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. RESUMEN

El uso del fotoperiodo de luz continua es comun en la acuicultura de teledsteos,
sin embargo los mecanismos moleculares que modulan el crecimiento, la
alimentacion y la determinacién 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
fertilizacion y hasta las 12 semanas de eclosion en Chirostoma estor. Al final
del experimento se identificaron histolégicamente las proporciones sexuales,
ademas se obtuvieron las variables biométricas, de alimentacion, perfiles de
hormonas circadianas y analisis de expresion de genes por qPCR vy
secuenciacion masiva RNA-seq. En CS se observo un 40% de machos vs CL
con 73.3% de machos (p<0.05). Los analisis por gqPCR indican que en CL el
64.29% de los individuos presentan una tendencia de mayor expresion de sox9
(diferenciacion testicular) vs fox/2 (diferenciacion ovarica), comparado con el
35.71% en CS (p>0.05). La expresion de genes asociados al estrés oxidativo
(sod2 y ucp?2) y la respuesta del eje de estrés (gcr7) 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 activacion 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 conversion alimenticia (1.618 en
CL vs 1.95 en CS) (p<0.05); sin diferencias significativas en la supervivencia, ni
el factor de condicion (p>0.05). Los perfiles de cortisol revelan diferencias
significativas (p<0.05), pero no para la produccion de melatonina (p>0.05) entre
tratamientos. El analisis transcriptdmico De Novo en C. estor, indica que 68,960
contigs se anotaron en 43,314 proteinas. El analisis de enriquecimiento en
términos de GO muestra 126,929 términos de procesos bioldgicos, 98,712 de
componentes celulares y 36,670 de funcion molecular. El analisis Kegg revela
791 anotaciones de los genes en rutas metabdlicas primarias, 224 en rutas
secundarias y 383 rutas biologicas identificadas. El analisis de expresion
diferencial indica 169 transcriptos diferencialmente expresados (p<0.05) entre
tratamientos. En conjunto las evidencias moleculares e histologicas
demuestran que la luz continua determina sexualmente a C. esfor y es la
primer evidencia experimental que liga la masculinizacién y el estrés oxidativo
en un pez teledsteo. En el transcriptoma los genes diferencialmente
expresados se relacionan con la fototransduccion, sinapsis, metabolismo,
estrés oxidativo, ritmos circadianos, crecimiento y respuesta inmune, entre
otros que permiten crecer y sobrevivir a los organismos bajo condiciones de
iluminacion constante. Las evidencias sugieren un claro efecto de la luz
continua sobre el crecimiento, alimentacion y determinacion sexual en C. estor,
lo que contribuye al conocimiento de los mecanismos moleculares que son
regulados por la luz en teledsteos, ademas de proveer de herramientas
moleculares de alta calidad para el desarrollo de futuros trabajos en esta
especie de importancia econdmica, cultural y ambiental del altiplano mexicano.

Palabras Clave: Luz, Ritmos bioldgicos, Estrés oxidativo, Plasticidad, Transcriptomica
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Il. 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 gPCR analyses indicate
that 64.29% of CL individuals had a higher expression tendency of sox9
(testicular differentiation) vs fox/2 (ovarian differentiation), comparing with
35.71% in CS (p>0.05). The gene expression of oxidative stress biomarkers
(sod2 and ucp?2) 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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IV. ESTRUCTURA DE LA TESIS

El presente trabajo de tesis se encuentra organizado en una primera seccion
donde se encuentra la introduccion general, la hipotesis, los objetivos y la
estrategia experimental. Posteriormente se presentan tres capitulos principales,
una seccion de discusiones y conclusiones generales, para finalizar con dos
apéndices.

El primer capitulo es una recopilacion general del vinculo entre el fotoperiodo y
los ritmos circadianos. En el segundo capitulo se observa el trabajo realizado
para determinar el efecto del fotoperiodo en la determinaciéon sexual del pez
blanco de Patzcuaro C. estor. En el tercer capitulo se compara el efecto del
fotoperiodo sobre el crecimiento, el consumo de alimento, la supervivencia y la
expresion de genes en juveniles de C. estor. Por ultimo en la seccion de
apéndices se presentan resultados complementarios obtenidos de un analisis
metabolémico y una secuenciacién gendmica en C. estor.

V. INTRODUCCION GENERAL

Los peces son el grupo mas 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 teledsteos agrupan a mas de la
mitad de las especies conocidas (Nelson, 2006). No obstante, muy pocas
especies son conocidas, aunque representan modelos muy interesantes de
investigacion, pues poseen un gran numero de estrategias fisiologicas en
respuesta a los estimulos ambientales (Volkoff, 2016).

La mayoria de los estudios han sido realizados en las especies de interés
comercial o cientifico y se han desarrollado principalmente por la creciente
necesidad de entender a mayor profundidad el efecto que tienen las variables
ambientales en las respuestas fisiologicas de los peces (Pitman et al., 2013). El
avance en la obtencion de este conocimiento ha permitido desarrollar nuevos
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enfoques biotecnoldgicos, que han derivado en el aumento de la produccidn
acuicola a nivel mundial, la cual crece alrededor de 8% anualmente (FAO,
2016), mientras que las pesquerias se encuentran en su limite maximo
sostenible o en plena reduccién (Pauly y Zeller, 2016; MacKenzie et al., 2016).

Esto resulta particularmente importante debido a que segun las estadisticas
mundiales la poblacion global en el 2050 sera de 9,600 millones de personas
(Kobayashi et al., 2015; FAO, 2016) y se requeriran alrededor de 113 millones
de toneladas de proteina 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 proteina de alta calidad para las generaciones futuras (Waite et
al., 2014; Kobayashi et al., 2015; Froehlich et al., 2017).

Para lograr este objetivo se debera reducir la dependencia de harina de
pescado para los alimentos destinados a la acuicultura e incrementar los
niveles actuales de produccion bajo enfoques sustentables intensivos
(Searchinger et al., 2014; FAO, 2016); por lo que se deben impulsar
actividades de investigacion y desarrollo biotecnologico que permitan
solucionar estas problematicas (Waite et al., 2014; FAO, 2016).

Las actividades de investigacion para conocer el efecto de la disponibilidad de
oxigeno, de alimento, de temperatura y de fotoperiodo sobre el crecimiento, la
alimentacion y la reproduccién de estos vertebrados acuaticos, (Portner y
Farrell 2008; Volkoff et al., 2010; Pitman et al., 2013; Chrétien y Chapman,
2016; Kim et al., 2016%; Volkoff, 2016; Comte y Olden, 2017; Kwasek et al.,
2017; Espigares et al., 2017; Poletto et al., 2017; Isorna et al., 2017);
proporcionan informacion basica que puede ser aplicada para desarrollar
nuevos paquetes biotecnologicos que incrementen la produccion acuicola
sustentable en las especies de interés y asi obtener la fuente proteica que se
requiere para los afos venideros.

El fotoperiodo (periodos de presencia/ausencia de luz) es uno de los factores
ambientales que ejerce un potente control sobre los procesos fisiologicos en
los peces (Isorna et al., 2017). Se ha utilizado para incrementar la produccion
acuicola a nivel comercial en especies como la lubina Europea (Dicentrarchus
labrax), el bacalao (Gadus morhua) y el salmén del Atlantico (Salmo Salar); En
estas especies se han optimizado los tratamientos fotoperiddicos para retrasar
el inicio de la maduracion sexual, aumentar el crecimiento somatico, regular la
alimentacion y controlar la reproduccion (Endal et al., 2000; Bromage et al.,
2001; Hansen et al., 2001; Begtashi et al., 2004, Nagasawa et al., 2012;
Korsgen et al., 2013).

Recientemente en un Aterindpsido grunion de California (Leuresthes tenuis), se
encontré que un fotoperiodo de 15 horas luz y 9 de obscuridad induce una
mayor proporcién de hembras (Brown et al., 2014); constituyendo este el primer
reporte donde el fotoperiodo puede incidir en la tasa de proporcion sexual de
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un vertebrado, lo que abre un panorama mas amplio del efecto de la luz sobre
la fisiologia 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 expresion de genes relacionados
con los ritmos circadianos (ritmos biologicos 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 (Martin-Robles et al., 2012). Adicionalmente el
fotoperiodo puede influenciar la tasa de eclosién larvaria (Blanco-Vives et al.,
2011). Ademas en la fase de embriogénesis la glandula pineal contribuye al
desarrollo temprano del cerebro (Pitman et al., 2013) y es la encargada de
mediar las sefiales ambientales externas que lideran el crecimiento y el
desarrollo de la larva esto indica que la luz es crucial en la fisiologia de los
peces desde estadios muy tempranos (Blanco-Vives et al., 2010).

La actividad enzimatica 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), ademas de inducir hiperplasia
en ceélulas 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
especificos por los que el fotoperiodo ejerce sus efectos estimulatorios son
parcialmente desconocidos (Falcon et al., 2007; Falcon 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 cientifico 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., 2016 Metzger y Schulte, 2016) para
comprender a mayor profundidad los procesos que modulan la respuesta
fisiolégica 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 iluminacion (flourescente, aditivos metalicos, tugsteno, entre otros). Sin
embargo en los ultimos afios se han utilizado nuevas tecnologias como los
diodos emisores de luz o bien conocidos como LEDs (Shin et al., 2014). Esto
debido a que son mas eficientes, econdmicos (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 iluminacién LED se ha utilizado en experimentos para observar las
respuestas biolégicas relacionadas a la percepcion fética, el crecimiento,
desarrollo, supervivencia, reproduccion, estrés oxidativo y actividades ritmicas
en especies como el salmon del Atlantico, 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., 2007°; 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.,
20162P; Choi et al., 2016; Takahashi et al., 2016).

En conjunto toda esta informacidn sugiere que la manipulacion del fotoperiodo
y el uso de luces LEDs podria ser utilizada para modular el crecimiento, la
alimentacion y la determinacién 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 Patzcuaro Chirostoma estor.

Desde el afo 1999 el grupo de acuicultura y biotecnologia acuicola del [IAF-
UMSNH ha desarrollado con éxito el cultivo del Aterinépsido Chirostoma estor
(Martinez-Palacios et al., 2006). Sin embargo se requiere de estudios
profundos para optimizar el crecimiento, alimentacion y reproduccion de esta
especie endémica en peligro de extincion. Especie que ademas presenta un
alto valor social, econdmico, ambiental y cultural en el altiplano Mexicano (Ross
et al., 2006, Martinez-Palacios et al., 2007).

El pez blanco ademas es interesante como modelo bioldgico para el estudio de
las interacciones entre las variables ambientales con respecto a la
alimentacion, crecimiento y determinacion sexual; ya que es un pez tropical con
ancestros marinos y que actualmente habita en lagos endorreicos de agua
dulce. Es un organismo carnivoro filtrador zooplanctéfago, agastrico de
intestino corto que sintetiza y acumula hasta un 30% de &acidos grasos
poliinsaturados (DHA) en su carne, ademas presenta reproduccion asincrénica
y determinacion sexual por temperatura (Ross et al., 2006, Martinez-Palacios et
al., 2007; Fonseca-Madrigal et al., 2014; Corona-Herrera et al., 2016).

Experimentos previos mostraron que el desempefio reproductivo de los
Aterinopsidos C. estor y C. humboltianum es modulado significativamente por
el uso de diferentes fotoperiodos (Blancas-Arroyo et al., 2004; Martinez-
Palacios et al., 2007). Experimentos con luz continua fluorescente sugieren que
estas condiciones de iluminacion favorecen el incremento de la grasa
abdominal y el crecimiento con un consecuente retraso de la madurez sexual
en C. estor (Martinez-Chavez et al., 2014).

Con base en estos antecedentes de respuesta a estimulos luminicos para los
peces en general y particularmente para C. estor, el presente trabajo pretende
establecer algunas bases a nivel molecular, histolégico y biométrico del efecto
del fotoperiodo sobre el crecimiento, la alimentacion y determinacion sexual,
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mediante el uso de iluminacion 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 Patzcuaro C. estor.

La informacion generada en el presente trabajo servira de base para el
desarrollo de un paquete cientifico-tecnolégico que permita incrementar los
niveles de produccidn acuicola de esta especie de alto valor nutricional y
coadyuvar a la seguridad alimentaria de generaciones presentes y futuras.

V1. HIPOTESIS GENERAL

El fotoperiodo de luz continua (24L:0D) con iluminacion LED, aplicado durante
las etapas tempranas de crecimiento funciona como un modulador del estado
fisiolégico general del pez blanco de Patzcuaro (C. estor), lo que permite un
incremento en la alimentacion y el crecimiento, ademas de incidir en la
determinacién sexual, con respecto a organismos mantenidos en un
fotoperiodo simulado control (12L:12D).

VII. OBJETIVOS
VILI. Objetivo General

Evaluar el efecto del fotoperiodo en el crecimiento, la alimentacion y la
determinacién sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor.

VILII. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del fotoperiodo sobre la determinacion sexual del pez
blanco de Patzcuaro Chirostoma estor.

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

VIIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El experimento fue realizado en las instalaciones del Laboratorio Nacional de
Nutrigenomica y Microbiéomica Digestiva Animal, del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales, de la Universidad Michoacana de San Nicolas 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 automatico (RadioRA2 LUTRON). La
iluminacion se proporciond con una intensidad de 26.14 wattsm?, con lamparas
T8-LED, de luz fria 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 luminico, hasta cumplir 12 semanas post-eclosion (SPE) (Figura 1).

Una vez eclosionadas, las larvas de C. estor fueron alimentadas con rotifero
Brachionus plicatilis y nauplio de Artemia sp., de acuerdo al esquema de
alimentacion descrito en Martinez-Palacios et al., (2006). A las 4 SPE, el
alimento vivo se complemento con una dieta especifica para aterindpsidos (con
un 43% de proteina). Es importante mencionar que durante toda la fase
experimental, la alimentacion fue proporcionada 24 horas al dia, con el apoyo
de alimentadores automaticos Boyu (ZW-82).

Durante el desarrollo del experimento se adquirieron los datos para evaluar el
crecimiento, consumo de alimento y supervivencia. A los 5 dias post-eclosion
(5 DPE) se realizaron analisis de expresion relativa de genes relacionados con
la activacion del eje de estrés, la respuesta a estrés oxidativo y la
diferenciacion sexual. A las 12 semanas post-eclosion (12 SPE), se obtuvieron
los organismos experimentales para establecer la determinacion sexual, los
niveles de hormonas circadianas (Melatonina y Cortisol). Asi como los analisis
transcriptomicos y metaboldmicos desarrollados en el presente trabajo (Figura
1).

lluminacién LED de amplio espectro

24 watts/m? Expresion Determinacién
|\ 6500 K relativa de sexual
genes (estrés, Melatonina/
S Cortisol
N oxidativo y
T a0 | diferenciacion || Transcriptoma
jAplicacion de tratamientos: a) CL; b) CS sexual) /Metaboloma
I . 12 SPE
Reproductores Obtencion de Incubacién de .
IIAF-UMNSH huevos fertilizados ~ embriones ;:rvas 3 Juveniles
. -
To=21°C I Alimentacion 24 horas

S=5g.l?

Analisis biométricos, consumo
de alimento y supervivencia

Figura 1. Estrategia experimental desarrollada para la evaluacién del efecto del fotoperiodo en
el crecimiento, alimentacion y determinacion sexual del pez blanco de Patzcuaro C. estor.
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CAPITULO 1. ,
EL FOTOPERIODO Y LOS RITMOS CIRCADIANOS: UNA ADAPTACION
EVOLUTIVA AL ESTRES OXIDATIVO.

1.1. Ritmos biolégicos y estrés oxidativo: respuestas ancestrales
coevolutivas a variaciones luminicas

Los organismos que viven en la tierra estan sujetos a variaciones geofisicas
ciclicas ambientales (disponibilidad de alimento, fotoperiodo, temperatura,
salinidad, mareas, oxigeno, dioxido de carbono, etc.) producidas por los
movimientos de rotacion de la tierra, asi como por las interacciones con el sol,
la luna y los mismos seres vivos que la habitan (Lopez-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
evolucion de los seres vivos dando lugar a los ritmos bioldgicos, 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 bioloégicos enddgenos permiten
ajustar la fisiologia 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 informacion luminica 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 sefial que modula mecanismos biolégicos a nivel
molecular (Kennis y Mathes, 2013); Al parecer esta relacion entre la luz y la
vida surgi6 en desde etapas muy tempranas de la evolucion, hace
aproximadamente 3,200-3,500 millones de afios (Manchester et al., 2015).

Para utilizar la energia luminica los organismos unicelulares primitivos
emplearon mecanismos de fotorrecepcion mediante el uso de cromoforos,
estas moléculas son capaces de absorber un fotdn, que proporciona la energia
necesaria para excitar momentaneamente a un electrén a partir de su estado
de reposo, lo que promueve un cambio quimico (fotoreduccién) o
conformacional (fotoisomerizacién) en la molécula (Zhang et al., 2011; Kennis y
Mathes, 2013; Fraikin et al., 2015).

La unidbn de los cromoéforos con proteinas dio lugar a las proteinas
fotorreceptoras, que traducen la energia fotonica en sefales bioquimicas.
Cuando el cromdforo recibe un foton se induce un cambio conformacional en la
proteina, lo que activa una cascada de sefializacion intracelular que incentiva
respuestas bioldgicas, tales como la regulacion de la permeabilidad en la
membrana celular, la fotosintesis, la motilidad, el desarrollo de los organismos,
respuestas al estrés oxidativo y la regulacion de ritmos biolégicos (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 proteinas fotorreceptoras les confiere una
caracteristica fundamental en el control y preservacion de la vida ante las
variaciones luminicas 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 cromoforo
contenido en la proteina clorofila, presente en la membrana tilacoidal y que
permite obtener la energia necesaria para realizar la fotdlisis del agua (H20) y
liberar oxigeno en la fase luminosa. Mientras que en el citoplasma el didxido de
carbono (CO,) es transformado a glucosa (CegH1206) durante la fase nocturna
de la fotosintesis (Duanmu et al., 2017).

La aparicion de estos organismos productores de oxigeno derivd en una
elevacion planetaria de la concentracion de esta molécula y de sus derivados
oxidantes. A este periodo ocurrido hace ~2500 millones de afios, se le conoce
como el Gran Evento de Oxidacion y se considera que provoco la primer
extincion masiva de vida en la tierra (Reiter et al., 2014; Rey y Reddy, 2015).

Algunas de las proteobacterias (alfa-proteobacterias) que sobrevivieron a esta
catastrofe, evolucionaron para convertirse en las mitocondrias eucarioticas
actuales (Tan et al., 2013; Manchester et al., 2015). Estos organulos celulares
son la central energética de la célula eucariota actual. En ellos ocurre la re-
oxidacion de las coenzimas (NADH + H* y FADH,), generadas a partir de la
oxidacion inicial de los nutrientes de los alimentos en el citoplasma celular
(glucosa, acidos grasos, proteinas). La oxidacion aunado al proceso de
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) producen Adenosin-Trifosfato (ATP) que es la
fuente de energia quimica que sustenta las actividades biologicas de las
células (Tan et al., 2016).

Dicha produccion energética depende de la utilizacion del oxigeno como
aceptor final de electrones en el proceso de OXPHOS. Sin embargo el uso de
este elemento quimico genera especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrogeno (RNS), como el anion superéxido (O27), el perdxido de
hidrogeno (H203), el radical hidroxilo (OH), el anion peroxinitrito (ONOO"), el
acido peroxinitroso (ONOOH) vy el nitroperoxicarbonato (ONOOCO;, ) entre
otros (Reiter et al., 2014; Manchester et al., 2015).

Ademas de las ROS y RNS existen las especies reactivas de sulfuro (RSS)
(Giles et al., 2017), que incluyen varias formas de cisteina o metionina y
componentes de bajo peso molecular como el glutation, la tripanotiona, el
micotiol, etc. (Sies et al., 2017). Las especies reactivas de carbonilo (RCS) que
incluyen varias formas de aldehidos, lipidos peroxidados, aminoacidos
oxidados, asi como productos de la ruta sorbitol-aldosa reductasa (3-
Deoxiglucosona, 3-Deoxifructosa), y productos de glicosilacion avanzada por
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azucares reductores (AGE) de lipidos, proteinas y acidos nucleicos, entre otros
(Semchyshyn, 2014).

Finalmente las especies reactivas de selenio (RSeS) que incluye residuos de
selenocisteina y selenometionina en las proteinas y compuestos de bajo peso
molecular, el selenio es particularmente importante en las reacciones de
Reduccion:Oxidaciéon (redox) de las enzimas antioxidantes tioredoxina
reductasa y glutation 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 produccion de especies oxidantes excede la
capacidad de defensa antioxidante y los mecanismos de reparacion celular,
dirigiendo el dafio oxidativo de las biomoléculas, la disrupcion de las
reacciones redox involucrados en la sefalizacion celular (Sies,1985; Metcalfe y
Alvarez, 2010; Sies, 2015).

Esta exposicion inicial de la vida primitiva a un ambiente altamente oxidante y
de ciclos luminicos provoco la coevolucion de los ritmos biologicos y la
generacion de sistemas antioxidantes para poder sobrevivir. En la actualidad la
distincidn entre estas rutas ha sido dificil de definir lo que sugiere que son
procesos con un alto grado de interdependencia evolutiva (Rey y Reddy, 2015).

Las defensas antioxidantes son mas eficientes en organismos multicelulares
que en los unicelulares (Sies et al., 2017). Colonias de Escherichia coli pueden
defenderse ante la presencia de H;0O,, mientras que a nivel individual las
bacterias son mas propensas al efecto de los oxidantes. Asi que se ha
propuesto que las condiciones de estrés oxidativo primitivo también fueron una
fuerza que motivo la evolucion de organismos multicelulares (Shapiro, 1998).

Bajo este escenario se considera que las bacterias primitivas adquirieron la
capacidad de producir melatonina. Esta es una molécula hidrofilica y lipofilica
(anfipatica) con alto potencial antioxidante que directamente puede detoxificar
a las células, al donar electrones a las ROS/RNS para estabilizarlas y asi evitar
la destruccion de los componentes celulares como los acidos nucleicos, las
proteinas, los lipidos, etc. (Reiter et al., 2009).

