entre la relación masa-longitud se llevó a cabo 
un análisis de regresión lineal con una prueba posterior t-student. En el caso de 
los datos de supervivencia se analizaron con un test de Log-rank (X2 Mantel-
Cox). El valor de significancia para todas las pruebas estadísticas antes 
descritas fue establecido al 95% de confianza (p ≤ 0.05). 
 
3.2.3. Determinación de niveles de las hormonas circadianas: melatonina 
y cortisol  
 
Para la determinación de los niveles de la hormona melatonina se realizó un 
muestreo por cada tratamiento (CS y CL) a las 12 SPE en la mitad de la fase 
luminosa (12:00 pm) y en la mitad de la fase obscura (12:00am). Los 
organismos (n=8) fueron sedados en agua helada, posteriormente se colocaron 
en Nitrógeno líquido y se conservaron a -80ºC hasta su análisis.  
 
Las concentraciones de melatonina fueron determinadas con un kit comercial 
ELISA (ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas), diseñado para evaluar 

TCE = 100	 	 ()	masa	final	 − ()	masa	inicial
tiempo 	

FCA	 = alimento	consumido
(masa	final − masa	inicial) 	

TS	(%) = 100	 organismos	vivos
total	de	organismos 	
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la melatonina en plasma humano (IBL-RE54021) con las instrucciones del 
fabricante (http://www.ibl-international.com/en/melatonin-elisa). Para la 
determinación se realizaron las mediciones con el cuerpo del pez sin la 
presencia de ojos, con el fin de obtener las concentraciones de melatonina 
circulante en el organismo.  
 
Para validar el uso del kit de melatonina en el cuerpo completo de pez blanco 
(C. estor) se utilizó una comparación de paralelismo en ensayos biológicos 
(Gottschalk y Dunn 2005). Por medio del método de regresión logística 5PL 
1/y2 (Fórmula 5) se obtuvieron los valores de densidad óptica máxima (OD Max 
2.183) y mínima (OD Min 0.1835) así como los valores de concentración de 
melatonina de la curva estándar, los controles y las muestras de cuerpo de pez 
blanco con ayuda del programa de análisis de datos en línea (myassays.com), 
(Figura 15). 

 
 

Fórmula 5. Regresión logística 5PL-1/y2. 
 

 
Figura 15. Concentraciones de melatonina con el análisis de regresión logística 5 PL-1/y2. 
 
Posteriormente estos valores se utilizaron para llevar a cabo el análisis de 
regresión lineal Logit-Log (Fórmula 6), en el cuál se obtuvieron los valores de 
Logit-Log de la absorbancia y los valores logarítmicos de las diluciones 
relativas. Con estos datos se observó gráficamente el paralelismo entre las 
concentraciones de la curva estándar con respecto a diluciones de los valores 
de melatonina en las muestras del cuerpo de pez blanco. Finalmente se realizó 
una prueba de t-student entre las pendientes de ambas regresiones para 
comprobar el paralelismo estadístico (p ≥ 0.05) (Figura 16). Para establecer la 

a=OD	min
d=	OD	max

a 0.1835
b -1.08
c 74.12
d 2.183
m 0.5839
MSE 0.00537
R! 0.9882
SS 0.06448
SYX 0.09597
OD Min (a) 0.1835
OD Max (d) 2.183

Valores de análisis           
5 PL- 1/y2             

(Regresión logistica)
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significancia de los niveles de melatonina en los tratamientos (CS y CL) se 
realizó una prueba t-student con valor de confiabilidad al 95% (p ≤ 0.05). 
 

 
 

Fórmula 6. Regresión logística Logit-log. 
 

 
 
Figura 16. Paralelismo de la curva estándar del kit de melatonina (Curva estándar) y la dilución 
relativa de muestras de pez blanco (Cuerpo C. estor). 
 
Para la determinación de los perfiles de cortisol se obtuvieron 63 organismos 
por cada tratamiento (CS y CL) en los puntos 9:00, 13:00, 17:00, 21:00, 1:00, 
5:00 y 9:00 horas (n=9, en cada punto). Los organismos fueron mantenidos a -
80º C, hasta su análisis con el uso de un kit comercial para la determinación de 
cortisol en humanos (Cayman-Chemical, Cat. 500360) con las instrucciones del 
fabricante (https://www.caymanchem.com/product/500360), para este análisis 
los organismos fueron utilizados con vísceras sin la presencia de los ojos, con 
el fin de obtener las concentraciones de cortisol circulante en el cuerpo de C. 

estor.  
 
Cabe mencionar que para el caso de la prueba de cortisol ya se encuentra 
validado el kit comercial en muestras de pez blanco, por lo que no fue 
necesario hacer la prueba de paralelismo; para cuantificar los valores de la 
hormona cortisol se utilizó el método de regresión logística 4 PL 
(myassays.com) según instrucciones del fabricante. Para determinar la 
significancia de los puntos de muestreo entre los tratamientos se aplicó una 
prueba de t-student con un nivel de significancia menor o igual del 5% (p ≤ 
0.05).  
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3.2.4. Análisis de expresión de genes por secuenciación masiva RNA-seq 
 
3.2.4.1. Secuenciación masiva RNA-seq 
 
Para el análisis de expresión de genes por RNA-seq se obtuvieron 3 muestras 
de cada tratamiento (CS y CL), a las 12 SPE durante la fase lumínica (12:00 
pm), los organismos fueron sedados con agua helada e inmediatamente 
después se colocaron en RNAlater (Invitrogen, AM720) y se procesaron bajo las 
instrucciones del fabricante (https://www.thermofisher.com). 
 
Consecutivamente se realizó la extracción de RNA a partir de las cabezas 
(n=3) de pez blanco de ambos tratamientos, con el kit comercial Gene jet RNA 
purification kit, bajo las instrucciones del fabricante 
(https://www.thermofisher.com). La pureza del RNA de cada muestra se 
determinó con un sistema automatizado de electroforesis Agilent 2100 
Bioanalyzer (http://www.genomics.agilent.com). Posteriormente se realizaron 
las preparaciones de las librerías de RNA-seq, mediante la selección del RNA 
con presencia de Poli-Adenina en el extremo 3´ a partir del RNA total extraído, 
mediante la selección del RNA con presencia Poli-Adenina en el extremo 3´. 
Después de realizar la fragmentación se efectúo una reacción de transcripción 
reversa y síntesis de segunda cadena con dUTP- terminal deoxinucleotidil-
transferasa (Wang et al., 2011) (Figura 17).  
 

 
 
Figura 17. Secuencia de pasos para la preparación de librerías y secuenciación masiva de 
RNA-seq, a partir de RNA extraído de las cabezas de C. estor. 
 
Posteriormente se realizó la ligación de adaptadores illumina y la digestión con 
UDG (Uracil DNA-Glicosilasa) de la cadena forward. Después se construyeron 
las librerías por PCR de la cadena reversa, se generaron los grupos de 
secuencias monoclonales Reverse-Forward (RF) (Wang et al., 2011) y se 

Selección RNA-poli A 
Extracción de 

RNA total Fragmentación  
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híbrido RNA/DNA 

Síntesis de 2ª cadena 
con dUTP 

Ligación de 
adaptadores   

(2'-deoxyuridina 5'-trifosfato) 
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realizó la secuenciación pareada (lectura RF y lectura FR) en el secuenciador 
masivo Illumina-GAIIx, el cual puede tener un rendimiento de 85 Gigabases por 
corrida (Liu et al., 2012). Al final se obtuvieron archivos en formato fastq tipo RF  
(Figura 17).  
 
3.2.4.2. Procesos de ensamble y anotación funcional del transcriptoma De 
Novo 
 
Una vez obtenidos los 6 archivos de lecturas fastq-RF (3 para LC y 3 para CS), 
se determinó la calidad de las lecturas con el programa Fast-QC, de acuerdo a 
los criterios descritos en Chen et al., (2016). Posteriormente se realizó el 
ensamblaje de los transcriptos por medio de un programa bioinformático 
especializado (Trinity), el cual es utilizado cuando se requiere ensamblar 
transcriptomas De Novo (Grabherr et al., 2011; Hass et al., 2013).  
 
El programa Trinity funciona a partir de 3 algoritmos conocidos como: a) 
Orugas (el cual construye secuencias lineares “contigs” a partir de las lecturas 
fastq-RF, con la finalidad de aumentar el tamaño de palabra “Kmer”); b) 
Crisálidas (que sobre lapa las secuencias lineales “Cluster de contigs” Kmer-1 

para construir componentes gráficos); c) Mariposas (que construye y compacta 
la información en gráficas de Bruijin K=5 para ensamblar las isoformas de los 
transcriptos). Al final de los 3 algoritmos de Trinity se obtuvieron las secuencias 
ensambladas en archivos con formato fasta (Figura 18 y Tabla 2). 
 

 
 
Figura 18. Algoritmos utilizados por el programa bioinformático Trinity a partir de las lecturas 
fastq-RF, para ensamblar los transcriptos expresados en el pez blanco C. estor. 
 
Después del proceso de ensamblaje se utilizaron una serie de programas 
bioinformáticos conocidos en conjunto como Trinotate 
(https://trinotate.github.io/), para realizar la traducción y la anotación funcional 

>c1001_g1_i1 Path:21-345-678-765-890
CCTTTATCTAATCTTTGGAGCATGAGCTGGCATA
GTACCGCCCTCAGCCTCCTCATCCGTGCAGAA
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de los transcriptos. Esta parte del proceso permitió identificar los genes y las 
proteínas presuntamente expresadas, así como identificar transcriptos no antes 
descritos en otros organismos (Figura 19). Inicialmente se emplearon 
herramientas de búsqueda por alineamiento local de bases, conocido como 
NCBI blastx (Basic Local Aligment Search Tool), el cual permite traducir los 
transcriptos a proteínas e identificar su identidad por similaridad de secuencias 
en las bases de datos mundiales (Altschul et al., 1990).  
 

 
 
Figura 19. Programas bioinformáticos y bases de datos para traducir transcriptos, identificar y 
realizar la anotación funcional de proteínas a partir de los transcriptos ensamblados en el pez 
blanco C. estor. 
 
Paralelamente los datos obtenidos de Trinity fueron procesados por el 
programa Transdecoder (Tabla 2) el cual identifica las posibles regiones 
codificantes dentro de los transcriptos (Hass et al., 2013). Una vez obtenidas 
las secuencias proteícas se utilizaron las bases de datos de Swissprot (Bairoch 
et al., 2000) y Uniref90-Uniprot (The uniprot consortium, 2008) para conocer las 
probables funciones biológicas de las proteínas en C. estor (Figura 19).   
 
Las secuencias proteícas del Transdecoder fueron utilizadas para: 1) realizar la 
predicción de la topología de proteínas transmembranales, con el programa 
TMHMM (Krogh et al., 2001); 2) buscar péptidos señal para regiones 
transmembranales, con el programa Signal P (Petersen et al., 2011) y 3) la 
búsqueda de similaridad de secuencias para dominios proteícos con el 
programa HMMER (Fin et al., 2011), mediante la base de datos de familias de 
proteínas Pfam (Punta et al., 2012) (Figura 19 y Tabla 2).   
 
El conjunto de resultados fueron integrados en una base de datos tipo SQlite 
(http://www.sqlite.org/). Posteriormente se contrastaron los resultados 
obtenidos con la base de datos de ontología de genes GO (The Gene Ontology 
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consortium, 2013) así como la base de datos de grupos ortólogos Eggnog 
(Powell et al., 2012) y COG (Tatusov et al., 2003), para identificar y clasificar 
las posibles funciones de las proteínas presentes en C. estor (Figura 19).   
 
Tabla 2. Principales procesos bioinformáticos utilizados para el análisis transcriptómico De 

Novo en el pez blanco C. estor.   
 

 
 
3.2.4.3. Procesamiento e identificación de transcriptos diferencialmente 
expresados 
 
Los transcriptos ensamblados con el programa bioinformático Trinity también 
fueron utilizados para realizar el análisis de expresión diferencial entre los 
tratamientos lumínicos CL y CS. Como primer paso se ejecutó el indizado, 
alineamiento y mapeo de los transcriptos de cada muestra (n=6) vs el 
transcriptoma De Novo con ayuda del programa bioinformático Bowtie 2 (Li et 

al., 2009) (Figura 20, Tabla 3).  
 
Posteriormente se realizó la estimación de la abundancia de los transcriptos en 
cada muestra (n=6), por medio de los programas bioinformáticos RSEM (Li y 
Dewey, 2011) y eXpress (Roberts y Pachter, 2013; Forster et al., 2013) (Tabla 
3), en los cuales se efectúa una normalización FPKM (Total de fragmentos del 
transcripto / millones de lecturas mapeadas por cada kilobase de longitud 
efectiva del transcripto) que permite obtener valores de expresión normalizados 
de acuerdo al número de lecturas obtenidas y la longitud de cada transcripto 
(Trapnell et al., 2010) (Figura 20). 
 
 

Proceso Programa Algoritmos Archivo de	
entrada

Archivo	de	
salida	

Ensamble de	
transcritos

Trinity Orugas,	
Crisalidas,	
Mariposas			

*.fastq *.fasta

Predicción	de	
regiones	

codificantes	

Transdecoder Modelo oculto	de	
Markov

*.fasta *.pep

Comparacíon	de	
secuencias	de
proteínas

Blastx Programación	
dinámica	Smith-

Waterman	

*.fasta *.txt

Comparación	de	
secuencias	de	
proteínas

Blastp Programación	
dinámica	Smith-

Waterman	

*.fasta *.txt

Predicción de		
hélices	

transmembranales

TMHMM Modelo oculto	de	
Markov

*.pep *.txt

Predicción	de	
sitios	de	corte	de	
péptidos	señal

SignalP Modelo oculto	de	
Markov

*.pep *.txt

Integración de	
base	de	datos

SQlite Base	de	datos *.txt *.xls
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Tabla 3. Principales procesos bioinformáticos utilizados para la identificación de los transcriptos 
diferencialmente expresados en el pez blanco C. estor.   
  

 
 
Una vez efectuada la normalización FPKM, se ejecutó el conteo de expresión 
de genes e isoformas y se obtuvo las matrices de expresión FPKM, con el uso 
de utilerías del programa Trinity (Hass et al., 2013). Además se obtuvieron 
gráficamente el número total de genes expresados, mediante el programa 
estadístico “R”, así como las estadísticas y visualización del alineamiento con el 
programa Integrative Genomics Viewer, IGV (Robinson et al., 2011) (Figura 
20). 

 
 
Figura 20. Secuencia de pasos para la estimación de la abundancia y matrices de expresión 
FPKM de los transcriptos del pez blanco C. estor. 
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Una vez obtenida la matriz de expresión FPKM se realizó la identificación de 
transcriptos diferencialmente expresados por medio del paquete DEseq, en el 
programa “edgeR” de Bioconductor (Anders y Huber, 2010; Dillies et al., 2013). 
A partir de este análisis se obtuvieron los transcriptos diferencialmente 
expresados (DE) y se realizaron gráficas de comparación de los transcriptos 
DE con ayuda del programa estadístico “R” (Figura 21). Paralelamente, con los 
valores de las matrices de expresión FPKM se ejecutó una normalización TMM 
(trimmed mean of M values), la cual representa la media truncada de las tasas 
logarítmicas de expresión y es utilizada para minimizar la dispersión de los 
datos (Robinson y Oshlack, 2010; Dillies et al., 2013). 
 
Una vez que se obtuvieron los datos normalizados FPKM-TMM, se realizaron 
“heat maps” con ayuda del programa “R”, para extraer y agrupar los 
transcriptos DE, así como realizar la comparación y correlación de los niveles 
de expresión entre las muestras. Además, se obtuvieron los niveles de 
expresión de transcriptos DE por cada muestra y un dendograma de expresión. 
Los transcriptos que se identificaron como diferencialmente expresados DE 
fueron filtrados con una la línea de corte (p ≤ 0.05) con el método FDR (false 
discovery rate) y 1 log2 fold change (al menos el doble del número de conteos 
de cada transcripto) (Figura 21). 
 

 
 
Figura 21. Pasos para la obtención de genes diferencialmente expresados (DE) a partir de las 
matrices de expresión FPKM de los transcriptos del pez blanco C. estor. 
 
3.2.4.4. Análisis de enriquecimiento e identificación de procesos 
biológicos y rutas metabólicas 
 
Una vez obtenidos los análisis de Trinotate y la expresión diferencial de 
transcriptos se realizó un análisis de enriquecimiento en términos de ontología 
de genes (Gene Ontology; GO), el cual identifica la función molecular, el 
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componente celular, ruta metabólica y el proceso biológico en el que está 
involucrado cada gen/proteína del transcriptoma De Novo, de acuerdo al 
sistema de clasificación Panther (The Gene Ontology Consortium, 2013) 
(Figura 22).  Con ayuda de la base de datos Kegg (Kyoto Enciclopedia of 
Genes y Genomes), se llevó a cabo la identificación de los posibles procesos 
biológicos y rutas metabólicas relacionados con la expresión de 
genes/proteínas del transcriptoma De Novo (Kanehisa et al., 2012) (Figura 22).  
 

 
 
Figura 22. Resumen gráfico del proceso utilizado en el análisis transcriptómico De Novo, 
expresión diferencial, análisis de enriquecimiento e identificación de procesos biológicos y rutas 
metabólicas del pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
 
3.3. RESULTADOS  
 
3.3.1. Análisis biométricos de crecimiento, consumo de alimento y 
supervivencia 
 
Para los análisis biométricos de crecimiento se realizaron en total 4 muestreos. 
El primero se realizó al momento de la eclosión y los tres muestreos 
posteriores se realizaron a las 4, 8 y 12 SPE. En el muestreo inicial (n=15) no 
se encontró diferencias significativas entre los tratamientos para la longitud 
estándar y la masa (p ≥ 0.05). Sin embargo, para todos los muestreos 
subsecuentes (n=15) a las 4, 8 y 12 SPE, si existieron diferencias significativas 
entre los tratamientos (p ≤ 0.05).  
 
A las 12 SPE, se observó una diferencia final de 66.14% en la masa con 
valores promedio para CL de 536.827 ± 105.904 mg y para CS de 323.107 ± 
78.735 mg (Tabla 4), en el caso de la longitud estándar se observa una 
diferencia del 17.95% con valores promedio de 39.265 ± 2.216 mm para CL y 
33.288 ± 2.458 mm para CS (Tabla 4). 
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Expresión diferencial

RSEM

Análisis de enriquecimiento 
en términos de GO

Rutas metabólicas 
KEGG

edgeR 
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Tabla 4. Masa corporal (miligramos) y Longitud estándar (milímetros) de los organismos 
mantenidos en los fotoperiodos de luz continua (CL) y simulado control (CS) en los puntos de 
muestreo de 0, 4, 8 y 12 semanas post-eclosión (SPE).  
 

 
Letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre los tratamientos. 
 
El análisis del factor de condición indica que no existen diferencias 
significativas entre los tratamientos (p ≥ 0.05) a las 0, 4, 8 y 12 SPE (Tabla 5), 
lo que sugiere condiciones de bienestar en los organismos mantenidos en 
ambos tratamientos.  
 
El cálculo de la tasa de crecimiento específico demuestra que existen 
diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre los tratamientos a las 4, 8 y 12 SPE, lo 
que indica un mayor crecimiento en los organismos mantenidos en el 
fotoperiodo de luz continua (Tabla 5).   
 
Por otro lado, los análisis del consumo de alimento y el factor de conversión 
alimenticia (FCA) indican diferencias significativas entre los fotoperiodos (p ≤ 
0.05). Estos resultados sugieren que los organismos mantenidos en CL 
consumen una mayor cantidad de alimento (mg/día/organismo), pero que 
también, presentan una mejor conversión del alimento con respecto al 
tratamiento de CS (Tabla 5). 
 
El análisis de regresión lineal de la relación masa-longitud (RML) indica que se 
presenta un crecimiento alométrico positivo (b>3) en ambos tratamientos, 
debido a que la pendiente (b) presenta valores para CL de 3.2453 y para CS de 
3.1761. Además, la prueba de comparación de las pendientes revela que no 
existen diferencias significativas entre ambos tratamientos (p ≥ 0.05) (Figura 
23).  
 
Los análisis demuestran que los modelos presentan coeficientes de 
determinación para CL de 0.9086 y para CS de 0.9161, por lo que ambos 
modelos de predicción tienen una confiabilidad cercana al 91%, adicionalmente 
los valores de los índices de correlación (r) son de 0.9532 y 0.9572  para CL y 
CS respectivamente lo que demuestra un alto grado (95%) de correlación entre 
las variables de masa y la longitud, en la Figura 23 puede observarse las 
ecuaciones de la recta para ambos tratamientos. 
 

0	SPE 4	SPE 8	SPE 12	SPE
CL 1.632	±	0.042 a 21.793	±	6.052 a 189.36	±	35.846 a 536.827	±	105.904 a

CS 1.626	±	0.045 a 9.1	±	3.576 b 91.047	±	32.423 b 323.107	±	78.735 b

0	SPE 4	SPE 8	SPE 12	SPE
CL 4.506	±	0.303 a 14.669±	1.928 a 28.806	±	1.795 a 39.265	±	2.216 a

CS 4.473	±	0.324 a 11.101	±	1.856 b 22.229	±	2.276 b 33.288	±	2.458 b

Masa	(mg)

Longitud	estándar	(mm)
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Tabla 5. Factor de condición (K), Tasa de crecimiento específico (TCE),  Consumo de alimento 
(mg/día/organismo) y Factor de conversión alimenticia (FCA) de los organismos en 
fotoperiodos de luz continua (CL) y simulado control (CS).  
 

 
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p ≤ 0.05) para los 
puntos de muestreo de 0, 4, 8 y 12 semanas post-eclosión (SPE). 
 

 
 
Figura 23. Relación masa-longitud (RML) de los organismos de los fotoperiodos de luz 
continua (CL) y simulado control (CS) a las 12 semanas post-eclosión (SPE).  
 
El análisis de supervivencia (n=2,250) muestra que entre el momento 
fertilización y la eclosión existe una mortalidad cercana al 53%, adicionalmente 
indica que otro evento importante en el descenso de la población ocurre entre 
la eclosión y las 4 SPE con un valor de mortalidad cercano al 35% para ambos 
tratamientos. El análisis muestra también una supervivencia final de 12.00% 
para CL y 12.44% para CS, sin diferencias significativas entre los tratamientos 
(p ≥ 0.05). En conjunto estos resultados sugieren que el tratamiento de luz 
continua no afecta de manera significativa la supervivencia de los organismos 
durante la fase experimental (Figura 24). 
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Figura 24. Análisis de supervivencia de los organismos en fotoperiodos de luz continua (CL) y 
simulado control (CS) al momento de la eclosión, 4 y 12 semanas post-eclosión (SPE).  
 
Resulta importante mencionar que durante el experimento se observó mayor 
presencia de deformaciones músculo-esqueléticas en el opérculo, la mandíbula 
y en la columna vertebral (probable cifolordosis), en el tratamiento de luz 
continua, una con una recurrencia de un 10.3 % en CL vs 1.13 % en CS. El 
análisis estadístico de X2 indica diferencias significativas entre los tratamientos 
(p ≤ 0.05) (Figura 25). 