Una de las teorias mas aceptadas es que durante la evolucién 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 afos (Reiter et al., 2014; Manchester et al., 2015; Spang et al.,
2015).

Los hospederos eucariotas tienen la capacidad de producir melatonina y
estudios mas recientes sugieren que los cloroplastos y mitocondrias no han
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perdido esta funcion ancestral ya que presentan la capacidad enzimatica para
producir altos niveles de melatonina en su interior, principalmente debido a que
son una fuente de produccion de moléculas oxidantes y requieren de
proteccion constante ante los radicales libres (Tan et al., 2013; Manchester et
al., 2015; Tan et al., 2016; He et al., 2016).

Especificamente en la mitocondria la melatonina inhibe procesos apoptaticos
no solo mediante la neutralizacion directa de ROS/RNS, sino que también
controla la polaridad de la membrana externa mitocondrial y activa las
proteinas de transporte idnico en la membrana interna. Estas acciones
mantienen en condiciones 6ptimas la membrana y las funciones mitocondriales
(Tan et al., 2016). Por otro lado, la melatonina activa las enzimas antioxidantes
y promueve su transcripcion 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 afos,
pero que en el transcurso de la evolucion ha adquirido otras funciones como
las de regulacion circadiana e induccion del suefio. Debido a que en la fase
nocturna disminuye la produccion de radicales libres por una baja actividad
metabdlica y aumenta la produccion de melatonina, por lo que la accion
antioxidante durante esta fase es mas 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 oOxidoreductoras que pueden degradar hasta el 90% del
peréxido de hidrogeno (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). Ademas las PRXs muestran
patrones de variacion diaria en las mitocondrias (Kil et al., 2015; Toledano y
Delaunay-Moisan, 2015).

Trabajos recientes demuestran que en las mitocondrias modernas existe un
oscilador auténomo redox activado por la presencia de H20O,, que es producido
por la actividad de OXPHOS. La produccion de H;O, esta estrechamente
relacionada con los estimulos metabdlicos por la oxidacién de nutrientes
(D’Autréaux y Toledano, 2007).

En la mitocondria la actividad del oscilador redox inicia cuando el H2O, oxida a
la enzima Peroxiredoxina Il (PRXIIIl) lo que provoca su union a una molécula
de dioxido de azufre (PRXIII-SO3). Esta union inactiva la funcion reductora de
la PRXIII, por lo que existe un incremento de H,O2 en la matriz mitocondrial.
Paulatinamente las moléculas de H,O, 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 unién del SO, con la PRXIII; esta accién le
devuelve a la PRXIII su estado reducido inicial y el ciclo vuelve a comenzar.
Bajo este proceso las moléculas de H>O; se convierten en moléculas de H,0,
lo que permite eliminar de una manera ciclica los radicales libres (Kil et al.,
2015; Toledano y Delaunay-Moisan, 2015) (Figura 2).

Produccion de H,0,:
Debido a estimulos metabdlicos, ambientales y de condiciones de estrés

/*\

Eliminacién de H,0, Inactivacion de Prxlll, formacion de Prxlll-SO,

H202 exportado al citosol

Srx mitocondrial Tiempo

- Activacién de PrxIl ———
| \ j
H N Y - / 202\ /
\ ‘ TOM I“\ \ “ ‘
Prxiil <—PrxlII-SO, / | Prxm-so, \ ’
.| active lnacavo ‘ \ | inactive '
1{ 1,0, {) H,0, | |\ /

Hsp0 . @ «— H,0,— sefializacion REDOX  en

FKBP componentes circadianos y
de proliferacion celular,
entre otros

Ingreso de SRX

Figura 2. Reactivacion ciclica de Peroxiredoxina Ill (PRXIII) en el control de las oscilaciones
redox mitocondriales. H,O, (peroxido de Hidrégeno, SO2 (Diéxido de Azufre), Srx
(Sulforedoxina), Hsp90 (proteina chaperona heat shock protein 90), FKBP (proteina chaperona
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase), TOM (proteina traslocadora de la membrana externa), LON
(Serina-proteasa ATP-dependiente). (Modificado de Toledano y Delaunay-Moisan, 2015).

La presencia ritmica y la sefiales efectoras que produce el H20, lo sitian como
un candidato ubicuo que integra las actividades celulares mediante el
reclutamiento, la sincronizacion y el ajuste de las rutas de sefalizacion con
respecto al estado metabdlico de la célula (D’Autréaux y Toledano, 2007;
Bodvard et al., 2017).

Recientemente se ha demostrado que la liberacién ciclica del H,O, controla las
actividades de los factores de regulacion redox que son sensibles a los
cambios en el estado de reduccion en sus grupos tiol (-SH). Entre dichos
factores se encuentran algunas proteinas reloj, factores de transcripcion,
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
traduccién de proteinas, la glicdlisis, el metabolismo lipidico, procesamiento de
RNA-mesajeros y micro-RNAs, asi como el trafico de proteinas con residuos de
cisteina (Jones y Sies, 2015).

Adicionalmente los niveles de expresion de las enzimas antioxidantes
determinan los niveles de ROS intracelular y que afectan los patrones de
expresion de los genes reloj. Algunas enzimas antioxidantes siguen patrones
de expresion 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).

Enzimas antioxidantes ROS

Niveles de
expresion
WV
Niveles
intracelulares

N\
0 12 24 48 72 9 120 7 0 12 24 48 72 96 120
Tiempo (h) Tiempo (h)

n
7

Genes Reloj

vl\
0 12 24 48 72 9% 120 7

Niveles de
expresion

Tiempo (h)

Figura 3. Vinculo entre los relojes circadianos y la homeostasis redox. Los niveles de
expresion y la actividad de enzimas antioxidantes determina los niveles intracelulares de las
especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas afectan directamente los patrones de expresion de
los genes reloj. Ademas algunas enzimas antioxidantes exhiben un patrén circadiano de
expresion, lo que sugiere una regulacion de los sistemas reloj sobre la homeostasis redox.
(Modificado de Stangherlin y Reddy, 2013).

La regulacion 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
cisteina/cistina (Cys/CySS) en las proteinas. Evidencia reciente sugiere una
coevolucién del proteoma de Cys/CySS con los sistemas de deteccion de Oz y
sefializacion de H;O, 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 mamiferos). Esto sugiere que a través de la evolucion ocurrié un incremento
en el proteoma de Cys/CySS para poder liderar las funciones bioldgicas en los
organismos multicelulares a través de cambios en las estructuras tiol y disulfuro
de las proteinas (Jones, 2010).

Ademas de la cisteina otro aminoacido que contiene sulfuro, es la metionina, la
cual esta presente en todas las proteinas y también es oxidada por las ROS, lo
que provee una red de modulacion redox paralela, en conjunto los proteomas
redox de Cys/CySS y Metionina/Metionina-Sulfoxido (Met/MetO) determinan la
estructura terciaria de las proteinas, la actividad molecular, las interacciones
macromoleculares, el trafico proteico y coordinan las funciones fisiologicas
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 biologicos y ha
dejado una huella visible coevolutiva en estos mecanismos celulares que rigen
la vida diaria de los organismos actuales.

1.2. Percepcion bioldgica de las variaciones luminicas circadianas

En los vertebrados la informacion 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 (hipotalamo, hipdfisis y glandula
pineal). El hipotalamo transmite la informacion hacia la hipofisis y
posteriormente las hormonas producidas llegan a los 6rganos periféricos
(tiroides, gonadas, intestino, rifion, higado, timo, musculo, etc.) para
desencadenar las respuestas fisiologicas (Yaron y Levavi-Sivan, 2011). En
contraste, la glandula pineal recibe la informacion luminica directamente,
produce la hormona melatonina en la fase obscura y la libera directamente en
el torrente sanguineo (Tan et al., 2015).

Los ritmos circadianos son ritmos biologicos diarios que presentan una
periodicidad de 2414 horas (Touitou et al., 2017). Han sido descritos desde
procariotas hasta vertebrados superiores y se sabe que han evolucionado para
optimizar los eventos metabdlicos y el comportamiento de acuerdo con las
necesidades fisiolégicas y las condiciones ambientales de los organismos
(Paschos, 2015, Gachon et al., 2017).

Los ritmos bioldégicos son gobernados por el sistema circadiano que se
organiza en tres componentes principales: a) sefales de entrada que actuan
como sincronizadores (luz, temperatura, alimento, etc.); b) el oscilador biolégico
que es una region funcional anatomica que sostiene sus propias oscilaciones y
que es capaz de responder a un sincronizador externo para generar un ritmo
bioldgico circadiano; c) las rutas de salida que transmiten esa informacion y
que lideran los cambios fisioldgicos (regulacion hormonal, homeostasis, etc.) en
el organismo (Pando y Sassone-Corsi, 2002; Lopéz-Olmeda 2017).
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En mamiferos 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 parametros ambientales vy fisiolégicos pueden incidir en la
sincronizacion de los ritmos circadianos en vertebrados, permitiendo la
regulacion de diversos procesos biologicos como la reparaciéon 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 fisiologia de los organismos a través de la produccion-
liberacion de enzimas, hormonas, metabolitos y motilidad digestiva (Montoya et
al., 2010; Del pozo et al., 2012; Yufera et al., 2014; Hernandez-Peréz et al.,
2015), estas respuestas biologicas permiten maximizar la utilizacion del
alimento para mantener el balance energético y sus funciones metabdlicas
(L6pez-Olmeda, 2017).

En vertebrados se han identificado osciladores que responden a la presencia
de nutrientes en multiples organos (cerebro, higado, intestino, etc.). Esta
respuesta ante el alimento permite una sincronizacién integral de los ritmos
circadianos y las actividades metabolicas 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-Bretaro et al., 2016).

La luz es considerada como el principal sincronizador de los ritmos circadianos
y sin duda ha sido la sefial ambiental mas estudiada (Zhdanova y Reebs,
2006). Recientemente se han desarrollado trabajos que indican que otras
sefales no féticas (temperatura, alimento y mareas) tienen un papel
fundamental en la sincronizacion de los ritmos circadianos de los peces y son
igual de importantes que las sefales luminicas (Lazado et al., 2014; Lopéz-
Olmeda, 2017).

En peces se ha observado que cuando existe una periodicidad en los ritmos de
alimentacion, los organismos incrementan su actividad de locomocion en
anticipacion 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 dias en presencia de condiciones de iluminacion u obscuridad
constante (Cavallari et al., 2011; Paredes et al., 2015). En condiciones de
ausencia de alimento la FFA esta presente por un periodo de tiempo, estas
caracteristicas sugieren que existen osciladores enddégenos sincronizados por
el estimulo alimenticio (Lopez-Olmeda et al., 2010; Cavallari et al., 2011).

La regulacion de los ritmos circadianos por la luz ocurre a través del proceso de
fototransduccidn, que es un mecanismo en el cual la informacion luminica es
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captada por células fotorreceptoras especializadas presentes principalmente en
los ojos y en la glandula pineal (Viets et al., 2016; Morshedian y Fain, 2017,
Mogi et al., 2017).

Las proteinas fotorreceptoras encargadas de recibir las sefiales luminicas son
las opsinas. Estas son una clase ancestral de proteinas fotorreceptoras que
actuan como receptores de membrana. Estan constituidas por 7 hélices
transmembranales (7-TM) y presentan el cromodforo 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 proteinas G (GPCRs), los cuales en la actualidad son una
superfamilia de receptores de membrana en eucariotas que poseen diversas
funciones en la sefializacion celular ante estimulos externos (Zhang et al.,
2012; Zhang et al., 2014%).

Las opsinas se dividen en dos diferentes superfamilias: A) las opsinas
microbianas, tipo |; y B) las opsinas animales, tipo Il (Spudich et al., 2000). Las
opsinas microbianas se encuentran en procariotas, algas y hongos. Controlan
principalmente el potencial de membrana, la homeostasis idnica, movimientos
de flagelos, el desarrollo, almacenamiento energético y sintesis de retinal
(Spudich, 2006). Las opsinas tipo Il se encuentran en todos los eucariotas
superiores, se han identificado mas de 1000 tipos diferentes en el reino animal
(Yau y Hardie, 2009) y son responsables de la percepcién visual, la regulacion
pigmentaria y el mantenimiento de los ritmos bioldgicos (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), asi como en los
pinealocitos (cone-like) en la glandula pineal (Yau y Hardie, 2009; Nisembaum
et al., 2015). Las opsinas, son activadas por la absorcion de un foton, con la
consecuente isomerizaciéon del cromdéforo 11-cis retinal a trans-retinal, esta
accidon genera un cambio conformacional de la opsina que activa una cascada
de sefializacion intracelular (Zhang et al., 2011). La opsina amplifica la sefal
mediante la activacion de numerosas moléculas de transducina Gt
(subunidades Ga, GB, Gy), la subunidad Ga activa a la enzima fosfodiesterasa
(PDE), liberandola de dos subunidades gamma (PDEy), que flanquean a la
PDE y que cumplen una funcion inhibitoria (Lamb et al., 2016).

La PDE libre es capaz de unirse a una molécula de H,O e hidrolizar al
guanosin-monofosfato ciclico (cGMP), transformandolo en GMP. La reduccién
de la concentracion de cGMP en el citoplasma, deriva en el cierre de canales
i6nicos de Calcio (Ca?*) y Sodio (Na*), lo que genera una hiperpolarizacion de
la membrana y desencadena una respuesta eléctrica, que activa las respuestas
fisioloégicas 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 vision cromatica: A)
la opsinal 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 opsinal 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 vision en condiciones de poca luminosidad (Davies et al.,
2015; Lamb et al., 2016; Viets et al., 2016; Morshedian y Fain, 2017).

Ademas de los conos y bastones, la retina presenta un tercer tipo de
fotorreceptores conocidos como células retinales ganglionares intrinsecas
fotosensibles (ipRGCs). Estas células contienen Melanopsina (opn4) sensible
al color azul 460-480 nm, la cual responde a la luz e inicia la despolarizacion
(Graham et al., 2008) y la respuesta sinaptica para inhibir la produccion de
melatonina en la glandula pineal, sincronizar los relojes periféricos y las
actividades locomotoras en mamiferos (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 funcion muy importante en la transduccion de
sefiales luminicas (Provencio y Warthen, 2012).

La glandula pineal de los vertebrados que no son mamiferos 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 informacion de la
intensidad, espectro y duracion de la luz ambiental a través de la secrecion de
la hormona melatonina (Ekstrom y Meissl, 1997). La melatonina sincroniza los
relojes biologicos y permite mantener un orden fisiologico temporal (Gerkema,
1992; Falcodn et al., 2007; Foster y Kreistzman, 2014).

En los peces la melatonina es secretada durante los periodos nocturnos
(Falcon et al, 2010; Tan et al., 2015). La inhibicion de su sintesis 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.,
2007?). La regulacién en la sintesis de la melatonina ajusta los patrones diarios
y anuales de reproduccion, crecimiento, alimentacion, migraciéon y descanso
entre otros (Falcon et al., 2007; Foster y Kreistzman, 2014; Lima-Cabello et al.,
2014).

En investigaciones recientes se han detectado nuevas proteinas
fotorreceptoras en la glandula pineal de los teledsteos; 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, regién verde-azul
del espectro electromagnético, mientras que el pp7 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 proteinas fotorreceptoras
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sugieren que se encuentran involucradas en la modulacion de la produccion de
melatonina, en la glandula pineal de los teledsteos. Sin embargo los
mecanismos especificos de accion necesitan ser dilucidados (Koyanagi et al.,
2015; Kawano-Yamashita et al., 2015).

Ademas en teledsteos otros estudios recientes, reportan multiples opsinas (va-
opsins, val-opsins, tmt-opsins, opn4, opn5) en células fotorreceptoras de la
region talamica e hipotalamica, 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
clasicas y 32 opsinas no visuales incluyendo 10 nuevos genes (Davies et al.,
2015).

La multiplicidad de opsinas existentes en teledsteos abren nuevos panoramas
de exploracion para dilucidar la importancia fisiolégica de estas células
fotorreceptoras en la modulacion de los ritmos biologicos en vertebrados y
sugiere una red de mecanismos biolégicos diversos para responder a la
presencia de la luz, que debe ser explorada en futuros estudios sobre
teledsteos (Moore y Withmore, 2014; Kawano-Yamashita et al., 2015; Davies et
al., 2015; Ramos et al., 2015; Hang et al., 2016).

Otras proteinas involucradas en el proceso de fotorrecepcion y modulacion de
ritmos bioldgicos son las flavoproteinas. Estas poseen el cromoéforo flavina en
el cofactor catalitico Dinucleétido Flavina-Adenina (FAD), el cual puede
presentar tres diferentes estados de oOxido-reduccion (redox): 1) la forma
oxidada (FADox); 2) la forma semireducida (FADH) donde absorbe un electrén
y 3) la forma completamente reducida (FADH;) que ha absorbido dos
electrones, esta ultima es la forma que puede ser excitada por un fotéon azul
para traducir la sefial luminica en bioquimica (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 (opnisw),
melanopsina (opn4), el estrés oxidativo, los cambios metabdlicos en la
mitocondria, el dafio en el genoma mitocondrial y la viabilidad celular en células
de piel (Nakashima et al., 2017), en fotorreceptores retinales de ratén (Kuse et
al., 2014; Chen et al., 2017) y en el epitelio pigmentario retinal de mamiferos
(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 dafio
mitocondrial por la produccion de ROS. Esto produce la activacion de la
p38MAPK (mitogen-activated protein kinase p38) y el NF-kB (Nuclear factor
Kappa Beta), lo que induce la expresion de caspasas, condiciones de autofagia
y la consecuente muerte celular. Adicionalmente la acumulacion de opnisw,
incrementa el estrés del reticulo endoplasmico, lo que también dirige la muerte
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celular en células fotorreceptoras retinales de raton in vitro (Kuse et al., 2014)
(Figura 4).

Luz azul LED
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Figura 4. Posible ruta del dafio celular en células fotorreceptoras retinales 661-W. (Modificado
de Kuse et al.,2014).

En células embrionarias Z3 del pez cebra D. rerio, la luz azul induce la
produccion de H2O2, lo que aumenta la expresion 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 expresion de
los genes PER y CRY mediante la activacion de la respuesta a estrés oxidativo
(Ramos et al., 2015). En la damisela Chrysiptera cyanea se observo que la
produccion de melatonina ocular decrecidé con la exposicidon de la luz azul, pero
no de otras longitudes de onda sugiriendo una modulacion de la enzima
AANAT (arylalkylamine N-acetyltransferase) en células que contienen
melanopsina (Takeuchi et al., 2014).

Efectos similares, especificos 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 participacion de un tipo de flavoproteinas, en la
regulacion de la produccion de ROS (Bodvard et al., 2017).

En estas respuestas fisioldgicas a la luz azul también se sugiere la intervencion
de las enzimas flavin-oxidasas que pueden transferir electrones al oxigeno
molecular para formar H20,. El peréxido de hidrogeno 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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luminica 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 flavoproteinas directamente relacionadas con la percepcion luminica y
que son sensibles especificamente a la luz azul y ultravioleta (UV) son la
familia de criptocromos/fotoliasas (Conrad et al., 2014). Las fotoliasas estan
intimamente relacionadas con la reparacion de pirimidinas en el DNA dafado
por luz UV en arqueas, bacterias, plantas y animales. Por su parte los
criptocromos no presentan funciones de reparacion de DNA pero controlan el
desarrollo en plantas y de manera importante los ritmos biolégicos en animales
donde reprimen directamente la expresion de otros genes reloj (Losi y Gartner,
2012; Armstrong, 2013; Crane y Young, 2014, Ishikawa-Fujiwara et al., 2017).

Sin embargo, recientemente se reporté que el criptocromo Cry-DASH también
presenta actividad reparadora de DNA y esta 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 multiples proteinas fotorreceptoras a la luz azul en diferentes
modelos bioldgicos, sugieren que esta longitud de onda del espectro
electromagnético es clave en la modulacion del estrés oxidativo y en la
sincronizacion 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 estan continuamente
expuestos a variaciones féticas y a la penetracion de la luz azul en ambientes
acuaticos (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 mas energia para penetrar la columna de agua (Morris,
2017).

1.3. Osciladores biolégicos: control transcripcional-traduccional de los
ritmos circadianos

Los osciladores circadianos son mecanismos biologicos que funcionan a través
de un sistema de autorregulacion, que puede activar o reprimir la presencia de
proteinas reloj y han sido descritos desde bacterias hasta vertebrados, lo que
sugiere un alto grado de conservacion evolutiva que modula la fisiologia celular
de los organismos (Kaneko et al., 2006; Davies et al., 2015; Takahashi, 2016).

En mamiferos se ha demostrado que existen alrededor de 20,000 neuronas en
el hipotalamo que actuan como un oscilador central, localizadas en una zona
conocida como Nucleo Supraquiasmatico (NSC) (Ukai y Ueda, 2010; Arble et
al., 2012; Moore, 2013; Mendoza-Viveros et al., 2017). Este recibe la
informacion luminica sensada por la melanopsina, en las ipRGCs y regula
centralizadamente el ritmo biologico de los vertebrados superiores a través del
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control de la produccion de melatonina en la glandula pineal. Posteriormente la
liberacion de melatonina en el torrente sanguineo sincroniza los relojes de los
organos 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 (Falcon et al., 2010; Zohar et al; 2016; Lopéz-Olmeda 2017), pero se ha
pensado que la glandula pineal funciona como un NSC. Sin embargo,
organismos con extirpacion quirargica de este 6rgano o que han sido
modificados genéticamente para bloquear sus funciones aun son capaces de
mantener las oscilaciones moleculares en organos periféricos (Yadu vy
Shedpure, 2002; Ben-Moshe et al., 2016).

Esta informacion sugiere que existe una red de osciladores periféricos multiples
e independientes, que responden a las diferentes condiciones ambientales (luz,
temperatura, alimento, oxigeno, etc.). La interaccion de los osciladores es la
que lidera en realidad los ritmos circadianos esenciales, reguladores de la
fisiologia 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 estan altamente conservados en
vertebrados; se encuentran en todos los tejidos y funcionan a partir de un
mecanismo de retroalimentacion 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 regulacion positiva, se forman
dimeros de proteinas reloj que son factores de transcripcidn 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 dimero bHLH/PAS esta compuesto por CLOCK/BMAL1 (Circadian
locomotor output cycles kaput/ Brain y muscle, aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator-like 1) y el segundo dimero esta 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 dimeros CLOCK/BMAL y NPAS2/BMAL1 activan la transcripcion 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 region promotora
de los genes BMAL1 y CLOCK, e incentiva de esta manera su transcripcion
(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 expresion
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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 retroalimentacion negativa los dimeros
(BMAL1:CLOCK/NPAS2) promueven la activacion de la expresion 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 expresion 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 represion 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 actuan en la modulacion oscilatoria circadiana (Korencic et
al., 2012; Liu y Evans, 2014) (Figura 5).