 
 
Figura 25. Fenotipos observados en el tratamiento de luz continua (CL) a las 12 semanas post-
eclosión (SPE). a) organismo con presencia de deformidades músculo-esqueléticas; b) 
organismo sin presencia de deformidades.   
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3.3.2. Determinación del nivel de las hormonas circadianas: melatonina y 
cortisol  
 
En la Tabla 6 se muestran los valores de las concentraciones de melatonina 
obtenidas para ambos tratamientos (CS y CL) en los puntos de muestreo 
(12:00 pm y 12:00 am), sin observarse diferencias significativas entre los 
mismos (p ≥ 0.05). Estos resultados sugieren que a pesar de que el kit de 
detección de melatonina fue validado con la prueba de paralelismo en ensayos 
biológicos; y se realizaron pruebas exhaustivas para la determinación de esta 
hormona circadiana. No se lograron resultados confiables en los niveles de la 
hormona con los organismos muestreados (n=8) ya que no se encontró el pico 
reportado de esta hormona en la fase nocturna. Se debe de estandarizar un 
método alternativo para la determinación de melatonina en el cuerpo completo 
de pez blanco C. estor con el fin de confirmar o descartar los resultados 
presentados en este trabajo.  
 
Tabla 6. Concentración de melatonina de los organismos en fotoperiodos de luz continua (CL) 
y simulado control (CS) de 12 semanas post-eclosión (SPE). La concentración es expresada en 
picogramos de melatonina.mg-1 de masa (pg.mg-1 masa).  
 

 
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los puntos de muestreo de los 
tratamientos(p ≥ 0.05). 
 
Por otro lado, el ensayo (ELISA) de cortisol indica que en el tratamiento de CS 
existe una sola acrofase alrededor de las 9:00 horas y una sola batifase 
alrededor de las 5:00 horas, con valores de 4.06 ± 0.878 y 1.756 ± 0.269  
picogramos de cortisol.mg-1 de masa respectivamente (Figura 26), cabe 
mencionar que la acrofase presenta una relación con el inicio de la fase 
luminosa, lo que sugiere un ciclo circadiano típico de organismos diurnos para 
C. estor.  
 
En los peces mantenidos bajo condiciones de luz continua se observan tres 
puntos de acrofase a las 9:00, 17:00 y 5:00 horas con valores de 1.380 ±  0.284 
1.710 ± 0.245 y 1.520 ± 0.208 pg.mg-1 de cortisol respectivamente, así como 
tres puntos de batifase a las 13:00, 21:00 y 9:00 horas con valores de 0.592 ± 
0.106, 0.669 ± 0.114 y 0.855 ± 0.135 pg.mg-1 de cortisol respectivamente, lo 
que sugiere un descontrol en el ritmo circadiano de cortisol para estos 
organismos.  
 
En conjunto el análisis demuestra que los perfiles circadianos presentan 
diferencias significativas entre los tratamientos de CL y CS (p ≤ 0.05), en la 
Figura 26 se observan los diferentes perfiles de la hormona circadiana de 
cortisol a través del muestreo de 24 horas. 

12:00	p.m. 12:00	a.m.
CL 0.678	±	 0.298 a 0.554	±	0.258 a

CS 0.465	±	0.288 a 0.513	±	0.373 a

				Concentración	de	Melatonina	(pg/mg	de	masa)
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Figura 26. Concentración de la hormona circadiana de cortisol de los organismos en 
fotoperiodos de luz continua (CL) y simulado control (CS) de 12 semanas post-eclosión (SPE). 
La concentración es expresada en picogramos de cortisol.mg-1 de masa (pg.mg-1 masa) durante 
un lapso de 24 horas, letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre los 
puntos de muestreo de los tratamientos.  
 
3.3.3. Análisis de expresión de genes por secuenciación masiva RNA-seq 
 
3.3.3.1. Ensamble y anotación funcional del transcriptoma De Novo  
 
Las muestras de RNA de las cabezas de peces blancos de ambos tratamientos 
(n=6), obtuvieron valores de RIN (RNA integrity number) entre 6 y 6.90 para los 
organismos de luz continua, así como valores entre 6.6 y 7.1 para las muestras 
del fotoperiodo simulado control (Figura 27). Estos resultados indican una 
integridad aceptable del RNA para realizar el análisis de expresión de genes 
con la plataforma de secuenciación masiva Illumina GAIIx.  
 

 
 
Figura 27. Electroferograma de RNA extraído de cabezas del pez blanco (C. estor) utilizados 
para secuenciación masiva RNAseq,  (CL= Luz continua; CS= Fotoperiodo simulado control). 
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De las 6 muestras de los tratamientos de CL y CS, se obtuvieron 153,867,398 
lecturas de alta calidad (mean phred quality score= 38-39), a partir de 
11,078,452,656 (11 Gb) de bases secuenciadas en la plataforma de Illumina.  
 
El ensamble transcriptómico De Novo realizado con el programa Trinity, obtuvo 
un total de 62,337,925 bases ensambladas en 79,190 transcriptos totales. La 
longitud promedio de los transcriptos fue de 787.19 pb, con un N50 de 1,324 pb 
(al menos el 50% del total de los transcriptos contienen 1,324 pb), un 
porcentaje de GC (Guanina-Citosina) de 49.54 % y con una cobertura estimada 
de secuenciación de 177.71 X. El ensamble fue registrado en la base de datos 
de NCBI con el bioproject titulado “Menidia estor Transcriptome” 
PRJNA401428. 
 
Una vez caracterizado el transcriptoma De Novo, se realizó un alineamiento de 
las secuencias de cada muestra. Se obtuvieron entre ~14 a ~34 millones de 
lecturas para cada muestra individual, las cuales fueron mapeadas vs el 
ensamble De Novo. Los datos indican un porcentaje de mapeo entre el 92.03-
93.37 % y con un porcentaje de lecturas pareadas correctamente (RF-FR) del 
88.98-90.91 %, y un porcentaje de lecturas aisladas del 1.74 al 2.17%. Los 
valores estadísticos indican que las lecturas individuales por cada muestra 
secuenciada se encuentran dentro del ensamble realizado, los detalles de 
alineamiento para cada muestra individual pueden observarse en la Tabla 7.  
 
Tabla 7. Estadística de alineamiento de muestras vs ensamble De Novo para el pez blanco de 
Pátzcuaro C. estor. RF (Reverse-Forward), FR (Forward-Reverse). 
 

 
 
El programa Trinity además identificó 70,423 genes putativos, con 68,960 
contigs únicos, los cuales se anotaron funcionalmente en 43,314 proteínas 
totales con las bases de datos Eggnog (4,692), Uniprot (7,057), Swiss prot 
(36,192), GO (35,119), Kegg (14,711) y COG (12,241) (Figura 28). 
 
Con el programa BLAST, que utiliza la base de datos de NCBI se logró 
identificar la homología de secuencias con las de diversas especies 
pertenecientes a múltiples taxa, entre los que destacan los géneros Homo 
(~13,500), Mus  (~8,000), Danio (~5,000), Ratus (~2,500), Bos (~2,000), Gallus 
(~1,800) y Xenopus (~1,500). 
 
 
 

Estadística	de alineamiento	vs	ensamble	De	Novo

Tratamiento Muestra
Total	de	
lecturas

%	de	lecturas	
mapeadas

%	de	lecturas	pareadas	
correctamente	(RF-FR)

%	lecturas	
aisladas

CS
A 22256718 93.37 90.91 1.74
B 28036184 92.32 89.54 1.94
C 34641628 92.03 88.98 2.17

CL
A 27514802 92.7 90.1 2.02
B 14982452 92.67 89.23 2.2
C 26435614 92.15 89.53 1.96



         Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas 
 

      El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentación y determinación  
sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). 

 
 

 
Corona- Herrera 2017 

	
	

118	

 
 
Figura 28. Diagrama de Venn de los transcriptos anotados en el pez blanco de Pátzcuaro C. 

estor. Bases de datos Swiss-prot, GO (Gene ontology), Kegg (Enciclopedia de genes y 
genomas de Kioto) y COG (Cluster de grupos ortólogos). 
 
De manera interesante se observa una multiplicidad de secuencias 
relacionadas directamente con las informadas en otros géneros de peces como 
Takifugu, Oncorhynchus, Salmo, Oryzias, Cyprinus, Tetraodon, Carasius, 
Ictalurus, Oreochromis, Synanceia, Paralichthys, Anguilla, Torpedo, 
Chiloscyllium, Sparus, Xiphophorus, Seriola, Squalus, Discopyge, 
Dicentrarchus y Gadus.  
 
Estos resultados sugieren que existe una alta correlación entre los diversos 
géneros de peces con las secuencias encontradas en el pez blanco de 
Pátzcuaro C. estor. Sin embargo, también es evidente que las secuencias de 
peces en la base de datos es limitada, debido a que las más altas frecuencias 
de distribución son con secuencias de otras especies de vertebrados (Figura 
29). 
 
El análisis de expresión normalizada realizado con el programa RSEM, indica 
que de los 70, 423 transcriptos ensamblados, en cada muestra analizada 
existen entre un 42.43-52.45% de transcriptos con niveles de expresión de al 
menos 1 FPKM, esto significa que alrededor del 50% por ciento de los genes 
cuentan con índices de expresión mayores a 1 FPKM, por lo que se encuentran 
representados estadísticamente en el ensamble transcriptómico realizado 
(Tabla 8). 
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Figura 29. Diagrama de distribución de transcriptos anotados para el pez blanco de Pátzcuaro 
C. estor de acuerdo al género de otras especies de la base de datos de BLAST-NCBI.  
 
Tabla 8. Expresión normalizada de transcriptos para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 

 
FPKM (Total de fragmentos del transcripto / millones de lecturas mapeadas por cada kilobase 
de longitud efectiva del transcripto). 
 
Por otro lado, los transcriptos identificados como genes funcionales fueron 
clasificados en tres categorías, de acuerdo al análisis de enriquecimiento en 
términos de GO (Gene Ontology), basado en la homología de secuencias. La 
primer categoría  es la de procesos biológicos, en la que se obtuvieron 126,929 
términos, donde los grupos mayoritarios fueron procesos celulares (16%) y 
metabólicos (11%), regulación biológica (11%), pigmentación (10%), procesos 
de organismos multicelulares (8%) y de desarrollo (7%), localización (6%) y 
respuesta a estímulos (5%) (Figura 30). 

Expresión	normalizada de	transcritos	RSEM

Tratamiento Muestra
Total	

ensamblado
Total con	al	 menos	

1	FPKM Porcentaje

CS
A

70423

35559 50.49
B 36939 52.45
C 34140 48.48

CL
A 32357 45.95
B 29878 42.43
C 33280 47.26
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Figura 30. Diagrama porcentual de los procesos biológicos identificados en el análisis de 
enriquecimiento en términos de GO para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
 
La segunda categoría es la de función molecular. En esta se identificaron 
36,670 términos, con los grupos mayoritarios de unión (49%), actividad 
catalítica (25%), actividad molecular de transducción (7%), actividad de 
transporte (6%), actividad de regulación de transcripción (5%) y actividad de 
regulación enzimática (5%) (Figura 31).  
 

 
 

Figura 31. Diagrama porcentual de las funciones moleculares identificadas en el análisis de 
enriquecimiento en términos de GO para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
 
En la tercera categoría de componentes celulares se identificaron 98,712 
términos, de los cuales los grupos mayoritarios corresponden a la región celular 
(26%) o parte celular (26%), el 18% a orgánulos, el 10% a parte de orgánulos y 
el 6% a procesos macromoleculares (Figura 32).  
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Figura 32. Diagrama porcentual de los componentes celulares identificados en el análisis de 
enriquecimiento en términos de GO para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
 
Con la anotación de los transcriptos en comparación con la base de datos de 
Kegg se identificaron 791 anotaciones en rutas metabólicas primarias (Figura 
33) y 224 anotaciones en rutas metabólicas secundarias (Figura 34). Entre las 
rutas metabólicas primarias identificadas destacan el ciclo del ácido 
tricarboxílico, la ruta de fosoforilación oxidativa, el metabolismo de glutatión, de 
nicotinamida/nicotina, de cofactores/vitaminas, taurina, de purinas/pirimidinas, 
de la pentosa fosfato, carbohidratos y lípidos. De manera interesante el análisis 
reporta una baja cantidad de transcriptos relacionados con el metabolismo de 
terpenoides (lípidos derivados de cinco carbonos) y poliquétidos (derivados de 
la descarboxilación de malonil-CoA), así como los de la ruta de biodegradación 
y metabolismo de xenobióticos, lo que sugiere una baja actividad de estas 
rutas para las muestras de C. estor utilizadas (Figura 33).   
 
Además, se identificaron 383 procesos biológicos en la base de datos de Kegg. 
Entre los más destacados encontramos las ruta relacionada con cáncer (241 
anotaciones), la ruta PI3K-Akt (168), endocitosis (148), ruta de MAPK (134), 
transporte de RNA (123), procesamiento de proteínas en retículo endoplásmico 
(121), metabolismo de purinas (117), ruta Rap1 (116), ruta Ras (112), 
Proteólisis por ubiquitinación (109), micro RNAs en cáncer (103), regulación 
circadiana (41), ritmo circadiano (20)  y fototransducción (14), entre otros.   
 
La clasificación de las secuencias relacionadas a procesos biológicos, 
funciones moleculares y componentes celulares, así como a las diversas 
anotaciones metabólicas y biológicas, ofrecen la identificación plena de los 
genes/proteínas relacionados con diversos procesos biológicos, en conjunto 
con las estadísticas del ensamble De Novo y de alineamiento, la información 
del transcriptoma obtenido puede servir de base para abordar una gran 
variedad de preguntas biológicas en C. estor, mediante el uso de las 
herramientas moleculares generadas.  

4%#

26%#

0%#

4%#
1%#

6%#

18%#

3%#

10%#

0%#
1%#

26%#

1%#

Cellular#Component#
Extracellular*region*

Cell*

Virion*

Membrane4enclosed*lumen*

Envelope*

Macromolecular*complex*

Organelle*

Extracellular*region*part*

Organelle*part*

Virion*part*

Synapse*part*

Cell*part*

Synapse*



         Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas 
 

      El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentación y determinación  
sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). 

 
 

 
Corona- Herrera 2017 

	
	

122	

 
 
Figura 33. Diagrama de las rutas metabólicas primarias identificadas respecto a la base de 
datos de Kegg para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. Las líneas en color rojo muestran las 
rutas metabólicas identificadas. 
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Figura 34. Diagrama de las rutas metabólicas secundarias identificadas respecto a la base de 
datos de Kegg para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. Las líneas en color rojo muestran las 
rutas metabólicas identificadas. 
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3.3.3.2. Análisis y anotación de transcriptos diferencialmente expresados 
 
Para identificar los transcriptos diferencialmente expresados entre los 
tratamientos se utilizaron los programas de estimación de la abundancia de 
transcriptos RSEM y eXpress con valores de corte de FDR ≤ 0.05 y 1 log2 FC, 
en el caso de RSEM se identificaron 175 transcriptos de alta expresión en el 
tratamiento de fotoperiodo simulado control (CS) y 31 transcriptos de alta 
expresión en el tratamiento de luz continua (CL), con el método de eXpress se 
identificaron 199 transcriptos de alta expresión en el tratamiento de CS y 35 
transcriptos en el tratamiento de CL (Figura 35). 
 

 
 
Figura 35. Diagrama de Venn de los transcriptos diferencialmente expresados con los 
programa RSEM y eXpress para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. CL (Fotoperiodo de luz 
continua); CS (Fotoperiodo simulado control); FDR (False discovery rate). 
 
Debido a que cada método identifica diferentes transcriptos altamente 
expresados entre los tratamientos, se utilizaron únicamente los que se 
encontraron en la intersección de ambos métodos, para continuar con el 
análisis de expresión diferencial. Por lo tanto se utilizaron 141 y 28 transcriptos 
de alta expresión para el tratamiento de CS y CL respectivamente, como se 
muestra en la intersección de la Figura 35. Con los transcriptos ubicados en la 
intersección se realizó una tabla que muestra los valores de expresión 
diferencial de los transcriptos bajo el método de RSEM y eXpress, en la Tabla 9 
se observan los valores para los 28 transcriptos de alta expresión en el 
tratamiento de luz continua (CL).  
 
En la Tabla 10 se observan los valores para 141 transcriptos de alta expresión 
en el fotoperiodo simulado control (CS), estos datos indican la coincidencia de 
ambos métodos para identificar los transcriptos diferencialmente expresados 
entre los tratamientos. 
 

141                                          

CS

eXpress� RSEM= 233 Secuencias
eXpress ∩ RSEM= 141 Secuencias

eXpress RSEM

28                                            

CL

eXpress� RSEM= 38 Secuencias
eXpress ∩ RSEM= 28 Secuencias

eXpress RSEM

7 358 34

FDR < 0.05,  1 log2 Fold Change
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Tabla 9. Valores de expresión diferencial de los transcriptos de alta expresión en el fotoperiodo 
de luz continua (CL) para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 

 
Contig (Identificador de transcripto); log2FC (Cambio del nivel de expresión en logaritmo en 
base 2), valores positivos indican alta expresión en el tratamiento de CL; FDR (False discovery 
rate); PValue (Valor probabilístico de error). 
 
Con el propósito de conocer la similitud en los niveles de expresión de los 
transcriptos entre las muestras de CS y CL (n=6) se realizó un análisis de 
escalamiento multidimensional (MDS) con ayuda del programa IDEA 
(Integrated Differential Expression Analysis; http://zazil.ibt.unam.mx/idea/). Para 
realizar este análisis se emplearon los promedios de los niveles de expresión 
obtenidos con los programas de RSEM y eXpress (Figura 36). 
 
En la Figura 36 se observa que las muestras de CL se encuentran agrupadas 
con niveles semejantes de expresión, mientras que las muestras de CS se 
observan desagrupadas con niveles de expresión poco semejantes. Estos 
resultados sugieren que el tratamiento de luz continua (CL) puede modular de 
manera sincronizada los niveles de expresión de los transcriptos 
diferencialmente expresados, fenómeno que no se observa entre las muestras 
del tratamiento de fotoperiodo simulado control (CS). 
 
Una vez identificados los transcriptos diferencialmente expresados entre los 
tratamientos y con la ayuda de las bases de datos generadas para el 
transcriptoma De Novo, se obtuvo la anotación funcional de 112 transcriptos 
para el tratamiento de CS y 24 transcriptos para CL.  
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Tabla 10. Valores de expresión diferencial de los transcriptos de alta expresión en el 
fotoperiodo simulado control (CS) para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 

 
Contig (Identificador de transcripto); log2FC (Cambio del nivel de expresión en logaritmo en 
base 2) valores negativos indican baja expresión en el tratamiento de CL; FDR (False discovery 
rate); PValue (Valor probabilístico de error).  
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Figura 36. Gráfica de Escalamiento multidimensional (MDS) de los transcriptos 
diferencialmente expresados para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. CL (Fotoperiodo de luz 
continua); CS (Fotoperiodo simulado control); logFC (Logaritmo del cambio del nivel de 
expresión). 
 
Durante este proceso se identificaron 33 transcriptos que no presentan 
anotación funcional de acuerdo a la base transcriptómica de datos (Tabla 11), 
por lo que se procedió a realizar la anotación funcional manual con la ayuda de 
los programas de Blastn y Blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).  
 
Tabla 11. Porcentajes de anotación de transcriptos diferencialmente expresados para el pez 
blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 

 
 
Con el análisis de anotación manual se identificaron transcriptos que presentan 
anotaciones ambiguas, es decir que su identidad no se encuentra plenamente 
identificada en las bases de datos internacionales. Para los tratamientos de CL 
y CS se identificaron 21 transcriptos y 1 transcripto ambiguos respectivamente. 
Además, se identificaron 8 transcriptos no anotados que presentan alta 
expresión en el tratamiento de fotoperiodo simulado control y 3 transcriptos no 
anotados  que presentan alta expresión en el tratamiento de luz continua 
(Tabla 11).  
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Con los datos obtenidos se realizaron tablas diferenciadas en 3 grupos: 
Transcriptos anotados, transcriptos ambiguos y transcriptos no anotados. En la 
Tabla 12 se observan los 112 transcriptos anotados para el tratamiento de 
fotoperiodo simulado control (CS) y en la Tabla 13 se muestran los 24 
transcriptos anotados para el tratamiento de luz continua (CL). Como puede 
advertirse en las Tablas 12 y 13, existen múltiples transcriptos que presentan la 
misma anotación. Tal es el caso de los genes adyc8, camk1d-like, cngb1, 

gucy2f,scn2a, plch2, opn1sw, col2a1 y lamb3, cada uno esta anotado en dos 
contigs diferentes. Mientras que los genes piccolo, myo7a, kcnma1 y slc43a2 
que se encuentran anotados para tres contings cada uno. Por último el gen 
abca4, cuenta con anotaciones en cinco contings diferentes. 
 
Tabla 12. Transcriptos de alta expresión anotados en el fotoperiodo de luz continua (CS) para 
el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
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ID (Identificador del gen de acuerdo a bases de datos internacionales); Contig (Identificador de 
gen e isoforma del transcripto); pb (Longitud del transcripto en pares de bases); log2FC 
(Cambio del nivel de expresión en logaritmo en base 2 promediado de RSEM y eXpress), 
valores negativos indican baja expresión en el tratamiento de CL. 
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Tabla 13. Transcriptos de alta expresión anotados en el fotoperiodo de luz continua (CL) para 
el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 

 
ID (Identificador del gen de acuerdo a bases de datos internacionales); Contig (Identificador de 
gen e isoforma del transcripto); pb (Longitud del transcripto en pares de bases); log2FC 
(Cambio del nivel de expresión en logaritmo en base 2 promediado de RSEM y eXpress), 
valores positivos indican alta expresión en el tratamiento de CL. 
 
Estas observaciones sugieren que las repeticiones de los genes se debe 
posiblemente a que múltiples isoformas del mismo gen están presentes y se 
encuentran diferencialmente expresadas o bien que cada contig sea un 
fragmento parcial o paralogos para un mismo gen, por lo que en total se 
identificaron 95 genes para CS y 20 genes para CL.      
 
Por otro lado, los transcriptos que presentan anotaciones ambiguas se 
colocaron en una tabla, que describe las múltiples anotaciones presentes para 
cada contig (Tabla 14). En la tabla se observa que los contigs presentan 
valores similares de anotación para varios genes de acuerdo a los programas 
de blastn y blastx. Esta multiplicidad en la anotación sugiere que en las bases 
de datos internacionales, no existe una anotación precisa de estos transcriptos 
expresados diferencialmente. En un futuro se deben de caracterizar a mayor 
profundidad estas secuencias con el fin de identificar su anotación precisa o en 
su defecto reportar el descubrimiento de un “nuevo” gen y sus posibles 
funciones regulatorias en relación al efecto del fotoperiodo en el pez blanco de 
Pátzcuaro.   
  
Es importante mencionar que la mayoría de los transcriptos que presentan una 
anotación ambigua se identifican con secuencias de peces teleósteos, esto 
sugiere que efectivamente las secuencias pertenecen a miembros de esta infra 
clase taxonómica. Sin embargo, en el contig de alta expresión en luz continua 
c22274_g1_i1 se observa que existe una sola coincidencia con el pez Fundulus 
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heteroclitus, las demás coincidencias son con otros animales como aves y 
mamíferos, esto sugiere que el transcripto no ha sido identificado en otros 
teleósteos. En conjunto los contigs c12840_g1_i1 y c3257_g1_i1, presentan 
anotaciones de proteínas sin caracterización o hipotéticas (Tabla 14); debido a 
estas particularidades, los tres transcriptos podrían ser candidatos idóneos 
para caracterizarlos en futuras investigaciones.  
 