Durante esta fase negativa los dimeros (BMAL1:CLOCK/NPAS2) se unen a
secuencias E-Box (CACGTG) en la region del promotor e incentivan la
expresion de las proteinas que forman el dimero CRY/PER. Este dimero
funciona como como regulador negativo del ciclo, ya que una vez formado en
el citoplasma es transportado al nucleo celular, se une a
BMAL1:CLOCK/NPAS2 e inhibe su funcidén en la fase nocturna (Fu y Lee,
2003; Takahashi et al., 2008; Scheiermann et al., 2013; Wang et al., 2015;
Paschos, 2015) (Figura 5). Ademas los dimeros BMAL1:CLOCK/NPAS2
promueven la expresion de DEC1, DEC2 (Differentially expressed in
chondrocyte 1 y 2) los cuales promueven la activacion del promotor de PER
con la consecuente inhibicion 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 dimeros
(BMAL1:CLOCK/NPAS2) tienen una funcion principal en la regulacion de la
transcripcion de los genes encargados de las oscilaciones bioldgicas (Figura 5),
asi como de otros genes que contienen secuencias regulatorias E-Box
(Takahashi, 2016).

Aunado a estos mecanismos, existe una regulacion mediada por las
secuencias D-Box (TTATGYAA), en las cuales se unen los factores de
transcripcion (DBPs): Thyrotroph embryonic factor (TEF), Hepatic leukaemia
factor (HIF) y D-box binding protein (DBP) que actuan 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 regulacion de los DBPs, existe la proteina represora
Nuclear Factor Interleukin 3 Regulated Protein (NFIL3) la cual impide la union
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 funcion regulatoria (Tanoue et al., 2015)
(Figura 5).
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Por otra parte la regulacién de las funciones del dimero CRY/PER estan
sujetas a la actividad de la CK1g, Casein Kinase-Epsilon (Takano et al., 2004).
Esta cinasa es selectiva para residuos de serina-treonina y actua para formar el
triplete CK1¢/CRY/PER; donde CK1e cumple la funcion de molécula sefial,
dirigiendo a CRY/PER al sitio de union con BMAL1:CLOCK/NPASZ2.
Posteriormente CK1e y GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 3 Beta) se
encargan de fosforilar a PER para promover su degradacion proteosomica
(Meng et al., 2008; Maywood et al. 2011), (Mendoza-Viveros et al., 2017)
(Figura 5).

La degradacién proteosomica de CRY esta mediada por su fosforilacion,
activada por GS3KB (Mendoza-Viveros et al., 2017) y AMPK (Adenosine
monophosphate-activated protein kinase) (Bass y Takahashi, 2010). Un
sistema complementario de regulacion ocurre cuando FBXL3 (F-box y leucine
rich repeat protein 3) se une a en la region FAD de la proteina CRY, lo que
regula directamente la duracién de la represion transcripcional de CRY/PER
sobre BMAL1:CLOCK/NPAS2 (Maywood et al. 2011; St. John et al., 2014).

Ademas se ha propuesto que la melatonina durante la fase nocturna inhibe al
sistema proteosomico encargado de degradar las proteinas reloj
(CLOCK/BMAL1/CRY/PER), esto confiere una accion directa a la melatonina
en la sincronizacion y funcionalidad de los ritmos circadianos (Vriend y Reiter,
2015).

Estas actividades de formacion y degradacién del dimero CRY/PER son lentas
y progresivas, lo que permite mantener un ciclo de 24 horas donde una vez
degradado el dimero CRY/PER el ciclo vuelve a comenzar con la actividad
ritmica 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 ciclico (CAMP) y el Ca®, los cuales se encuentran
presentes durante la fase luminosa y permiten la transcripcion de genes
circadianos (O'Neill et al., 2008; O'Neill y Reddy 2012) como AANAT
involucrado en la produccion de melatonina (Wang et al., 2015).

Adicionalmente se han identificado otros factores de transcripcién como Sterol
regulatory element-binding proteins (SREBPs), peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARSs), peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha (PGC1a) que tienen funciones complementarias en la
expresion de genes controlados por el dimero 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 mamiferos. 5' (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 estan controlados por estos ritmos biolégicos en vertebrados y para
muchos de los cuales no se conocen aun sus funciones especificas (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 sefiales metabdlicas-
ambientales, modular la expresién 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 bioloégicos y el estrés oxidativo

Los estudios en cronobiologia revelan que existe una estrecha relacién entre
los ritmos bioldgicos y los sistemas redox (Jones y Sies, 2015). Trabajos en el
area de los osciladores biologicos indican que la intrincada conexién 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 regulacion de los
osciladores bioloégicos (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, glutation y los residuos de cisteina principalmente
(Blanco et al., 2007; Edgar et al., 2012). Las variaciones redox circadianas,
regulan diversas funciones fisiolégicas como la excitabilidad neuronal,
regulacion del sistema inmune, metabolismo, crecimiento, entre otros (Wilking
et al., 2013).

Ademas 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 variacion circadiana de RNAs no codificantes
(ncRNA), micro RNAs (mirRNA) y RNAs pequefios de interferencia (small
interfering RNAs; siRNA), provenientes de regiones intergénicas y que afectan
directamente a los osciladores bioldgicos (Zhang y Kay, 2010; Ben-Moshe et
al., 2014; Chen y Yang, 2014; Schick et al., 2016; Mico et al., 2016; Gao et al.,
2016; Mendoza-Viveros et al., 2017).

En células epiteliales normales y cancerosas humanas, se observa que una
adicion de H»O, genera condiciones de estrés oxidativo, que aumentan
significativamente la expresion y acumulacion 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 raton las ROS regulan la expresion de PER y
estan involucradas en la supervivencia o apoptosis celular (Magnone et al.
2015). También en macrofagos de ratdn se observa un estimulo proinflamatorio
y una disrupcion 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 transcripcion para
multiples genes. Estos presentan ritmos circadianos de expresion (Cheng y
Yang, 2014), se encuentran estrechamente relacionados con la regulacion del
estrés oxidativo y los osciladores biolégicos (Yang et al., 2012; Cheng y Yang,
2014).
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Ante la presencia de H;O,, los PPARs activan la expresion de enzimas
antioxidantes (Polvani et al., 2012) como catalasa (CAT) y la glutation
peroxidasa (GPx) que reducen al H,O, en agua (Chung et al., 2009; Okuno et
al., 2010). También estimulan la expresion de la superdxido 6xido-reductasa
(MnSOD) que catalisa la 6xido reduccion de 2 aniones superdxido O2” en
oxigeno molecular y H,O2 (Yu et al., 2008; Reuter et al., 2010) y la uncoupling
protein2 (UCP2) la cual previene la acumulacion de anién superéxido Oy” en la
mitocondria y controla produccion de ROS (Polvani et al., 2012).

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

La PGC1a (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha) también muestra patrones circadianos de expresion. Esta regula la
fosforilacion oxidativa y la produccion de ROS, a través de la biogénesis
mitocondrial y la regulacion del dinucledtido de nicotinamida-adenina (NAD")
(Bass y Takahashi, 2010). Activa la transcripcion de los ROR, los cuales a su
vez incentivan la expresion de BMAL1:CLOCK/NPAS2 (Liu et al., 2007; Bellet y
Sassone-Corsi, 2010).

Esta comunicacion directa de los osciladores circadianos con la homeostasis
metabdlica, sugiere que la modificacion 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 peroxido de Hidrogeno H>O;
en células Z3 y ZEM-2S del pez cebra activan la expresion de los genes reloj
PER y CRY (Hirayama et al., 2007; Ramos et al., 2015).

En el ojo de la damisela Chrysiptera cyanea la exposicion a la luz disminuye la
produccion del principal componente antioxidante, la melatonina (Takeuchi et
al., 2014). También en pez cebra se observa una inhibicion de PER sobre de
AANAT a través de una secuencia E-Box, lo que minimiza la sintesis de
melatonina (Wang et al., 2015). Estos reportes en diversos modelos sugieren
una relacion estrecha entre los osciladores y la respuesta antioxidante de los
organismos a través de la melatonina (Tahara et al., 2017).

Otra fuente importante de produccion de la molécula oxidante (H202) ocurre
cuando la enzima esteroide 11B-hidroxilasa (CYP11B1) transforma el 11-deoxi-
cortisol en cortisol en la membrana interna mitocondrial de la glandula adrenal
(Kil et al., 2012). La liberacion del H;O2 en el citosol celular inhibe la
importacion del sustrato inicial de sintesis (colesterol), por lo que se establece
un sistema de retroalimentacion negativa por la accion del peréxido de
hidrégeno. Para reestablecer las condiciones iniciales el H,O; es eliminado a
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través del sistema PRXII/SRX (Kil et al., 2012; Toledano y Delaunay-Moisan,
2015).

El cortisol es importante ya que activa la transcripcion de genes como PER y
CRY, cuando se une al sitio Ebox-GRE (glucocorticoid receptor element) en la
region promotora. Ademas CLOCK se une directamente a los glucocorticoides
(GR) y regula su unién al DNA, lo que controla la expresion de PER y CRY (So
et al., 2009; Mavroudis et al., 2012; Zhao et al., 2014). El cortisol también activa
un gran numero de genes involucrados en el metabolismo y la produccion de
metabolitos, esto indica que la regulacién de los ritmos circadianos esta
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 expresion de diversos genes reloj
(CLOCK, BMAL, CRY) y particularmente los genes PER, por lo que se sugiere
que el mecanismo de regulacion por GRs en vertebrados es altamente
conservado (Sanchez- Bretaio et al., 2016).

Las caracteristicas oxidantes (cortisol) y antioxidantes (melatonina) son
especialmente interesantes, ya que se considera que estas hormonas
presentan funciones antagonicas en la modulacién de los ritmos circadianos y
son capaces de modular los patrones diarios de crecimiento, alimentacién y
reproduccion entre otros (Larson et al., 2004; Saito et al., 2004; Ebbesson et
al., 2008; Nikaido et al., 2010; Lopez-Patifio et al., 2014; Bruning et al., 2015).

Otros de los actores clave estrechamente involucrados con el estrés oxidativo y
los ritmos circadianos son las coenzimas dinucle6tido de nicotinamida adenina
(NAD") (Bellet y Sassone-Corsi, 2010). Asi como una molécula derivada de
NAD" conocida como dinucleétido de nicotinamida adenina fosfato (NADP™) la
cual es producida por la accion de la enzima NAD-Kinase, que fosforila a NAD
afnadiéndole 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
accion 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). Ademas las coenzimas NAD" y NADP" esta involucradas en la
activacion del sistema inmune, desacetilacion de proteinas, procesos de
reparacion 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 codigo redox (Jones y Sies, 2015). El sistema NAD utiliza
deshidrogenasas que son activadas en procesos catabolicos de biomoléculas
que presentan enlaces covalentes de carbono, oxigeno, azufre, nitrégeno e
hidrogeno. La proporciéon de NAD*/NADH se encuentra en equilibrio con los
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sustratos reducidos/oxidados de las deshidrogenasas y es central en la
produccion energética (Brigelius-Flohé y Flohé, 2011).

Durante los procesos metabdlicos, como en el ciclo del acido tricarboxilico
(TCA) y en la ruta glicolitica, 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
produccion de ATP. Este proceso consume oxigeno e incrementa la produccion
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 atenuacién de los procesos
metabalicos y la produccion de ROS (Oka et al., 2012). PARP-1 también esta
involucrada en la regulacion de la transcripcion, apoptosis y regulacion del ciclo
celular, por lo que la participacion de NAD" presenta una funcion clave en la
modulacion 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 metabdlica estrechamente
relacionada con la glucdlisis), las moléculas de NADP® son reducidas a
NADPH+H". Posteriormente, dichos electrones son transferidos a los sistemas
de Glutation (GSH) y Thioredoxina/Peroxiredoxina (TRX/PRX), los cuales
reducen a las ROS y a las proteinas 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 O, y lo convierten en anidén superdxido
(O27) que a su vez formara H20,, por la accion de la superoxido 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 regulacion del
estrés oxidativo celular (Oka et al., 2012).

Los sistemas NAD'/NADP® también regulan de manera importante la
sensibilidad redox de los residuos de cisteina y metionina en las proteinas; en
donde el H»O, es el principal oxidante y los sistemas TRX/GSH son los
principales reductores de grupos disulfuro en los residuos de Cisteina/cistina.
Estos sistemas reductores dependen de la union a NADPH-reductasas, lo que
crea un sistema redox proteinico 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 nucledtidos (NAD, NADP) como transportadores de
electrones y sefializadores biolégicos. EI NADP®, es reducido por la ruta pentosa fosfato. El
NADPH es utilizado para eliminar las ROS, asi como para reducir proteinas oxidadas a través
de los sistemas TRX (Tioredoxina) y GSH (Glutation) con la participacion de GRX
(Glutharedoxina), GPX (Glutatién peroxidasa) y PRX (Peroxiredoxina). EI NAD" es reducido por
la ruta catabdlica glicolitica y del ciclo del &cido tricarboxilico (TCA). Los electrones del NADH
son transferidos a la cadena transportadora de electrones, para convertir ADP en ATP. El
estrés genotdxico (dafio al DNA por radicales libres) es reconocido por PARP-1 (poli [ADP-
ribosa] polimerasa 1), la cual facilita la ribosilacion del ADP, un paso importante en la
reparacion del DNA. (Modificado de Oka et al., 2012).

La coordinacion del control metabdlico por el sistema NAD" y el control de la
organizacion espacio-temporal del proteoma redox por el sistema NADP*/H,0»,
permite el control de las actividades centrales celulares que incluyen la mitosis,
meiosis, diferenciacion, senesencia, apoptosis y procesos multicelulares
complejos como la fertilizacion, el desarrollo, la cicatrizacidn y la reparacién de
dafios en acidos nucleicos, entre otros (Sakamaki et al., 2006; Jones y Sies,
2015).

Como se ha mencionado la produccion de H2O, proviene principalmente de la
respiracion celular y la actividad de la NADPH oxidasas, por lo que los niveles
de H»O; estan directamente relacionados con los niveles de actividad celular
(Quinlan et al., 2014). Por lo que la intricada relacién del metabolismo de NAD"
y los ritmos circadianos (Sassone-Corsi, 2012), permite que los sistemas redox
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celulares dirijan la adaptacion de los organismos a los cambios ambientales,
incluyendo la disponibilidad de nutrientes, la exposicion 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
energeético y la estructura protedmica (Jones y Sies, 2015).

Una enzima que puede transferir electrones de NADH+H" a NADP" es la
nicotinamida nucledétido transhidrogenasa (NNT), esta reaccién es reversible
por lo que en condiciones de alta demanda metabdlica el NADPH+H" es
consumido para soportar la produccion de NADH+H" y la producciéon de ATP,
lo cual debilita la accion antioxidante de NADPH+H" (Sies et al., 2017).

La produccion de NAD" esta mediada por la acciéon de la enzima nicotinamida
fosforibosil transferasa (NAMPT), la cual convierte la nicotinamida en
mononucleodtido 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 produccion circadiana de NAD" es controlada directamente por el dimero
BMAL1:CLOCK/NPAS2, que se une a la region E-Box del promotor de NAMPT
y que regula su sintesis a nivel transcripcional (Bellet y Sassone-Corsi, 2010).
De hecho no solo la biosintesis de NAD", sino la de los nucleétidos y los
aminoacidos también esta controlada por los ritmos circadianos (Krishnaiah et
al., 2017).

La unidn del dimero BMAL1:CLOCK/NPAS2 con el DNA es afectada
directamente por NAD". La actividad positiva de transcripcion solo se observa
cuando existe una alta concentracion de NADH (Bellet y Sassone-Corsi, 2010).
Esto sugiere que la regulacion por NAD" se debe en parte a su accién 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 transcripcion, 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
expansion de la cromatina y en consecuencia activa la transcripciéon 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 desacetilacion SIRT1 hidroliza a NAD", lo que
produce Nicotinamida y ADP-ribosa, esta ultima es capaz de incorporar el
grupo acetilo a su estructura para formar 2-O-Acetil-ADP-ribosa y asi lograr la
desacetilacion de las histonas (Oka et al., 2012).

Control enzimatico |

Nmnat1
Nmnat2
Nmnat3

Figura 7. Las sirtuinas vinculan los ritmos circadianos y el metabolismo. La unién del complejo
SIRT1:CLOCK:BMAL activa la expresion de NAMPT (Nicotinamida Fosforibosil Transferasa),
principal enzima que controla la produccién de NAD". (Modificado de Eckel-Mahan y Sassone-
Corsi, 2013).

De hecho SIRT1 se une al complejo BMAL1:CLOCK/NPAS2 para activar la
transcripcion de NAMPT, por lo que SIRT1 regula la presencia oscilatoria de su
propia coenzima NAD" y es clave en la regulacion 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 remodelacién de la cromatina que estan relacionados
con la expresion de SIRT1 son las enzimas asociadas a las histonas externas
(HIST1H1B). Su presencia es requerida para la union de SIRT1, el
enriquecimiento de la dimetilacion de la histona 3 en la lisina 9 (H3K9me2), la
compactacion de la cromatina y la expresion de genes relacionados al
crecimiento (Li et al., 2012).

Por udltimo la presencia de la Sirtuina 6 activa un estado represivo de la
cromatina, reduce la union de BMAL1:CLOCK/NPASZ2 y controla la expresion
de genes relacionados directamente con el metabolismo de carbohidratos y
acidos grasos como el factor de transcripcion SREBP-1. Todas las evidencias
en conjunto indican una estrecha relacion 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 comprension 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 biolégicos
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y la participacion del estrés oxidativo en este proceso, por lo que es necesario
realizar un mayor numero de investigaciones en este campo para tener una
mejor comprension del fendmeno bioldgico.
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CAPITULO 2. ]
EL EFECTO DEL FOTOPERIODO §OBRE LA DETERMINACION SEXUAL
DEL PEZ BLANCO DE PATZCUARO Chirostoma estor.

RESUMEN

La determinacion sexual en la mayoria de los peces teledsteos es el producto
de una mezcla de controles genéticos y respuestas ante sefiales ambientales.
De estas ultimas, la determinacion sexual por temperatura (DST) sin duda ha
sido la mas extensamente estudiada, con poca o nula informacién acerca de la
influencia de otros factores ambientales como el fotoperiodo sobre la
determinacién sexual. Actualmente los aterindpsidos son aceptados como
modelos bioldgicos para estudiar los mecanismos de determinacion sexual en
peces. Por lo que el presente trabajo evalua la influencia de la luz continua
sobre la determinacién sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor.
El experimento fue realizado en un sistema de recirculacion con una
temperatura constante de 20°C * 1°C y dos tratamientos luminicos: a)
Fotoperiodo de luz continua (CL) y b) Fotoperiodo simulado control (CS), al
final del estudio (12 semanas post-eclosion) las gonadas (testiculos y ovarios)
se identificaron histolégicamente para obtener las proporciones sexuales en
cada tratamiento. En el fotoperiodo de CS se observdé un 40% de machos,
mientras que en el fotoperiodo de CL se encontr6 un 73.3% de machos
fenotipicos (p<0.01). Ademas en la porciéon abdominal de larvas (n=14) de 5
dias post-eclosion se realizaron analisis de expresion relativa por gPCR, en el
fotoperiodo de CL el 64.29% de los individuos tuvieron una tendencia de mayor
expresion de sox9 (diferenciacion testicular) vs foxl2 (diferenciacién ovarica),
mientras que en el fotoperiodo de CS el 35.71% de los individuos presentan
esta tendencia relacionada a la diferenciacién testicular. En cuerpos completos
de larvas (n=9) los niveles de expresion de genes asociados al estrés oxidativo
(sod2 y ucp2) y la activacion 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 activacion del eje de estrés como el factor de liberacion de
corticotropina (crf) si presentan diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos, observandose una sobrexpresion de estos mMRNA en el
fotoperiodo de luz continua. En conjunto estas evidencias moleculares e
histolégicas demuestran que la luz continua aplicada en etapas tempranas de
desarrollo puede influenciar la proporciones sexuales en un teledsteo con
presencia de DST. Estos resultados son la primer evidencia experimental de
masculinizacion por iluminacion continua en una especie de vertebrado e
incrementa el conocimiento sobre los mecanismos de determinacion sexual
ambiental en teledsteos. Sin embargo es necesario realizar una mayor
investigacion para clarificar la conexion entre el estrés oxidativo y la
determinacién sexual ambiental que dirige la plasticidad sexual en los
vertebrados y especialmente en los peces.
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2.1. INTRODUCCION
2.1.1. Determinacion sexual en peces teleésteos

La determinacidon sexual es el proceso genético o ambiental mediante el cual
se establece el sexo del embridn, tras la fertilizacion. Este proceso en peces
puede ser basicamente de dos tipos; Determinacion Sexual Genotipica (DSG) y
Determinacion 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 fenotipico del embrién 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 multiples genes clave en la
determinacion sexual, como el SRY/sry (sex-determining region Y) en
mamiferos 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 hindu 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
teledsteos que estan relacionados estrechamente con la ruta del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-f), como el gen Y-linked anti-Mullerian
hormone (amhy) en el aterindpsido Odontesthes hatcheri (Hattori et al., 2012) y
que también se mantiene conservado en el Ciclido Oreochromis niloticus (Li et
al., 2015). Otros mas son el anti-Mullerian hormone receptor type |l (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-irfdy 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
teleGsteos se encuentran diversos sistemas cromosomicos 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 estan presentes sistemas cromosomicos
XXIXY 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

Corona- Herrera 2017 49



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas ﬂ

i inai i i i i INSTITUTO DE
El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentaciéon y determinacién res

sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). ACROPECUARIAS
Y FORESTALES

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
Ciclido Astatotilapia Burtoni, se han reportado sistemas de determinacion de
sexo poligénico; es decir que no existe un sistema de determinacion dado por
cromosomas sexuales (Vandeputte et al., 2007; Liew et al., 2012; Roberts et
al., 2016). Finalmente se ha reportado que el sistema de determinacion sexual
presenta variaciones entre lineas domesticadas en D. rerio (Wilson et al., 2014)
por lo que queda de manifiesto que existe una amplia diversidad en los
sistemas de determinacion genotipica que se han manifestado a lo largo de la
evolucion 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 determinacion
sexual de los teledsteos 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 determinacion sexual de las poblaciones.