Tabla 14. Transcriptos diferencialmente expresados con anotación ambigua en el pez blanco 
de Pátzcuaro C. estor.  
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CL (Fotoperiodo de luz continua); CS (Fotoperiodo simulado control); Trat (Tratamiento de alta 
expresión); Contig (Identificador de gen e isoforma del transcripto); pb (Longitud del transcripto 
en pares de bases); log2FC (Cambio del nivel de expresión en logaritmo en base 2 promediado 
de RSEM y eXpress), valores positivos indican alta expresión en el tratamiento de CL, valores 
negativos indican baja expresión en el tratamiento de CL; E- Value (Valor probabilístico 
esperado de la coincidencia de bases debida al azar); Prog (Programa de búsqueda de base 
de datos). 
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Los transcriptos que no cuentan con anotaciones en las bases de datos 
internacionales o bien que presentaron alguna coincidencia con secuencias de 
otros taxones pero que demostraron valores de E-Value poco confiables, 
fueron clasificados como transcriptos no anotados. Las secuencias de estos 
contigs pueden observarse en la Tabla 15. Para conocer si los transcriptos 
pueden producir una proteína se realizó la búsqueda del marco abierto de 
lectura (open reading frame, ORF), con ayuda del programa ORF finder 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/).  
 
La mayoría de los transcriptos presentan ORF´s a excepción del transcripto 
c13836_g2_i1, el cual según el análisis no cuenta con un marco de lectura 
abierto (Tabla 15), lo que sugiere que este transcripto puede ser parte de la 
región 3´UTR, o bien que se trate de un transcripto no codificante (ncRNA). En 
cualquiera de los casos estos transcriptos, son una fuente importante para 
estudios posteriores, ya que se encuentran regulados directamente por las 
condiciones de fotoperiodo. La carencia de información suficiente para poder 
identificar estos transcriptos “nuevos”, promueve la imperiosa necesidad de 
realizar la caracterización de su expresión, con potenciales descubrimientos de 
nuevos actores en las rutas de señalización y/o adaptación ante la exposición 
lumínica continua en el pez blanco de Pátzcuaro y otros vertebrados.  
 
Tabla 15. Transcriptos no anotados diferencialmente expresados en el pez blanco de 
Pátzcuaro C. estor.  
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CL (Fotoperiodo de luz continua); CS (Fotoperiodo simulado control); Trat (Tratamiento de alta 
expresión); Contig (Identificador de gen e isoforma del transcripto); pb (Longitud del transcripto 
en pares de bases); log2FC (Cambio del nivel de expresión en logaritmo en base 2 promediado 
de RSEM y eXpress), valores positivos indican alta expresión en el tratamiento de CL, valores 
negativos indican baja expresión en el tratamiento de CL; ORF (Marco abierto de lectura). 
 
Una vez clasificados cada uno de los transcriptos diferencialmente expresados, 
se promediaron los valores de los niveles de expresión obtenidos de RSEM y 
eXpress. Con estos promedios se realizaron gráficas (heat map) con ayuda del 
programa morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus/), en estas 
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gráficas pueden distinguirse visualmente los valores de expresión de los 
transcriptos en cada tratamiento. En la Figura 37 se observan los niveles de 
expresión de los transcriptos ambiguos/no anotados y en la Figura 38 se 
observan los niveles de expresión de transcriptos con anotación funcional 
(genes) para cada una de las muestras (n=6). Cuando los transcriptos/genes 
presentan altos niveles de expresión se observan en color rojo y cuando 
presentan baja expresión se identifican con el color azul.  
 
El dendrograma de la porción izquierda de las figuras agrupan a los 
transcriptos de acuerdo a sus niveles de expresión. Como se observa en la 
parte baja de la Figura 37 existen 4 transcriptos (c22274_g1, c45592_g1, 
c20024_g2, c13836_g2) y en la parte baja de la Figura 38 existen 24 
transcriptos anotados (aqp3-ankrd9) que presentan altos niveles de expresión 
en las muestras del fotoperiodo de luz continua y bajos niveles de expresión 
para las muestras del fotoperiodo simulado control. Estas secuencias se 
agrupan de manera diferenciada de los demás transcriptos, lo que genera dos 
grandes grupos que concuerdan con los transcriptos diferencialmente 
expresados en los tratamientos de CL y CS, por lo que estas gráficas indican 
claramente los grupos y niveles de expresión de los transcriptos para cada una 
de las muestras. 
 
Al analizar el agrupamiento de los niveles de expresión por cada muestra 
(parte superior de las Figuras 37 y 38), se observa en ambas gráficas que las 
tres muestras de luz continua (CL_1, CL_2 y CL_3) forman un grupo bien 
definido al cual se le adhiere la muestra de CS_1, esto sugiere que los niveles 
de expresión diferencial de esta muestra son más similares a las muestras del 
tratamiento de luz continua que al fotoperiodo simulado control.   
 

 
 

Figura 37. Gráfica tipo heatmap de los niveles de expresión (log2) de los transcriptos ambiguos 
y no anotados diferencialmente expresados en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. CL 
(Fotoperiodo de luz continua); CS (Fotoperiodo simulado control). 
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Figura 38. Gráfica tipo heatmap de los niveles de expresión (log2) de los transcriptos anotados 
diferencialmente expresados en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. CL (Fotoperiodo de luz 
continua); CS (Fotoperiodo simulado control). 
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Cabe mencionar que tanto en la Figura 37 como la Figura 38, se advierte que 
para los transcriptos de alta expresión en las condiciones de luz continua, la 
muestra CL_2 presenta un patrón diferente a las muestras CL_1 y CL_3; 
condiciones similares ocurren para la muestra CS_1 vs CS_2 y CS_3 en los 
transcriptos de alta expresión del fotoperiodo simulado control.  
 
Estas observaciones sugieren que a pesar de que los transcriptos se identifican 
diferencialmente expresados de manera global, existen variaciones que se 
deben posiblemente a la respuesta biológica intrínseca de cada organismo 
ante las condiciones de fotoperiodo. Para conocer las diferencias estadísticas 
en los patrones de expresión, se realizó un análisis de correlación de Pearson 
entre los niveles de expresión de las muestras.  
 

 
 
Figura 39. Matriz de correlación de los niveles de expresión (log2) de los transcriptos 
diferencialmente expresados entre las muestras del pez blanco de Pátzcuaro C. estor. CL 
(Fotoperiodo de luz continua); CS (Fotoperiodo simulado control). A) Matriz de correlación de 
transcriptos ambiguos y no anotados; B) Matriz de correlación de transcriptos anotados. 
 
En la Figura 39 se indican los valores de correlación obtenidos con el programa 
Morpheus, tanto para los transcriptos ambiguos y no anotados (A) como para 

A

B
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los transcriptos anotados (B); en ambos casos se observa que los valores de 
correlación entre las muestras de luz continua es mayor que entre las muestras 
del fotoperiodo simulado control, con valores de 0.88-0.90 (CL vs CL) y de 
0.59-0.62 (CS vs CS) para los transcriptos ambiguos y no anotados (Figura 39-
A); así como de 0.93-0.96 (CL vs CL) y 0.73-0.88 (CS vs CS) para los 
transcriptos anotados (Figura 39-B).  
 
Estos resultados indican que las condiciones de iluminación continua, modulan 
con una mayor correlación estadística, los niveles de expresión de los 
transcriptos diferencialmente expresados en esta condición experimental, en 
contraste con los transcriptos del fotoperiodo simulado control; lo que sugiere 
que el tratamiento de CL modula de manera efectiva los niveles de expresión 
entre las muestras, mientras que en el tratamiento de CS se presenta un menor 
control en los niveles de expresión de las muestras.   
 
Adicionalmente, para analizar la correlación de los niveles de expresión entre 
los transcriptos, se realizó la matriz de correlación de los transcriptos ambiguos 
y no anotados (Figura 40) y de los transcriptos anotados (Figura 41) con el 
programa Morpheus. En ambas gráficas se observa que existe una alta 
correlación (color rojo) de los transcriptos altamente expresados para una 
misma condición experimental (CS vs CS; CL vs CL), así como una baja 
correlación (color azul) entre los transcriptos altamente expresados en el 
fotoperiodo simulado control vs los transcriptos altamente expresados en luz 
continua (CS vs CL).  Estos resultados confirman la presencia de dos grandes 
grupos de transcriptos que son mutuamente excluyentes en los niveles de 
expresión entre tratamientos, lo que brinda soporte a los resultados del análisis 
de expresión diferencial realizado. 
 

 
 
Figura 40. Matriz de correlación de los niveles de expresión (log2) de los transcriptos ambiguos 
y no anotados diferencialmente expresados en las muestras del pez blanco de Pátzcuaro C. 

estor.  
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Figura 41. Matriz de correlación de los niveles de expresión (log2) de los transcriptos anotados 
diferencialmente expresados en las muestras del pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
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3.3.3.3. Análisis de enriquecimiento e identificación de procesos 
biológicos de genes/proteínas diferencialmente expresadas 
 
Una vez caracterizados los niveles de expresión diferencial y su correlación, se 
procedió a realizar un análisis String v10.5 (https://string-db.org/) con los 
transcriptos anotados diferencialmente expresados, son el uso de la base de 
datos para Homo sapiens. En este análisis se obtuvo una gráfica de interacción 
proteína-proteína (Figura 42) y una tabla de enriquecimiento para términos de 
GO (Procesos biológicos, funciones moleculares, componente celular) y 
procesos biológicos de Kegg (Tabla 16).  
 

 
 
Figura 42. Análisis de interacción proteína-proteína de los transcriptos anotados 
diferencialmente expresados en las muestras del pez blanco de Pátzcuaro C. estor. Los 
nombres de las proteínas en color rojo indican las proteínas que presentan alta expresión en 
condiciones de luz continua.  
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En la Figura 42 se observan 112 proteínas anotadas, de las cuales 94 
proteínas se encuentran con alta expresión en el tratamiento de CS y 18 
proteínas se encuentran con alta expresión en CL. Cabe mencionar que en 
este tratamiento existen dos proteínas que no pudieron ser identificadas por la 
base de datos de String, tal es el caso de Cyp2k (Cytochrome P450 2K1-like) y 
Natt3 (Natterin-3 like). En el tratamiento de CS no se identificó la proteína 
Sws2a/b (Short-wavelength sensitive opsin 2A beta and short-wavelength 
sensitive opsin 2B) probablemente debido a que son secuencias exclusivas de 
peces.  
 
En la Figura 42 se observa una red central de 46 proteínas (41 CS/5 CL)  con 
93 interacciones y 8 redes aisladas con 12 interacciones de 19 proteínas (15 
CS/4 CL). Además, se observa que 47 proteínas (38 CS/9 CL) no presentan 
interacciones. Estos resultados indican que en el 41.96% de los 
genes/proteínas que se encuentran diferencialmente expresados se desconoce 
sus interacciones. También es importante mencionar que de las 112 proteínas 
identificadas por la base de datos de String, 34 proteínas (17 con 
interacción/17 sin interacción) no presentan estructura 3-D conocida, por lo que 
existe una carencia de información en las bases de datos actuales que 
imposibilitan conocer las interacciones y estructuras proteicas en su totalidad. 
 
El análisis de enriquecimiento estadístico, en términos de GO/Kegg (FDR ≤ 
0.05), indica que estos genes/proteínas diferencialmente expresadas están 
relacionadas con 96 términos de procesos biológicos, 27 términos de funciones 
moleculares, 38 términos de componentes celulares y 3 procesos biológicos de 
Kegg.  
 
Dentro de los procesos biológicos más importantes en los que participan estos 
genes/proteínas con alta expresión en el tratamiento control (CS) se 
encuentran los procesos homeostáticos, de desarrollo celular, anatómico y 
nervioso, desarrollo retinal y de fotorreceptores, sistema neurológico, respuesta 
a estímulos externos, detección de luz visible, fototransducción, diferenciación 
neuronal, transporte de vesículas sinápticas, iones, calcio, sodio, aminoácidos 
y ácido carboxílico, entre otros (Tabla 16). 
 
Para las funciones moleculares se encuentran transporte transmembranal de 
iones, calcio, sodio, aminoácidos y ácido carboxílico, actividad de canales 
iónicos activados por voltaje, unión a cGMP (Guanosin monofosfato cíclico), 
actividad de liasas Fósforo-Oxígeno y fosfodiesterasa, entre otros.  
 
En la sección de componentes celulares observamos los términos relacionados 
con las partes de axón, zona presináptica y cilios, membranas de cilios, discos 
fotorreceptores, de orgánulos, de vesículas sinápticas y plasmática, gránulos 
cromafines, unión y periferia celular, entre otros (Tabla 16). Para los procesos 
biológicos de Kegg, se distingue una incidencia estadística en el metabolismo 
de purinas, ciclo de vesículas sinápticas y fototransducción (Tabla 16). 
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Tabla 16. Análisis de enriquecimiento en términos de GO (Gene ontology) y procesos 
biológicos de Kegg de los genes/proteínas diferencialmente expresados en el pez blanco de 
Pátzcuaro C. estor.  
 

 
ID (Identificador de términos GO/Kegg); FDR (False discovery rate). 
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En conjunto estos resultados indican que en el tratamiento de iluminación 
continua, existiría una baja producción de proteínas relacionadas con la 
actividad de fototransducción, sinapsis neuronal, metabolismo de cGMP, ácido 
carboxílico y aminoácidos; lo que sugiere que en el tratamiento de CL existen 
adaptaciones biológicas importantes para sobrevivir a las condiciones de 
iluminación constante.  
 
Adicionalmente las proteínas con alta expresión del tratamiento de CL (Ctgf-
Egfr-Hgs-Klf5-Ucp2) incluidas en la red central (Figura 42), se encuentran 
involucradas en procesos de proliferación celular, control transcripcional y 
respuesta ante condiciones de estrés oxidativo, con valores de cambio en 
niveles de expresión log2FC de 1.19, 1.25, 3.09, 1.33 y 1.60 respectivamente 
(Tabla 17).  El factor de transcripción Klf5 (Kruppel-like factor 5) esta vinculado 
directamente a Ucp2 y a Egfr (Epidermal growth factor receptor), lo que sugiere 
que Klf5 puede ser uno de los genes claves en el control transcripcional para el 
proceso de crecimiento (Egfr-Hgs-Ctgf) y el control de la producción energética 
(Ucp2).  
 
Además, de las proteínas incluidas en la red central para el tratamiento de CL, 
se observan otras vinculadas con el crecimiento celular, como Sparcl1 
(Proliferation-Inducing Protein 33), implicada en la regulación de la adhesión, 
migración y proliferación celular (log2FC, 2.66); Col2a1 (Collagen, type II, alpha 
1) con un valor de log2FC de 2.95, relacionada con el desarrollo esquelético, 
de cartílagos, de crecimiento, de adhesión celular e interacción con la matriz 
extracelular; Lamb3 (Laminin, beta 3) con un log2FC de 2.12, involucrada en la 
adhesión, migración y organización de las células en interacción con otros 
componentes de la matriz extracelular (Tabla 17). 
 
Aunado a estas proteínas se encuentra Slc43a2 (Solute carrier family 43, 
member 2) con un log2FC de 1.73, que participa en el transporte 
transmembranal de aminoácidos neutrales (G,A,I,V,L,F,P,M,S,T,C,Q,N,W), 
crecimiento y proliferación celular a través de la activación del mTORC1 
(mechanistic target of rapamycin complex 1); Aqp3 (Aquaporin 3), la cual se 
requiere para la señalización de H2O2 (Peróxido de Hidrógeno) en la 
estimulación del crecimiento (log2FC, 1.74); Hist1h1b (Histone cluster 1, H1b) 
con un log2FC de 1.28, que actúa como regulador de la transcripción de genes 
por remodelación de la cromatina, en condiciones de estrés oxidativo 
promueve el crecimiento celular y activa a Sirtuina 1, que a su vez esta 
relacionada con la activación de los genes circadianos Clock y Bmal/Npas2, así 
como la producción de NAD+ (Tabla 17). 
 
En la Figura 42 se observa que Ucp2 (Uncoupling protein 2) exhibe una 
interacción con Citrato Sintetasa. Ambas proteínas son claves en la regulación 
de la producción energética y de especies reactivas de oxígeno (ROS) en la 
mitocondria. En los organismos expuestos al tratamiento de luz continua se 
observa una alta expresión de Ucp2, pero una baja expresión de Citrato 
Sintetasa (log2FC, -10.86) y de Ndufaf3 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) 
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complex I, assembly factor 3), la cual es una proteína esencial en la cadena 
transportadora de electrones (log2FC, -1.26) (Tabla 17). Lo que sugiere una 
disminución de la actividad del ácido tricarboxílico, producción de ATP y de 
ROS en comparación con los organismos que se encuentran en el fotoperiodo 
simulado control.   
 
Otra de las proteínas relacionadas con el control negativo de producción de 
energía aerobia es Pdk2 (Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 2), la cual 
también se encuentra con altos niveles de expresión (log2FC, 1.13) en el 
tratamiento de CL (Figura 42), lo que sugiere una regulación a la baja de la 
formación de acetil-coenzima A y de la actividad del ciclo del ácido 
tricarboxílico con la consecuente baja producción de ROS. La proteína Pdk2 
esta directamente relacionada con Sgk1 (Serum / glucocorticoid regulated 
kinase 1) que se encuentra con altos niveles de expresión (log2FC, -1.37) en el 
tratamiento de CS, esta proteína se encuentra relacionada con procesos de 
apoptosis (Tabla 17), lo que sugiere que en las condiciones de luz continua 
podría existir una disminución de este tipo de procesos de muerte celular.  
 
En el tratamiento de CL (Figura 42), se encuentran otras proteínas con altos 
niveles de expresión relacionadas con la supervivencia celular, entre ellas 
observamos:  Ankrd9 (Ankyrin repeat domain 9) involucrada en la regulación 
negativa de procesos de apoptosis; Lactb2 (Lactamase Beta 2) requerida para 
el buen funcionamiento mitocondrial y viabilidad celular; Tef (Thyrotroph 
embryonic factor) que es un factor de transcripción que puede inducir 
reparación de DNA, inhibir procesos de apoptosis, regular genes circadianos 
(Rora,b; Nr1d1,2; Per 1,2) a través de secuencias D-box y activar el promotor 
de Tshb (Thyroid Stimulating Hormone Beta); estas presentan valores de 
log2FC de 1.35, 1.64 y 1.32 respectivamente (Tabla 17). 
 
Una de las proteínas que no fueron identificadas en el análisis String y es 
altamente expresada en los organismos de luz continua es Cyp2k (Cytochrome 
P450 2K), la cual se encuentra relacionada con procesos de reparación de 
lípidos peroxidados y que presenta un valor de log2FC de 1.85 (Tabla 17). En 
conjunto estos resultados sugieren la activación de una multiplicidad de 
genes/proteínas que están relacionados con la defensa ante condiciones de 
estrés oxidativo en el tratamiento de CL. Sin embargo, existen dos 
genes/proteínas, Sc5dl (Sterol-C5-desaturase) y Rdh13 (Retinol 
dehydrogenase 13) que están relacionadas con la protección celular ante la 
oxidación y que se encuentran con bajos niveles de expresión (log2FC, -3.49 y 
-1.65) en el tratamiento de CL (Tabla 17). 
 
Con relación a los genes/proteínas del sistema inmune se encuentran niveles 
altos de expresión en el tratamiento de CL, de la proteína Prss57 (Protease 
serine 57) que es activada dentro de las células del sistema inmune 
(neutrófilos), para despues ser liberada al ambiente pericelular y atacar 
microbios patógenos (log2FC, 1.37). La proteína Fcgbp (Fragment 
crystallizable of Inmunoglobulin G binding protein) que está involucrada en la 
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formación de mucosa epitelial contra patógenos (log2FC, 1.50); así como la 
Gimap4 (GTPase, Immune asociated protein family member 4) que mantiene la 
producción de Interferon gamma (IFN-γ) y la proliferación de  linfocitos (log2FC, 
1.27); esto sugiere que existen actores de la respuesta inmune innata que se 
encuentran activos en el tratamiento de luz continua (Tabla 17).  
 
Por último el gen/proteína Natt-3 (Natterin-3) se encuentra sobreexpresada en 
el tratamiento de CL con un log2FC de 1.40. Natt-3 es una proteína tóxica 
aislada de la glandula de veneno de peces escorpión, esta proteína produce 
procesos inflamatorios al activar el sistema inmune, induce vasodilatación, 
permeabilidad vascular y estimula las terminaciones nerviosas de dolor. Sin 
embargo, es altamente probable que en C. estor cumpla funciones biológicas 
distintas a las descritas en el pez escorpión (Tabla 17). Para una referencia 
más amplia en la Tabla 17 se incluye un resumen de las principales funciones 
conocidas (según base de datos String-Genecards-Pubmed-Uniprot), así como 
los valores de log2FC que indican el cambio en los niveles de expresión de los 
genes/proteínas diferencialmente expresadas en C. estor. 
 
Tabla 17. Resumen de principales funciones conocidas de los genes/proteínas 
diferencialmente expresados en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
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Según base de datos String-Genecards-Pubmed-Uniprot para Homo sapiens. ID (Identificador 
del gen de acuerdo a bases de datos internacionales); log2FC (Cambio del nivel de expresión 
en logaritmo en base 2 promediado de RSEM y eXpress), valores positivos indican alta 
expresión en el tratamiento de CL, valores negativos indican baja expresión en el tratamiento 
de CL. Las proteínas Cyp2k, Natt-3 y Sws2a/b son exclusivas de peces por lo que se consultó 
en las diferentes bases de datos para este tipo de organismos. 
 
Es importante destacar que en la Tabla 17 existen genes/proteínas 
relacionadas con mecanismos epigenéticos (Hist1h1b, March1,Samd7, Srrm3 y 
Usp21). Con control de la transcripción (Ahctf1, Ankrd33, Cep290, Esrrg, Lbh, 
Klf5, Rorb, Sgk1 y Tef). Con procesos mitocondriales (Abhd8, Atcay, Cs, 
Gimap5, Lactb2, Ndufaf3, Rdh13 y Ucp2). Con procesos apoptóticos (L1td1 y 
Pcbp4). Con procesos antiapoptóticos (Ankrd9, Faim2, Gimap4, Kif25, Sgk1, 
Syvn1 y Tef) y otros que su función es poco conocida como Tigd1 (Tigger 
transposable element derived 1) Lactbl1 (Lactamase Beta Like 1) y Plekhd1 
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(Pleckstrin homology domain, family D member 1), por lo que algunos de estos 
genes/proteínas identificados podrían ser susceptibles de estudios posteriores 
en C. estor.  
 
Por otro lado, los procesos biológicos de Kegg afectadas por el fotoperiodo, 
según el análisis de enriquecimiento estadístico (Tabla 16), son las del ciclo de 
vesículas sinápticas, metabolismo de purinas y fototransducción (FDR ≤ 0.05). 
Debido a la importancia estadística de los procesos afectados, se presentan a 
continuación las gráficas que describen en detalle la participación de los 
genes/proteínas en los procesos biológicos mencionados.    
 
En la Figura 43, se observa la representación de la comunicación entre las 
neuronas, que es mediada por acción de las vesículas sinápticas (SVs) en el 
nervio terminal; en esta parte anatómica de la célula ocurre el ciclo de las SVs, 
que presentan episodios repetitivos de exocitosis y endocitosis para transportar 
los neurotransmisores de una neurona a otra.  
 

 
 
Figura 43. Diagrama del ciclo de vesículas sinápticas regulado negativamente en condiciones 
de luz continua para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. Los nombres en color rojo muestran 
las genes/proteínas afectados; Transporter (Slc17a6_7_8; MFS transporter); Munc13 (Unc13; 
protein unc-13); Syntaxin (Stx1b_2_3; syntaxin 1B/2/3); Complexin (Cplx3_4; complexin-3/4); 
SYT (Syt1; Synaptotagmin-1); Synaptic vesicle cycle ko 04721.  
 