Entre los factores ambientales, sin duda la determinaciéon 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 Diaz-Hernandez 2013), anfibios (Evans et al., 2012; Roco et
al., 2015) e incluso en el ave Aix sponsa. En esta se observo que las tasas
sexuales cambian cuando la incubacion 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) fertil, en la cual el sexo es determinado solo por la temperatura. Esto
indica que en solo dos generaciones este reptil pueden cambiar de una
determinacidon sexual genotipica a una determinacion 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 determinacidn sexual de la progenie.

En peces se ha reportado que existen variaciones en la sensibilidad térmica de
los procesos de determinacion sexual. Por ejemplo en la mojarra Lepomis
macrochirus en la que se observan diversos grados de DST entre diferentes
familias geograficas (Shen et al., 2016). Incluso entre diferentes familias de
reproductores de una misma linea de peces se ha observado que existen
diferencias en la sensibilidad térmica, como en D. rerio (Ribas et al., 2017) y el
aterindpsido Chirostoma estor, donde se ha observado que el grado de
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presencia de DST varia de acuerdo a la pareja de reproductores (Corona-
Herrrera et al., 2016).

En Odontesthes bonariensis, un aterindpsido sudamericano con una clara
presencia de DST, se ha observado que en temperaturas intermedias de
incubacion los organismos presentan una determinacidén sexual gobernada por
la carga genética (DSG), sin embargo en altas temperaturas se observa 100%
de machos y en bajas temperaturas de incubacion 100% de hembras (DST).
Asi que es posible también la coexistencia de ambos sistemas de
determinacion sexual en una misma especie (Yamamoto et al., 2014).

En conjunto estas evidencias indican una alta plasticidad en la determinacion
sexual de los peces, lo que hace practicamente imposible hacer
generalizaciones de los sistemas de determinacion entre especies o inclusive
entre familias de una misma especie, por lo que se deben de realizar estudios
particulares para cada poblacién de interés cientifico o acuicola (Mei y Gui,
2015; Schuppe et al., 2016; Liu et al., 2017).

2.1.2. Diferenciacién sexual en peces teledsteos

La diferenciacion sexual es el proceso mediante el cual un conjunto de
mecanismos embrioldgicos, morfoldgicos fisioldgicos, genéticos y moleculares
producen un macho o una hembra, a partir de un cigoto de un genotipo
especifico, en un ambiente dado (Bull, 1983). Aunque se han identificado
algunas rutas bioquimicas y moleculares en los mecanismos de diferenciacion
sexual se ha sugerido la presencia de moduladores enddgenos que aun
permanecen poco explorados (Devlin y Nagahama, 2002; Striussmann y
Nakamura, 2002; Ospina—AIvarez 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 diferenciacion ovarica y testicular
a partir de gdénadas indiferenciadas, es controlada por hormonas, enzimas,
receptores esteroidogénicos y factores de transcripcion (Devlin y Nagahama
2002; Nishimura y Tanaka, 2014; Martinez et al., 2014; Tokarz et al., 2015) asi
como controles epigenéticos (Navarro-Martin et al., 2011; Diaz y Piferrer, 2015;
Fan et al., 2017). Que ocurren durante el proceso de diferenciacion molecular
gonadica (Vizziano et al., 2007), donde la expresion de genes involucrados en
el desarrollo ovarico o testicular se incrementa antes de la diferenciacion
histolégica (Shen y Wang, 2014; Pan et al., 2016; Baroiller y D'Cotta, 2016; Liu
et al., 2017).

En peces la diferenciacion testicular molecular esta relacionada con la
transcripcion 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; Martinez et al., 2014; Pan et al., 2016).
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La estructura y funcién del factor de transcripcion SOX9 (Sex Determining
Region Y -Box 9) esta conservada en mamiferos, aves y peces (Denny et al.,
1992; Zhou et al., 2003; Shen y Wang, 2014; Adolfi et al., 2015). En mamiferos
la expresion inicial de SOX9 suprime genes relacionados con el desarrollo
ovarico, como a WNT4 (Wingless-Type MMTV Integration Site Family, Member
4) y R-Catenina (Cadherin-Associated Protein Beta 1) (Nef y Vasalli, 2009).
SOX9 también presenta un rol crucial en la diferenciacion de las células de
Sertoli que brindan soporte estructural y metabdlico a las células de Leydig
(productoras de testosterona) (Brennan y Capel, 2004) y esta asociado con la
sobreexpresion de AMH (antimullerian hormone) (Lasala et al., 2011).

Particularmente en teledsteos la expresion de amh y de los factores de
transcripcion dmrt1 y sox9, se han relacionado con la diferenciaciéon molecular
temprana testicular (Rodriguez-Mari et al., 2005; ljiri 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 sobreexpresion de
gsdflsox9a2 y la inhibicion de la expresion de rspo?1 lo que promueve la
diferenciacion testicular (Chakraborty et al., 2016), por lo que el gen sox9 es un
buen indicador de los procesos de diferenciacion 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 diferenciacion ovarica en teledsteos se ha reportado la
sobreexpresion de genes como fgf, rpso4, rspo1, wnt4, B-catenin, wnt5, sox17,
sf1,hsd17b1, fst, cyp19alay foxI2 (Martinez et al., 2014; Vizziano-Cantonnet et
al., 2016; Zhou et al., 2016; Yang et al., 2017). Especificamente los genes
cyp19aia (Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A Member 1a) y el factor de
transcripcion fox/2 (Forkhead Box L2) son expresados en las células de
granulosa y teca del foliculo ovarico de los teledsteos (Nakamura et al., 2009;
Guiguen et al., 2010; Herpin et al., 2013; Fan et al., 2017).

De hecho fox/2 puede inducir la sobreexpresion de cyp719aia, en las células del
foliculo y liderar la diferenciacion ovarica, por lo que fox/2 es un buen indicador
de la diferenciacion gonadica 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 identifico que
foxI2 es un gen maestro en la determinacion sexual presente en las hembras
de la cabra (Capra aegagrus hircus), lo que ratifica su funcion ligada al
desarrollo ovarico a través de la evolucion en vertebrados (Boulanger et al.,
2014).

De manera interesante se ha demostrado que fox/2 inhibe por diversos
mecanismos moleculares a sox9 para mantener la identidad de las células de
granulosa en mamiferos (Georges et al., 2014) y peces (Casas et al., 2016), lo
que sugiere que estos genes presentan funciones antagonicas muy estrechas
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en el proceso de diferenciacidon y mantenimiento de la identidad sexual de la
gonada (Elzaiat et al., 2017).

Especificamente, para los aterinépsidos Odontesthes sp. se han identificado
los genes dmrt1, amh, sox9, nrbal, cyp11al y cyp11b en el proceso de
diferenciacion testicular (Fernandino et al., 2008; Blasco et al., 2010), mientras
que cyp19ala y foxl2 se expresan en procesos de diferenciacidon ovarica
(Karube et al., 2007; Fernandino et al., 2008; Hattori et al., 2012). Es por esta
razon que para Chirostoma estor en el presente estudio se seleccionaron los
genes sox9 y foxI2 como indicadores de diferenciacion gonadica molecular.

Estas observaciones indican que en los aterindpsidos la expresién de estos
genes se ha conservado y pueden utilizarse como indicadores para realizar
estudios moleculares. Aunado a que en los ultimos afos algunos miembros de
la familia Atherinopsidae se han convertido en modelos biolégicos para estudiar
los mecanismos de determinacion y diferenciacion sexual, debido a su
sensibilidad ante los factores ambientales (Strissmann 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 determinaciéon sexual de animales
acuaticos

El manejo del fotoperiodo y la aplicacién de regimenes de luz continua es una
practica comun en los sistemas de produccion acuicola para mejorar el
crecimiento somatico y modular la reproduccion 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 informacion 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 aterindpsido con presencia de DST Leuresthes tenuis, se
reporta que tratamientos de temperaturas bajas producen una mayor
proporcion 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
fendbmeno en las proporciones sexuales (Brown et al., 2014). Este reporte en
una especie con presencia de DST, es el primer reporte de una determinacion
sexual por fotoperiodo (DSP) en vertebrados.

Sin embargo en invertebrados acuaticos se ha reportado la influencia del
fotoperiodo sobre la determinacion sexual desde hace un par de décadas. Tal
es el caso del balanus Heterosaccus lunatus (Walker, 2005), asi como los
anfipodos Gammarus duebenni y Equinogammarus marinus (Naylor et al.,
1988%°; Guler et al., 2012) donde la exposicién a un fotoperiodo de 16L: 8D
produce poblaciones con una mayor proporcion de machos.
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En la pulga de agua Daphnia magna se observa que los dias cortos pueden
producir una mayor cantidad de organismos masculinizados en las poblaciones
(Hobaek y Larsson, 1990), mientras que en el isbpodo 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 bioldgicos entre la percepcion luminica
y la determinacion sexual ambiental en animales acuaticos.

En conjunto estas evidencias indican que la diversidad en la determinacion
sexual ambiental en animales y especialmente en vertebrados, no esta bien
comprendida, por lo que se requiere de un mayor esfuerzo en investigacion
para entender como los organismos sensan las sefales ambientales y estas a
su vez lideran los mecanismos para la determinacién sexual en vertebrados.

2.1.4. Determinacién/diferenciacion sexual, estrés y estrés oxidativo en
peces

El sistema de defensa antioxidante en vertebrados e invertebrados se
encuentra altamente conservado. Por otro lado las sefiales ambientales
(temperatura, salinidad, oxigeno, disponibilidad de alimento y fotoperiodo)
modulan multiples funciones metabdlicas, actividades fisiologicas vy
especialmente los mecanismos bioquimicos frente a las especies reactivas de
oxigeno (ROS), para poder lidiar con los cambios ambientales y sobrevivir. Sin
embargo estas caracteristicas han recibido poca atencion en estudios
comparativos (Monaghan et al., 2009; Chainy et al., 2016).

En los ultimos afos algunos trabajos han demostrado que la exposicion a
variaciones ambientales como la temperatura (Lushchak et al., 2011; Vinagre
et al., 2012; Kim et al., 2017), la disponibilidad de oxigeno (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; Ramirez-Duarte et al., 2016), el
amonio (Sinha et al., 2014; Sun et al., 2014; Cheng et al., 2015; Jin et al.,
2017), asi 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; Ramirez-Duarte et al., 2017)
generan cambios en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
en la respuesta ante el estrés oxidativo (Chainy et al., 2016), adémas de
generar procesos apoptoticos e incremento de cortisol en los peces (AnvariFar
et al., 2017).

Desde el punto de vista de la biologia evolutiva, se ha encontrado que existen
correlaciones entre el estrés oxidativo y la modulacion de las caracteristicas
sexuales secundarias (ornamentacion o coloracion), lo que permite la eleccion
de la pareja mas saludable para reproducirse y asegurar la sobrevivencia de la
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progenie (Von Schantz et al., 1999). Esta idea planteada hace mas de una
década y que vincula caracteristicas sexuales con estrés oxidativo ha generado
mas de 300 articulos cientificos que han demostrado su validez en aves y en
peces (Garratt y Brooks et al., 2012).

Ademas ideas recientes relacionan la quimica redox en el contexto de la teoria
de la historia de vida. La teoria basicamente propone que los organismos
pueden dirigir la inversion de la energia entre la reproduccion, el crecimiento y
la supervivencia. Donde el estrés oxidativo puede ser un mediador clave en
estos procesos fisioldgicos (Metcalfe y Alonso-Alvarez, 2010; Speakman et al.,
2015).

Como se mencion6 en parrafos anteriores, los factores ambientales pueden
inducir cambios en la tasa de proporcidén sexual, lo que abre la pregunta de si
podria existir un vinculo entre el estrés oxidativo, generado por los cambios
ambientales y la determinacion/diferenciacién sexual en peces. Recientemente
en los espermatozoides humanos se ha relacionado la carga cromosomica 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 apoptotica (You et al., 2017).

En el gusano Caenorhabditis elegans otro gen maestro de determinacion
sexual (Dmrt1), solo presenta en machos, se ha relacionado con Ila
hipersensibilidad ante factores de estrés oxidativo (Inoue y Nishida, 2010). En
el pez cebra D. rerio, un trabajo reciente muestra que los machos son mas
susceptibles que las hembras al estrés oxidativo ocasionado por la exposicion
a mercurio inorganico, lo que origina un dafio gonadico, cambios en los niveles
hormonales y disrupcion de la transcripcion génica del eje de reproduccion
(Zhang et al., 2016).

Otros trabajos recientes en mamiferos reportan que existe un vinculo entre las
condiciones de estrés oxidativo y los genes relacionados con la ruta TGF-$ (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 mamiferos sugieren que podria
existir un vinculo entre estos genes maestros de determinacién sexual en
peces y las condiciones de estrés oxidativo celular ante los cambios
ambientales.

Por otro lado, la exposicion a esteroides androgénicos (17a-metiltestosterona),
utilizados para procesos masculinizar las poblaciones de peces de acuicultura.
Generan un incremento del estrés oxidativo, el cual modula la expresién de
genes y la actividad de enzimas antioxidantes en el desarrollo temprano de la
tilapia (Zheng et al., 2016). Ademas se ha observado que la presencia de otras
substancias androgénicas como la Testosterona, la 11-Ketosterona (11KT), la
17a-metildihidrotestosterona y la 17B-trenbolona también incrementan las
respuestas al estrés oxidativo en teledsteos, aun en bajas concentraciones
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(Martyniuk y Denslow, 2012). Incluso en mamiferos y aves se ha relacionado la
presencia de testosterona con el aumento del estrés oxidativo lo que sugiere
que este vinculo podria 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, 17@-estradiol y 17a-
etinilestradiol) también pueden generar cambios en las proporciones sexuales
e incluso reversion sexual en los peces (Aris et al., 2014). En la lubina
Micropterus salmoides altas concentraciones de 17a-etinilestradiol generan un
incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno y la activacion
de los mecanismos antioxidantes celulares en el higado (Colli-Dula et al.,
2014).

En la trucha arenera Micropogonias undulatus un tratamiento con 173-estradiol
reduce la produccién del anién superéxido 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 estrogenos ejercen
un impacto sobre la capacidad inmune, el estrés oxidativo y las respuestas
antioxidantes, las cuales son dependientes de la désis administrada (Thilagam
et al., 2010; Thilagam et al., 2014), mientras que en el pez cebra D. rerio, el
17a-etinilestradiol inhibe la apoptosis en la gonada y permite el desarrollo
ovarico normal (Luzio et al., 2016).

En las células de granulosa de mamiferos se ha demostrado que el gen de
diferenciacion ovarica FOXL2, regula positivamente mecanismos relacionados
con la detoxificacion de ROS y reparacion de dafos del DNA ante sefiales de
estrés oxidativo (Benayoun et al., 2009; Benayoun et al., 2011) lo que sugiere
que podria existir un vinculo entre el estrés oxidativo y la diferenciacion ovarica
en vertebrados.

Por otro lado en el aterindépsido O. bonariensis (especie con Determinacion
Sexual por Temperatura) se observo que la administracién de dexametasona
(Glucocorticoide sintético, relacionado con la respuesta a estrés), durante el
periodo de diferenciacion sexual induce una poblacién 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 interaccion social en el
pez payaso Amphiprion ocellaris (lwata et al., 2012).

En O. bonariensis, durante la fase de diferenciacion sexual, se ha encontrado
un aumento en la expresion de la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(71Bhsd2) que es la encargada de convertir el glucocorticoide cortisol en
cortisona y sintetiza el 11-KT, el androgeno mas potente en peces (Fernandino
et al., 2012; Fernandino et al., 2013; Castafieda et al., 2014). En el bagre
Clarias batrachus, la expresion de 711Bhsd esta regulada por el factor de
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transcripcion relacionado con el desarrollo testicular sox3 (Rajakumar vy
Senthilkumaran, 2016) y que en la Medaka Oryzias dancena existe una copia
(sox3y) que funciona como gen maestro de determinacion sexual (Takehana et
al., 2014). En el medaka japonés O. latipes se observd una expresion
diferencial mayor en hembras del receptor de glucocorticoides gcr? (Kikuchi et
al., 2015). En conjunto estos datos sugieren niveles de expresion dimorfica de
sox3, gcr1 y 11Bhsd2, asi como un vinculo entre el eje de estrés y los
mecanismos de diferenciacién sexual (Hattori et al., 2009; Castafeda et al.,
2014).

El metabolismo normal y la exposicidn a xenobidticos produce las ROS que
actuan como mensajeros redox en las sefiales intracelulares, sin embargo
cuando existe un exceso de ROS, se induce una modificacion oxidativa de las
moléculas, inhibe las funciones de las proteinas y promueve procesos
apoptoticos celulares (Circu y Aw, 2010).

En O. bonariensis, se observa la sobreexpresion del mRNA de amh, la
inhibicion del cyp19aia y condiciones de apoptosis en células somaticas de la
gonada masculina, por lo que la presencia de cortisol puede estar relacionada
con la apoptosis y el desarrollo normal del testiculo (Hattori et al., 2009;
Yamamoto et al., 2013), ademas en pez cebra D. rerio, también se ha
relacionado la presencia de la apoptosis en células germinales primordiales
con la diferenciaciéon testicular (Tzung et al., 2015) y durante el proceso de
reversion sexual de hembras a machos (Rodriguez-Mari et al., 2010).

En conjunto estas observaciones de la influencia de los cambios ambientales,
la exposicion a factores esteroideos (masculinizantes, feminizantes y cortisol),
la sensibilidad de los genes determinantes del sexo y las condiciones pro/anti-
apoptoticas. Aportan evidencias de la existencia de un vinculo entre los
procesos de estrés oxidativo y los genes/mecanismos involucrados en la
determinacién/diferenciacion sexual que aun 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 determinacién sexual en el
aterindpsido Chirostoma estor, asi como la probable participacién de la
maquinaria de respuesta ante la presencia de especies reactivas de oxigeno y
la activacion 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 modulacion del estrés oxidativo (Costantini et al., 2011; Sopinka et al.,
2015). En el cerebro de mamiferos se ha demostrado que las neuronas
sensan, transmiten y convierten las sefiales de ROS en respuestas
intracelulares que modulan las funciones sinapticas (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
proteina precursora POMC, que contiene 3 péptidos principales la y-Hormona
estimulante de melanocitos (y-MSH), la B-lipotropina y la Adrenocorticotropina
ACTH (Alsop y Vijayan, 2009; Villamizar et al., 2014; Gallo-Payet, 2016). La
ACTH es la hormona que actua en la corteza adrenal (mamiferos) o células
interrenales (peces) y estimula la produccion de glucocorticoides a través de la
accion enzimatica de 11-B hidroxilasa (cyp71b71) que convierte el 11-
deoxicortisol en cortisol y es considerada la principal hormona de estrés que
actua principalmente sobre el receptor de glucocorticoides gcr1 de vertebrados
(Lupien et al., 2007, Cruz et al., 2013; Gallo-Payet, 2016).

El cortisol actua en los tejidos mediante la union a los receptores de nucleares
de glucocorticoides (GRs). Los GRs regulan la transcripcién génica por medio
de la union a elementos de respuesta a glucocorticoides (GRESs) localizados en
la regiébn promotora de los genes diana. De esta manera el cortisol modula el
crecimiento, la reproduccion, el balance energético, la osmoregulacion, 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 expresion transcripcional durante las primeras horas
después de la fertilizacidn, sin embargo, la produccién de cortisol y las primeras
respuestas fisiolégicas al estrés se observan hasta después de la eclosion
(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 administracion de cortisol exoégeno
incrementa la produccion del antioxidante glutation y sugiere que el cortisol
puede coadyuvar para contrarrestar la produccion de ROS (Birnie-Gauvin et al.,
2017). Dichas evidencias sugieren un vinculo entre el eje de estrés
Hipotalamo-Hipofisis-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 accion en ambos sistemas son las
proteinas desacoplantes (UCPs). Estas son proteinas de la membrana interna
mitocondrial que disipan el gradiente de protones, reducen la eficiencia en la
produccion de ATP, regulan la termogénesis y controlan la produccién de ROS
(Ledesma et al., 2002; Krauss et al., 2005). En las neuronas POMC de
mamiferos se ha observado que la sobreexpresion de UCP2 disminuye la
actividad de la cadena transportadora de electrones (CTE) y la consecuente
produccion de ROS (Vozza et al., 2014).
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La disminucion de ROS silencia las neuronas POMC y probablemente inhibe la
activacion del eje de estrés en el hipotalamo (Drougard et al., 2015). En
mamiferos UCP2 se ha relacionado con el control de la alimentacion,
crecimiento, modulacion del sistema inmune, balance energético, metabolismo
de lipidos y glucosa (Emre y Nubel, 2010; Toda y Diano, 2014). Recientemente
en ratones se ha reportado un vinculo entre la activacién del eje de estrés, la
liberacion de glucocorticoides con la sobreexpresion de UCP2. Esto lidera la
resistencia ante factores que inducen la muerte celular, por lo que también
UCP2 podria estar involucrada en procesos de regulacion de apoptosis
(Kasahara et al., 2015).

En peces se ha observado la expresion de hasta cuatro isoformas de Ucps en
diversos tejidos de la carpa Cyprinus carpio (Stuart et al.,1999), la anguila
antartica 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 arcoiris Oncorhynchus mykiss (Craig et al., 2013; Libran-Pérez et
al., 2013; Otero-Rodifo et al., 2015). Estas evidencias indican que las Ucps
han sido conservadas entre los teledsteos. Se ha sugerido que el monitoreo de
su expresion, 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 estan relacionadas con la actividad antioxidante, son la
glutation reductasa (Gsr), la catalasa (Cat) y las superoxido-reductasas (Sod7 y
Sod?2), las cuales en conjunto son consideradas la primera linea de defensa en
condiciones de estrés oxidativo en peces (Yuan et al., 2017). Estas enzimas se
activan cuando dos moléculas del anién superdxido Oz~ producido en la CTE
mitocondrial, son oxido-reducidas por la enzima Sod2 en O y HOs.
Posteriormente 2 moléculas de H>O; son transformadas en H,O y O, por la
accion de la glutation peroxidasa (Gpx), que utiliza el antioxidante no
enzimatico glutation-reducido (GSH) en la mitocondria (Pacitti et al., 2013). Asi
como la accién de la enzima Cat en los Peroxisomas (Lismont et al., 2017). La
Gsr, se encarga de reducir el glutation para mantener el glutation-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 produccion de ROS y afecta las funciones fisiologicas de
los organismos (Lascaratos et al., 2007), ademas estudios recientes
demuestran que el sistema antioxidante redox ha evolucionado en conjunto con
otras caracteristicas biolégicas como los ritmos circadianos, lo que pone de
manifiesto la importancia de las ROS como sefiales intracelulares ante cambios
luminicos (Edgar et al., 2012; Ray y Reddy, 2016).

Especificamente, la expresion de las enzimas antioxidantes relacionadas al
estrés oxidativo por cambios en las variables luminicas, se han observado en el

Corona- Herrera 2017 59



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas ﬂ

El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentacion y determinacién '"mem:-_f,
sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). ACROPECUARIAS

Y FORESTALES

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 (Ramirez-
Duarte et al., 2017). Sin embargo existen pocos reportes donde se estudien los
efectos de la iluminacién continua sobre la producciéon de ROS, las enzimas
antioxidantes (Giannetto et al., 2014; Purushothaman et al., 2015) y la
produccion de cortisol en peces (Cowan et al., 2017).

En experimentos con ratas privadas de suefio, se demostré que la capacidad
antioxidante cerebral se encuentra disminuida sustancialmente (Everson et al.,
2005), disminuyen los niveles de glutation (D almeida, 1998) y la actividad de
SOD es minimizada en el hipocampo y en el tallo cerebral (Ramanathan, 2002),
ademas se ve incrementada la produccion del factor liberador de corticotropina
(CRF) y corticosterona que activan el eje de estrés en los roedores (Schiavone
et al. 2013). En peces la produccion de cortisol sin influencia de factores
estresantes, se ha descrito en algunas especies y se observan picos de
produccion en la fase nocturna o diurna que dependen del comportamiento de
cada especie analizada (Cowan et al., 2017).

Sin embargo cuando las condiciones de iluminacion son constantes
(iluminacion continua) 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 (Lopez-Olmeda et al.,
2009), el salmén (Huang et al., 2010), el lenguado Solea senegalensis (Oliveira
et al., 2013), la trucha Oncorhynchus mykiss (Hernandez-Pérez et al., 2015) y
la perca Perca fluviatilis (Brining 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 atlantico Gadus morhua, la iluminacién continua incrementa
la expresidon de genes relacionados con el estrés oxidativo, como la
superoxido-reductasa (sod2), la catalasa (cat) y la glutation reductasa (gsr).
Estas respuestas podrian estar relacionadas con la disminucién de la sintesis
de melatonina debido a las condiciones continuas de iluminacion (Giannetto et
al., 2014), ya que la melatonina tiene una potente accion antioxidante, reduce
la formacion de ROS e inhibe procesos apoptoticos (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 dias de iluminacion continua
se observd que existe una mayor expresion de proteinas relacionadas con el
estrés oxidativo como sod71, peroxiredoxina 2 y 5 (prx2, prx5), asi como
proteinas 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 Patzcuaro 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 (Martinez-Chavez et al.,
2014). Ademas de una mejora en el desempefio reproductivo con el uso de
fotoperiodos largos (Martinez-Palacios et al., 2007). Para conocer si existe una
influencia de la luz continua sobre la determinacion sexual, el eje de estrés y el
estrés oxidativo en C. estor, el presente estudio reporta las tasas de proporcion
sexual (por observacion histologica de la gonada) y la expresion transcripcional
de los genes relacionados con: a) la diferenciacidén sexual molecular (foxl/2,
sox9); b) la activacidn del eje de estrés (crf, gcr1) y la respuesta al estrés
oxidativo (ucp2,sod2, caty gsr).

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Condiciones experimentales

El sistema experimental consistio de seis tanques (3 por cada condicion
experimental) con una capacidad de 90 litros cada uno, un sistema de filtracion
mecanica y biolégica con una salinidad de 5 gl (Martinez-Palacios et al.,
2004). El flujo de agua de los tanques fue de 1.3 I'm™, el oxigeno fue
mantenido a 5.520.5 g™, el pH en 7.5 y la temperatura se ajusté a 20 + 1°C
con un sistema automatico (LN-5800, BOYU).

Durante toda la serie experimental la salinidad fue evaluada con un
refractometro (S/Mill-E 0-100 g I-1, ATAGO), la temperatura fue monitoreada
con un termometro de mercurio (-20°C to 110°C). El pH, el amonio total (NHs-
NH4") y los niveles de Nitritos (NO>) fueron evaluados con un test colorimétrico
(FF-3, HACH). Los niveles de oxigeno disuelto fueron monitoreados con un
oximetro (51B, YSI), la intensidad luminica fue monitoreada con un luxometro
digital (YK-10LX Lutron) y el espectro de la luz LED, con un espectrometro
(USB2000+VIS-NIR Ocean Optics Spectrometer).

Los tratamientos fotoperiodicos 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 automatico (RadioRA2 LUTRON). La
iluminacion se proporciond con una intensidad de 26.14 wattsm?, con lamparas
T8-LED, de luz fria 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 luminico, hasta cumplir 12 semanas post-eclosion (SPE) (Figura 1).

Una vez eclosionadas, las larvas de C. estor fueron alimentadas con rotifero
Brachionus plicatilis y nauplio de Artemia sp., como se ha descrito en Martinez-
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Palacios et al., (2006). A las 4 SPE, el alimento vivo se complemento con una
dieta especifica para aterinépsidos (con un 43% de proteina). Es importante
mencionar que durante toda la fase experimental, la alimentacién fue
proporcionada 24 horas al dia, con el apoyo de alimentadores automaticos
Boyu (ZW-82).

Wavelength (nm)

Figura 8. Espectro de tubos T8-LED, luz fria (6500K) obtenida con el espectrometro
USB2000+VIS-NIR Ocean Optics Spectrometer.

2.2.2. Analisis histolégico de las goénadas y descripcion fenotipica del
sexo

Para determinar el desarrollo gonadico y el sexo fenotipico se realizd un
analisis histolégico de la génada 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 solucion de fijacidon
histologica Bouin (HT10132, SIGMA), durante 24 horas. Posteriormente fueron
procesados por la técnica de histologia clasica Hematoxilina-Eosina-Floxina.

Las laminillas de los cortes histoldégicos se observaron con microscopia de
campo claro. El criterio para determinar el sexo fenotipico fue el siguiente: a)
hembras: Ovarios con presencia de cavidad ovarica, ovogonias, ovocitos en
fase de diploteno y perinucleolares; b) Machos: Testiculos con presencia de
espermatogonias, células somaticas en el interior de la go6nada, ducto
espermatico y vasos capilares. Todos estos criterios han sido establecidos en
trabajos anteriores descritos (Corona-Herrera et al., 2016).

2.2.3. Cuantificacidn relativa por qPCR en tiempo real

Para realizar los analisis moleculares, se obtuvieron 23 larvas al azar de 5 dias
post-eclosion (DPE), por cada tratamiento, durante la fase luminosa. Las larvas
fueron sedadas con agua helada y transferidas inmediatamente a una solucion
de RNA later (Thermo Scientific). Se mantuvieron durante 24 horas a 4°C y
después se almacenaron a -80°C, hasta la fase de extraccion 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 extraccidon de RNA y llevar a cabo los analisis de
expresion de los genes objetivo, relacionados con la diferenciacion sexual
molecular (sox9, foxI2).

Ademas se efectuo la extraccion de RNA de 9 larvas completas, para realizar el
analisis de expresion de los genes objetivo, relacionados con el eje de estrés
(crf, gecr1) 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 Proteina ribosomal 60s L5 (rp/5) y el gen
del Factor de elongacion 1 alfa (ef-1a).

Las concentraciones del RNA de cada muestra se determinaron con la
absorbancia a 260nm y la pureza con la tasa de absorcion a 260nm/280 nm
mediante el uso del micro-espectrofotometro NanoDrop Lite Spectrophotometer
(Thermo Scientific). Posteriormente se realizaron tratamientos para eliminar el
DNA con el protocolo de DNasel, 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%, tefiido con
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (BIOTIUM).

Después de verificar la calidad del RNA total, se utilizaron 100ng de cada
muestra para la sintesis cDNA, de acuerdo al protocolo del First strand cDNA
Synthesis kit (Thermo Scientific). Con la inclusién de controles negativos de
transcriptasa reversa y blancos sin contenido de RNA.

La cuantificacion de los transcriptos se llevo a cabo con el uso de un sistema
de gPCR 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 oligonucledtidos especificos para cada gen (Tabla 1), disefiados con
ayuda del software IDT primer quest software (www.idtdna.com/Primerquest).

Las reacciones de amplificacién fueron realizadas por triplicado, en un volumen
final de 12.5ul, que contenia: 250 ng de cDNA, 0.20 pM de cada
oligonucledtido, y 6.25 ul de SYBR Green/Rox, como control negativo se
incluyeron 3 reacciones sin muestra de cDNA.

La amplificacion se realiz6 con el termociclador StepOnePlus, con una
desnaturalizacién inicial de 95°C durante 10 min, seguida de 40 ciclos de 15s a
95°C, 15s a la temperatura de hibridacion de cada par de oligonucledtidos
(Tabla 1) y una extension final de 15 s a 72°C.

Después de la fase de amplificacion se realizé un analisis derivativo de la curva
de desnaturalizacion (melting), con incrementos de 0.5°C de 60 a 95°C para
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confirmar la amplificacidon de un solo producto, en cada muestra analizada
(Figura 9).

Las curvas estandar se conformaron de 5 puntos de dilucion y fueron utilizadas
para calcular la eficiencia de amplificacion en las reacciones de qPCR. Los
porcentajes de eficiencia pueden observarse en la Tabla 1.

Los valores del ciclo umbral (Ct), la concentracion 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 estandar.

Cabe mencionar que el cDNA para las curvas estandar entre placas y genes
fue el mismo para todas las condiciones (cDNA de la porcion abdominal para
los genes ef-1a, sox9, foxI2 y cDNA de cuerpo completo para ef-1a, cff,
gcerl,ucp2, sod2, caty gsr), para evitar variaciones en las concentraciones y la
preparacion de las curvas estandar correspondientes.

Para realizar la cuantificacion relativa de la expresion se utiliz6 como gen de
referencia el gen ef-17a de acuerdo al analisis 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 amplificacion, coeficientes de determinacién
longitud de amplicones y temperaturas de hibridaciéon de los oligonucleétidos usados en este

trabajo.

; - , [Amplicon o
Gene Primer ID Sequence Eficiency| R length Ta °C
EF1A_Fw 214 RT GTATCTCCAAGAACGGACAG
efle I—FETA Rv 1275 RT | GGTTGTAGCCAATCTTCTTG | 10644 [099] 177 | 605
GAPDH_Fw _282_RT | GGGTCATTCAGAGACGATCAAG
9apdh | —=75DH Rv 384 RT | CGACAACGAGTTTGCCTACA 9.5 10991 102 60
RPLS_Fw_797 RT | GAGGGAAAGACGGACTACTTTG
™IS —RPl5 Rv 895 RT | TTGGAGAACCTCACGATCATTC | 219 [099] 98 | 60
s |_SOX9_Fw_493_RT | GAAGGAATGGTAGAAGCACACC | o= |ooc| a7 | a1
SOX9_Rv 580 RT _|CTTGATGAGATTCAGGAAGTGACC| /9t |
FOXL2 Fw_1096_RT | TGTCAGCCCTTTCACGTTTAC
foxl2 5317 Rv 38 RT | CATGAACAACTCCTGGTCGTTAG | 10193 |09 106 | 61
CAT Fw 456 RT ACAGTCAGAGACCCAAGAGG
cat CAT Rv 558 RT | GGCATCCCTGATGAAGAATATGG | 2236 |098| 102 | 57
SOD2 Fw 642 RT | CTTCTCGGCATTGACGTATGG
$062 | —S5ph7 Rv 744 RT | GTTCTCCCAGTTGACTACATTCC | 0743 |099| 102 | 59
- GSR_Fw_898_RT GGAGTGAGAAGAGCTTTIGCC | o |oool 100 | co
g GSR _Rv_1007_RT | GTGTGGATACGGATGAAAGAGG 4|0
5 | _UCP2_Fw_1047 RT_|CCTCTGCTTICTATAAGGGATTCG | oo o= oo 1 oo | o
P2 [~CP2 Rv 1143 _RT | CTGCTCTCTTAATCTGCTCGTAG | 0% |©
CRF_Fw_ 513 RT | GCCCTGATGTTTCCAACTTTC
crf CRF_Rv 636 RT | GGACTCTAACTCTTTCCCATCTG | -84 099 123 | 59
GCR1 Fw 51 RT | GGCATTGTGTCTAACAGGAAAC
g9erl —GCR1 Rv 157 RT GATGCTGGCAGAGATCATCA | 10117 (099 106 1 60
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2.2.4. Analisis estadisticos

Los datos de expresion relativa por gqPCR fueron calculados bajo el método de
la transformada de Pfaffl (gen objetivo/efial/calibrador muestra control £ SEM),
que incluye los porcentajes de eficiencia del gen objetivo y del gen de
referencia (Roberts et al., 2014).

Especificamente, para los genes de diferenciacion sexual (sox9,fox/2), los
datos obtenidos del método de Pfaffl fueron calibrados, al dividir todos los
valores de expresion entre el menor valor de expresion para cada gen.
Posteriormente se transformaron en log2 y fueron graficados para observar la
expresion relativa de los genes por cada muestra individual, asi como la
tendencia de la expresidn 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% 1.C.), para conocer la
varianza entre los grupos. Los datos que presentaron una distribucion normal
fueron analizados con una prueba de t-student (95% 1.C.) y los datos no
paramétricos fueron analizados con una prueba de U-Mann Whitney (95% 1.C.)
para determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos.

La significancia estadistica de la tasa sexual (obtenida de las observaciones
histologicas y moleculares) entre los fotoperiodos fue determinada por un test
exacto de Fisher (95 % I.C.). Todos los calculos estadisticos fueron realizados
con ayuda del software Graphpad prism6 (http://www.graphpad.com/scientific-
software/prism/).

2.3. RESULTADOS
2.3.1. Desarrollo gonadico y tasa sexual fenotipica.

A las 12 SPE, el desarrollo gonadico fue similar en ambos tratamientos (CS y
CL). Las hembras presentaron ovarios bien definidos, con cavidad ovarica,
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 somaticas, ducto espermatico y
capilares sanguineos (Figura 11 B,D). Estas observaciones demuestran que los
tratamientos de luz continua, aplicados desde la fertilizacién, no afectan el
desarrollo gonadico de Chirostoma estor.

Por el contrario, se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos,
en las tasas de proporcion 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 masculinizacion ante el tratamiento
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luminico continuo, aplicado a los embriones de pez blanco una especie que
presenta determinacion sexual por temperatura.

Figura 11. Desarrollo gonadico 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 ovarica
(Asterisco). Testiculo a las 12 SPE (B,D): Espermatocistos (Flecha discontinua), células
somaticas (SC), capilar sanguineo (Estrella), Ducto espermatico (Asterisco). Barras de escala
representan 50 (A,C) y 20 (B,D) micrometros.

2.3.2. Expresion relativa de los genes de diferenciacién sexual

En el analisis de expresion génica relativa individual (log2), de los genes
relacionados a la diferenciacion sexual del testiculo (sox9) y del ovario (fox/2),
indican que en el fotoperiodo simulado control CS (n=14), existe una tendencia
de mayor expresion de sox9 en el 35.71 % de las muestras; con una tendencia
de mayor expresion de fox/2 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 observoé una tendencia de
mayor expresion de sox9 en el 64.29% de los individuos, ademas el 21.43% de
los casos presentan una tendencia de mayor expresion de foxI2. 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 expresion relativa de sox9 y fox/2 en la porcion abdominal de larvas de
Chirostoma estor, a los 5 DPE.
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Figura 12. Expresion relativa individual (log2) de los transcritos relacionados con la
diferenciacion sexual sox9 y fox/2. A) Fotoperiodo simulado control (CS), n=14; B) Fotoperiodo
de luz continua (CL), n=14.

2.3.3. Expresion relativa de los genes relacionados al eje de estrés y
estrés oxidativo.

Los niveles de expresion génica de la enzima superoxido-reductasa 2 (sod2) y
la proteina 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 expresion relativa de los transcriptos de Catalasa (caf) y de
Glutation reductasa (gsr) muestran diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0.05), con cambios en la expresion de 2.04 + 0.41 y 1.93
0.36 respectivamente. Estos hallazgos sugieren una relacion entre las

Corona- Herrera 2017 68



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biolégicas ﬂ

i inai i i i i INSTITUTO DE
El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentaciéon y determinacion i

sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). AGROPECUARIAS
Y FORESTALES

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 expresion relativa del transcripto de receptor de glucocorticoides
(ger1). No obstante se encontré una clara sobreexpresion 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 activacion del eje de estrés en el
fotoperiodo de CL (Figura 13).
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Figura 13. Expresion relativa de los transcritos relacionados al estrés oxidativo (Catalasa (cat),
Superdéxido dismutasa 2 (sod2), Glutation reductasa (gsr), Proteina desacoplante 2 (ucp2)) y
activacion 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 expresion 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 sefal ambiental que sincroniza los ritmos circadianos de
los vertebrados. En peces se ha demostrado que la luz puede modular la
alimentacion, el crecimiento y la reproduccion (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).

Ademas, en la industria de la acuicultura la manipulacion del fotoperiodo ha
sido una herramienta muy util para retrasar el inicio de la madurez sexual, con
el fin de incrementar las tasas de crecimiento en los juveniles de peces
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(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 gonadico en la fase larvaria ha recibido muy poca atencion, ya que
en la mayoria de los trabajos se han reportado soélo otros aspectos
morfofisiolégicos del desarrollo ontogénico (Villamizar et al.,, 2011; Martin-
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 gonadico de los peces bancos a las 12 SPE. Estas evidencias
indican que la luz continua no afecta el desarrollo temprano del ovario y
testiculo a nivel histolégico 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 determinaciéon sexual entre los
vertebrados son muy diversos (Pan et al., 2016). Particularmente, el fenomeno
de la determinacion sexual ambiental (ESD), que ha sido reportado en anfibios
(Nakamura, 2009), peces (Martinez et al., 2014), invertebrados acuaticos (Grilo
y Rosa, 2017) y reptiles (Pezaro et al., 2016). Sin embargo los mecanismos
moleculares precisos de como las variables ambientales influencian la
plasticidad sexual, se desconocen ampliamente (Bachtrog et al., 2014).

En los aterindpsidos 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 determinacion sexual, durante el desarrollo
temprano. Adicionalmente un fotoperiodo de 15 horas luz modifica la tasa de
proporcion sexual de L. tenuis (Brown et al., 2014). En invertebrados acuaticos
como los balanus, anfipodos y cladoceros se ha reportado también la influencia
del fotoperiodo sobre la determinacion sexual, las poblaciones son
masculinizadas cuando los organismos son expuestos a una fase luminosa de
mayor duracién (Naylor et al., 19882°; 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 histoldgicas (Figura 11) del presente trabajo en C. estor, indican
que el fotoperiodo puede influir en la tasa sexual de los organismos. Se
observo un incremento en la proporcion 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 29°C, el porcentaje de masculinizacion es del 82% (Corona-Herrera et al.,
2016). En conjunto estos trabajos demuestran que la determinacion 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 masculinizacibn en una especie de

Corona- Herrera 2017 70



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas ﬂ

i inai i i i i INSTITUTO DE
El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentaciéon y determinacién res

sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). ACROPECUARIAS
Y FORESTALES

vertebrado. Los presentes resultados abren la expectativa de nuevos
paradigmas en la determinacion sexual ambiental en vertebrados,
especialmente es necesario explorar los posibles mecanismos que vinculan la
determinacién sexual por fotoperiodo y temperatura en los peces. Estos
resultados también sugieren que los aterindpsidos son especialmente sensibles
a los cambios ambientales, por lo que es una oportunidad para estudiar los
mecanismos moleculares involucrados en la determinacidn sexual en estos
modelos de vertebrados con sensibilidad ambiental.

En peces algunos de los genes mas importantes en los procesos de
diferenciacion gonadica son el gen fox/2 como factor de transcripcion que
puede dirigir la sobreexpresion de aromatasa y la diferenciacion ovarica en
fases tempranas del desarrollo (Wang et al., 2004; Wang et al., 2007; Wang et
al., 2015). Asi como el gen sox9 el cual es un factor de transcripcion que esta
involucrado en la diferenciacion testicular (Rodriguez-Mari et al., 2005; ljiri et
al., 2008; Lee et al., 2009; Wu et al., 2010; Vizziano-Cantonnet et al., 2016).

Los analisis de expresion relativa de los transcriptos fox/2 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 expresion 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 analisis de histologia, en el
fotoperiodo de luz continua. Incluso, se encontr6 también una tendencia de
sobreexpresion de fox/2 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 expresion de dicho gen (Figura 12 A, B).

No obstante los resultados sugieren que en larvas de 5 DPE, los niveles de
expresion 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 analisis de las muestras durante toda la ontogenia temprana, para definir
exactamente el periodo de la diferenciacion sexual molecular en C. estor.