Una vez que las SVs se encuentran formadas se localizan en una región 
especializada de la membrana plasmática presináptica conocida como zona 
activa. Cuando ocurre el potencial de acción, el calcio Ca2

+ se introduce a 
través de canales activados por voltaje (VGCC) y provoca la liberación de los 
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neurotransmisores por exocitosis. Posterior a la fusión con la zona activa las 
SVs son recapturadas por endocitosis para iniciar un ciclo nuevamente. Los 
resultados indican que este proceso de sinápsis se encuentra suprimida en los 
organismos expuestos a las condiciones de luz continua ya que se afectan 
cinco proteínas Cplx3, Slc17a7, Stx3, Syt1 y Unc13, con valores log2FC  de -
1.86, -2.05, -2.15, -2.66, y -2.52 respectivamente (Tabla 17). 
 
En el establecimiento de vesículas identificada con el término GO:0051650 
(Tabla 16) se observa una participación adicional de las proteínas Amph, Arl6, 
Myo7a, Pclo y Syt2, con valores de log2FC de -1.69, -1.46, -5.11, -3.25 y -1.17 
respectivamente (Tabla 17), en conjunto estos resultados sugieren una 
influencia directa del tratamiento de luz continua en la capacidad de 
comunicación sináptica en los peces expuestos a este fotoperiodo.   
 
Otro de los procesos afectados estadísticamente es el del metabolismo de 
purinas, en la Figura 45 se observa la ruta metabólica con las proteínas Adcy8, 
Gucy2f, Pde5, Pde6a y Pde6b que presentan valores de log2FC de -2.58, -
2.58, -2.04, -1.36 y -2.16 respectivamente (Tabla 17). Las enzimas adenilato y 
guanilato ciclasa (Adcy8, Gucy2f) son básicamente enzimas liasas que 
eliminan un grupo pirofosfato y crean enlaces fosfodiester en los carbonos 3´-
5´de la ribosa del ATP (Adenosin-trifosfato) y GTP (Guanosin-trifosfato). Esta 
reacción química convierte el ATP/GTP en AMPc (Adenosin-monofosfato 
cíclico) y GMPc (Guanosin monofosfato cíclico) respectivamente (Figura 44).  
 
Estas moléculas son ampliamente conocidas como segundos mensajeros en 
diversas cascadas de transducción de señales al interior de la célula en 
respuesta a estímulos externos y hormonales (G protein coupled receptors, 
GPCRs), estos mecanismos son importantes ya que permiten a la célula 
adaptarse a su entorno inmediato. Las enzimas fosfodiesterasas Pde5, Pde6a 
y Pde6b, son enzimas que hidrolizan el GMPc convirtiéndolo en GMP, lo que 
inactiva la función de la molécula cíclica (Figura 44). Las enzimas 
fosfodiesterasas se encuentran con bajos niveles de expresión en las 
condiciones de luz continua.  
 
Aunado a este análisis en la gráfica String (Figura 42) se observa la interacción 
de otras enzimas que también se encuentran involucradas en la cascada de 
señalización intracelular, Plch2 (Phospholipase C Eta 2) y Pip5k1a 
(Phosphatidylinositol-4-Phosphate 5-Kinase Type 1 Alpha) (Tabla 17); de 
hecho el análisis de enriquecimiento en términos de procesos biológicos 
GO:0009605 reporta 25 proteínas involucradas en respuesta a estímulos 
externos (Tabla 16) de las cuales 20 se encuentran con baja expresión en CL.     
 
En conjunto los resultados del análisis de enriquecimiento de procesos 
biológicos de Kegg indican que las enzimas Adcy8 y Gucy2f, se encuentran 
con bajos niveles de expresión en las condiciones de luz continua lo que 
sugiere una baja producción de AMPc y GMPc (Figura 44), en consecuencia un 
bajo nivel de respuesta ante estímulos externos y hormonales.  
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Figura 44. Diagrama del metabolismo de purinas regulado negativamente en condiciones de 
luz continua para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. Los nombres en color rojo muestran las 
genes/proteínas afectados; EC:4.6.1.1 (Adcy8, Adenilato cyclase 8), EC:4.6.1.2 (Gucy2f, 
Guanilato cyclase 2F); Pde (Pde5, cGMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase; Pde6a, 
Pde6b, rod cGMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit alpha and beta); Purine 
metabolism ko 00230.  
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Además, la baja producción de fosfodiesterasas Pde5, Pde6a y Pde6b sugiere 
que existe una baja tasa de degradación de GMPc, esto probablemente es en 
respuesta a la baja producción de las moléculas cíclicas. Lo que 
probablemente permite a los organismos de luz continua prolongar la vida útil 
de la baja cantidad de GMPc producida. 
 
Por último, se observa el proceso de fototransducción con las proteínas Cngb1, 
Guca1a, Gucy2f, Pde6a, Pde6b, Rgs9 y Slc24a1 (Figura 45), que presentan 
valores de log2FC de -1.74, -2.12, -2.58, -1.36, -2.16, -1.38 y -1.25 
respectivamente (Tabla 17). En la Figura 45, se observa el proceso de 
fototransducción en la fase obscura y luminosa. Durante esta última fase la 
presencia de fotones activa la Rodopsina (Rh). Lo que permite la liberación de 
la transducina (Gt) que activa a la fosfodiesterasa (PDE) para hidrolizar al 
GMPc. Dicha hidrólisis resulta en el cierre de los canales catiónicos controlados 
por GMPc (CNG) y la consecuente hiperpolarización del fotorreceptor con la 
participación activa del NCKK, el cual disminuye los niveles de calcio 
intracelular. La hiperpolarización del potencial de membrana del fotorreceptor 
modula la liberación de los neurotransmisores hacia las neuronas adyacentes y 
la recuperación del fotorreceptor después del impulso lumínico implica la 
desactivación de los actores involucrados (Figura 45).  
 
La Rodopsina fotolisada es fosforilada por la Rodopsina cinasa (RK) y 
subsecuentemente inmovilizada por la Arrestina (Arr), mientras que RGS9 
desactiva la transducina (Gt).  Por su parte el activador de guanilato ciclasa 
(GCAP) promueve la actividad de (GC) cuando existe una baja cantidad de 
Calcio y la inhibe cuando existe una cantidad elevada del catión, ambas 
proteínas son indispensables para la recuperación del fotorreceptor en la fase 
obscura (Figura 45). 
 
Los organismos mantenidos en condiciones de luz continua presentan una baja 
expresión de los genes/proteínas Pde6a, Pde6b Cngb1 y Slc24a1, esto sugiere 
que en los fotorreceptores de estos organismos no se presenta una respuesta 
adecuada al estímulo lumínico, aunado a esto la baja producción de Guca1a, 
Gucy2f y Rgs9, sugiere que estos fotorreceptores no exhiben una recuperación 
adecuada, como ocurre normalmente en los organismos del fotoperiodo 
simulado control.  
 
Según el análisis de enriquecimiento String, en el término de GO:007603 
(Fototransducción de la luz visible) existen en total 12 genes/proteínas 
involucradas con baja expresión en el tratamiento de CL (Tabla 16), entre estos 
encontramos a Pde6c (Phosphodiesterase 6C, cGMP-specific, cone) y 
Opnsw1(Opsin 1, cone pigments, short-wave-sensitive) con valores log2FC de -
3.44 y -1.89 respectivamente (Tabla 17). Así como proteínas que están 
directamente relacionadas con el metabolismo de retinol que es indispensable 
para el buen funcionamiento de la Rodopsina, entre estas encontramos las 
proteínas Abca4 (ATP-binding cassette, sub-family A, member 4), Apoa4 
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(Apolipoprotein A-IV) y Stra6 (Stimulated by retinoic acid 6 homolog) con 
valores log2FC de -3.00 , -3.42  y -2.75 respectivamente (Tabla 17).  
 

 
 
 
Figura 45. Diagrama del proceso de fototransducción regulado negativamente en condiciones 
de luz continua para el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. Los nombres en color rojo muestran 
las genes/proteínas afectados CNG (Cngb1, Cyclic nucleotide gated channel alpha 1); GC 
(GUCY2F, Guanilato cyclase 2F); GCAP (Guca1a, Guanylate cyclase activator 1), NCKK 
(Slc24a1, Solute carrier family 24a1 (sodium/potassium/calcium exchanger); PDE (Pde6A, 
Pde6B, rod cGMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit alpha and beta); RGS9 
(Regulator of G-protein signaling 9). Otros genes no afectados son RK (Rhodopsin kinase), Rh 
(Rhodopsin), Gt (Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha 1/2), Arr (S-arrestin), 
Rec (Recoverin) y CaM (Calmodulin); Phototransduction ko 04744. 
 
En la Figura 42 de String podemos observar las interacciones directas de 
Pde6c y Abca4 con el resto de las proteínas involucradas en la 
fototransducción. Por otro lado, las proteínas Stra6, Apoa4 y Opnsw1 no 
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presentan ninguna  interacción, en conjunto una proteína que no se encuentra 
en el analisis string pero que es muy probable que este involucrada es la 
secuencia exclusiva de peces Sws2ab (Short-wavelength sensitive opsin 2AB) 
con un log2FC de -2.13, el cual es un pigmento visual sensible a la luz azul al 
igual que Opnsw1.  
 
En conjunto estos resultados indican que existe una disminución sustantiva de 
la expresión de genes/proteínas involucradas en el proceso de 
fototransducción de los conos y bastones en los organismos de luz continua, 
esto sugiere que toda la maquinaria para percibir y transducir la información 
lumínica se encuentra suprimida, probablemente debido a la presencia de luz 
constante en el tratamiento de CL. 
 
En el análisis de los procesos biológicos de Kegg se lograron identificar 
muchos otros procesos que son afectados por los genes/proteínas 
diferencialmente expresadas (Tabla 18 y Tabla 19). Uno de ellos es el proceso 
de regulación circadiana (Circadian entrainment, ko 04713) en el cual 
intervienen los genes/proteínas Adyc8 y Grin2a (Glutamate receptor, ionotropic, 
N-methyl D-aspartate 2A) con valores de log2FC de -2.58 y -2.47 
respectivamente (Tabla 17). El proceso de ritmos circadianos (Circadian 
rhythm, ko 04710) también es afectado con la disminución en la expresión de 
Rorb (RAR-related orphan receptor beta Nr1f2) con un valor de log2FC de -
1.51 (Tabla 17).  
 
Estos resultados indican que aunque no existe una diferencia estadística del 
análisis de enriquecimiento en estos procesos circadianos, si puede ocurrir una 
afectación cuando observamos los genes/proteínas de manera individual, lo 
que sugiere que en los organismos de luz continua estos procesos 
relacionados a los ritmos circadianos, se encuentran afectados a nivel de 
transcriptos/proteínas individuales. 
 
En las Tablas 18 y 19 existe una referencia más amplia de los procesos que se 
encuentran afectados por los genes/proteínas diferencialmente expresadas en 
el pez blanco según la base de datos de Kegg.  
 
Es importante mencionar que la base de datos de Kegg aun es limitada por lo 
que al seguir los protocolos de anotación del programa solo se lograron 
identificar 39 genes/proteínas en los mapas de los procesos biológicos y rutas 
metabólicas. Esto solo representa el 33.91% de las 115 genes/proteínas 
anotadas, lo que muestra una carencia importante de información cuando se 
requiere conocer los procesos biológicos específicos en las cuales participan 
los genes/proteínas diferencialmente expresados. 
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Tabla 18. Procesos biológicos de genes/proteínas con alta expresión en el tratamiento de 
fotoperiodo simulado control (CS) en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
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ID (Genes/proteínas involucradas), información obtenida de la base de datos Kegg Orthology 
(KO). 
 
Para el tratamiento de CL se observan principalmente procesos relacionados 
con el crecimiento, proliferación y supervivencia celular como la ruta PI3K-AKT, 
ko 04151; el proceso de adhesión focal ko 04510; el proceso de interacción de 
receptores de matriz extracelular ko 04512; el proceso de Hippo ko 04390; así 
como la mayoría de los procesos relacionados con Egfr (Epidermal growth 
factor receptor). Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente estos 
procesos no presentan una diferencia estadística significativa (FDR ≥ 0.05), por 
lo que solo existen diferencias a nivel de genes/proteínas individuales (Tabla 
19).  
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Tabla 19. Procesos biológicos de genes/proteínas con alta expresión en el tratamiento de luz 
continua (CL) en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 

 
ID (Genes/proteínas involucradas), información obtenida de la base de datos Kegg Orthology 
(KO). 
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3.4. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES  
 
3.4.1. Crecimiento, consumo de alimento y supervivencia en condiciones 
de luz continua 
 
Como se ha mencionado en capítulos anteriores, el fotoperiodo modula las 
actividades alimentación, crecimiento y reproducción en los peces (Volkoff et 

al., 2010; Pittman et al., 2013; Takahashi et al., 2016;  Chi et al., 2017; 
Espigares et al., 2017). Aunque los mecanismos moleculares detrás de dichos 
efectos no han sido elucidados. En este capítulo presentamos por primera vez, 
el transcriptoma comparativo de un teleósteo en crecimiento diferencial debido 
a un tratamiento de luz continua. 
 
En juveniles del pez blanco de Pátzcuaro (C. estor), un tratamiento de 90 días 
con fotoperiodo de luz continua (CL) incrementa de manera significativa (p ≤ 
0.05) la masa corporal (66.14 %), la longitud estándar (17.95 %) y la tasa de 
crecimiento específico (10.34 %) de los organismos comparado con el 
fotoperiodo simulado control (Tabla 4 y 5). Este efecto ya se había reportado 
en experimentos previos con un incremento significativo de la masa (43.26 %) y 
la longitud (12.84 %) en organismos mantenidos en condiciones de luz 
continua durante 90 días (Martínez-Chávez et al., 2014). Las diferencias entre 
estos experimentos similares con C. estor, probablemente se deben a la 
temporalidad del inicio del tratamiento de luz continua. Mientras que en el 
presente experimento se aplicó el tratamiento de luz continua a partir de la 
fertilización, Martínez-Chávez y colaboradores, lo aplicaron a partir de la 
eclosión. Esto sugiere que si el tratamiento se aplica desde la fase embrionaria, 
puede incrementarse de manera importante el crecimiento. 
  
Efectos similares se reportan en larvas de corvallo (Umbrina cirrosa), con un 
incremento significativo en masa (56.84 %) y longitud (17.98 %) bajo un 
tratamiento de 111 días con CL (Ayala et al., 2013). Además, en larvas de 
pirrulina Pyrrhulina brevis, en un experimento de 15 días bajo CL, se encontró 
un incremento significativo de la longitud (21.03 %) y la masa (74.03 %) (Veras 
et al., 2016). En experimentos de mayor duración (6 meses) en el bacalao del 
atlántico (Gadus morhua) se reporta un incremento significativo del 10.5% en 
condiciones de luz continua (Nagasawa et al., 2012) y para el salmón del 
atlántico (Salmo salar), un experimento de 24 meses, reporta un incremento 
diferencial en masa del 87.6% en los organismos de CL (Handeland et al., 
2013). No obstante en larvas de lubina (Dicentrarchus labrax) no se reportan 
cambios significativos en la masa adquirida, pero si en la longitud (8.57 %) bajo 
40 días de tratamiento (Villamizar et al., 2009). 
 
Caso contrario se reporta en juveniles de lenok (Brachymystax lenok) donde no 
existen diferencias significativas del crecimiento (masa) entre ambos 
fotoperiodos, pero si se presenta un mejor crecimiento en condiciones de 
obscuridad constante (Liu et al., 2015). En larvas del pez cebra (Danio rerio) un 
tratamiento de 30 días bajo luz continua inhibió significativamente la ganancia 
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de peso (71.09 %), con respecto a los organismos mantenidos en el 
fotoperiodo simulado control (Villamizar et al., 2014). En otras especies como el 
tambaqui (Colososma macropomum) también se observa una disminución 
significativa  del crecimiento (14%) bajo el efecto de la luz continua en juveniles 
(Aride et al., 2006) así como en el turbot (Scophthalmus maximus) donde la luz 
continua disminuye el crecimiento en 11% con respecto a los controles 
(Imsland et al., 2013).  
 
Estos resultados indican que en general los tratamientos de luz continua 
incrementan significativamente el crecimiento y la tasa de crecimiento 
específico en los peces. Sin embargo, existen respuestas especie-específicas y 
de temporalidad, donde se observa un efecto nulo o inhibitorio del crecimiento, 
debido probablemente a las características ecológicas (nicho, hábitos diurnos 
vs nocturnos) y fisiológicas de dichas especies así como a las aproximaciones 
experimentales para cada caso específico.  
 
Por otro lado en C. estor, la relación masa-longitud indica que los organismos 
exhiben un crecimiento alométrico positivo, sin diferencias significativas entre 
los tratamientos (p ≥ 0.05). Es decir, que para ambas condiciones existe una 
mayor ganancia proporcional de la masa con respecto a la longitud (Figura 23). 
En el factor de condición (K) tampoco se encontraron diferencias significativas 
(p ≥ 0.05) entre los tratamientos, con valores de 0.877 ± 0.053  para CL y de 
0.861 ± 0.065 para CS,	 a las 12 SPE (Tabla 5). Esto mismo fue observado en 
experimentos previos con C. estor, donde se reportan factores de condición de 
0.540 y 0.5421 para CL y CS respectivamente (Martínez-Chávez et al., 2014), 
por lo que tampoco existen diferencias significativas en esta variable para 
diferentes experimentos.  
  
Los valores observados sugieren condiciones de bienestar general en los 
organismos mantenidos en ambos tratamientos y que la luz continua no afecta 
el factor de condición en la especie. En otros peces tampoco se ha reportado 
un cambio significativo del factor de condición por el uso del fotoperiodo como 
en el pejerrey (Odonthesthes argentiniensis) (Freitas et al., 2009), en el 
bacalao (G. morhua) (Karlsen et al., 2006), en el pez beta (Betta splendes) 
(Giannecchini et al., 2012),  el pez gato africano (Clarias gariepinus) (Solomon 
y Okomoda, 2012) y la mojarra verde (Cichlassoma beani) (Aragón-Flores et 

al., 2017).  
 
Estos resultados indican que el fotoperiodo de luz continua incrementa el 
crecimiento sin afectar el factor de condición y la relación masa-longitud con 
respecto a los organismos que se encuentran en el fotoperiodo simulado 
control. Debido a estas observaciones se sugiere que la aplicación de un 
fotoperiodo de luz continua en C. estor, es una herramienta útil que permite 
disminuir los tiempos de crecimiento y aumentar la ganancia de peso sin 
afectar el bienestar general de los organismos de esta especie. 
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Con respecto al consumo de alimento y al factor de conversión alimenticia 
(FCA) en C. estor se presentan diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre los 
tratamientos de CL y CS (Tabla 5). Observaciones similares se reportan para el 
salmón (S. salar) donde los organismos bajo condiciones de luz continua 
consumen una mayor cantidad de alimento pero presentan una mejor FCA con 
respecto a los controles (Nordgarden et al., 2003). Esto sugiere que los 
organismos de luz continua consumen una mayor cantidad de alimento, pero 
son más eficientes en la utilización del mismo.  
 
En contraste, reportes en el lenok (B. lenok) indican un incremento significativo 
en el consumo de alimento y el FCA bajo la luz continua, así como una mayor 
eficiencia bajo un tratamiento de 24 horas de obscuridad (Liu et al., 2015). 
Incluso en la carpa (Cyprinus carpio) se reporta un incremento significativo del 
FCA en el tratamiento de luz continua (Ghomi et al., 2011), por lo que en estos 
organismos no existe una mejor eficiencia en la conversión alimenticia bajo la 
luz continua. Además, en la tilapia (Oreochromis niloticus) y  el esturión pérsico 
(Acipenser persicus) no se observaron cambios significativos en el consumo de 
alimento, el FCA y el crecimiento entre los tratamientos fotoperiodicos 
(Falahatkar et al., 2012; Veras et al., 2013), así como en el bacalao de agua 
dulce (Lota lota) donde fotoperiodos extremos (24 horas luz vs 24 horas 
obscuridad) no tienen ninguna influencia en el FCA (Trejchel et al., 2014). 
 
Los diferentes reportes sugieren nuevamente que cada especie presenta 
respuestas particulares a los cambios ambientales, lo que imposibilita realizar 
una generalización en peces teleósteos. Por lo que cada caso debe de 
abordarse en forma individual y analizar diferentes aspectos para realizar 
conclusiones aplicables a cada especie. En el caso de C. estor, se observa un 
mayor consumo de alimento en luz continua pero una mejor conversión 
alimenticia. Por lo tanto el uso de este fotoperiodo en conjunto con una 
alimentación constante puede ser aplicado a la especie ya que los organismos 
son más eficientes en términos de FCA con respecto a los organismos del 
fotoperiodo simulado control. 
 
El análisis de supervivencia en C. estor (Figura 24) indica que no existen 
diferencias significativas entre los tratamientos (p ≥ 0.05). De manera similar  
en la carpa (C. carpio) (Ghomi et al., 2011), en el esturión pérsico (A. persicus) 
(Falahatkar et al., 2012), en pirrulina (P. brevis) (Veras et al., 2013) y la tilapia 
(O. niloticus) (Veras et al., 2016) no se reportan cambios significativos en la 
supervivencia. En discrepancia en el corvallo (U. cirrosa) se presenta una 
supervivencia de 1.37% en el tratamiento de luz continua vs 3.37% en el 
tratamiento control (Ayala et al., 2013); en el lenok (B. lenok) existe un 79.67% 
de supervivencia en luz continua y 88.67% en el control (Liu et al., 2015).  
 
Por otro lado en el presente trabajo, en C. estor se observó que los organismos 
sometidos a luz continua (Figura 25), presentan deformidades en la mandíbula, 
opérculo y columna vertebral (10.3 % en CL vs 1.13 % en CS; p ≤ 0.05). En el 
pez cebra (D. rerio) se reportan valores similares con un 8.6% en luz continua y 



         Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas 
 

      El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentación y determinación  
sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). 

 
 

 
Corona- Herrera 2017 

	
	

162	

un 1.3% en el control (Villamizar et al., 2014), así como en el salmón (S. salar) 
con 3.3% en condiciones naturales y 10% en iluminación continua (Wargelius 
et al., 2009). En otros trabajos también se reportan deformaciones en la 
mandíbula cuando se exponen las larvas a un fotoperiodo de luz continua, tal 
es el caso de la lubina (D. labrax) y el pez plano (Solea senegalensis), donde el 
40- 60% de organismos presentan deformidades que incrementan el porcentaje 
de mortalidad bajo este tratamiento fotoperiodico (Villamizar et al., 2009; 
Blanco-Vives et al., 2010). Este no fue el caso del pez blanco (C. estor), ya que 
a pesar de que existen deformaciones en el 10.3% de los individuos de luz 
continua, no se presentan diferencias significativas en la supervivencia entre 
los tratamientos, esto sugiere que las deformidades presentadas no son 
mortales para los organismos mantenidos en el fotoperiodo de luz continua. 
Por lo tanto en futuros trabajos es necesario abordar y resolver esta 
problemática, para evitar las afectaciones en el desempeño y la funcionalidad 
de los organismos en cultivo.  
 