Por otro lado, la exposicion de los organismos a la luz visible incrementa la
produccion de ROS. Sin embargo el vinculo entre el sistema antioxidante y la
exposicidn 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 observd que en las larvas de C. esfor expuestas al fotoperiodo
de luz continua, se induce una sobreexpresion significativa de los transcriptos
de glutatién reductasa (gsr) y catalasa (cat), en comparacion con el fotoperiodo
control (p<0.05). Sin embargo para los transcriptos de superéxido-reductasa 2
sod2 y proteina desacoplante 2 ucp2 no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (p>0.05), Figura 13.
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Estos hallazgos sugieren que la luz continua genera condiciones de estrés
oxidativo, que activa la transcripcion de las enzimas cat y gsr, relacionadas con
el procesamiento del H,O,. Lo que coincide con los resultados reportados en el
higado de juveniles de 6 meses de G. morhua, donde la iluminacion continua
también aumenta la expresion de los genes cat y gsr, ademas de aumentar la
expresion de sod2 (Giannetto et al., 2014). Igualmente en adultos de pez cebra
(D. rerio) se observa una sobrexpresion de sod? bajo condiciones de luz
continua (Purushothaman et al., 2015). En contraste, en condiciones de luz
continua en el pez blanco no se detectd una sobreexpresion de sod2, la
principal enzima encargada de convertir el anién O™ en H,O,. Dado que las
dos enzimas (cat, gsr) relacionadas con la degradacion del H>O, celular si
presentan niveles de sobrexpresion, es posible que el transcrito de sod2 no se
encuentre en su fase de mayor activacion al momento del muestreo (Figura
13).

Las proteinas 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
iluminacion 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). Especificamente para ucp2 se ha reportado
una sobreexpresion ante una exposicion a xenobidticos (Liu et al., 2008; Jin et
al., 2010; Huang et al., 2012) restriccion alimenticia en corazon/musculo rojo
(Bermejo-Nogales et al., 2014) y temperatura (Mark et al., 2006), ademas de
una disminucion de la expresidn ante restriccidon alimenticia en musculo 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
iluminacion continua.

Un estudio reciente en ratones indica que la sobreexpresion de UCP2 no altera
la produccién de ROS vy la actividad de desacoplamiento, pero promueve la
utilizacién de la ruta de oxidacion de acidos grasos, por lo que la actividad real
de UCP2 en el metabolismo energético, permanece aun bajo discusion (Kukat
et al., 2014). En el pez blanco no se encuentran diferencias significativas entre
los tratamientos para los niveles de expresion de ucp2 (Figura 13), esto sugiere
que OXPHOS esta igualmente acoplada y se encuentra activa en la sintesis 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 aun desconocidas que necesitan ser abordadas en un
futuro.

El aumento selectivo de la expresion de cat y gsr, pero no de sod2 y ucp2,
sugiere que en larvas de C estor la luz continua aumenta la produccion y activa
las rutas de detoxificacibn para hacer frente a las condiciones de estrés
oxidativo por H20-. Por lo que la participacién de Sod2 y Ucp2 no se encuentra
clarificada, ya que aunque existe una tendencia de mayor expresién en luz
continua no se presentan diferencias significativas. En futuros trabajos se debe
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de estudiar la expresion de los genes relativos al estrés oxidativo directamente
en los tejidos (cerebro, higado, gbnada), a través de estadios de desarrollo
(embridn, eclosion, larva), asi como en diferentes condiciones de iluminacion
(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 exposicion a altas
temperaturas incrementa el dafio al DNA, la apoptosis, la peroxidacion lipidica
y la inmunosupresion. Sin embargo, tratamientos luminicos 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 podria cumplir una doble accion en la reproduccién de los
peces, como una hormona que determina el patron temporal de desove y como
un potente antioxidante que regula el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gonada y la
maduracion de los ovocitos (Maitra y Hassan 2016). Estas aproximaciones
recientes demuestran que el vinculo entre las variables ambientales y el estrés
oxidativo esta evaluandose como una pieza importante en el control de la
fisiologia. Por lo que es importante disefiar proyectos para conocer si la
determinacién 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 iluminacion continua induce la
sobrexpresién 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 sobreexpresion de crf en larvas de C. estor sugiere la activacion del eje de
estrés, provee evidencia de la correlacion de la respuesta de estrés y el efecto
de la masculinizacion por fotoperiodo. Sin embargo se requiere de mayores
esfuerzos de investigacion para poder obtener conclusiones definitivas de la
participacion del eje de estrés en la determinacién sexual de C. esfor. Por
ejemplo determinar los niveles de la hormona cortisol y la expresion de otros
genes relacionados con la ruta de masculinizacion en la gonada como
esteroide 5 alfa-reductasa tipo 1 (sdr5a7), 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
2 (11B-hsd2) y receptores de androgenos (ar) (Castafieda et al., 2014).

Recientemente se ha sugerido una comunicacion entre los ejes de
reproduccion Hipotalamo- Hipdfisis- Gonada (Gnrh- Fsh/Lh- yrégenos); Tiroideo
Hipotalamo- Hipofisis- Tiroide (Trh- Tsh- T4/T3/androgenos) y el eje de estrés
Hipotalamo- Hipdfisis- Adrenales/Interrenales (Crf- Acth- Cortisol/andrégenos)
para dirigir la diferenciacion testicular y la masculinizacion en peces y
vertebrados (Castafieda et al., 2014). Cuando las condiciones de iluminacién
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 (Lopez-Olmeda et al.,
2009), el salmén (Huang et al.,, 2010) en el lenguado Solea senegalensis
(Oliveira et al., 2013), la trucha Oncorhynchus mykiss (Hernandez-Pérez et al.,
2015) y la perca Perca fluviatilis (Bruning 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 produccion del glucocorticoide.

Como se menciond la expresion del transcripto de ger? 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 expresion 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 expresion
del receptor de glucocorticoides (Nesan y Vijayan, 2012).

Sin embargo, en larvas de lubina D. labrax se observa una reduccion de la
expresion 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 aplicaciéon de tratamientos
luminicos (aumento de intensidad luminica, presencia de luz en la fase
obscura) incremento en las condiciones de aereacion y/o presencia de un
objeto externo (Fokos et al., 2017).

Estos resultados contrastantes, en los niveles de expresion de gcr1 entre larvas
de peces indican que la respuesta ante efectos estresantes son especie-
especificos, dependientes de la intensidad y el tipo de factor estresante, por lo
que se requiere de mas estudios a través del desarrollo, en diferentes tejidos y
de las diferentes isoformas de los receptores para contar con una vision clara
de la participacion de las rutas de recepcidn de glucocorticoides, en larvas de
C. estor expuestos a luz continua.

Por ultimo, todas las evidencias e ideas expuestas en el presente trabajo,
sobre los procesos de determinacion/diferenciacion sexual y la relacion entre la
exposicidn a factores ambientales con el estrés oxidativo como primera linea
de respuesta ante los cambios ambientales. Ofrecen sustento cientifico para
formular algunas preguntas puntuales que ayuden a comprender mejor el
fendmeno de la determinacion sexual ambiental en vertebrados.

Primero, ¢Cual es la interaccion entre los genes maestros de determinacion
sexual y el estrés oxidativo?, Segundo, ¢El estrés oxidativo modula el eje de
estrés, el eje tiroideo y el eje de reproduccion para masculinizar a los
organismos?. Tercero, ¢Cual es el papel del estrés oxidativo en la
diferenciacion y apoptosis gonadica en vertebrados?. Cuarto, ¢Es posible
producir una linea de organismos homogaméticos con un control total de la
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determinaciéon sexual ambiental?, Quinto ¢Es posible modular la
determinacién/diferenciacion sexual con otros factores que induzcan estrés
oxidativo en los peces?.

Para explorar estas hipétesis, se requiere disefar experimentos que respondan
a las preguntas anteriormente planteadas. Para comprender a profundidad los
mecanismos moleculares que estan detras de la sensibilidad de los organismos
a factores ambientales, lo cuales influyen en los procesos de
determinacién/diferenciacion y plasticidad sexual, en vertebrados.
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CAPITULO 3.
EL EFECTO DEL FOTOPERIODO SOBRE LAS CARACTERISTICAS
BIOMETRICAS DE CRECIMIENTO, EL CONSUMO DE ALIMENTO, LA
SUPERVIVENCIA Y LA EXPRESION DE GENES EN Chirostoma estor.

RESUMEN

El fotoperiodo modula las actividades alimentacién, crecimiento y reproduccion
en los peces, aunque los mecanismos moleculares detras de dichos efectos no
han sido elucidados. El propésito 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
fertilizacion y hasta 12 semanas después de la eclosion. Al final del
experimento se obtuvieron las variables biométricas, de alimentacién, perfiles
de hormonas circadianas y un analisis de expresion de genes mediante
secuenciacion 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 conversion 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 produccién de melatonina (p>0.05) durante la fotofase. Por otro lado el
analisis transcriptomico De Novo en C. estor, indica que existen un total de
68,960 contigs unicos, que se anotaron funcionalmente en 43,314 proteinas. El
analisis de enriquecimiento en términos de GO indica que 126,929 términos se
encuentran involucrados en procesos biolégicos, 98,712 son componentes
celulares y 36,670 presentan una funcion molecular. El analisis Kegg indica
791 anotaciones de los genes en rutas metabdlicas primarias, 224 en rutas
secundarias y la identificacion de 383 procesos biologicos. Ademas, el analisis
de expresion diferencial (RSEM y eXpress) indica que 169 transcriptos se
encuentran diferencialmente expresados (p<0.05), de los cuales 141
transcriptos presentan bajos niveles de expresion y solamente 28 transcriptos
exhiben altos niveles de expresion en CL. Del total de transcriptos, 115
presentan anotacion funcional, 22 tienen anotacion ambigua y 11 son
secuencias no descritas en las bases de datos. Los genes diferencialmente
expresados se encuentran involucrados en procesos que modulan la
fototransduccion, 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 iluminacion
constante. En conjunto estas evidencias sugieren un claro efecto de la luz
continua sobre el crecimiento, consumo de alimento y expresion 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 biolégico de importancia econdmica, cultural y ambiental del altiplano
mexicano.
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3.1. INTRODUCCION

3.11. La luz y su efectos sobre el crecimiento, alimentacion vy
supervivencia en peces teledsteos

La luz ejerce un control directo para sincronizar los ritmos biologicos a nivel
fisiologico y molecular en los peces (Mata-Sotres et al., 2015; Carmona-
Antofanzas 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 energia) presenta una
mayor penetrabilidad en aguas profundas, mientras que la longitud de onda
correspondiente al color rojo (de menor energia) es absorbida rapidamente por
las moléculas de agua, por lo que soélo 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 retinales y extraretinales de los
peces, lo que puede modular la fisiologia del crecimiento y reproduccion
(Migaud et al., 2007; Vera et al., 2010; Bapary et al., 2011). Asi como la
alimentacion, supervivencia y desarrollo en teleésteos (Battaglene y Talbot,
1990; Bayarri et al., 2002; Trotter et al., 2003; Villamizar et al., 2009; Volkoff et
al., 2010; Volkoff, 2016; Rennestad et al., 2017).

En los ultimos anos en la acuicultura de peces teledsteos se han utilizado
sistemas de iluminacion 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 salmén
del Atlantico (S. Salar) demuestran que bajo estas condiciones de iluminacion,
no se ocasionan dafos 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 iluminacién LED con un
fotoperiodo de 24 horas Iluz (24L:0D). Sin embargo, se reportan
malformaciones en la vejiga natatoria y en la mandibula inferior (Villamizar et
al., 2009).

Por otro lado, en la damisela (Chrysiptera cyanea) se observo que la luz LED
de amplio espectro, tuvo efectos inhibitorios en la maduracion ovarica (Bapary
et al., 2011). Contrario a lo observado en el pez dorado (Carassius auratus), la
luz verde (530 nm) provoca efectos de maduracion gonadica a través de
acciones directas en el eje Hipotalamo, Hipdfisis, Génada (Shin et al., 2014).
Estas breves evidencias indican que la iluminacion LED al igual que la luz
natural, puede modular diversos mecanismos fisiolégicos en peces (como el
crecimiento y la reproduccion), pero también se observa que los efectos y
sensibilidades son especie-especificas. Por lo que es factible realizar estudios
fisiologicos mediante el uso de esta tecnologia luminica en teledsteos para
cada especie de interes.
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Tanto en peces como en vertebrados el eje de crecimiento esta 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 insulinico-1 (Insulin-like growth factor, Igf-1), principalmente
relacionados con el crecimiento somatico y muscular (Velloso, 2008). No
obstante, estas hormonas también inciden sobre los mecanismos de
reproduccion (Hull y Harvey, 2002), alimentacién (Johnsson y Bjornsson, 1994),
osmorregulacion (Sakamoto y McCormick, 2006) y comportamiento (Jonsson y
Bjornsson, 2002). La GhRH es producida en el nucleo arcuato del hipotalamo y
es liberada hacia la hipdfisis para producir la hormona de crecimiento (Mano-
Otagiri et al., 2006), la cual tiene como sus principales 6rganos blanco el
higado (Fuentes et al., 2013) y el musculo (Le Roith et al., 2001), pero también
se ha descrito su accién en gonadas, cerebro y células inmunes (Chang y
Wong, 2009).

Entre los mecanismos de regulacién de la Gh se encuentran la estimulacion a
nivel hipotalamico-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 retroalimentacion. La inhibicion de Gh esta regulada por dos
mecanismos principales: a) un mecanismo de retroalimentacién negativa que
ejerce el mismo Igf-1 a nivel hipotalamico y b) un mecanismo a través de
Somatostatina (Sst), el cual es un potente inhibidor hipotalamico que bloquea la
accion de Igf-1 y Gh directamente en la hipdfisis, higado y 6rganos blanco
(Nelson y Sheridan, 2005; Canosa et al., 2007; Sheridan y Hagemeister, 2010).
La Sst reduce la expresion 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 secrecion de Gh en cada especie de peces, modulan la
expresion de esta hormona de manera muy diversa, lo que indica una relacién
estrecha de los mecanismos endocrinos de crecimiento, alimentacion vy
reproduccion (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; Rennestad et al., 2017; Takahashi et
al., 2017). Que genera un vaivén de redireccionamiento energético hacia los
distintos procesos.

Recientemente se demostré que la exposicion luminica (luz azul) en células
epidérmicas y fotorreceptores, produce condiciones de estrés oxidativo a través
de la recepcion de los fotones por bases nitrogenadas de flavina (Nakashima et
al., 2017; Chen et al., 2017?%). Lo cual tiene como consecuencia, la liberacion
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del anion superdxido, que es a su vez convertido en perdoxido de hidrogeno
(H202) por la accion de las superoxido reductasas (Niki, 2016; Sies, 2017; Sies
et al., 2017).

El H,O, directamente puede modular la proliferacion y la diferenciacion celular
en vertebrados (He et al., 2004; He et al., 2008; Sies, 2017; Sies et al., 2017).
El (H.O2) actua como una molécula de sefializacion del estrés oxidativo, que
activa al receptor (tirosina-cinasa) del factor de crecimiento epidérmico (Egfr),
el cual inicia una cascada de sefializacion 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 transcripcion de genes
relacionados con la progresion de la fase G1 del ciclo celular, relacionada con
la supervivencia, diferenciacion y crecimiento (Strozyk y Kulms, 2013; Wee y
Wang, 2017; Chen et al., 2017°). Este mecanismo vincula directamente la
exposicidon de la luz con el crecimiento celular de los vertebrados. Sin embargo,
en peces teledsteos estas rutas han sido poco descritas, por o que se requiere
de mayores esfuerzos de investigacion para comprender los mecanismos que
ligan la percepcion luminica con el crecimiento y desarrollo de estos
organismos.

La alimentacion en peces esta regulada por diversos factores externos
(temperatura, salinidad, fotoperiodo, predadores, estrés etc.), e internos
(genética, estilo de vida, metabolismo, etc.) (Rennestad et al., 2017). Asi como
por hormonas que son producidas por el cerebro (Hipétalamo) y ciertos
organos periféricos (Tracto gastrointestinal, Higado, 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; Rennestad et al., 2017).

Entre los factores orexigénicos mas importantes en peces se encuentran:
Apelina, ghrelina (Ghrl), orexina, galanina, secretoneurina, hormona
concentradora de melanina (Mch), proteina 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 cocaina y
anfetamina (Cart) y pro-opiomelanocortina (Pomc) (Volkoff , 2016).

La ghrelina (Ghrl), la cual es producida por las células X/A (ghrelin cells) del
tracto gastrointestinal (Stengel et al., 2010) ha sido descrita como la sefal
biolégica universal de la falta de alimento (Sato et al., 2012). Esta hormona
orexigénica es la unica conocida que se produce periféricamente y que tiene
una accion central hipotalamica en la ingesta de alimentos (Stengel y Tache
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2012). En peces se ha descrito que la Ghrl esta involucrada no solo en la
ingesta de energéticos, sino que también cumple funciones en la liberacion de
la hormona de crecimiento (Gh), asi como de la hormona luteinizante (Lh), por
lo que se le ha considerado como un potente factor orexigénico hipofisiotropico
que afecta los ejes de alimentacion, crecimiento y reproduccion (Unniappan y
Peter 2005; Unniappan, 2010). Ademas, la molécula de Ghrl posee
propiedades para disminuir la presencia de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en el estomago de ratas (Coskun et al., 2013), células cardiacas H9c2
(Zhang et al., 2011) y en musculo (Gortan Cappellari et al., 2017), al evitar la
peroxidacién lipidica, promover la actividad de enzimas antioxidantes como
catalasa, superoxido reductasas, glutation reductasa y peroxidasa, lo que
sugiere un rol activo de Ghrl en la regulacion 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 funcién dual unica en la regulacion de la ingesta y saciedad de los
vertebrados (Stengel y Tache 2012). En el caso particular de los peces, su
expresion se ha encontrado en el hipotalamo (Oh et al., 2006), ademas de la
hipofisis, higado, intestino y ovario (Gonzalez et al., 2010; Gonzalez et al.,
2012). Asi como la Nefa-1/Nucb-2 participa en el control de la reproduccion
mediante la inhibicién de la secrecion de gonadotropinas durante el inicio de la
pubertad (Garcia-Galiano et al., 2010; Gonzalez et al., 2012).

Aunado a lo anterior en el nucleo arcuato del hipotalamo de peces y
vertebrados coexisten dos poblaciones de neuronas, las neuronas mediales
AgRP/NPY  (orexigénicas) y las neuronas laterales CART/POMC
(anorexigénicas), las cuales estan involucradas en la regulacion central
neuroendocrina de la alimentacion, ya que son sensibles a los niveles
metabalicos de glucosa, aminoacidos, acidos grasos, leptina e insulina (Baltatzi
et al., 2008; Sapru, 2013; Dudas, 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 oxidacion de acidos grasos y
la expresidn de la proteina desacoplante 2 (Ucp2) en la mitocondria, lo que
disminuye la presencia de ROS. Este mecanismo es clave para permitir la
hiperpolarizacion de las neuronas AgRP/NPY (inhibidas por la glucosa obtenida
de la ingesta de alimentos) y la consecuente activacion 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 produccién 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 alimentacion se debe
principalmente al balance del estado energético a través de la sefializacién por
H2O2 en las neuronas hipotalamicas (AgRP/NPY y CART/POMC), asi como en
las células X/A del intestino. Estos controladores orexigénicos/anorexigénicos
no sélo intervienen en los mecanismos endocrinos de alimentacién, sino que
pueden incidir sobre otras funciones fisiolégicas como el crecimiento y la
reproduccion (Delgado et al., 2017), por lo que es necesario realizar estudios
detallados que nos provean informacion 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 H20..

Por ultimo en diversos modelos animales se ha descrito que la exposicion a
diferentes condiciones luminicas ocasionan una regulacion del estrés oxidativo
y la supervivencia (Nakanishi-Ueda et al., 2013; Kuse et al., 2014; Nakashima
et al., 2017; Chen et al., 2017%; Ishii y Rohrer, 2017; Yacout y Gaillard, 2017).
La supervivencia de los organismos esta directamente relacionada con las
respuestas ante condiciones intrinsecas o extrinsecas que promueven la
muerte de las células en los tejidos; actualmente se han descrito tres tipos
morfoloégicos 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 activacion de receptores de
muerte celular, la ruta de activacion por inflamacién, la ruta de deficiencia
inmune primaria y la ruta mitocondrial (Green y Llambi, 2015), esta ultima
sucede a través de la interaccion del reticulo endoplasmatico (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 proteinas no
plegadas en su interior, lo que activa la respuesta de proteinas no plegadas
(UPR) (Carreras-Sureda et al., 2017); que consiste en la transcripcion de
proteinas chaperonas, la disminucién de la sintesis proteica y la degradacion
proteosomica de las proteinas no plegadas.

Sin embargo, cuando existe una acumulacion excesiva de proteinas no
plegadas en el (RE), ocurre la activacion 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 informacién a cerca del
tipo, intensidad y duracidn del estimulo de estrés, por lo que ademas de estar
involucrada en la supervivencia celular, también se ha reportado acciones
fisiologicas en procesos metabdlicos, de diferenciacion celular e inmunidad
innata (Rutkowsky y Hedge, 2010; Dufey et al., 2014; Grootjans et al., 2016).
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En la mitocondria, la acumulacion de Ca” induce la producciéon de ROS en el
complejo Il 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 permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial y la liberacién del Citocromo C (transportador
electronico entre los complejos Il y IV), con la consecuente activacion 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
retencion del Ca® en el RE (Grootjans et al., 2016) por lo que existe una
interaccion reciproca entre la homeostasis de Ca” y la produccién de ROS, que
controla directamente el destino de las células hacia la apoptosis o la
supervivencia (Tadic et al., 2014).

Ademas, el estrés oxidativo también genera mutaciones en las bases de DNA,
la principal lesidn mutagénica es la 8-oxo-7,8-dihidroguanina, que se hibrida
con adenina en lugar de citosina y genera mutaciones después de la
replicacion, con la consecuente apoptosis (David et al., 2007; Kobayashi et al.,
2008). En modelos de vertebrados se ha observado que la expresion de Ucp2
aumenta la supervivencia neural y retinal, a través de la disminucion de
especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) en las células,
por lo que el control del estrés oxidativo por proteinas 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 exposicion a condiciones luminicas y la respuesta biologica
ante el estrés oxidativo generado, determina la modulacion del crecimiento,
alimentacion y supervivencia en vertebrados. Sin embargo, la mayoria de los
mecanismos que regulan estas acciones fisioldgicas 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 bioldgica de los teledsteos
ante diferentes condiciones luminicas. En el presente trabajo se reporta el
efecto del fotoperiodo sobre el crecimiento, la alimentacion y la supervivencia
en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

3.1.2. El efecto de la luz sobre los ritmos circadianos de melatonina y
cortisol en peces teledsteos

El sistema circadiano es responsable de la organizacion temporal de las
funciones fisiologicas de los organismos, entre ellos los peces teledsteos. Este
sistema consiste de una red de osciladores centrales y periféricos que pueden
sincronizarse por ciclos de luz/obscuridad, asi como de alimentacién/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 luminicas (Isorna et al., 2017).
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La melatonina (N-Acetil-5-Metoxitriptamina) es una molécula inddlica
sintetizada por un conjunto de enzimas a partir del aminoacido esencial
Triptofano. La enzima Aanat (Aralquilamina N-acetiltransferasa) es la enzima
limitante de produccion. Esta enzima se produce principalmente en los
pinealocitos de la glandula pineal de peces y vertebrados (Falcon et al., 2003;
Falcon et al., 2010; Migaud y Davie, 2007; Martinez-Chavez et al., 2008;
Nikaido et al., 2010; Lopez-Patifio et al., 2014).