De manera general se concluye que un fotoperiodo de luz continua puede ser 
aplicado para mejorar el crecimiento y la conversión de alimento, sin tener 
afectaciones en la supervivencia de embriones y larvas del pez blanco de 
Pátzcuaro (C. estor). Sin embargo, se requiere de estudios posteriores para 
disminuir la presencia de deformidades músculo-esqueléticas en estos 
organismos, que permitan aplicar este tipo de fotoperiodo en la producción 
comercial de la especie. 
 
3.4.2. Niveles de las hormonas circadianas: melatonina y cortisol en 
condiciones de luz continua 
 
La melatonina es una molécula que es regulada por el fotoperiodo y que 
participa directamente en procesos de alimentación, crecimiento, reproducción 
y locomoción, además, está altamente conservada en vertebrados (Lima-
Cabello et al., 2014; Cowan et al., 2017). En el pez espinoso (Gasterosteus 

aculeatus) con el método de HPLC (Cromatografía de líquidos de alta 
eficiencia) se reporta un incremento significativo en la concentración de 
melatonina durante la fase nocturna en el ojo, el cerebro, la piel y el riñon, 
(Kulczykowska et al., 2017); así como en plasma y tracto gastrointestinal de la 
trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Muñoz-Perez et al., 2016) y en el 
plasma de la carpa tropical (Catla catla) (Rajiv et al., 2017).  
 
Con otras metodologías de radioinmuniensayo (RIA) tambien se reportan 
incrementos significativos en la concentración de melatonina durante la fase 
obscura, en especies como la dorada (Sparus auratus) (Kalamarz et al., 2009) 
y el salmón (S. salar) (Huang et al., 2010). Además, en este último no se 
reportan cambios significativos en las concentraciones de los organismos 
mantenidos en luz continua. De la misma manera en el pez sapo (Porichthys 

notatus) (Feng y Bass, 2016), en la lubina (D. labrax) (Bayarri et al., 2010), en 
la tilapia (O. niloticus) y en el pez gato africano (Clarias gariepinus) (Martínez-
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Chávez et al., 2008), no se reportan cambios significativos en la concentración 
de melatonina en organismos bajo condiciones de iluminación continua.  
 
En el presente trabajo con pez blanco (C. estor) se realizaron pruebas 
exhaustivas con el método de ELISA para determinar la influencia de los 
fotoperiodos de CL y CS en la concentración de melatonina. Los resultados 
obtenidos en el tratamiento de luz continua (CL) indican que no existe variación 
significativa entre las fases lumínicas (p ≥ 0.05). Esto concuerda con los 
estudios realizados en otras especies de peces, donde la luz continua suprime 
la producción de melatonina en los organismos. Además, se esperaba obtener 
diferencias significativas entre las fases del fotoperiodo simulado control (CS), 
con un incremento de la concentración de melatonina durante la fase obscura. 
Sin embargo, tampoco se encontraron diferencias significativas (p ≥ 0.05) en 
este tratamiento (Tabla 6). Este último resultado en CS puede deberse a fallas 
en la sensibilidad de los kits de ELISA utilizados, ya que en las pruebas 
realizadas con los diferentes lotes de kits se encontraron inconsistencias en los 
resultados, probablemente debido a que los kits comerciales están 
estandarizados para plasma humano y no para extractos crudos de cuerpo de 
peces. Por lo tanto, los datos obtenidos en C. estor deben tratarse con 
precaución y se recomienda para estudios futuros el uso de otras metodologías 
más robustas como la de HPLC, con la cual se puedan verificar los resultados 
del presente trabajo. 
 
Otra molécula importante en el control de los ritmos circadianos es el cortisol ya 
que en peces se ha observado que inhibe directamente la producción de 
melatonina en la glándula pineal (Nikaido et al., 2010; Lopez-Patiño et al., 
2014). En C. estor se observa un ritmo circadiano típico de organismos diurnos 
en el tratamiento de fotoperiodo simulado control. Sin embargo, para los 
organismos mantenidos en luz continua existen ritmos ultradianos (menores a 
24 horas) con la presencia de tres puntos de acrofase y tres de batifase, con 
diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre tratamientos (Figura 26).  En el 
salmón (S. salar) los organismos mantenidos en luz continua tampoco 
presentan un ciclo circadiano típico, ya que se observa de manera constante 
mayores niveles de cortisol en plasma vs el fotoperiodo simulado control, lo que 
sugiere condiciones de estrés en los organismos de luz continua (Huang et al., 
2010).  
 
En el trabajo desarrollado con C. estor se observa que los niveles de cortisol en 
cuerpo completo del pez se encuentran por debajo de las concentraciones 
basales para el fotoperiodo simulado control (Figura 26).  Por lo que en C. estor 
la luz continua parece no representar un efecto de estrés al menos a nivel de la 
producción de cortisol en estos organismos. Hallazgos similares se observaron 
en la perca (Perca fluviatilis), donde no se observan diferencias significativas 
de las concentraciones de cortisol en el agua. En los diferentes tratamientos de 
fotoperiodo utilizados y sugiere que tanto la luz continua como los cambios en 
intensidad no incrementan los niveles de estrés (Brüning et al., 2015). En la 
brema de roca (Oplegnathus fasciatus) tampoco existen diferencias 
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significativas en el cortisol plasmático cuando los organismos son expuestos a 
diferentes intensidades de iluminación (Biswas y Takii, 2016). Así como en el 
esturión persa (A. persicus) donde no se observan diferencias en los niveles de 
cortisol en plasma entre los fotoperiodos de luz continua y el control (Falahatkar 
et al., 2012). 
 
Debido a todas las características observadas de los perfiles de cortisol en C. 

estor. Se concluye que en esta especie el fotoperiodo de luz continua aplicado 
desde la fertilización produce una disrupción circadiana en la producción del 
corticoesteroide, lo que genera ritmos ultradianos y una disminución los niveles 
de concentración con respecto al fotoperiodo simulado control. Estos 
resultados son coincidentes con los mayores niveles de crecimiento y 
alimentación observados en los peces de CL, ya que por regla general si un 
pez se encuentra estresado, cesa su alimentación y desarrollo, fenómeno que 
no se observa en estos organismos expuestos a condiciones de luz continua.  
 
Recientemente un estudio en S. salar indica que un tratamiento físico 
estresante en las primeras fases de desarrollo (embrión/larva) están 
relacionados con una mejora en el crecimiento de los organismos,  debido a 
una probable respuesta hormetica (Moghadam et al., 2017). Posiblemente la 
exposición desde la fertilización a condiciones de luz continua puede influenciar 
el crecimiento y la respuesta a estrés desde fases muy tempranas en C. estor. 
Sin embargo, se requiere de estudios específicos en las etapas embrionarias y 
larvales para describir las respuestas iniciales a la exposición de un ambiente 
de iluminación continua.     
 
Los ritmos ultradianos indicados en el tratamiento de CL, probablemente se 
deben a los ritmos de alimentación que presentan los organismos bajo estas 
condiciones lumínicas, ya que como se ha descrito en diversos trabajos, la 
alimentación eleva los niveles de cortisol en los peces, lo que ocasiona a su 
vez un efecto anorexigénico (Volkoff, 2016; Rønnestad et al., 2017). Sin 
embargo, se requiere de estudios futuros con mayor detalle para clarificar esta 
hipótesis de los ritmos ultradianos observados en C.estor. En conclusión la 
aplicación del fotoperiodo de luz continua en el cultivo del pez blanco de 
Pátzcuaro (C. estor) parece no representar un factor de estrés, por lo tanto 
sugiere una alta plasticidad de los organismos para adaptarse, sobrevivir y 
crecer bajo estas condiciones lumínicas, lo que permite utilizar este tipo de 
técnicas de iluminación para disminuir los tiempos de cultivo durante las fases 
tempranas de desarrollo en esta importante especie. 
 
3.4.3. Análisis de expresión de genes por secuenciación masiva RNA-seq 
 
3.4.3.1. Ensamble y anotación funcional del transcriptoma De Novo  
 
El transcriptoma De Novo realizado en la cabeza de juveniles del pez blanco de 
Pátzcuaro (C. estor) es la primer aproximación de un estudio de este tipo para 
todo un género de peces (Chirostoma). Por lo tanto el presente trabajo 
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representa un avance importante para conocer la información transcriptómica 
de los genes  expresados en estas especies que presentan un alto valor social, 
económico y/o ambiental.  
 
Cabe mencionar que actualmente existe un consorcio internacional que se 
encuentra enfocado en realizar 1000 transcriptomas de peces y de los cuales 
se han realizado 158 transcriptomas (http://www.fisht1k.org; Sun et al., 2016b). 
Por lo que este trabajo en C. estor también colabora con el esfuerzo 
internacional del consorcio fish1K, para generar información transcriptómica en 
las especies de interés comercial y científico. Los diferentes transcriptomas de 
peces presentan una amplia diversidad de valores obtenidos de los ensambles 
De Novo. En la Tabla 20 se realiza una comparación de las principales 
características del ensamble De Novo de C. estor con algunos de los 
ensambles de peces reportados en la literatura reciente, ordenados de acuerdo 
al porcentaje de contigs anotados (%TCA).  
 
Tabla 20. Comparación de valores obtenidos en transcriptomas De Novo de peces  vs  
transcriptoma De Novo en C. estor.  
 

 
Contigs (Número de contigs totales obtenidos); LPC (Longitud promedio en pares de bases de 
los contigs); N50 (Longitud en pares de bases de al menos el 50% de los contigs); TCA (Total 
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de contigs con anotación); %TCA (Porcentaje del total de contigs anotados con respecto al 
número de contigs totales obtenidos); GOBP (Anotación de procesos biológicos en términos de 
GO); GOMF (Anotación de funciones moleculares en términos de GO); GOCC (Anotación de 
componentes celulares en términos de GO); KEGG (Anotación de genes ortólogos de Kegg); 
NR (No reportado).  
 
Como puede observarse en la Tabla 20, el transcriptoma de C. estor, se 
encuentra en la quinta posición de acuerdo al porcentaje de contigs anotados 
con un 62.81%. La mayor cantidad de contigs anotados se presenta en S. 

sinensis con un 72.68% y el menor porcentaje se presenta en P. flavescens 
con un 17.02%. Estas variaciones en el porcentaje de contigs anotados se 
deriva principalmente de las diferentes estrategias utilizadas para realizar el 
ensamblado y la anotación funcional de los transcriptomas De Novo, así como 
las características inherentes de los diferentes tejidos procesados y las 
aproximaciones experimentales particulares de cada estudio desarrollado. 
 
Adicionalmente en los genomas de los teleósteos han ocurrido múltiples 
duplicaciones; primero ocurrieron dos duplicaciones genómicas en vertebrados 
hace aproximadamente 500 y 450 millones años (Dehal y Boore, 2005; 
Cañestro, 2012; Singh et al., 2015) y una tercera ronda de duplicación 
específica de los teleósteos hace aproximadamente 300 millones de años 
(Braasch y Postlethwait, 2012; Glasauer y Neuhauss, 2014; Inoue et al., 2015).  
 
Esto significa que la cantidad de genes encontrados en los teleósteos, supera 
al número de genes encontrados en otros vertebrados. Además, de que es el 
grupo más diverso de organismos con alrededor de 33,400 especies (Fishbase, 
2016). Esto supone que existe una alta posibilidad de descubrir genes nuevos, 
por lo que no es improbable que exista una carencia de genes anotados en los 
transcriptomas y genomas de peces cuando se compara con las bases de 
datos internacionales.  
 
Para el transcriptoma de C. estor se considera que el porcentaje de anotación 
obtenido fue alto y se encuentra dentro de los parámetros indicados para otros 
transcriptomas De Novo en peces. En conjunto estas características 
observadas apuntan claramente a que existe una carencia de información 
importante para la anotación de los transcriptomas de peces, por lo que se 
requiere del desarrollo de intensas estrategias de investigación que permitan 
acortar la brecha de información existente en las diferentes especies. 
 
En la Tabla 20 también se advierte, una gran variabilidad en la cantidad de 
contigs obtenidos en los diferentes transcriptomas, con un intervalo de 44,232 
en A. naccarii hasta 213,058 en L. crocea. En C. estor se obtuvieron 68,960 
contigs, con un LPC de 787 pb y un N50 de 1,324 pb. En contraste, T. putitora 

presenta el menor valor de LPC con 463 pb y M. fluviatilis presenta el mayor 
valor con 1,539 pb. Para los valores de N50, A. naccarii presenta el menor 
valor con 489 pb y M. fluviatilis exhibe el mayor valor con 3,367 pb. Estos 
resultados indican que el ensamble transcriptómico de C. estor presenta 
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valores de número de contigs, LPC y N50 dentro de los intervalos reportados 
para otros transcriptomas de peces. 
 
Un trabajo reciente con pejerreyes (Odonthestes bonariensis y O. 
argentiniensis) indica la obtención de 168,570 transcriptos, con 40,384 
transcriptos que presentaron marcos abiertos de lectura y un N50 de 838.  Sin 
embargo, este reporte no indica la cantidad de transcriptos efectivamente 
anotados ni los términos biológicos de GO y procesos biológicos de Kegg, por 
lo cual no fue incluido en la Tabla 20. Esto probablemente a que no se reporta 
como un ensamble De Novo, ya que realizan un mapeo de los transcriptos 
contra un genoma ensamblado de O. bonariensis (Hughes et al., 2017).  
 
El transcriptoma de C. estor se encuentra dentro de los mayores valores de 
anotación frente a las bases de datos de GO (Gene ontology) y Kegg; con 
126,929 términos para procesos biológicos, 36,670 para funciones 
moleculares, 98,712 para componentes celulares y 14,711 términos de KO 
(Kegg orthology) cuando se compara con otros transcriptomas De Novo (Tabla 
20). En conjunto el ensamble transcriptómico De Novo en C. estor presenta 
valores aceptables dentro de los intervalos para otros transcriptomas 
reportados, por lo que se considera la validación de los resultados obtenidos en 
el presente trabajo. 
 
En conclusión, esta caracterización transcriptómica provee una cantidad 
abundante de información genómica y herramientas moleculares básicas de 
alta calidad en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. Por lo tanto se abre la 
oportunidad para el desarrollo de una multiplicidad de futuros trabajos, 
involucrados en la determinación de la expresión de genes específicos, según 
sea el interés de cada investigación particular (crecimiento, alimentación, 
reproducción, metabolismo, respuesta inmune, mecanismos moleculares, etc.).  
 
De hecho, la información obtenida aquí fue ya utilizada para caracterizar la 
expresión génica de las principales enzimas digestivas durante la ontogenia 
larvaria y juvenil del pez blanco (Rivera-Durán, 2016). Además, al ser uno de 
los primeros transcriptomas realizados para la familia Atherinopsidae junto con 
los reportados para los pejerreyes (Hughes et al., 2017) ofrece la oportunidad 
de realizar comparaciones genómicas evolutivas con los organismos de esta y 
otras familias de peces o vertebrados.  
 
Finalmente con la información transcriptómica generada en C. estor puede 
realizarse análisis posteriores relacionados con: a) Inserciones, deleciones e 
inversiones de genes; b) Expresiones regulatorias antisentido; c) Sitios de 
splicing alternativo; d) Eventos de fusión génica; e) Polimorfismos de 
nucleótidos de una base (SNP´s) y sus frecuencias alélicas; f) Búsqueda de 
secuencias simples repetidas (Microsatélites); g) Mapeo cromosómico; h) 
Caracterización de nuevos genes; i) Descripción de rutas metabólicas y 
procesos biológicos específicos; j) Búsqueda de marcadores moleculares 
cuantitativos; k) Diseño de microarreglos; l) Ediciones genómicas, entre otros. 
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3.4.3.2. Análisis de anotación, enriquecimiento e identificación de 
procesos biológicos de transcriptos diferencialmente expresados en 
condiciones de luz continua 
 
La luz ejerce un control directo para sincronizar los ritmos biológicos a nivel 
fisiológico y molecular en los peces (Mata-Sotres et al., 2015; Carmona-
Antoñanzas et al., 2017). En el pez blanco de Pátzcuaro C. estor, el tratamiento 
de luz continua (CL), aplicado desde la fertilización y hasta las 12 SPE, 
(Semanas post-eclosión) incide directamente sobre la expresión diferencial de 
169 transcriptos, de los cuales 141, presentan bajos niveles de expresión y 
solamente 28 transcriptos se encuentran con altos niveles en el tratamiento de 
CL (Figura 35). Bajo el efecto de la luz continua, existe una clara supresión de 
la expresión en el 83.43% de los transcriptos (Tablas 9 y 10, Figuras 37 y 38); 
así como una alta similitud/correlación de los niveles de expresión entre las 
muestras (Figura 36 y 39) y los transcriptos (Figura 40 y 41).  
 
En larvas de dorada (Sparus aurata) estudios de expresión de transcriptos de 
genes circadianos (bmal1, cry1) reportan valores de baja expresión en 
condiciones de luz continua, cuando se compara con el fotoperiodo simulado 
control (Mata-Sotres et al., 2015). Incluso, en un experimento con pulsos de luz 
de 1 hora en el pez cebra (D. rerio) la luz activa los genes circadianos, que 
funcionan globalmente como represores transcripcionales (Ben-Moshe et al., 
2014). Aunado a estas evidencias, en la glándula pineal de rata se observa que 
la luz también reprime la expresión génica (Fukuhara y Tosini, 2008; Bayle et 

al., 2009), de manera similar a lo que ocurre en C. estor. Debido a estas 
observaciones se concluye que existe una sincronización directa y una 
represión mayoritaria de la expresión génica por efecto de la luz continua en C. 

estor, fenómeno que no se observa en las muestras del fotoperiodo simulado 
control.  
 
Por otro lado, del total de transcriptos diferencialmente expresados (169), se 
identificaron 136 transcriptos (80.47%) con anotación funcional precisa (Tablas 
12 y 13), 22 transcriptos (13.02%) con anotación ambigua (Tabla 14) y 11 
transcriptos (6.51%) sin anotación (Tabla 15). Esto significa que se desconoce 
la identidad exacta del 19.53% de los transcriptos, por lo que se debe 
desarrollar futuros trabajos de investigación para determinar la identidad de 
estos transcriptos, que son diferencialmente afectados en sus niveles de 
expresión por los tratamientos lumínicos aplicados a C. estor. Una futura 
caracterización es importante ya que plantea la posibilidad del descubrimiento 
de nuevos genes involucrados en la percepción lumínica en peces y 
vertebrados.  
 
Del total de transcriptos con anotación funcional (136) se obtuvo un total de 
115 genes/proteínas (Tabla 17), debido a que en algunos transcriptos existe 
una repetición de las anotaciones (Tablas 12 y 13). Por lo tanto, es necesario 
que en futuros trabajos también se realice una caracterización de los genes 
(abca4, adcy8, col2a1, camk1d-like, cngb1, gucy2F, kcnma1, lamb3, myo7a, 
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opn1sw, pclo, plch2, scn2a y slc43a2), para determinar si los fenómenos 
observados se deben a la presencia de múltiples isoformas o corresponden a 
fragmentos parciales de un mismo gen. 
 
De acuerdo a los análisis de enriquecimiento en términos de GO (Tabla 16), el 
análisis de interacción de genes/proteínas (Figura 42) y el análisis de rutas 
metabólicas y procesos biológicos de Kegg (Tablas 18 y 19; Figuras 43, 44 y 
45). Se concluye de manera general que el tratamiento de luz continua en C. 

estor, disminuye la expresión de genes relacionados con las actividades de 
fototransducción, transporte de vesículas sinápticas, metabolismo de purinas, 
transporte transmenbranal iónico, la ruta del ácido tricarboxílico y la de 
aminoácidos, entre otros procesos.  
 
Cabe mencionar que en estos análisis desarrollados también se detectó una 
carencia de información importante, ya que en el 41.96% de los 
genes/proteínas diferencialmente expresados no se pudo determinar su 
interacción y en el 66.09% de los casos no se determinó la participación en 
procesos biológicos de Kegg. Estas observaciones plantean que se debe hacer 
esfuerzos futuros para ampliar la información existente en las bases de datos 
internacionales. Con la información generada en el presente trabajo pueden 
plantearse proyectos específicos para disminuir esta brecha y explorar a mayor 
profundidad las interacciones, así como los procesos biológicos en los que 
participan los genes afectados por la luz continua en C. estor.   
 
Independientemente de la carencia de información en las bases de datos, las 
evidencias de los análisis en C. estor, indican claramente una falta de 
respuesta ante los estímulos lumínicos a diferentes niveles, lo que sugiere la 
activación de diversos mecanismos moleculares para protegerse de las 
condiciones de iluminación constante. Además, este tratamiento incrementa la 
expresión de genes relacionados con la alimentación, proliferación celular, 
regulación del sistema inmune y de respuesta a condiciones de estrés 
oxidativo. Por lo que estas respuestas biológicas globales, posiblemente  
permiten el crecimiento y la supervivencia bajo condiciones de iluminación 
constante.  
 
En otras especies de peces también se ha reportado la modulación de 
respuestas biológicas similares por efecto de la luz (Tabla 21). De manera 
general en otros organismos se observan diversas regulaciones metabólicas 
(purinas, lípidos, aminoácidos, xenobióticos, etc.), regulación de actividades de 
fototransducción, estrés oxidativo, ritmos circadianos, modulación de la 
transcripción, proteólisis, mecanismos epigéneticos, apoptóticos y sistema 
inmune, entre otros (Tabla 21), lo que plantea mecanismos de respuesta similar 
ante los efectos lumínicos en las diversas especies estudiadas. 
 
En la búsqueda de reportes similares con los cuales discutir los resultados 
presentados, se observó una carencia de trabajos en la literatura que evalúen 
las condiciones de luz continua en peces con el enfoque transcriptómico de 
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RNA-seq (Tabla 21). Solo se encontró un trabajo con aproximaciones similares, 
en la avispa Nasonia vitipennis (Davies y Tauber, 2016). Bajo esta premisa el 
transcriptoma de C. estor, es el primer trabajo que demuestra los efectos 
globales del uso de luz continua en un pez teleósteo, lo que abre la 
oportunidad para desarrollar trabajos en esta temática que permitan entender a 
mayor profundidad los efectos de la luz sobre la regulación transcriptómica en 
teleósteos. 
 
Tabla 21. Procesos biológicos relacionados con el transcriptoma de C. estor y diferencialmente 
reguladas por el efecto de la luz en peces.  
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Con respecto al proceso de regulación de ritmos circadianos en el fotoperiodo 
de luz continua se observó una baja expresión de 3 genes adyc8, grin2a y rorb 
(Tabla 18), pero una alta expresión de tef (Thyrotroph embryonic factor). En 
este último en el pez cebra se reportan bajos niveles de transcripción durante 
la fase diurna (Carmona-Antoñanzas et al., 2017), al igual que en los 
organismos de C. estor del fotoperiodo simulado control. El gen tef, es un factor 
de transcripción que está involucrado en la reparación del DNA, inhibe 
procesos antiapoptoticos, regula genes circadianos, activa la transcripción de 
Tshb y es activado por la luz (Gavriouchkina et al., 2010; Weger et al., 2011). 
 
En conjunto estas observaciones indican una posible disrupción circadiana en 
el tratamiento de CL. Sin embargo, la mayoría de los genes regulatorios 
conocidos de estos procesos circadianos no se encuentran diferencialmente 
expresados. En larvas de dorada expuestas a luz continua, desde la fase 
embrionaria, se reporta que después de 60 días post-eclosión los perfiles de 
expresión de genes relacionados con ritmos circadianos (clock, bmal1, cry1, 

per3) son similares en ambos fotoperiodos (Mata-Sotres et al., 2015), lo que 
sugiere una gran plasticidad y adaptación a la luz continua de estos 
organismos.  
 
En C. estor es posible que existan respuestas similares por lo cual no se 
observan diferencias significativas en la expresión de la mayoría de los genes 
clásicos relacionados con el control de los ritmos circadianos. Sin embargo, es 
necesario realizar estudios durante un perfil de 24 horas para determinar si 
existe una expresión diferencial en los genes vinculados a estos ritmos 
biológicos en condiciones de luz continua. 
 
Un estudio transcriptómico en la glándula pineal de D. rerio indica que existe 
una incidencia directa de la luz en la regulación negativa de la transcripción y 
procesos celulares, así como un control sobre los ritmos circadianos, respuesta 
a estímulos lumínicos y a condiciones de estrés oxidativo, por peróxido de 
hidrógeno, H2O2 (Ben-Moshe et al., 2014). Además, otro estudio con D. rerio 
también demuestra que la luz activa la producción de H2O2, el cual actúa como 
segundo mensajero y que vincula el proceso de fotorrecepción con las 
funciones del reloj circadiano. Incluso se observa que la enzima antioxidante 
Catalasa regula negativamente la transcripción de genes reloj como cry1a y 
per2 (Hirayama et al., 2007).   
 
En condiciones de iluminación continua en C. estor se observa una baja 
expresión de genes fotorreceptores vinculados con la percepción de luz azul 
(opnsw1, sws2ab) (Tabla 17). Estas longitudes de onda también se han 
relacionado con el incremento de condiciones oxidantes y muerte celular en 
diferentes modelos animales (Nakanishi-Ueda et al., 2013; Kuse et al., 2014; 
Nakashima et al., 2017; Chen et al., 2017a; Ishii y Rohrer, 2017; Yacout y 
Gaillard, 2017).  
 



         Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biológicas 
 

      El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentación y determinación  
sexual del pez blanco de Pátzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). 

 
 

 
Corona- Herrera 2017 

	
	

172	

Incluso existe una baja expresión de genes que participan en el metabolismo 
de producción energética y el consecuente estrés oxidativo (Tabla 17), como la 
citrato sintetasa y ndufaf3 (Majed et al., 2002; Crumbley et al., 2012; Khan et 

al., 2012).  
 
También se observa una alta expresión de genes que atenúan la producción 
energética (pdk2, ucp2) (Bermejo-Nogales et al., 2014; Fang et al., 2014; 
Kuang et al., 2016). En particular ucp2 aumenta la oxidación de ácidos 
grasos/glutamina en la mitocondria sobre el sustrato de glucosa. Además, 
inhibe la actividad inmune de macrófagos, la proliferación de linfocitos T y B 
(Emre y Nübel, 2010), participa en la activación de las neuronas NPY/AgRP 
que promueven la respuesta orexigénica y el consumo de alimento (Andrews et 

al., 2008; Toda y Diano, 2014; Nasrallah y Horvath, 2014; Drougard et al., 
2015) y aumenta la supervivencia de células neuronales y retínales 
ganglionares al disminuir la presencia de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
(Horvath et al., 2003; Barnstable et al., 2016; Hass y Barnstable, 2016).  
 
De la misma manera, se observa la activación de genes vinculados 
directamente con la respuesta a estrés oxidativo como aqp3 y hist1h1b, que 
estan involucrados en el crecimiento celular (Miller et al., 2010; Li et al., 2012; 
Galan- Cobo et al., 2015; Hara-Chikuma et al., 2016; Hou et al., 2016). Otro 
gen con altos niveles de expresión en luz continua es cyp2k, el cual se 
encuentra relacionado con procesos de reparación de lípidos peroxidados y 
metabolismo de xenobióticos (Zhu et al., 2006; Yuan et al., 2013; Saad et al., 
2016; Siegenthaler et al., 2017). 
 
Al parecer los organismos mantenidos en estas condiciones lumínicas 
suprimen la transcripción de algunos genes (opnsw1, sws2ab, ndufaf3, citrato 

sintetasa) y activan otros (pdk2, ucp2, cyp2k) para disminuir los daños y la 
producción de ROS. Al mismo tiempo estas condiciones oxidantes promueven 
la transcripción de genes relacionados con el crecimiento (aqp3, hist1hb1). En 
conjunto las evidencias permiten concluir que en el fotoperiodo de luz continua, 
existen condiciones de estrés oxidativo que regulan el crecimiento, la 
supervivencia, la alimentación, la expresión de genes relacionados con el 
control de la producción de ROS y de reparación lipídica. 
 
Adicionalmente estas observaciones permiten proponer la hipótesis de cambios 
cíclicos ultradianos, del estado general redox y de la transcripción génica en los 
peces mantenidos bajo iluminación continua. Posiblemente los ciclos 
ultradianos, son los responsables del crecimiento y supervivencia de los 
organismos mantenidos en condiciones de luz constante, similar a lo que se 
observa en especies que viven bajo ambientes arrítmicos (Davies y Tauber, 
2016; Beale et al., 2016). Por lo que se requiere de estudios posteriores para 
describir los posibles cambios ultradianos bajo condiciones arrítmicas de 
iluminación continua en C. estor.  
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Otro gen vinculado con el crecimiento y que presenta alta expresión en luz 
continua es el receptor del factor de crecimiento (egfr), el cual es inducido por 
aqp3 (Miller et al., 2010; Hara-Chikuma et al., 2016). Como es bien conocido 
egfr presenta funciones muy estrechas en relación al control del crecimiento de 
vertebrados (Kramer et al., 2001; Richter et al., 2014). En mamíferos, egfr 
actúa como un neuropéptido que suprime la locomoción durante la fase 
nocturna en respuesta a señales circadianas (Richter et al., 2014). En peces no 
se ha reportado esta función. Sin embargo, como se observa en mamíferos, 
egfr podría cumplir funciones en la regulación de los ciclos circadianos y la 
locomoción en peces.  
 
Según los resultados transcriptómicos en C. estor, la luz continua incrementa la 
expresión de otros genes relacionados con el crecimiento (klf5, slc43a2, hgs, 

ctgf, col2a1, lamb3 y sparcl1) (Tabla 17). De acuerdo al análisis de interacción 
(Figura 42) el factor de transcripción klf5 podría ser un actor clave para dirigir 
las actividades de crecimiento en C. estor, ya que es un potente regulador 
positivo de la proliferación celular en tejidos de mamíferos (Li et al., 2015b; 
Zhao et al., 2015; Nandan et al., 2015) responde a condiciones de estrés 
oxidativo (Chen et al., 2014) y participa en el desarrollo de linfocitos T (Yang et 

al., 2003; Cao et al., 2010). Aunque se carece de estudios en modelos de 
peces, la secuencia de este gen está altamente conservada entre vertebrados, 
lo que sugiere funciones biológicas similares entre las especies (Zhao et al., 
2015).  
  
El gen slc43a2 es un actor clave del transporte transmembranal de 
aminoácidos neutrales especialmente de leucina y se encuentra estrechamente 
vinculado con la proliferación celular en vertebrados (Bodoy et al., 2005; Guetg 
et al., 2015; Wang y Holst, 2015; Bröer y Bröer, 2017), así como en la 
activación de linfocitos T (Ananieva et al., 2016). Por su parte el gen hgs esta 
relacionado con la morfogénesis ósea en ratones  (Miura y Mishina, 2011), 
participa en la señalización por endosomas entre rutas que activan la 
vasculogénesis (Pálfy et al., 2012) y está vinculada con la activación del 
sistema inmune ante agentes virales en ratón (Luo et al., 2017). 
 
El gen ctgf está relacionado con la proliferación de células madre 
mesenquimales (Battula et al., 2013) que se diferencian en osteocitos, 
condrocitos, adipocitos, hemocitoblastos, mastocitos y fibroblastos (Waskitani 
et al., 2007). También está vinculado con la producción de la matriz 
extracelular, la diferenciación, proliferación y reparación celular, así como en la 
modulación de procesos inflamatorios (Ivkovic et al., 2003; Luft, 2008; Kular et 

al., 2011; Mokalled et al., 2016). Adicionalmente los genes col2a1, lamb3 y 
sparcl1 se encuentran relacionados con la proliferación celular, el desarrollo de 
la matriz extracelular y el crecimiento de los tejidos de peces (Rotllant et al., 
2008; Wargelius et al., 2009;  Dale y Topczewski, 2011; Bertrand et al., 2013; 
Ryll et al., 2014; Jessen, 2015).  
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Cuando se compara la expresión de col2a1 en salmones (S. salar) cultivados 
en condiciones de luz continua contra organismos en condiciones naturales no 
se observa un cambio significativo en sus niveles de expresión. Sin embargo, 
se propone como un marcador molecular del crecimiento óseo (Wargelius et 

al., 2009) al igual que sparcl1 (Bertrand et al., 2013; Ryll et al., 2014). Además, 
col2a1 interviene directamente en la diferenciación de condrocitos (Wang et al., 
2014) y responde ante la presencia de ROS (Kim et al., 2010).  
 
En conclusión la alta expresión de los genes egfr, klf5, slc43a2, hgs, ctgf, 
col2a1, lamb3 y sparcl1 en C. estor indican una señalización general de 
crecimiento, producción de células madre mesenquimales, desarrollo de la 
matriz extracelular, de los tejidos óseo, cartilaginoso y vascular así como una 
posible activación del sistema inmune en los organismos mantenidos bajo 
condiciones de luz continua. Debido a que no existen reportes en la literatura 
del efecto de la luz sobre la expresión de la mayoría de los genes 
anteriormente mencionados, es necesario desarrollar futuros trabajos para 
conocer las oscilaciones diarias de expresión bajo el efecto de luz continua y 
así explicar con mayor detalle los pulsos de crecimiento de C. estor mantenidos 
bajo estas condiciones fotoperiodicas.     
 
En los organismos sometidos a luz continua también se encuentran genes de 
alta expresión poco caracterizados en vertebrados, que se relacionan con la 
supervivencia y viabilidad celular como lactb2 y ankrd9 (Tabla 17). En estudios 
recientes se reporta que el gen lactb2 presenta funciones de endoribonucleasa, 
sobre las bases (Guanina/Uracilo) de los transcriptos mitocondriales (ssRNA) 
en células humanas y es primordial para el metabolismo de los ácidos 
nucleicos, así como para el buen funcionamiento de la mitocondria (Levy et al., 
2016; Bruni et al., 2017). Aunque se desconocen otras funciones, las 
evidencias sugieren que existe una sobreactivación de la endoribonucleasa, 
probablemente debido a una alta actividad transcripcional en las mitocondrias 
de los organismos bajo condiciones de iluminación continua.   
 
En células cardiacas del pez cebra (D. rerio) se reporta una baja expresión del 
gen ankrd9 bajo condiciones de estrés e hipoxia (Marques et al., 2008;  Sallin y 
Jaźwińska, 2016) y una alta expresion en embriones bajo un tratamiento con 
estradiol (Hao et al., 2013). En el pollo condiciones de oxidación lipídica 
incrementan la expresion de ankrd9 y su expresion se reduce en presencia de 
apoptosis, por lo que al parecer está vinculado con la peroxidación lípidica y la 
supervivencia celular (Wang et al., 2009). En células HeLa se observó que 
ANKRD9 cumple funciones de mantenimiento del tamaño celular y de la 
integridad de la red trans (exportación de vesículas secretoras)  del aparato de 
Golgi, así como de la integridad post-traduccional de la proteína ATP7A 
involucrada en el transporte de Cobre (Malinouski et al., 2014).  
 
Esta evidencias en conjunto sugieren que ankrd9 bajo condiciones de 
iluminación continua en C. estor podría estar vinculado con funciones de 
respuesta ante estrés oxidativo; ya que su alta expresión esta relacionada con 
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la oxidación lípidica y el transporte de Cobre, que es un elemento traza 
indispensable para el buen funcionamiento de enzimas antioxidantes como 
Sod1, Sod3 y las metalotieninas (Buzadžić et al., 2002; Stern et al., 2007; 
Felisola et al., 2014; Ogórek et al., 2017). Sin embargo, se requiere de una 
mayor caracterización de las funciones de este gen en estudios posteriores 
para apoyar esta hipótesis en C. estor.    
 
Los genes gimap4, prss57 y fcgbp también presentan altos niveles de 
transcripción bajo condiciones de luz continua y se encuentran involucrados  
con la regulación del sistema inmune en vertebrados. Especificamente el gen 
gimap4 presenta actividad GTPasa, participa en la diferenciacion de linfocitos 
Th CD4+, regula la secreción de citoquinas e interferon-γ en la región trans del 
aparato de Golgi, además se encuentra vinculado con la proliferación, 
desarrollo y supervivencia de linfocitos T y B (Heinonen et al., 2015a,b). El gen 

prss57, es una secuencia de reciente descubrimiento (Perera et al., 2012; 
Perera et al., 2013) y sus funciones específicas aun no han sido descritas. Sin 
embargo, se ha sugerido que regula la respuesta de neutrófilos y reacciones 
del sistema inmune innato en vertebrados (Akula et al., 2015; Kasperkiewicz et 

al., 2015).  
 
El gen fcgbp, es un componente del sistema inmune innato, aunque se 
desconocen sus funciones exactas, se sabe que está involucrado en la 
formación de la mucosa epitelial contra patógenos en vertebrados 
(Birchenough et al., 2015; Lang et al., 2016). En el Ictalurus spp. se ha 
propuesto una posible interacción con la inmunoglobulinas de la mucosa para 
capturar antigenos bacterianos (Peatman et al., 2015) y genes similares de 
respuesta inmune se han caraterizado a nivel transcriptómico en la mucosa de 
Salmo trutta (Malachowicz et al., 2017), lo que indica la importancia de la 
mucosa en la respueta inmune de los peces. 
 
Con estas evidencias de la alta expresión de gimap4, prss57 y fcgbp se puede 
concluir que existe una activación del sistema inmune a nivel de linfocitos y 
neutrófilos en los peces blancos expuestos a luz continua. No obstante, estas 
observaciones deben de complemetarse con futuros trabajos en el área de 
inmunidad innata y ritmos circadianos (Lazado et al., 2015; Lazado et al., 
2016), que expliquen a mayor profundidad la participación de estos genes y su 
probable vínculo con las condiciones de estrés oxidativo observadas en C. 

estor. 
 
Por último el gen natt-3 se encuentra con altos niveles de expresion en luz 
continua y se sabe que produce una proteína tóxica en peces escorpión. Está  
relacionada con procesos inflamatorios, de vasodilatación, permeabilidad 
vascular, activacion del sistema inmune y estimulación de terminaciones 
nerviosas de dolor (Magalhães et al., 2005; Komegae et al., 2011; Lopes-
Ferreira et al., 2014; Campos et al., 2016).  
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Sin embargo, evidencias recientes en peces que no producen esta toxina, 
indican una posible particpación de un gen de la misma familia (natt-2) en la 
respuesta inmune de la mucosa de Cyclopterus lumpus (Patel y Brinchmannn, 
2017), por lo que es necesario desarrollar una caracterización de la expresión 
de natt-3, con el objetivo de conocer sus posibles funciones en la respuesta 
inmunne de la mucosa en C. estor y su regulación por efectos del fotoperiodo.  
 
El conjunto de 20 genes que presentan altos valores de expresión en luz 
continua (tef, pdk2, ucp2, aqp3, hist1h1b, cyp2k, egfr, klf5, slc43a2, hgs, ctgf, 

col2a1, lamb3, sparcl1, lactb2, ankrd9, prss57, gimap4, fcgbp y natt3), permiten 
concluir de manera global que existen condiciones de estrés oxidativo, que 
modulan la transcripción de genes relacionados con las funciones biológicas de 
ritmos circadianos, metabolismo central, crecimiento y sistema inmune innato. 
Sin embargo, aún hay muchos estudios que se requieren, para tener una 
mayor comprension de los efectos del fotoperiodo sobre el estrés oxidativo, la 
regulación de la transcripcion genica y su importancia biológica en C. estor.    
 
Las múltiples evidencias de los procesos biológicos afectados indican una 
modulación directa de la luz sobre las actividades relacionadas con la 
mitocondria. En recientes trabajos se ha propuesto que este orgánulo cumple 
funciones medulares para el control de los ritmos circadianos, el estrés 
oxidativo, la producción de cortisol, la alimentación, el sistema inmune, el 
crecimiento celular, la apoptosis y la regulación epigenética, entre otras 
funciones (Horvath et al., 2003; Emre y Nübel, 2010; Jou et al., 2010; Zhang et 

al., 2011; Shaughnessy et al., 2014; Calebiro et al., 2014; Tadic et al., 2014; 
Toda y Diano, 2014; Nasrallah y Horvath et al., 2015; Castegna et al., 2015; 
Khan et al., 2015; Barnstable et al., 2016; Leone et al., 2017).  
 
Sin embargo, en los peces la relación entre la exposición a diferentes 
fotoperiodos y la participación de la mitocondria en la regulación de las 
funciones fisiológicas no se ha explorado ampliamente. Las herramientas 
moleculares desarrolladas en el presente trabajo ofrecen una aproximación 
para el desarrollo de futuros trabajos que aborden esta temática y puedan 
definir cual es la participación de la mitocondria en la regulación de los 
mecanismos asociados al crecimiento, la alimentación y supervivencia del pez 
blanco C. estor. 
 
Es interesante que para la mayoría de los genes modulados globalmente por el 
fotoperiodo en C. estor, no existen reportes anteriores del efecto de la luz 
continua sobre su expresión, ya que no son los genes clásicos para los ciclos 
circadianos, el crecimiento, la activación del sistema inmune y el estrés 
oxidativo reportados en la literatura. Por lo que se amplía el panorama para 
desarrollar futuros trabajos sobre los perfiles diarios de estos genes 
involucrados en una multiplicidad de funciones biológicas que regulan el 
desarrollo de los peces y probablemente de otros vertebrados.  
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Además, las similitudes globales de los procesos biológicos afectados en las 
diversas especies de peces con C. estor indican que la luz juega un papel 
decisivo en el control de los múltiples procesos discutidos. Estas observaciones 
evidencian un claro efecto de la luz sobre la fisiología de los organismos, que 
permiten plantear futuros esquemas fotoperiodicos para modular las 
actividades de crecimiento y alimentación de los peces en cultivo.  
 
Aunado a todo lo descrito anteriormente, la caracterización en futuros trabajos 
de los 11 transcriptos “nuevos”, los 22 transcriptos ambiguos, las funciones de 
los genes como tigd1, lactbl1 y plekhd1 que son regulados directamente por la 
luz y que actualmente se desconocen sus principales funciones, plantea 
posibilidades interesantes para el desarrollo de futuros trabajos de 
investigación que amplíen las fronteras del conocimiento sobre las respuestas 
biológicas por la modulación del fotoperiodo. 
 
Finalmente, las herramientas moleculares presentadas en este trabajo, aportan 
información científica de vanguardia, que sin duda potenciará nuevas 
investigaciones para incrementar el conocimiento de los efectos del fotoperiodo 
sobre el crecimiento, alimentación y supervivencia, que a su vez servirán de 
base para el desarrollo de un paquete biotecnológico de cultivo en el pez 
blanco de Pátzcuaro C. estor.  
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4. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES GENERALES 
 
Los mecanismos de percepción lumínica desarrollados por los organismos a 
través de la historia de la evolución (Reiter et al., 2014; Rey y Reddy, 2015), 
indican que existe una estrecha relación entre la exposición a la luz, el estrés 
oxidativo y el control de los ritmos circadianos (D’Autréaux y Toledano, 2007; 
Nakanishi-Ueda et al., 2013; Kuse et al., 2014; Bodvard et al., 2017; Chen et 

al., 2017; Nakashima et al., 2017; Ishii y Rohrer, 2017). Sin embargo, el vínculo 
entre el sistema antioxidante y la exposición a luz continua ha sido 
escasamente investigado en vertebrados (Wilking et al., 2013; Giannetto et al., 
2014; Purushothaman et al., 2015).  
 
Las condiciones lumínicas son fuertes señales ambientales que sincronizan los 
ritmos circadianos en peces. En los que se observa una modulación directa de 
la luz sobre los procesos de alimentación, crecimiento y reproducción (Imsland 
et al., 2007; Migaud et al., 2010; Volkoff et al., 2010; Pittman et al., 2013; Liu et 

al., 2015; Mata-Sotres et al., 2015; Veras et al., 2016; Takahashi et al., 2016; 
Mata-Sotres et al., 2016;  Chi et al., 2017; Espigares et al., 2017). Estos 
conocimientos han permitido utilizar el fotoperiodo para retrasar el inicio de la 
madurez sexual, incrementar el crecimiento y reducir la alimentación en peces 
(Begtashi et al., 2004; Melo et al., 2014, Ammar et al., 2015; Martins et al., 
2015; Volkoff, 2016; Espigares et al., 2017).   
 
Además, en diversos invertebrados acuáticos se ha observado que la luz 
puede influenciar la determinación sexual (Naylor et al., 1988a,b; Hobaek y 
Larsson, 1990; Walker, 2005; Guler et al., 2012) y recientemente en el pez 
atherinópsido Leuresthes tenuis se reportó que un fotoperiodo de 15 horas luz 
puede influir en la tasa de proporción sexual (Brown et al., 2014). Al igual que 
L. tenuis, el pez blanco Chirostoma estor presenta una clara influencia de las 
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condiciones de temperatura sobre su determinación sexual (Corona-Herrera et 

al., 2016). 
 
En el presente trabajo se evaluó a nivel biométrico, histológico y molecular el 
efecto del fotoperiodo sobre los mecanismos de alimentación, crecimiento y 
determinación sexual en C. estor, bajo dos fotoperiodos con iluminación LED 
de amplio espectro: a) fotoperiodo de luz continua (CL) 24 horas luz y b) 
fotoperiodo simulado control (CS) de 12 horas luz/12 obscuridad. 
 
Con respecto a la determinación sexual las evidencias histológicas en C. estor 
indican que el fotoperiodo de CL incrementa la proporción de machos con un 
73.3% vs 40% en el fotoperiodo simulado control (p≤0.05). Por lo que este 
trabajo aporta la primera evidencia de que un fotoperiodo de luz continua 
puede tener un efecto de masculinización en una especie de vertebrado.  
 
Los análisis de expresión relativa de los transcriptos del factor feminizante foxl2 
(Wang et al., 2004; Wang et al., 2007; Wang et al., 2015) y del factor 
masculinizante sox9 (Rodríguez-Mari et al., 2005; Ijiri et al., 2008; Lee et al., 
2009; Wu et al., 2010; Vizziano-Cantonnet et al., 2016) no muestran diferencias 
significativas entre los tratamientos (p>0.05) en larvas de C. estor, a los 5 días 
post-eclosión (DPE). Estos resultados sugieren que al tiempo de muestreo, los 
niveles de expresión transcripcional se encuentran cercanos a su estado basal 
y no es posible observar diferencias significativas entre los tratamientos, por lo 
que es necesario realizar estudios futuros que incluyan el análisis de las 
muestras durante toda la ontogenia temprana para definir el periodo de la 
diferenciación sexual molecular de C. estor.  
 
Aunado a la expresión de los factores feminizantes y masculinizantes, se 
observó una sobreexpresión significativa en los transcriptos de las enzimas 
antioxidantes glutatión reductasa (gsr) y catalasa (cat) relacionadas con el 
control del estrés oxidativo (Giannetto et al., 2014; Purushothaman et al., 2015)  
en el tratamiento de CL vs CS (p≤0.05). Los resultados indican que los 
transcriptos de las enzimas Cat y Gsr relacionadas con el procesamiento del 
H2O2 (Peróxido de hidrógeno) se encuentran en fase de activación y responden 
a probables condiciones de estrés oxidativo bajo las condiciones de iluminación 
continua en C. estor.  
 