Adicionalmente se ha demostrado la expresidon de melatonina en el ojo,
gonada, cerebro, musculo, higado, 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; Munoz-Pérez et al., 2016; Kulczykowska et al.,
2017; Raijiv et al., 2017). Esta diversidad de sitios de produccion 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 glandula pineal (Cazaméa-Catalan et al., 2014).

La produccién de melatonina en vertebrados se genera activamente durante la
fase nocturna, con altos valores de concentracion (acrofase) a nivel plasmatico
y una produccion 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 simpaticas preganglionares se produce
un incremento en la catecolamina noradrenalina, que activa los receptores
Beta-Adrenérgicos en la glandula pineal para estimular la produccién de cAMP
(Cyclic adenosine monophosphate), el que a través de PKA (Protein kinase A)
y la fosforilacion de CREB (cAMP response element-binding) promueve la
transcripcion de Aanat. Adicionalmente, PKA también participa en la
fosforilaciéon post-traduccional de la enzima Aanat protegiéndola de la
degradacion proteosdmica (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-kB (Nuclear factor x-light-chain-enhancer of activated B cells),
debido a esta relacion se requiere de una disminucion de la expresion de NFkB
para que la adrenalina estimule la produccion de melatonina (Markus et al.,
2013). En mamiferos la corticoesterona suprime la expresion de NFkB, lo que
permite la actividad de los receptores adrenérgicos, asi como la sintesis de
melatonina. A su vez esta hormona disminuye la expresiéon de NFkB en los
pinealocitos y células inmunes, lo que sugiere una interrelacién entre la
respuesta de estrés, el sistema inmunologico y la produccion 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 traduccion
de Aanat, esta controlada también por la ribonucleoproteina heterogénea R
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(hhARNP R), que interactua con su region 5" UTR (untranslated region) y
contribuye con un sitio de entrada ribosomal interno (IRES), lo que mejora
sustancialmente la produccion de la enzima (Lee et al., 2015).

La melatonina producida en la glandula pineal, actia como un fotometro que
transduce los ciclos de luz/obscuridad en una sefial hormonal que sincroniza
los relojes circadianos a través del torrente sanguineo de los peces (Choi et al.,
2016; Isorna et al., 2017). La hormona cumple sus acciones endocrinas
mediante los receptores acoplados a proteinas-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 produccion
de cAMP, que disminuye la actividad de PKA vy la fosoforilacion de CREB, lo
que controla la transcripcion de una multiplicidad de genes relacionados con la
produccion de neuropéptidos y proteinas reloj, que a su vez controlan los
ritmos circadianos en los tejidos (Dibner et al., 2010; Dubocovich et al., 2010;
Sanchez-Bretaio ef al., 2015; Emet et al., 2016).

La melatonina también inhibe la actividad de los proteosomas que se encargan
de la degradacion de las proteinas 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 produccion y mantenimiento de las proteinas
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 oxigeno/nitrogeno, promueve la transcripcion de glutation
y su enzima antioxidante glutation reductasa, inhibe la transcripcion de la
enzima prooxidante glutation 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 multiples evidencias proponen que en vertebrados en proponen que la
melatonina es una molécula cronobioldgica y citoprotectora con funciones clave
en la regulacion de los ritmos circadianos y el control del estrés oxidativo en
vertebrados causado por accion de la luz.

En conjunto con la melatonina, el principal glucocorticoide cortisol también
presenta ritmos circadianos de produccion, controlados principalmente por los
ciclos de iluminacion y alimentacion en vertebrados (Huang et al., 2010;
Montoya et al., 2010; Nikaido et al., 2010; Oliveira et al., 2013; Lopez-Patifio 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 cefalica del rindn, que estan
asociadas a células cromafines (catecolaminérgicas) y linfoides (Isorna et al.,
2017). El cortisol en los peces controla principalmente el metabolismo
energético, la regulacion osmatica, la respuesta inmune, la alimentacion, 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 mamiferos el sistema nervioso simpatico y el nucleo supraquiasmatico
(SCN) controlan los ciclos de actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenales
(HPA), lo que permite una regulacion circadiana de la liberacién 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 retinohipotalamico. Recientemente
se ha demostrado que los estimulos luminicos son capaces de controlar
directamente los ciclos circadianos en organos 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 hipotalamo-hipdfisis-interrenales (HPI), aunque se ha
demostrado que la expresion de los genes de pro-opiomelanocortina (pomc),
del factor liberador de corticotropina (crf), del receptor de crf en el cerebro
(L6pez-Olmeda et al., 2013), asi como el cortisol plasmatico y los genes reloj
(per, cry, clock) en el tejido interrenal exhiben una expresion circadiana (Isorna
et al., 2017).

La activacion del eje HPA/HPI ocurre inicialmente en el hipotalamo, cuando se
incrementan los niveles de estrés oxidativo y la produccion del factor liberador
de corticotropinas (CRF), que a su vez permiten la activacion de las neuronas
de POMC en el hipotalamo vy la hipofisis (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 peptidicos, entre ellos la hormona
adrenocorticotropina (ACTH); que es transportada por el torrente sanguineo
hasta la células adrenales, donde se une a los receptores de melanocortina
(MCR) para activar la cascada de senalizacion (cCAMP/PKA/CREB) y la
transcripcion de diversas enzimas esteroidogénicas involucradas en la
produccion de cortisol, en la mitocondria de las glandulas 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 expresion de genes circadianos en diversos érganos 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-Patifio et al., 2014; Sanchez-Bretaho et al., 2016;
Isorna et al., 2017; Sousa et al., 2017). Incluso se ha demostrado que bajo
condiciones de estrés, el cortisol inhibe la produccion de melatonina en la
pineal, por lo que existe una estrecha relacion entre ambas hormonas y el
control circadiano de las actividades fisiologicas en los organismos (Lopez-
Patifio 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 maximo 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; Lépez-Olmeda et al.,
2013).

En la trucha café (Salmo ftrutta) y la trucha japonesa (Salvelinus leucomaenis)
el pico maximo 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
salmon (Salmo salar) bajo condiciones eurihalinas, exhiben dos picos de
cortisol durante el dia (Cerda-Reverter et al.,1998; Ebbenson et al., 2008).
Estas evidencias, indican que existe un gran variacion circadiana en la
produccion 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 arcoiris (Oncorhynchus mykiss), por lo que se ha
sugerido la presencia de osciladores endogenos (Lopez-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 alimentacion controlan directamente la produccion 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
activacion de factores orexigénicos en el hipotalamo (Vera et al., 2007). Incluso
se observa que en el higado de C. auratus el cortisol induce la expresion de los
genes peria, per1b y reprime la expresidon de bmalla y clock, lo que en
conjunto indica un control directo del cortisol sobre los ritmos circadianos en
esta especie (Sanchez-Bretario et al., 2015).

En la dorada (S. auratus) también se observé que los ritmos de alimentacion y
factores estresantes controlan la produccion de cortisol (Montoya et al., 2010;
Vera et al., 2014). En organismos que reciben alimento a tiempos fijos
presentan niveles mas 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 (Sanchez et al., 2009).

En el salmén (S. salar) se observo un incremento en los niveles de cortisol
plasmatico 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 esturion (Acipenser persicus) no se presenta ningun cambio
significativo en los niveles de produccion de cortisol (Falahatkar et al., 2012;
Bruning et al., 2015; Biswas y Takii, 2016).
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En conjunto las evidencias sugieren que las respuestas ante diferentes
condiciones de alimentacion y fotoperiodo son especie especificas, esto indica
que deben realizarse estudios detallados para conocer las respuestas
biolégicas en cada una de las especies de interés acuicola o cientifico. Debido
a lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se propuso conocer los
niveles de expresion 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 investigacion en
vertebrados

De manera general el codigo 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 dinucledtido/fosfato (NAD*, NADP®), el intercambio
tiol/disulfuro y la capacidad del sistema antioxidante en los sistemas biologicos
(Jones y Sies, 2015; Sies et al., 2017).

El cédigo redox depende principalmente de las reacciones donde interviene el
oxigeno, por lo que activacion/desactivacién del O, y H>O2, contribuye a la
organizacion espacio-temporal que define los procesos de diferenciacion,
desarrollo y adaptacion a nuevos ambientes de los organismos (Knoefler et al.,
2012; Jones y Sies 2015).

Asi, el estrés oxidativo presenta un caracter dual, ya que un exceso de
oxidantes pueden dafar a las biomoléculas, mientras que niveles oxidativos
fisiolégicos son necesarios para controlar los procesos bioldgicos, a través del
sistema redox que utiliza al H,O, como segundo mensajero de las sefiales
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 regulacion, que involucra diferentes vias de modulacion de la
actividad catalitica 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 expresion 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 ultimos afios se han desarrollado robustas herramientas omicas de
investigacion que ofrecen la posibilidad de entender los fendbmenos biolégicos a
diferentes niveles de regulacién, para obtener una comprension refinada del
control de los componentes redox y su organizacion funcional dentro de
sistemas biologicos complejos (Liu et al., 2011; Sies et al., 2017) (Figura 14).
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Figura 14. Interrelacion de los sistemas redox en los diferentes niveles bioldgicos. El estrés
oxidativo, ya sea como eustrés oxidativo reversible (estrés benéfico) en la regulaciéon redox o
como causa de dafio a las biomoléculas (desequilibrio oxidativo), impacta a todos los niveles
biolégicos en la regulacién redox, desde la integridad del genoma hasta el mantenimiento del
metaboloma. El metabolismo enddgeno y el impacto exdgeno (exposoma) afectan los procesos
biolégicos a través de redes redox. (Modificado de Sies et al., 2017).

En el presente trabajo se realizo el transcriptoma y metaboloma del pez blanco
de Patzcuaro C. estor bajo dos condiciones de fotoperiodo (24L:0D vs
12L:12D); para conocer cuales son las implicaciones de estos tratamientos
luminicos sobre la expresion global de genes y la produccion de metabolitos
(Apéndice A).

Adicionalmente se realizé una secuenciacion gendémica para conocer en su
totalidad el genoma de C. estor (Apéndice B). El uso de estas herramientas
omicas permite obtener un conocimiento integral bajo el enfoque de los
sistemas redox y generar poderosas herramientas moleculares para el disefio
de trabajos futuros de investigacion en C. estor, que permitan comprender con
una mayor profundidad los mecanismos de control que ejercen las sefales
ambientales sobre la fisiologia de los organismos. Finalmente en este capitulo
se reporta el efecto del fotoperiodo (24L:0D vs 12L:12D) sobre el crecimiento,
la alimentacion, la supervivencia, la concentracion de hormonas circadianas
(melatonina/cortisol) y un analisis de expresion de genes (transcriptomica).

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Condiciones experimentales

El sistema experimental consistio de seis tanques (3 por cada condicion
experimental, con una capacidad de 90 litros cada uno. Con un sistema de
filtracidn mecanica y bioldgica. El flujo de agua de los tanques fue de 1.3 I'm™,
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el oxigeno fue mantenido a 5.5+0.5 g1”, el pH en 7.5, con una salinidad de 5
g1’ (Martinez-Palacios et al., 2004) y la temperatura se mantuvo a 20 * 1°C
con un sistema automatico (LN-5800, BOYU).

Durante la serie experimental la salinidad fue evaluada con un refractometro
(SIMIll-E  0-100 gl', ATAGO), la temperatura fue monitoreada con un
termémetro de mercurio (-20°C to 110°C), el pH, el amonio total (NH3-NH,4") y
los niveles de nitritos (NO2) fueron evaluados con un test colorimétrico (FF-3,
HACH). Los niveles de oxigeno disuelto fueron monitoreados con un oximetro
(51B, YSI). La intensidad de luz de lamparas LED fue monitoreada con un
luxémetro digital (YK-10LX Lutron) y el espectro con un espectrometro
(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-eclosion (SPE), para determinar los niveles de hormonas circadianas
(Melatonina y Cortisol) asi como los analisis transcriptomicos (Figura 1).

3.2.2. Anadlisis biométricos de crecimiento, consumo de alimento y
supervivencia

Para determinar el crecimiento se realizdé un muestreo inicial de los organismos
en el dia de eclosidon y posteriormente 3 muestreos a las 4, 8 y 12 semanas
post eclosion (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 analitica (Denver Instrument modelo APX-200), asi como la
longitud estandar con un vernier digital (AUTOTEC modelo A-1150).

Con los datos obtenidos de masa corporal y longitud estandar, se calcul6 el
factor de condicidon (FC; Formula 1), la tasa de crecimiento especifico (TCE;
Férmula 2) y mediante un analisis de regresion lineal se obtuvo la relacion
masa-longitud (RML).

En conjunto estos indicadores reflejan la variacion en el incremento o
disminucién en el tiempo de la masa corporal respecto a la longitud del
individuo y se relacionan directamente con el bienestar de los organismos, asi
como la influencia de la disponibilidad de alimento y los parametros
ambientales (Froese, 2006, Cifuentes et al., 2012).

masa final
FC =100

longitud estandar3

Férmula 1. Factor de condicion
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(In masa final ) — (In masa inicial)
TCE = 100 ;
tiempo

Formula 2. Tasa de crecimiento especifico

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 calculd el consumo total de
alimento y el factor de conversién alimenticia (FCA; Férmula 3).

alimento consumido
FCA =

(masa final — masa inicial)

Férmula 3. Factor de conversion alimenticia

En el caso de la supervivencia los valores se calcularon con base en la
mortalidad registrada desde la fase de incubacion hasta la finalizacién del
experimento, para obtener la tasa de supervivencia (TS; Férmula 4).

organismos vivos
TS (%) = 100

total de organismos

Foérmula 4. Tasa de supervivencia

Para obtener el grado de significancia entre tratamientos se realizaron analisis
estadisticos 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 utilizé una prueba de t-student.

Para determinar las diferencias entre la relacion masa-longitud se llevo a cabo
un analisis de regresion lineal con una prueba posterior t-student. En el caso de
los datos de supervivencia se analizaron con un test de Log-rank (X* Mantel-
Cox). El valor de significancia para todas las pruebas estadisticas antes
descritas fue establecido al 95% de confianza (p < 0.05).

3.2.3. Determinacion de niveles de las hormonas circadianas: melatonina
y cortisol

Para la determinacidon de los niveles de la hormona melatonina se realizé 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 Nitrogeno liquido y se conservaron a -80°C hasta su analisis.

Las concentraciones de melatonina fueron determinadas con un kit comercial
ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), disefiado para evaluar
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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
determinacién 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 utilizé una comparacion de paralelismo en ensayos biologicos
(Gottschalk y Dunn 2005). Por medio del método de regresion logistica S5PL
1/y? (Férmula 5) se obtuvieron los valores de densidad 6ptica maxima (OD Max
2.183) y minima (OD Min 0.1835) asi como los valores de concentracion de
melatonina de la curva estandar, los controles y las muestras de cuerpo de pez
blanco con ayuda del programa de analisis de datos en linea (myassays.com),
(Figura 15).

y=d+ P
1

a=0D min 1 + —)

d= 0D max C.

Férmula 5. Regresion logistica 5PL—1/y2.

.
SPL (1/y* weighting) @ Standard Control Unknown Valores de andlisis

25 5PL-1/y2
(Regresién logistica)
0.1835
-1.08
74.12
2.183
0.5839
SE 0.00537
2 0.9882

eb
!
FEEIERER

‘ S5 0.06448
e, SYX 0.09597

1.5 N ODMin(a) | 0.1835

OD Max (d) 2.183

0.01 0.1 1 10 100
Concentration

Measurement

Figura 15. Concentraciones de melatonina con el analisis de regresion logistica 5 PL-1/y”.

Posteriormente estos valores se utilizaron para llevar a cabo el analisis de
regresion lineal Logit-Log (Foérmula 6), en el cual se obtuvieron los valores de
Logit-Log de la absorbancia y los valores logaritmicos de las diluciones
relativas. Con estos datos se observo graficamente el paralelismo entre las
concentraciones de la curva estandar con respecto a diluciones de los valores
de melatonina en las muestras del cuerpo de pez blanco. Finalmente se realizé
una prueba de t-student entre las pendientes de ambas regresiones para
comprobar el paralelismo estadistico (p = 0.05) (Figura 16). Para establecer la
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significancia de los niveles de melatonina en los tratamientos (CS y CL) se
realizd una prueba t-student con valor de confiabilidad al 95% (p < 0.05).

oD - OD,,,,,,)

Logit (OD)g = | —
Bl ( )fs og <ODM - OD

Foérmula 6. Regresion logistica Logit-log.

Paralelismo Kit Melatonina
1.5 1 dilucién relativa 5 pl- 1/y2

t-student= p>0.05
Pendientes paralelas

©
w
L

y = 2.5827+0.8792x
R? =0.99479

€ Curva estandar

Logit-log absorbancia
o

O Cuerpo C. estor

y =2.5752 +0.8352x
R? =0.95983
-1.5 T T T T T 1
-4.5 -4 -3.5 -3 -2.5 -2 -1.5
Log dilucién relativa

Figura 16. Paralelismo de la curva estandar del kit de melatonina (Curva estandar) y la dilucion
relativa de muestras de pez blanco (Cuerpo C. estor).

Para la determinacion 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 -
80° C, hasta su analisis con el uso de un kit comercial para la determinacion de
cortisol en humanos (Cayman-Chemical, Cat. 500360) con las instrucciones del
fabricante (https://www.caymanchem.com/product/500360), para este analisis
los organismos fueron utilizados con visceras 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 utilizd el método de regresion logistica 4 PL
(myassays.com) segun instrucciones del fabricante. Para determinar la
significancia de los puntos de muestreo entre los tratamientos se aplicé 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. Analisis de expresion de genes por secuenciacion masiva RNA-seq
3.2.4.1. Secuenciacion masiva RNA-seq

Para el analisis de expresidon de genes por RNA-seq se obtuvieron 3 muestras
de cada tratamiento (CS y CL), a las 12 SPE durante la fase luminica (12:00
pm), los organismos fueron sedados con agua helada e inmediatamente
después se colocaron en RNAer (Invitrogen, AM720) y se procesaron bajo las
instrucciones del fabricante (https://www.thermofisher.com).

Consecutivamente se realizd la extraccion 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
determind con un sistema automatizado de electroforesis Agilent 2100
Bioanalyzer (http://www.genomics.agilent.com). Posteriormente se realizaron
las preparaciones de las librerias de RNA-seq, mediante la seleccion del RNA
con presencia de Poli-Adenina en el extremo 3" a partir del RNA total extraido,
mediante la seleccién del RNA con presencia Poli-Adenina en el extremo 3.
Después de realizar la fragmentacion se efectuo una reaccion de transcripcion
reversa y sintesis de segunda cadena con dUTP- terminal deoxinucleotidil-
transferasa (Wang et al., 2011) (Figura 17).
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Figura 17. Secuencia de pasos para la preparacion de librerias y secuenciacion masiva de
RNA-seq, a partir de RNA extraido de las cabezas de C. estor.

Posteriormente se realizo la ligacion de adaptadores illumina y la digestion con
UDG (Uracil DNA-Glicosilasa) de la cadena forward. Después se construyeron
las librerias por PCR de la cadena reversa, se generaron los grupos de
secuencias monoclonales Reverse-Forward (RF) (Wang et al., 2011) y se
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realizo la secuenciacion pareada (lectura RF y lectura FR) en el secuenciador
masivo lllumina-GAllx, 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 anotacién funcional del transcriptoma De
Novo

Una vez obtenidos los 6 archivos de lecturas fastq-RF (3 para LC y 3 para CS),
se determind la calidad de las lecturas con el programa Fast-QC, de acuerdo a
los criterios descritos en Chen et al., (2016). Posteriormente se realizé el
ensamblaje de los transcriptos por medio de un programa bioinformatico
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
fastg-RF, con la finalidad de aumentar el tamafo de palabra “Kmer”); b)
Crisalidas (que sobre lapa las secuencias lineales “Cluster de contigs” Kmer-1
para construir componentes graficos); ¢) Mariposas (que construye y compacta
la informacién en graficas 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).
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Figura 18. Algoritmos utilizados por el programa bioinformatico Trinity a partir de las lecturas
fastg-RF, para ensamblar los transcriptos expresados en el pez blanco C. estor.

Después del proceso de ensamblaje se utilizaron una serie de programas
bioinformaticos conocidos en conjunto como Trinotate
(https://trinotate.github.io/), para realizar la traduccion y la anotacion funcional
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de los transcriptos. Esta parte del proceso permitio identificar los genes y las
proteinas presuntamente expresadas, asi como identificar transcriptos no antes
descritos en otros organismos (Figura 19). Inicialmente se emplearon
herramientas de busqueda por alineamiento local de bases, conocido como
NCBI blastx (Basic Local Aligment Search Tool), el cual permite traducir los
transcriptos a proteinas e identificar su identidad por similaridad de secuencias
en las bases de datos mundiales (Altschul et al., 1990).
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Figura 19. Programas bioinformaticos y bases de datos para traducir transcriptos, identificar y
realizar la anotacion funcional de proteinas 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 proteicas se utilizaron las bases de datos de Swissprot (Bairoch
et al., 2000) y Uniref90-Uniprot (The uniprot consortium, 2008) para conocer las
probables funciones bioldgicas de las proteinas en C. estor (Figura 19).