Para los transcriptos de superóxido reductasa 2 sod2 y proteína desacoplante 
2 ucp2 relacionados también con la respuesta ante estrés oxidativo (Krauss et 

al., 2005; Vera et al., 2014) no se observaron diferencias significativas entre los 
tratamientos (p>0.05). Debido a lo anteriormente expuesto la participación de 
Sod2 y Ucp2 no se encuentra clarificada, por lo que en futuros trabajos se debe 
de estudiar la expresión de los diferentes genes relativos al estrés oxidativo 
directamente en los tejidos (cerebro, hígado, gónada), a través de estadios de 
desarrollo (embrión, eclosión, larva), así como en diferentes condiciones de 
iluminación (fase obscura, fase luminosa, intensidad y longitudes de onda), que 
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permitan concluir cual es la participación del estrés oxidativo sobre los 
mecanismos de determinación sexual en C. estor.     
 
Además, el transcripto del factor liberador de corticotropina (crf) relacionado 
con la activación del eje de estrés, muestra una sobreexpresión en condiciones 
de iluminación continua (p≤0.05). Sin embargo, en los transcriptos del receptor 
de glucocorticoides gcr1 no se observan diferencias significativas (p>0.05) 
entre tratamientos. La falta de diferencias significativas de la expresión de gcr1, 
coincide con observaciones en larvas del pez cebra D. rerio, ya que no se 
observan cambios en la expresión del receptor de glucorticoides cuando las 
larvas se exponen a tratamientos con Dexametasona (agonista de cortisol) o 
bajo condiciones de hipoxia (Wilson et al., 2016). Incluso en tratamientos de 
cortisol en embriones del pez cebra tampoco se observan diferencias 
significativas entre la expresión de gcr1 (Nesan y Vijayan, 2012). Lo que 
sugiere que gcr1 no participa activamente en la respuesta de estrés durante 
etapas temprana del desarrollo en este tipo de especies. 
 
Por otro lado la sobreexpresión de crf en larvas de C. estor sugiere la 
activación del eje de estrés.  Además, provee evidencia de la correlación entre 
la respuesta al estrés y el efecto de la masculinización por fotoperiodo. Sin 
embargo, se requiere de mayores esfuerzos de investigación para conocer los 
niveles de la hormona cortisol y la expresión de otros genes relacionados con 
el proceso de masculinización en la gónada (Castañeda et al., 2014), para 
poder obtener conclusiones definitivas de la participación del eje de estrés en 
la determinación sexual de C. estor bajo condiciones de iuminación continua, 
como ha sido descrito para otros atherinópsidos (Hattori et al., 2009). 
 
Las evidencias e ideas expuestas en el presente trabajo sobre los procesos de 
determinación/diferenciación sexual y la relación entre la exposición a factores 
ambientales con el estrés oxidativo, ofrecen sustento científico para formular 
algunas preguntas puntuales que ayuden a comprender mejor el fenómeno de 
la determinación sexual ambiental en vertebrados. 
 
Primero, ¿Cual es la interacción entre los genes maestros de determinación 
sexual y el estrés oxidativo?.  Segundo, ¿El estrés oxidativo modula el eje de 
estrés, el eje tiroideo y el eje de reproducción para masculinizar a los 
organismos?. Tercero, ¿Cual es el papel del estrés oxidativo en la 
diferenciación y apoptosis gonádica en vertebrados?. Cuarto, ¿Es posible 
producir una línea de organismos homogaméticos con un control total de la  
determinación sexual ambiental?. Quinto ¿Es posible modular la 
determinación/diferenciación sexual con otros factores que induzcan estrés 
oxidativo en los peces?. Para explorar estas hipótesis, se requiere de un mayor 
esfuerzo de investigación que permita comprender a profundidad los 
mecanismos moleculares que están detrás de la sensibilidad de los organismos 
a factores ambientales, lo cuales influyen los procesos de 
determinación/diferenciación y plasticidad sexual en vertebrados. 
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Con respecto al efecto del fotoperiodo sobre las variables biométricas de 
crecimiento, se observó que el tratamiento de CL incrementa de manera 
significativa (p ≤ 0.05) la masa corporal (66.14 %), la longitud estándar (17.95 
%) y la tasa de crecimiento específico (10.34 %) de los organismos comparado 
con el tratamiento de CS. En otras especies de peces se ha reportado que un 
fotoperiodo de CL incrementa la masa (Nagasawa et al., 2012; Ayala et al., 
2013; Handeland et al., 2013; Martínez-Chávez et al., 2014;  Veras et al., 
2016), la disminuye (Aride et al., 2006; Imsland et al., 2013; Villamizar et al., 
2014) o no existe un efecto evidente (Villamizar et al., 2009; Liu et al., 2015).  
 
La relación masa-longitud indica que los organismos exhiben un crecimiento 
alométrico positivo sin diferencias entre los tratamientos (p ≥ 0.05) es decir que 
para ambas condiciones existe una mayor ganancia proporcional de la masa 
con respecto a la longitud. En conjunto el factor de condición (K) indica que no 
existen diferencias significativas (p ≥ 0.05) entre los tratamientos. Los valores 
observados sugieren condiciones de bienestar general en los organismos 
mantenidos en ambos tratamientos y que la luz continua no afecta el factor de 
condición en la especie. En otros peces tampoco se ha reportado un cambio 
significativo del factor de condición por el uso del fotoperiodo (Karlsen et al., 
2006; Freitas et al., 2009; Giannecchini et al., 2012; Solomon y Okomoda, 
2012; Aragón-Flores et al., 2017).  
 
El análisis de supervivencia en C. estor indica que no existen diferencias 
significativas entre los tratamientos (p ≥ 0.05), de manera similar en otras 
especies no se reportan diferencias entre tratamientos lumínicos (Ghomi et al., 
2011; Falahatkar et al., 2012; Veras et al., 2013; Veras et al., 2016) y existen 
reportes donde se observa que la luz continua incrementa la mortalidad de los 
organismos (Ayala et al., 2013; Liu et al., 2015). 
 
En las variables relacionadas a la alimentación en C. estor, como el consumo 
de alimento y el factor de conversión alimenticia (FCA) se presentan diferencias 
significativas (p ≤ 0.05) entre los tratamientos de CL y CS. Que indican un 
mayor consumo de alimento en luz continua pero una mejor conversión 
alimenticia. Similar a lo observado en Salmo salar (Nordgarden et al., 2003) y 
que contrasta con lo reportado en otras especies donde se observa un 
incremento en el consumo de alimento y el FCA bajo un fotoperiodo de luz 
continua (Ghomi et al., 2011; Liu et al., 2015) o donde no se observa un efecto 
del fotoperiodo en estas variables (Falahatkar et al., 2012; Veras et al., 2013; 
Trejchel et al., 2014).  
 
Aunque la mayoría de los atributos biométricos de crecimiento y alimentación 
son positivos en C. estor, se presentan deformidades en la mandíbula, 
opérculo y columna vertebral de los organismos mantenidos en condiciones de 
iluminación continua comparados con peces del fotoperiodo simulado control (p 
≤ 0.05), lo cual es comúnmente observado en otras especies (Wargelius et al., 
2009; Villamizar et al., 2009; Blanco-Vives et al., 2010; Villamizar et al., 2014). 
Por lo tanto en futuros trabajos es necesario abordar y resolver esta 
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problemática ya que aunque no afecta la supervivencia, si puede afectar el 
desempeño y la funcionalidad de los organismos en cultivo.  
 
De manera general se concluye que un fotoperiodo de luz continua puede ser 
aplicado para mejorar el crecimiento y la conversión de alimento, sin tener 
afectaciones en la supervivencia de embriones y larvas del pez blanco de 
Pátzcuaro (C. estor). Debido a estas observaciones se sugiere que la 
aplicación de un fotoperiodo de luz continua en C. estor, es una herramienta 
útil que permite disminuir los tiempos de crecimiento y aumentar la ganancia de 
peso sin afectar el bienestar general de los organismos. Sin embargo, se 
requiere de estudios posteriores para disminuir la presencia de deformidades 
músculo-esqueléticas en estos organismos y que permitan aplicar este tipo de 
fotoperiodo en la producción comercial de la especie. 
 
Con relación a la presencia de hormonas circadianas melatonina y cortisol. Se 
advierte que no existen diferencias significativas (p ≥ 0.05) en los niveles de 
concentración de melatonina entre los tratamientos durante la fase diurna, 
debido a que la presencia de la luz inhibe la producción de Melatonina como se 
ha reportado en otras especies de peces (Martínez-Chávez et al., 2008; Huang 
et al., 2010; Bayarri et al., 2010; Feng y Bass, 2016). Sin embargo, tampoco se 
observan diferencias significativas entre la fase luminosa y obscura en el 
tratamiento control (CS), donde normalmente en diversas especies de peces se 
reporta una mayor concentración de melatonina durante los periodos de 
obscuridad (Kalamarz et al., 2009; Huang et al., 2010; Muñoz-Perez et al., 
2016; Kulczykowska et al., 2017; Rajiv et al., 2017). Este último resultado en 
CS puede deberse a fallas de sensibilidad de los kits utilizados, por lo que los 
datos obtenidos en C. estor deben tratarse con precaución y se recomienda el 
uso de otras metodologías cromatográficas, para confirmar o descartar los 
resultados del presente trabajo. 
 
Para el caso del perfil de cortisol, se observa un ritmo circadiano típico de 
organismos diurnos en el tratamiento de CS. Sin embargo, para los organismos 
mantenidos en luz continua existen ritmos ultradianos con niveles de cortisol 
por debajo de las concentraciones basales reportadas para CS y con 
diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre tratamientos. Por lo que en C. estor la 
luz continua parece no representar un efecto de estrés en estos organismos, 
como se observa en otras especies de peces expuestos en fotoperiodos de luz 
continua (Falahatkar et al., 2012; Brüning et al., 2015; Biswas y Takii, 2016).  
 
En conclusión la aplicación del fotoperiodo de luz continua en el cultivo de C. 

estor, disminuye la producción de melatonina y modifica significativamente el 
perfil circadiano de la producción de cortisol, lo que indica una disrupción 
circadiana en estos organismos con respecto a los mantenidos en CS. 
Además, el fotoperiodo de CL no incrementa las concentraciones de cortisol, 
por lo tanto sugiere una alta plasticidad de los organismos para adaptarse, 
sobrevivir y crecer bajo estas condiciones lumínicas.  
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Por otro lado el transcriptoma De Novo realizado en C. estor, presenta un total 
de 68,960 contigs únicos, anotados en 43,314 proteínas. El análisis de 
enriquecimiento en términos de GO indica que 126,929 términos se encuentran 
involucrados en procesos biológicos, 98,712 pertenecen al rubro de 
componentes celulares y 36,670 presentan una función molecular. El análisis 
Kegg indica la anotación de 791 genes involucrados en rutas metabólicas 
primarias, 224 en rutas secundarias y la identificación de 383 procesos 
biológicos.  
 
Los valores del porcentaje de anotación, el análisis de enriquecimiento GO y 
Kegg, en conjunto con la longitud promedio de los contigs (787 pb) y el N50 
(1324 pb). Indican que el transcriptoma de C. estor se encuentra dentro de los 
parámetros reportados para otros transcriptomas De Novo en peces (Vidotto et 

al., 2013; Aedo et al., 2014; Li et al., 2014; Zhenzhen et al., 2014; Yue et al., 
2015; Bain et al., 2015; Fang et al., 2015; Chen et al., 2016; Sun et al., 2016ª; 
Chatchaiphan et al., 2017;  Kumar et al., 2017; Li et al., 2017; Liu et al., 2017; 
Lu et al., 2017; Malachowicz et al., 2017; Sun et al., 2017; Xu et al., 2017; Zhu 
et al., 2017).  
 
La caracterización transcriptómica de C. estor, provee una cantidad abundante 
de información genómica y herramientas moleculares básicas de alta calidad 
en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. Por lo tanto se abre la oportunidad 
para el desarrollo de una multiplicidad de futuros trabajos, involucrados en la 
determinación de la expresión de genes específicos, según sea el interés de 
cada investigación particular (Crecimiento, alimentación, reproducción, 
metabolismo, respuesta inmune, mecanismos moleculares, etc.). Además, al 
ser uno de los primeros transcriptomas realizados para la familia 
Atherinopsidae junto con los reportados para los pejerreyes (Hughes et al., 
2017) ofrece la oportunidad de realizar comparaciones genómicas evolutivas 
con los organismos de esta y otras familias de peces o vertebrados.  
 
El análisis de expresión diferencial indica que 169 transcriptos se encuentran 
diferencialmente expresados (p<0.05), de los cuales 141 transcriptos presentan 
bajos niveles de expresión y solamente 28 transcriptos exhiben altos niveles de 
expresión en el tratamiento de luz continua. Esto indica una represión a nivel 
transcripcional por efecto de la luz, como se observa en otras especies de 
peces y vertebrados (Fukuhara y Tosini, 2008; Bayle et al., 2009; Ben-Moshe et 

al., 2014).  
 
Del total de transcriptos diferencialmente expresados, 115 presentan anotación 
funcional, 22 tienen anotación ambigua y 11 son secuencias no descritas en las 
bases de datos. El análisis de enriquecimiento en términos de GO y Kegg 
revela que el tratamiento de luz continua disminuye la expresión de genes 
relacionados con las actividades de fototransducción, transporte de vesículas 
sinápticas, metabolismo de purinas, transporte transmenbranal iónico, ácido 
carboxílico y aminoácidos, entre otros. Además, los genes que presentan altos 
niveles de expresión en el tratamiento de CL están involucrados principalmente 
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con las funciones biológicas de ritmos circadianos, metabolismo central, 
crecimiento y sistema inmune innato. 
 
En otras especies de peces también se ha reportado que la luz incide sobre la 
regulación metabólica (purinas, lípidos, aminoácidos, xenobióticos, etc.), la 
regulación de actividades de fototransducción, estrés oxidativo, ritmos 
circadianos, modulación de la transcripción, proteólisis, mecanismos 
epigéneticos, apoptóticos y sistema inmune, entre otros (Bonnet et al., 2007; 
Toyama et al., 2009; Gavriouchkina et al., 2010; Weger et al., 2011; Amaral y 
Johnston, 2012; Nagasawa et al., 2012; Li et al., 2013; Ben-Moshe et al., 2014; 
Giannetto et al., 2014; Li et al., 2015ª; Koop et al., 2015;  Martins et al., 2015; 
Purushothaman et al., 2015; Khan et al., 2016; Boyle et al., 2017;  Carmona-
Antoñanzas et al., 2017; Yufera et al., 2017). 
 
Es interesante que para la mayoría de los genes modulados globalmente por el 
fotoperiodo en C. estor, no existen reportes anteriores del efecto de la luz 
continua sobre su expresión, ya que no son los genes clásicos para los ciclos 
circadianos, el crecimiento, la activación del sistema inmune y el estrés 
oxidativo reportados en la literatura. Por lo que se amplía el panorama para 
desarrollar futuros trabajos sobre los perfiles circadianos de expresión para 
estos genes involucrados en una multiplicidad de funciones biológicas que 
regulan el desarrollo de los peces y probablemente de otros vertebrados.  
 
Las múltiples evidencias de los procesos biológicos afectados indican una 
modulación directa de la luz sobre las actividades relacionadas con la 
mitocondria. En recientes trabajos se ha propuesto que este orgánulo cumple 
funciones medulares para el control de los ritmos circadianos, el estrés 
oxidativo, la producción de cortisol, la alimentación, el sistema inmune, el 
crecimiento celular, la apoptosis y la regulación epigenética, entre otras 
funciones (Horvath et al., 2003; Emre y Nübel, 2010; Jou et al., 2010; Zhang et 

al., 2011; Shaughnessy et al., 2014; Calebiro et al., 2014; Tadic et al., 2014; 
Toda y Diano, 2014; Nasrallah y Horvath et al., 2015; Castegna et al., 2015; 
Khan et al., 2015; Barnstable et al., 2016; Leone et al., 2017).  
 
Sin embargo, en los peces la relación entre la exposición a diferentes 
fotoperiodos y la participación de la mitocondria en la regulación de las 
funciones fisiológicas no se ha explorado ampliamente. Las herramientas 
moleculares desarrolladas en el presente trabajo ofrecen una aproximación 
para el desarrollo de futuros trabajos que aborden esta temática y puedan 
definir cual es la participación de la mitocondria en la regulación de los 
mecanismos asociados al crecimiento, la alimentación y la determinación 
sexual del pez blanco C. estor. 
 
En conjunto estos resultados demuestran por primera vez a nivel 
transcriptómico los efectos globales del uso de luz continua en un pez 
teleósteo. También sugieren de manera general que las diferentes condiciones 
lumínicas no afectan la supervivencia de los organismos de manera negativa. 
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Además, demuestran que el fotoperiodo de CL puede funcionar como un 
disruptor circadiano que permite modular la ganancia en peso de manera 
positiva, que mejora la conversión alimenticia, que es capaz de modular la 
expresión de genes y favorece el crecimiento en organismos mantenidos bajo 
condiciones de luz continua. 
 
Las evidencias biométricas, histológicas y moleculares sugieren que el uso de 
un fotoperiodo de luz continua con iluminación LED, desde la etapa de 
fertilización, incide de manera significativa en el desarrollo biológico general de 
C. estor. Que afecta los ejes de crecimiento y alimentación, así como la 
determinación sexual a través de mecanismos complejos relacionados con el 
estrés oxidativo. Los cuales deben ser abordados desde múltiples enfoques 
para conocer sus particularidades y así tener una mayor comprensión a 
diferentes niveles de la plasticidad biológica de estos peces ante condiciones 
de iluminación constante. 
 
Finalmente, las herramientas moleculares presentadas en este trabajo, aportan 
información científica de vanguardia, que sin duda potenciará nuevas 
investigaciones para incrementar el conocimiento de los efectos del fotoperiodo 
sobre el crecimiento, alimentación, supervivencia y determinación sexual, que a 
su vez servirán de base para el desarrollo de un paquete biotecnológico de 
cultivo en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
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APÉNDICE A. PERFIL METABOLÓMICO CUALITATIVO Y CUANTITATIVO 
POR RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DEL PEZ BLANCO DE 

PÁTZCUARO Chirostoma estor 
 
A1. Metodología para la obtención de metabolitos y análisis de resonancia 
magnética nuclear 
 
Además de efectuar los trabajos relacionados a los objetivos planteados en el 
presente proyecto de doctorado, se realizaron estudios por la técnica de 
resonancia magnética nuclear (NMR) en el centro de análisis químicos, 
investigación y entrenamiento de la Memorial University en Newfoundland, 
Canadá. Con el fin de obtener un perfil metabolómico cualitativo y cuantitativo 
de los peces blancos mantenidos bajo los tratamientos de fotoperiodo simulado 
control (CS) y luz continua (CL). 
 
Para este análisis de NMR se obtuvieron muestras de peces de los 
tratamientos: CS (n=3) y CL (n=3) durante la fase lumínica (12:00 pm) a las 12 
SPE. Los organismos fueron sedados con agua helada y fueron colocados 
inmediatamente en Nitrógeno líquido, para después almacenarlos a -80ºC 
hasta su análisis. Posteriormente se obtuvo su masa húmeda y se sometieron 
a condiciones de  liofilización (-50ºC) durante 24 horas. Una vez finalizado este 
proceso se obtuvo su masa seca y se procedió a diseccionar las cabezas del 
pez blanco para realizar el paso de extracción con los solventes de 
Metanol:Cloroformo:Agua (Ching et al., 2007; Wu et al., 2008).  
 
Inicialmente se obtuvo la masa seca de las cabezas diseccionadas y se 
colocaron en un sistema automático de homogenización Precellys 
(precellys.com) a 5000 rpm durante 15 segundos. Posteriormente se agregaron 
4 ml de metanol y 1.6 ml de agua grado HPLC (por cada gramo de masa 
humedad “gwm”). Consecutivamente se homogenizaron las muestras a 6500 
rpm durante 15 segundos, al finalizar se adicionaron 4 ml de cloroformo y 2 ml 
de agua HPLC (gwm). Después se colocaron en un homogenizador orbital (30-
60 seg), se incubaron en hielo por 10 minutos y se llevo a cabo la separación 
de la fase polar por centrifugación refrigerada (2000 x g) durante 5 minutos 
(Ching et al., 2007; Wu et al., 2008) (Figura 46).    
 
La fase polar fue colocada en un evaporador centrífugo a temperatura 
ambiente durante 60-180 minutos, una vez obtenida la fase polar sin presencia 
de solventes se procedió a rehidratar la muestra con 600 ul de buffer de 
fosfatos (100 mmol.L-1) disuelto en agua deuterizada (D2O) a pH 7.3 (Schock et 

al., 2013). A la mezcla se le adicionó el compuesto de referencia para NMR 
tetrametilsilano TMS (Hoffman, 2006) a una concentración de 1 mmol.L-1. Las 
muestras rehidratadas y homogenizadas se utilizaron para realizar los análisis 
de espectroscopia de protones NOESY (1H-1D), la espectroscopia 
correlacionada de protones COSY (1H-2D) y la espectroscopia correlacionada 
cuántica simple heteronuclear HSQC de protones y carbonos (1H-13C) (Figura 
46). 
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Los estudios de metabolómica por NMR fueron realizados en un 
espectroscopio Bruker de 500 megaHertz (Mhz) con ayuda del programa de 
operación Topspin 1.3 (www.bruker.com). La espectroscopia de protones 
NOESY en 1 dimensión (1H-1D) se realizó con el método noesygppr1d 
(Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). Este método permite medir la 
dinámica molecular de los protones incluyendo el efecto de la distancia entre 
los mismos para investigar la conformación y determinar la proximidad de 
sistemas de espines adyacentes (Kaltschnee et al., 2016). 
 
En este método se aplican pulsos en gradiente (pulsos de radiofrecuencia (RF) 
electromagnética heterogéneos durante cortos periodos de tiempo que 
aumentan la resolución del espectro de NMR). Los pulsos se realizaron en 
condiciones de presaturación (supresión de la señal del solvente) durante el 
tiempo (500-900 milisegundos) de mezcla de intensidades de los pulsos de RF, 
así como en el tiempo de relajación (1-5 segundos) de los protones en el eje Z 
(T1) y el eje X,Y (T2). Para obtener el espectro se adquirieron 65,536 puntos 
de datos en 64 lecturas a través del espectro de cambio químico respecto a la  
frecuencia (Hertz/MegaHertz) de 12.01 (ppm) expresado en partes por millón 
(Harris et al., 2001).  
 
Para el caso de la espectroscopia homonuclear correlacionada de protones 
COSY (1H-2D)  en 2 dimensiones se utilizó el método cosygpqf2D (COrrelation 
SpectroscopY). Este método permite determinar los valores absolutos de la 
interacción entre los protones (escalar “J” coupling) a través de sus enlaces 
químicos que dependen de la interacción entre sus espines nucleares y los 
espines de los electrones de enlace (Roberts, 2013). En este método también 
se aplican pulsos en gradiente de RF con condiciones de presaturación durante 
el tiempo de relajación (1-5 s) de los protones (T1 y T2), el espectro se obtuvo 
mediante 64 lecturas con 2048 puntos de datos para 12.01 ppm.   
 

 
 
Figura 46. Proceso de extracción de metabolitos por el método de Metanol:Cloroformo:Agua 
para análisis de resonancia magnética nuclear en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
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Por otro lado el experimento de espectroscopia correlacionada cuántica simple 
heteronuclear HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) de protones 
y carbonos (1H-13C), puede determinar la correlación de las frecuencias 
estrechas de resonancia entre los pares de 1H-13C. En la muestras de pez 
blanco se aplico el método (hsqcedetgpsisp2.2) el cual aplica pulsos 
intermitentes de RF que cambian las características térmicas de la muestra con 
el fin de desacoplar químicamente los pares 1H-13C. Por lo que requiere de un 
gran número de lecturas y es muy sensible a las condiciones de temperatura e 
imperfecciones de los pulsos de RF (Ganten and Ruckpaul, 2006). En este 
método se asumió un tiempo de relajación de (1-5 s) y un tiempo inter-pulsos 
de (3.45 ms), el espectro se obtuvo mediante 64 lecturas con 2048 puntos para 
12.01 ppm en el eje de los protones 1H y 180 ppm en el eje de los carbonos 13C 
(Shock et al., 2013). 
 
Para obtener las líneas del espectro de alta resolución se adquirieron los 
valores FID (Free Induction Decay) (Hollas, 2005). La señal es dependiente del 
tiempo y es generada por los espines nucleares magnetizados en desequilibrio 
(cambio de la orientación del eje de rotación o precesión de Larmor alrededor 
del campo magnético aplicado). La cual es inducida por el pulso resonante de 
radiofrecuencia electromagnética cercana a la frecuencia de Larmor de los 
espines nucleares (Hopf et al., 2010). 
 
Para mejorar la señal de los picos espectrales sobre el ruido de fondo, se 
multiplicó los valores de FID por el exponencial LBF (line broadening factor, 
que minimiza la amplitud del pico de frecuencia de los protones debida a la 
interacción entre los espines nucleares y los electrones de otros átomos 
contiguos) con un valor de 0.3 Hertz (www.bruker.com). Posteriormente a los 
datos se les aplicó una transformación de Fourier (FT), que básicamente 
transforma el conjunto de todas las frecuencias de resonancia de los diferentes 
protones en una sola línea de espectro, con corrección automatizada de la 
línea base y de la fase de la onda (Schock  et al., 2013). 
 
El método de corrección incluye valores de orden cero PHC0 (0 a 360 grados 
no dependiente de la frecuencia de la onda) que es aplicada a todos los picos 
del espectro. Además de una corrección de fase de primer orden PHC1 
(función linear proporcional a la frecuencia de la onda) y es dependiente de las 
distorsiones de la fase (cambio del entorno químico de los protones debido al 
movimiento orbital de los electrones de los enlaces). Con ambas correcciones 
PHC0 y PHC1 se obtienen las ondas de los protones (1H) en fase para graficar 
el espectro final (www.bruker.com). 
 
Las gráficas obtenidas de los tres diferentes experimentos de espectroscopia 
NMR fueron analizados con el programa Mestrenova 10.0 
(www.mestrelab.com). Con este programa se realizó la corrección manual de la 
línea base y de la fase de onda, así como los análisis de interacción de 
protones (J-coupling), las integraciones de las áreas bajo la curva y la 
comparación cualitativa de los picos espectrales de los experimentos de 
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NOESY (1H-1D) y COSY2D (1H-2D). Para la comparación estadística 
cuantitativa de NOESY se utilizó el programa Metaboanalyst 3.0 
(http://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml) y para la identificación de 
metabolitos se utilizo el programa Chenomx NMR suite 8.3 
(https://www.chenomx.com/). Para el caso del experimento HSQC (1H-13C) 
únicamente se realizó la visualización de la gráfica del espectro con el 
programa Mestrenova 10.0. 
 
A2. Resultados de los análisis de resonancia magnética nuclear 
 
El primer paso para obtener el perfil metabolómico cualitativo fue realizar 
pruebas preliminares para estandarizar el protocolo de extracción de 
metabolitos. Una vez estandarizada la extracción con el método  
Metanol:Cloroformo:Agua, se colocaron las muestras en el espectroscopio para 
realizar la estandarización de los métodos experimentales de NMR. Con el 
método de noesygppr1d estandarizado, se realizó la medición de una muestra 
blanco que solo contenía el buffer de fosfatos disuelto en agua deuterizada 
(D2O). En la Figura 47 se observa el espectro (Transformada de Fourier) con 
análisis de los picos espectrales (protones) en 1.09, 1.10, 1.12, 3.13, 3.22, 3.28 
y 3.42 ppm (Hertz/Megahertz de frecuencia), así como las integrales del área 
bajo la curva de cada pico reportado. El pico suprimido alrededor de 4.65 ppm 
corresponde a la supresión del agua deuterizada.  

 
 
Figura 47. Espectro 1H-1D NMR con análisis de picos espectrales e integrales del disolvente 
de buffer de fosfatos y agua deuterizada (D2O) utilizado como disolvente en las muestras del 
pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
  
Una vez que se comprobó los picos del espectro del disolvente, que indica la 
ausencia de contaminantes en el buffer preparado. Se procedió a realizar las 
mediciones de espectroscopia en las muestras (n=3) del fotoperiodo simulado 
control (CS) y en las muestras (n=3) del fotoperiodo de luz continua (CL).  
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Las muestras de CS presentaron un total de 83, 113 y 87 picos catalogados 
como compuestos para las muestras CS_A, CS_B y CS_C respectivamente. 
Las muestras del tratamiento de CL presentan 110, 116 y 111 picos 
catalogados como compuestos en las muestras CL_A, CL_B y CL_C 
respectivamente (Tabla 22). En la Figura 48, se observa el ejemplo de dos 
espectros con análisis de picos espectrales, así como las integrales de las 
áreas bajo la curva. La parte superior de la figura (A) corresponde a una 
muestra del tratamiento CS y la parte inferior (B) corresponde a un espectro del 
tratamiento de CL.  
 

 
 
Figura 48. Espectros 1H-1D NMR con análisis de picos espectrales e integrales en el pez 
blanco de Pátzcuaro C. estor. A) Muestra del fotoperiodo simulado control (CS); B) Muestra del 
fotoperiodo de luz continua (CL).  
 

A

B
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Con los espectros obtenidos de las muestras de CS y CL, se procedió a 
realizar una comparación grafica entre las muestras, para observar si existían 
diferentes patrones diferenciales cualitativos de los picos espectrales entre los 
tratamientos. En la Figura 49, se observan las tres muestras para el tratamiento 
control (parte superior de la gráfica) y las tres muestras para el tratamiento de 
luz continua (parte inferior de la gráfica). Como se distingue en la Figura 49, no 
existen diferencias a nivel visual en los espectros de las diferentes muestras. 
Estos resultados sugieren que no existen cambios significativos en los perfiles 
cualitativos de los espectros obtenidos por el método de 1H1D NMR para las 
muestras de ambos tratamientos.        

 
 

Figura 49. Comparación cualitativa de espectros 1H-1D NMR en el pez blanco de Pátzcuaro C. 

estor. Muestras del fotoperiodo simulado control (CS_A, CS_B y CS_C); Muestras del 
fotoperiodo de luz continua (CL_A, CL_B y CL_C).  
 
Debido a los resultados obtenidos en el perfil cualitativo se procedió a realizar 
un análisis estadístico cuantitativo con las intensidades de los picos 
espectrales con el programa Metaboanalyst 3.0. En la Tabla 22 se observan los 
valores de los picos y las intensidades utilizadas para cada una de las 
muestras. Cabe mencionar que a pesar de que las muestras contienen un 
mayor número de picos espectrales, en el análisis cuantitativo solo fueron 
utilizados aquellos que fueron catalogados como posibles compuestos por el 
programa Mestrenova 10.0.  
 
El análisis estadístico realizado indica que las muestras (n=6) contienen en 
total 620 picos espectrales con un promedio de 103.3 picos por muestra. El 
programa agrupo los picos en 54 grupos, en cada grupo identificado los picos 
fueron sumados para realizar un agrupamiento de intensidades por cada 
muestra. Los picos que aparecen en menos de la mitad de las muestras para 
cada tratamiento fueron ignorados en el análisis estadístico correspondiente. 

CS_C

CL_C

CS_B

CS_A

CL_A

CL_B
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Tabla 22. Valores de intensidad de los picos espectrales 1H-1D NMR utilizados para el análisis 
estadístico cuantitativo en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
 

 
Muestras del fotoperiodo simulado control (CS_A, CS_B y CS_C); Muestras del fotoperiodo de 
luz continua (CL_A, CL_B y CL_C). 
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Con ayuda del programa se realizó un filtro de los datos para identificar y 
remover las variables no deseables en el modelado matemático. El método 
utilizado para las muestras fue el de rangos intercuartiles (IQR), el cual 
remueve los valores que se encuentran constantes entre las muestras y de 
esta manera se enfoca en los valores que presentan cambios entre los 
tratamientos.  
 
Posterior al paso de filtrado se realizó un proceso de normalización de los 
datos para ajustar las diferencias entre las variables de las muestras. Los datos 
fueron normalizados con los valores de la media, para luego ser transformados 
con la función logarítmica (log). Posteriormente fueron escalados con el método 
de escala por intervalos, el cual permite comparar los metabolitos relativos al 
intervalo de la respuesta biológica, asumiendo que todos los metabolitos 
presentes en la muestra son igualmente importantes.  
 
Como primer resultado del análisis estadístico se obtuvo la gráfica de 
componentes principales (PCA). El análisis realiza una transformación lineal del 
conjunto de valores de variables posiblemente correlacionadas en valores de 
variables sin correlación lineal (componentes principales) con la preservación 
de la varianza de los datos originales.  
 
En la Figura 50, se distinguen dos conjuntos distintos correspondientes a los 
tratamientos de CS y CL.  Esto muestra que los valores de intensidad de los 54 
grupos de picos espectrales presentan una similitud por efecto de cada 
tratamiento analizado. Lo que sugiere una mayor similitud de la intensidad 
entre las muestras del tratamiento de luz continua (CL), mientras que el 
tratamiento de fotoperiodo simulado (CS), presenta mayores puntos de 
dispersión en la gráfica.   

 
Figura 50. Análisis de componentes principales (PCA) de los niveles de intensidad de picos 
espectrales 1H1D NMR en muestras de fotoperiodo simulado control (CS) y las muestras del 
fotoperiodo de luz continua (CL) en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
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Además, se obtuvo un análisis (log2FC) de cambio en los niveles de intensidad 
de los 54 grupos de picos espectrales. Este análisis identificó once grupos 
(0.85, 0.97, 1.38, 1.91, 2.6, 2.63005, 3.17, 3.39, 3.81, 6.06 y 6.08) entre los 
tratamientos. Posteriormente se aplicó un análisis de FDR (false discovery rate) 
que identificó los valores correspondientes a 6 grupos (1.38, 3.33, 3.39, 3.82, 
6.06 y 6.08). Con la aplicación de estos métodos estadísticos se obtuvieron 4 
picos espectrales que cumplen las condiciones para ser considerados como 
diferencialmente presentes (Tabla 23). El pico 1.38 ppm presenta un valor 
log2FC negativo, esto indica una baja presencia en el tratamiento de luz 
continua, mientras que los valores de 3.39, 6.06 y 6.08 indican una alta 
presencia en el tratamiento de CL.     
 
Tabla 23. Valores de presencia diferencial cuantitativa de los picos espectrales 1H-1D NMR en 
el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 

 
ppm (Identificador partes por millón del pico espectral); log2FC (Cambio del nivel de expresión 
en logaritmo en base 2); FDR (False discovery rate); P-Value (Valor probabilístico de error) 
 
Por otro lado, se realizó un análisis de correlación de las intensidades por cada 
uno de los 54 grupos de picos espectrales analizados. En la Figura 51, se 
puede observar que alrededor del 50% de los grupos presentan altos niveles 
de correlación. Para el caso específico del pico espectral de 1.38 ppm se 
observa una alta correlación con los grupos de 0.97, 1.94, 3.12, 3.17 y 3.93 
ppm, esto sugiere que podría existir un vínculo entre estos picos espectrales, 
que pueden servir de base para la identificación del metabolito involucrado. 
Para los picos espectrales 3.39, 6.06 y 6.08 ppm se observan bajos niveles de 
correlación con 14 picos espectrales (3.06, 2.27, 3.9, 2.05, 1.94, 0.97, 3.12, 
1.975, 7, 2.2901, 3.64, 3.93, 3.17 y 1.38) lo que sugiere una posible interacción 
con el resto de los picos espectrales graficados (Figura 51). Sin embargo estas 
sugerencias deben profundizarse con futuros trabajos de identificación de 
metabolitos específicos. 
 
Según la tabla espectral referenciada a Tetrametilsilano (Figura 52), el pico 
espectral de 1.38 ppm podría tratarse de un metabolito con presencia de los 
grupos funcionales 2´ Alquilo (Etilo), alcohol, hidroxilo o grupo amino. Para el 
caso del pico de 3.39 ppm podría tratarse de un metabolito que contiene 
alguno de los grupos funcionales éter, haluro de alquilo, alcohol, hidroxilo o 
grupo amino. Con respecto a los picos de 6.06 y 6.08 ppm podría tratarse de 
metabolitos con grupos funcionales amidas, fenólicos o aromáticos; estos 
resultados indican que se debe realizar una caracterización más profunda con 
otras técnicas de identificación de metabolitos como espectrometría de masas, 
que además permitan realizar cuantificaciones precisas de la cantidad de 
metabolitos presentes en las muestras. 
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Figura 51. Análisis de correlación de los picos espectrales 1H1D NMR en las muestras de 
fotoperiodo simulado control (CS) y las muestras del fotoperiodo de luz continua (CL) en el pez 
blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 
 
 

 
 
Figura 52. Cambios químicos espectrales (ppm) para experimentos 1H1D NMR referenciados a 
TMS (Tetrametilsilano). http://www.compoundchem.com/wp-
content/uploads/2015/02/Analytical-Chemistry-1-H-NMR-Chemical-Shifts.png 
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Por otro lado, para conocer el comportamiento de los niveles de intensidad de 
los picos espectrales por cada muestra se realizó una gráfica tipo heatmap 
(Figura 53). En la parte superior de la gráfica se observa el dendrograma de 
agrupamiento de las muestras, que indica dos grupos diferenciados de acuerdo 
a las intensidades de los picos espectrales y que corresponden a cada 
condición experimental (CS y CL).  
 

 
 
Figura 53. Gráfica de los niveles de intensidad de los picos espectrales 1H-1D NMR en las 
muestras de fotoperiodo simulado control (CS) y las muestras del fotoperiodo de luz continua 
(CL) en el pez blanco de Pátzcuaro C. estor.  
 
El dendrograma de la porción izquierda de la Figura 53 indica el agrupamiento 
de los picos espectrales de acuerdo sus niveles de intensidad. En el caso del 
pico espectral 1.38 ppm (baja presencia en CL) se observa un agrupamiento 
directo con los picos 3.17 y 3.12. Así como un agrupamiento secundario con 
0.97, 1.94 y 1.975 ppm, esto indica que los picos de 0.97, 1.94, 3.17 y 3.12 
ppm no solo tienen una alta correlación con el pico de 1.38 ppm (Figura 51); si 
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no que también existe un patrón común en los niveles de intensidad entre las 
muestras, lo que sugiere una relación estrecha entre estos picos (Figura 53). 
Los picos espectrales de 3.39, 6.06 y 6.08 ppm (alta presencia en CL) se 
agrupan directamente y presentan un agrupamiento secundario con los picos 
de 3.33 y 3.82. En conjunto estos resultados indican una interacción de los 
picos espectrales  diferencialmente presentes con otros picos del espectro en 
cada muestra, por lo que estas observaciones pueden servir de base para la 
identificación futura de estos metabolitos con presencia diferencial entre los 
tratamientos de CS.  
 
Adicionalmente al análisis 1H1D, se realizó un análisis cualitativo COSY (1H-
2D) en 2 dimensiones con el método cosygpqf2D (COrrelation SpectroscopY). 
Este método identifica correlaciones entre los protones de las muestras. Cabe 
mencionar que este análisis COSY (1H-2D)  fue de tipo exploratorio por lo que 
solo se analizó una muestra de cada condición experimental (Figura 54). Con 
este análisis cualitativo se distinguieron diferencias en el número de picos 
espectrales correlacionados.  En la muestra del fotoperiodo control se reportan 
849 picos mientras que para la muestra de CL se reportan 955 picos 
espectrales. En la Tabla 24 se reportan 72 picos que únicamente están 
presentes en la muestra de CS y 120 picos espectrales que solo se encuentran 
presentes en la muestra de CL. 
 
Tabla 24. Picos espectrales COSY 1H-2D con presencia única en las muestras de fotoperiodo 
simulado control (CS) y las muestras del fotoperiodo de luz continua (CL) en el pez blanco de 
Pátzcuaro C. estor. 
 

 
f1ppm (Identificador partes por millón del pico espectral en la dimensión 1); f2ppm (Identificador 
partes por millón del pico espectral en la dimensión 2).  
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Figura 54. Comparación cualitativa de espectros COSY(1H-2D) NMR en el pez blanco de 
Pátzcuaro C. estor. A) Muestra del fotoperiodo simulado control (CS); B) Muestra del 
fotoperiodo de luz continua (CL).  
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En la Figura 54 se observan los picos espectrales para las muestras analizadas 
en cada tratamiento. En estas gráficas puede visualizarse los picos únicos 
descritos en la Tabla 24. En conjunto los resultados del análisis exploratorio  
COSY (1H-2D) sugieren que existen diferencias cualitativas entre los espectros 
de las muestras de CS y CL. Sin embargo se requiere de estudios posteriores 
con un mayor número de muestras para demostrar cuales son los metabolitos 
involucrados, así como los cambios en los niveles de presencia/ausencia de los 
mismos.  
 
Con las muestras utilizadas para el análisis COSY (1H-2D) también se realizó 
un análisis de espectroscopia correlacionada cuántica simple heteronuclear 
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) de protones y carbonos 
(1H-13C) con el método (hsqcedetgpsisp2.2). Los espectros obtenidos de este 
análisis no cumplieron con la resolución esperada, ya que para obtener una 
buena resolución en los carbonos presentes en las muestras se requiere de un 
ambiente criogénico al momento de realizar el análisis de NMR. El laboratorio 
donde se realizaron los análisis de NMR no contaba con este aditamento del 
espectroscopio por lo que no fue posible mejorar el espectro HSQC.  
 
En la Figura 55, se observa el espectro obtenido del análisis HSQC (1H-13C) 
NMR. Es evidente que el espectro de carbonos (porción izquierda de la figura) 
no tiene la resolución adecuada para poder identificar picos espectrales en la 
matriz de la gráfica. Para futuros trabajos realizar el experimento de HSQC es 
importante, ya que aporta información precisa para la identificación de los 
metabolitos de una manera más sencilla que con los otros métodos 
desarrollados.    
 

 
 
Figura 55. Espectro HSQC (1H-13C) NMR en las muestras del pez blanco de Pátzcuaro C. 

estor. 
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Por último con ayuda del programa Chenomx NMR suite 8.3, se lograron 
identificar 338 metabolitos presentes en las muestras (n=6) para CS y para CL, 
con metabolitos relacionados al metabolismo central, de aminoácidos, 
carbohidratos, proteínas, lípidos, etc. Los resultados obtenidos no se muestran 
en este apéndice debido a que no se cuenta actualmente con una licencia para 
exportar los resultados del programa Chenomx, sin embargo serán 
presentados en la publicación del artículo correspondiente. 
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APÉNDICE B. SECUENCIACIÓN GENÓMICA DE NOVO DEL PEZ BLANCO 

DE PÁTZCUARO Chirostoma estor 
 
B1. Metodología de extracción de ADN y secuenciación masiva (DNA-seq) 
 
Aunado a los estudios transcriptómicos y metabolómicos, también se realizó la 
secuenciación del genoma de C. estor con un sistema de secuenciación 
masiva (DNA-seq) en el Laboratorio Nacional de Síntesis Ecológica (LANASE), 
de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) campus Morelia.  
 
Como primer paso se obtuvo un pez adulto macho de C. estor de las 
instalaciones del Laboratorio Nacional de Nutrigenómica y Microbiómica 
Digestiva Animal (LANMDA). Este organismo se colocó en agua helada y 
posteriormente fue sacrificado para obtener una sección profunda del músculo 
en condiciones de esterilidad, con el fin de evitar contaminación por bacterias 
de la piel o del medio circudante. 
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Con el tejido muscular de C. estor se realizo una extracción de DNA genómico 
(DNAg) con el método CTAB y un tratamiento de RNasa (Mirimin et al., 2015). 
Una vez que se observó la integridad del DNAg por una electroforesis con un 
gel de agarosa al 1.5%, se realizó la limpieza y separación de fragmentos de 
DNA con el uso de las perlas AMPure XP según instrucciones del fabricante 
(www.beckman.com). 
 
Una vez obtenidos los fragmentos con el tamaño requerido por el Nextera DNA 
Library preparation kit, se procedio a construir las librerias de secuenciación 
según instrucciones del fabricante (www.illumina.com). Se realizó una corrida 
de amplificación y secuenciación con una High-output Flow Cell en el Next seq 
550 de illumina que permite obtener hasta 800 millones de lecturas pareadas (2 
x 150 bp) con una salida de 100-120 Gigabases y con una calidad phred mayor 
a Q30 en al menos el 75% de las lecturas del DNAg.    
 
B2. Resultados de secuenciación genómica masiva (DNA-seq) 
 
Con la corrida de secuenciación del genoma de C. estor en 150 ciclos, se 
obtuvo en promedio 131.1 Gigabases con una calidad mayor a Q30 en el 
83.8% de las lecturas del DNAg (Figura 56). Estos valores indican que los 
resultados fueron mayores a las expectativas de los parametros marcados por 
el equipo de illumina. Cabe mencionar que el genoma del pez blanco C. estor, 
se calcula en alrededor de 800 megabases de acuerdo al tamaño del genoma 
de otras especies similares. Esto quiere decir que se podría tener una 
profundidad de secuenciación de 163.87X, esto implica que el genoma está 
representado alrededor de 163 veces, con lo que se puede realizar un 
ensamble del genoma completo de alta calidad. 
 

 
Figura 56. Distribución de la calidad de las lecturas obtenidas de la secuenciación del DNAg en 
el pez blanco de Pátzcuaro C. estor. 
 
Otras caracteristicas del ensamble se presentan en la Tabla 25. En esta tabla 
pueden observarse los valores de las 4 líneas utilizadas en la secuenciación, el 
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número de lecturas, el porcentaje de agrupamiento, la calidad de lecturas, 
valores de intensidad, análisis de control de calidad, porcentajes de 
alineamiento con el genoma PhiX (genoma de referencia) y errores de la 
corrida de secuenciación. 
 
Tabla 25. Resumen de la corrida de secuenciación para el DNAg del pez blanco de Pátzcuaro 
C. estor. 
 

 
 
Con las lecturas obtenidas de la corrida de secuenciación se realizará el 
ensamble genómico correspondiente con ayuda de los programas 
bioinformáticos diseñados para ensambles De Novo. Con la colaboración del 
grupo de bioinformática de la Escuela Nacional de Estudios Superiores campus 
León (ENES-UNAM).   
 
La información obtenida del transcriptoma, metaboloma y genoma de C. estor, 
sin duda servirá para desarrollar futuras herramientas biotecnológicas que 
permitan potenciar el cultivo de esta importante especie.  Este esfuerzo es el 
primer análisis bajo el enfoque de biología de sistemas aplicado a un 
aterinopsido mexicano. Por lo que se considera que es una fuente de 
información de primera línea que aportará conocimientos innovadores a la 
comunidad científica nacional e internacional.    
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