Las secuencias proteicas del Transdecoder fueron utilizadas para: 1) realizar la
prediccion de la topologia de proteinas transmembranales, con el programa
TMHMM (Krogh et al.,, 2001); 2) buscar péptidos sefial para regiones
transmembranales, con el programa Signal P (Petersen et al.,, 2011) y 3) la
busqueda de similaridad de secuencias para dominios proteicos con el
programa HMMER (Fin et al., 2011), mediante |la base de datos de familias de
proteinas 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 ontologia de genes GO (The Gene Ontology
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consortium, 2013) asi como la base de datos de grupos ortélogos Eggnog
(Powell et al., 2012) y COG (Tatusov et al., 2003), para identificar y clasificar
las posibles funciones de las proteinas presentes en C. estor (Figura 19).

Tabla 2. Principales procesos bioinformaticos utilizados para el analisis transcriptomico De
Novo en el pez blanco C. estor.

Proceso Programa Algoritmos Archivo de Archivo de
entrada salida
Ensamble de Trinity Orugas, * fastq * fasta
transcritos Crisalidas,
Mariposas
Prediccion de Transdecoder | Modelo oculto de * fasta *.pep
regiones Markov
codificantes
Comparacion de Blastx Programacion * fasta * ixt
secuencias de dindmica Smith-
proteinas Waterman
Comparacion de Blastp Programacion * fasta * txt
secuencias de dindmica Smith-
proteinas Waterman
Prediccion de TMHMM Modelo oculto de *.pep * txt
hélices Markov
transmembranales
Prediccidon de SignalP Modelo oculto de *. pep * txt
sitios de corte de Markov
péptidos sefial
Integracién de SQlite Base de datos * txt * xls
base de datos

3.2.4.3. Procesamiento e identificacion de transcriptos diferencialmente
expresados

Los transcriptos ensamblados con el programa bioinformatico Trinity también
fueron utilizados para realizar el analisis de expresion diferencial entre los
tratamientos luminicos CL y CS. Como primer paso se ejecutd el indizado,
alineamiento y mapeo de los transcriptos de cada muestra (n=6) vs el
transcriptoma De Novo con ayuda del programa bioinformatico Bowtie 2 (Li et
al., 2009) (Figura 20, Tabla 3).

Posteriormente se realiz6 la estimacion de la abundancia de los transcriptos en
cada muestra (n=6), por medio de los programas bioinformaticos RSEM (Li y
Dewey, 2011) y eXpress (Roberts y Pachter, 2013; Forster et al., 2013) (Tabla
3), en los cuales se efectua una normalizacion FPKM (Total de fragmentos del
transcripto / millones de lecturas mapeadas por cada kilobase de longitud
efectiva del transcripto) que permite obtener valores de expresion normalizados
de acuerdo al numero de lecturas obtenidas y la longitud de cada transcripto
(Trapnell et al., 2010) (Figura 20).
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Tabla 3. Principales procesos bioinformaticos utilizados para la identificacion de los transcriptos
diferencialmente expresados en el pez blanco C. estor.

Archivo de
salida

Archivo de
entrada

Proceso Programa Algoritmos

Ensamble de Trinity Orugas, Crisalidas,
transcritos Mariposas

* fastq

Indizado Bowtie 2 Transfromada de * fasta/fastq * bwt2
Burrows —Wheeler
(compresién por
ordenacion de bloques)

Alineamiento Bowtie2 Programacion dindmica * fasta/fastq *.sam
y mapeo (Needleman-Wunsch
and Smith- Waterman)

(o TNVISELY. M Samtools | Compresion por bloque *.sam * bam
SAM a BAM BGZF

Estimacién de RSEM/ Esperanza-maximizacion | *.fastq/*.sam/ * txt/*.xprs
la abundancia eXpress * bam
de transcritos

Una vez efectuada la normalizacién FPKM, se ejecutd el conteo de expresion
de genes e isoformas y se obtuvo las matrices de expresion FPKM, con el uso
de utilerias del programa Trinity (Hass et al., 2013). Ademas se obtuvieron
graficamente el numero total de genes expresados, mediante el programa
estadistico “R”, asi como las estadisticas y visualizacién del alineamiento con el
programa Integrative Genomics Viewer, IGV (Robinson et al., 2011) (Figura
20).
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Figura 20. Secuencia de pasos para la estimacion de la abundancia y matrices de expresion
FPKM de los transcriptos del pez blanco C. estor.
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Una vez obtenida la matriz de expresion FPKM se realiz6 la identificacion 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 analisis se obtuvieron los transcriptos diferencialmente
expresados (DE) y se realizaron graficas de comparacién de los transcriptos
DE con ayuda del programa estadistico “R” (Figura 21). Paralelamente, con los
valores de las matrices de expresion FPKM se ejecuté una normalizacion TMM
(trimmed mean of M values), la cual representa la media truncada de las tasas
logaritmicas de expresion y es utilizada para minimizar la dispersion 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, asi como realizar la comparacion y correlacion de los niveles
de expresion entre las muestras. Ademas, se obtuvieron los niveles de
expresion de transcriptos DE por cada muestra y un dendograma de expresion.
Los transcriptos que se identificaron como diferencialmente expresados DE
fueron filtrados con una la linea de corte (p < 0.05) con el método FDR (false
discovery rate) y 1 log? fold change (al menos el doble del nimero de conteos
de cada transcripto) (Figura 21).

Matriz de expresion Comparacion de
FPKM Identificacién de transcritos DE  Tabla de transcritos DE transcritos DE
et edgeR
,,,,,, =>J Bloconductor=> v
Gened OPEN SOURCE SOFTWARE FOR BIOINFORMATICS o 5 0 5 10
Extraccién y agrupamiento  Comparacién de niveles de
Utilerias de transcritos DE expresion entre muestras
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Figura 21. Pasos para la obtencion de genes diferencialmente expresados (DE) a partir de las
matrices de expresion FPKM de los transcriptos del pez blanco C. estor.

3.2.4.4. Anadlisis de enriquecimiento e identificacion de procesos
biolégicos y rutas metabédlicas

Una vez obtenidos los analisis de Trinotate y la expresion diferencial de
transcriptos se realizé un analisis de enriquecimiento en términos de ontologia
de genes (Gene Ontology; GO), el cual identifica la funcion molecular, el
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componente celular, ruta metabdlica y el proceso bioldgico en el que esta
involucrado cada gen/proteina del transcriptoma De Novo, de acuerdo al
sistema de clasificacion Panther (The Gene Ontology Consortium, 2013)
(Figura 22). Con ayuda de la base de datos Kegg (Kyoto Enciclopedia of
Genes y Genomes), se llevd a cabo la identificacion de los posibles procesos
biolégicos y rutas metabolicas relacionados con la expresion de
genes/proteinas del transcriptoma De Novo (Kanehisa et al., 2012) (Figura 22).

Secuenciacion Ensamble transcriptomico
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Figura 22. Resumen gréafico del proceso utilizado en el analisis transcriptomico De Novo,
expresion diferencial, analisis de enriquecimiento e identificacion de procesos biolégicos y rutas
metabdlicas del pez blanco de Patzcuaro C. estor.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Anadlisis biométricos de crecimiento, consumo de alimento y
supervivencia

Para los analisis biométricos de crecimiento se realizaron en total 4 muestreos.
El primero se realiz6 al momento de la eclosién y los tres muestreos
posteriores se realizaron a las 4, 8 y 12 SPE. En el muestreo inicial (n=15) no
se encontré diferencias significativas entre los tratamientos para la longitud
estandar 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 observo 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 estandar 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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Tabla 4. Masa corporal (miligramos) y Longitud estandar (milimetros) 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-eclosion (SPE).

a

a

1.632 £ 0.042 21.793 £ 6.052 189.36 +35.846  °|536.827 + 105.904

9.1+3.576 ° 91.047 +32.423
Longitud estandar (mm)
4 SPE 8 SPE

14.669+ 1.928 ° [28.806 + 1.795

b

1.626 £ 0.045 323.107 + 78.735

4.506 + 0.303

39.265 +2.216

b b

[}

4.473 +0.324 11.101 £ 1.856 22.229 +2.276 33.288+2.458 °

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos.

El analisis del factor de condicion 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 calculo de la tasa de crecimiento especifico 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 analisis del consumo de alimento y el factor de conversion
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/dia/organismo), pero que
también, presentan una mejor conversion del alimento con respecto al
tratamiento de CS (Tabla 5).

El analisis de regresion lineal de la relacién 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. Ademas, la prueba de comparacion de las pendientes revela que no
existen diferencias significativas entre ambos tratamientos (p = 0.05) (Figura
23).

Los analisis demuestran que los modelos presentan coeficientes de
determinacién para CL de 0.9086 y para CS de 0.9161, por lo que ambos
modelos de prediccion tienen una confiabilidad cercana al 91%, adicionalmente
los valores de los indices de correlacion (r) son de 0.9532 y 0.9572 para CLy
CS respectivamente lo que demuestra un alto grado (95%) de correlacion entre
las variables de masa y la longitud, en la Figura 23 puede observarse las
ecuaciones de la recta para ambos tratamientos.
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Tabla 5. Factor de condicion (K), Tasa de crecimiento especifico (TCE), Consumo de alimento
(mg/dialorganismo) y Factor de conversion alimenticia (FCA) de los organismos en
fotoperiodos de luz continua (CL) y simulado control (CS).

Factor Je condicion (K)
q5PL i3 5SPL
1.821¥0.326" | 0.701 £ 0.190° 0.787 £ 0.082°
1860+ 0.251" | 0.659+0.185" | 0.754 +0.068’
Jasa de crecimiente espeofico (ICE)
q5PL 3 SPL

0.877 £ 0.053°
0.861 + 0.065°

Consumue de alimerto [mgfd

q5PL d SPL

lafurgarisme)

12 5PL

Factor Je conversior

ulimenticia (FCA)

3796 +09049° | 72351577 | 18314 +4.035 1.618 + 0.306"
2.720+1.101° | 5.105+1788" | 12.985+3.887" 1.952 + 0.486"

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05) para los
puntos de muestreo de 0, 4, 8 y 12 semanas post-eclosion (SPE).
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Figura 23. Relacion masa-longitud (RML) de los organismos de los fotoperiodos de luz
continua (CL) y simulado control (CS) a las 12 semanas post-eclosion (SPE).

El analisis de supervivencia (n=2,250) muestra que entre el momento
fertilizacion y la eclosion existe una mortalidad cercana al 53%, adicionalmente
indica que otro evento importante en el descenso de la poblacidon ocurre entre
la eclosion y las 4 SPE con un valor de mortalidad cercano al 35% para ambos
tratamientos. El analisis muestra también una supervivencia final de 12.00%
para CL y 12.44% para CS, sin diferencias significativas entre los tratamientos
(p 2 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).

Corona- Herrera 2017 113



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biolégicas ﬂ

i inai i i i i INSTITUTO DE
El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentaciéon y determinacion i

sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). AGROPECUARIAS
Y FORESTALES

Curva de supervivencia

1.0

0.8

0.6

Proporcion de supervivencia
0.4

0.2

+

—CL

T T I T I T
Eclosion 4 SPE 12 SPE

Figura 24. Analisis de supervivencia de los organismos en fotoperiodos de luz continua (CL) y
simulado control (CS) al momento de la eclosién, 4 y 12 semanas post-eclosion (SPE).

Resulta importante mencionar que durante el experimento se observé mayor
presencia de deformaciones musculo-esqueléticas en el opérculo, la mandibula
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
analisis estadistico de X? indica diferencias significativas entre los tratamientos
(p <0.05) (Figura 25).

. ._' V.\‘ a
"o

Figura 25. Fenotipos observados en el tratamiento de luz continua (CL) a las 12 semanas post-
eclosion (SPE). a) organismo con presencia de deformidades musculo-esqueléticas; b)
organismo sin presencia de deformidades.
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3.3.2. Determinacion 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
deteccion de melatonina fue validado con la prueba de paralelismo en ensayos
biolégicos; y se realizaron pruebas exhaustivas para la determinacion 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 encontrd el pico
reportado de esta hormona en la fase nocturna. Se debe de estandarizar un
meétodo alternativo para la determinacién 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. Concentracion de melatonina de los organismos en fotoperiodos de luz continua (CL)
y simulado control (CS) de 12 semanas post-eclosiéon (SPE). La concentracién es expresada en
picogramos de melatonina'mg'1 de masa (pg'mg'1 masa).

Concentracion de Melatonina (pg/mg de masa)

12:00 p.m. 12:00 a.m.

0.678+ 0.298 ° 0.554+0.258 °

0.465+0.288 ° 0.513+0.373 °

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 cortisolmg” de masa respectivamente (Figura 26), cabe
mencionar que la acrofase presenta una relacion con el inicio de la fase
luminosa, lo que sugiere un ciclo circadiano tipico 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 pgmg™ de cortisol respectivamente, asi 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 pgmg "' de cortisol respectivamente, lo
que sugiere un descontrol en el ritmo circadiano de cortisol para estos
organismos.

En conjunto el analisis 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.
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Figura 26. Concentracion de la hormona circadiana de cortisol de los organismos en
fotoperiodos de luz continua (CL) y simulado control (CS) de 12 semanas post-eclosion (SPE).
La concentracion es expresada en picogramos de cor‘tisol'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. Analisis de expresion de genes por secuenciacion masiva RNA-seq
3.3.3.1. Ensamble y anotacion 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, asi 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 analisis de expresion de genes
con la plataforma de secuenciacion masiva lllumina GAllx.

RIN:6 CL1 RIN: 6.90 CL2 RIN:6 CL3
[FU] [FUl [FU]

24 | | S 5- i i

T T T T T T LI T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]

RIN: 6.70 Cs1 RIN: 7.10 Cs2 RIN: 6.60 Cs3

- 2 o
T T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 ) 25 200 1000 4000 [t 25 200 1000 4000 [t

Figura 27. Electroferograma de RNA extraido de cabezas del pez blanco (C. estor) utilizados
para secuenciacion 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 transcriptomico 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 secuenciacion 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 realizé 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 estadisticos 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. Estadistica de alineamiento de muestras vs ensamble De Novo para el pez blanco de
Patzcuaro C. estor. RF (Reverse-Forward), FR (Forward-Reverse).

Estadistica de alineamiento vs ensamble De Novo

% lecturas
EINECEN

Totalde % de lecturas
Tratamiento Muestra lecturas [UETSEEN

% de lecturas pareadas
correctamente (RF-FR)

A 22256718 93.37 90.91 1.74
B 28036184 92.32 89.54 1.94
C 34641628 92.03 88.98 2.17
A 27514802 92.7 90.1 2.02
B 14982452 92.67 89.23 2.2
c 26435614 92.15 89.53 1.96

El programa Trinity ademas identifico 70,423 genes putativos, con 68,960
contigs unicos, los cuales se anotaron funcionalmente en 43,314 proteinas
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 logro
identificar la homologia de secuencias con las de diversas especies
pertenecientes a multiples 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).
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KEGG SWISS

Figura 28. Diagrama de Venn de los transcriptos anotados en el pez blanco de Patzcuaro C.
estor. Bases de datos Swiss-prot, GO (Gene ontology), Kegg (Enciclopedia de genes y
genomas de Kioto) y COG (Cluster de grupos ortélogos).

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 correlacion entre los diversos
géneros de peces con las secuencias encontradas en el pez blanco de
Patzcuaro C. esfor. Sin embargo, también es evidente que las secuencias de
peces en la base de datos es limitada, debido a que las mas altas frecuencias
de distribucion son con secuencias de otras especies de vertebrados (Figura
29).

El analisis de expresion 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 expresién de al
menos 1 FPKM, esto significa que alrededor del 50% por ciento de los genes
cuentan con indices de expresion mayores a 1 FPKM, por lo que se encuentran
representados estadisticamente en el ensamble transcriptémico realizado
(Tabla 8).
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Figura 29. Diagrama de distribucion de transcriptos anotados para el pez blanco de Patzcuaro
C. estor de acuerdo al género de otras especies de la base de datos de BLAST-NCBI.

Tabla 8. Expresion normalizada de transcriptos para el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Expresién normalizada de transcritos RSEM

Total Total conal menos
Tratamiento Muestra ensamblado 1 FPKM Porcentaje

35559 50.49

Cs 36939 52.45
20423 34140 48.48

32357 45.95

29878 42.43

33280 47.26

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 categorias, de acuerdo al analisis de enriquecimiento en
términos de GO (Gene Ontology), basado en la homologia de secuencias. La
primer categoria es la de procesos biologicos, en la que se obtuvieron 126,929
términos, donde los grupos mayoritarios fueron procesos celulares (16%) vy
metabalicos (11%), regulacion biologica (11%), pigmentacion (10%), procesos
de organismos multicelulares (8%) y de desarrollo (7%), localizacion (6%) y
respuesta a estimulos (5%) (Figura 30).
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Figura 30. Diagrama porcentual de los procesos biolégicos identificados en el analisis de
enriquecimiento en términos de GO para el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

La segunda categoria es la de funcién molecular. En esta se identificaron
36,670 términos, con los grupos mayoritarios de unién (49%), actividad
catalitica (25%), actividad molecular de transduccién (7%), actividad de
transporte (6%), actividad de regulacion de transcripcion (5%) y actividad de
regulacion enzimatica (5%) (Figura 31).
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Figura 31. Diagrama porcentual de las funciones moleculares identificadas en el analisis de
enriquecimiento en términos de GO para el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

En la tercera categoria de componentes celulares se identificaron 98,712
términos, de los cuales los grupos mayoritarios corresponden a la region celular
(26%) o parte celular (26%), el 18% a organulos, el 10% a parte de organulos y
el 6% a procesos macromoleculares (Figura 32).
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Figura 32. Diagrama porcentual de los componentes celulares identificados en el analisis de
enriquecimiento en términos de GO para el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Con la anotacion de los transcriptos en comparacion con la base de datos de
Kegg se identificaron 791 anotaciones en rutas metabdlicas primarias (Figura
33) y 224 anotaciones en rutas metabdlicas secundarias (Figura 34). Entre las
rutas metabdlicas primarias identificadas destacan el ciclo del acido
tricarboxilico, la ruta de fosoforilacién oxidativa, el metabolismo de glutation, de
nicotinamida/nicotina, de cofactores/vitaminas, taurina, de purinas/pirimidinas,
de la pentosa fosfato, carbohidratos y lipidos. De manera interesante el analisis
reporta una baja cantidad de transcriptos relacionados con el metabolismo de
terpenoides (lipidos derivados de cinco carbonos) y poliquétidos (derivados de
la descarboxilacion de malonil-CoA), asi como los de la ruta de biodegradacion
y metabolismo de xenobidticos, lo que sugiere una baja actividad de estas
rutas para las muestras de C. estor utilizadas (Figura 33).

Ademas, se identificaron 383 procesos bioldgicos en la base de datos de Kegg.
Entre los mas destacados encontramos las ruta relacionada con cancer (241
anotaciones), la ruta PI3K-Akt (168), endocitosis (148), ruta de MAPK (134),
transporte de RNA (123), procesamiento de proteinas en reticulo endoplasmico
(121), metabolismo de purinas (117), ruta Rap1 (116), ruta Ras (112),
Protedlisis por ubiquitinacion (109), micro RNAs en cancer (103), regulacion
circadiana (41), ritmo circadiano (20) y fototransduccion (14), entre otros.

La clasificacion de las secuencias relacionadas a procesos bioldgicos,
funciones moleculares y componentes celulares, asi como a las diversas
anotaciones metabdlicas y biologicas, ofrecen la identificacion plena de los
genes/proteinas relacionados con diversos procesos biolégicos, en conjunto
con las estadisticas del ensamble De Novo y de alineamiento, la informacion
del transcriptoma obtenido puede servir de base para abordar una gran
variedad de preguntas biolégicas en C. esftor, mediante el uso de las
herramientas moleculares generadas.
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Figura 33. Diagrama de las rutas metabdlicas primarias identificadas respecto a la base de
datos de Kegg para el pez blanco de Patzcuaro C. estor. Las lineas en color rojo muestran las
rutas metabdlicas identificadas.
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Figura 34. Diagrama de las rutas metabdlicas secundarias identificadas respecto a la base de
datos de Kegg para el pez blanco de Patzcuaro C. estor. Las lineas en color rojo muestran las
rutas metabdlicas identificadas.
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3.3.3.2. Analisis y anotacion de transcriptos diferencialmente expresados

Para identificar los transcriptos diferencialmente expresados entre los
tratamientos se utilizaron los programas de estimacién de la abundancia de
transcriptos RSEM y eXpress con valores de corte de FDR < 0.05y 1 log2 FC,
en el caso de RSEM se identificaron 175 transcriptos de alta expresion en el
tratamiento de fotoperiodo simulado control (CS) y 31 transcriptos de alta
expresion en el tratamiento de luz continua (CL), con el método de eXpress se
identificaron 199 transcriptos de alta expresiéon en el tratamiento de CS y 35
transcriptos en el tratamiento de CL (Figura 35).

CS CL

eXpress RSEM RSEM

34

FDR < 0.05, 1 log, Fold Chang
eXpress U RSEM= 233 Secuencias eXpressU RSEM= 38 Secuencias
eXpress N RSEM= 141 Secuencias eXpress N RSEM= 28 Secuencias

Figura 35. Diagrama de Venn de los transcriptos diferencialmente expresados con los
programa RSEM y eXpress para el pez blanco de Patzcuaro 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 unicamente los que se
encontraron en la interseccion de ambos métodos, para continuar con el
analisis de expresion diferencial. Por lo tanto se utilizaron 141 y 28 transcriptos
de alta expresion para el tratamiento de CS y CL respectivamente, como se
muestra en la interseccion de la Figura 35. Con los transcriptos ubicados en la
interseccion se realiz6 una tabla que muestra los valores de expresion
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 expresion en el
tratamiento de luz continua (CL).

En la Tabla 10 se observan los valores para 141 transcriptos de alta expresion
en el fotoperiodo simulado control (CS), estos datos indican la coincidencia de
ambos métodos para identificar los transcriptos diferencialmente expresados
entre los tratamientos.
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Tabla 9. Valores de expresion diferencial de los transcriptos de alta expresion en el fotoperiodo
de luz continua (CL) para el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Valores de expresion diferencial de los transcritos de alta expresion

en el tratamiento de CL

RSEM eXpress

Contig log2FC FDR PValue log2FC FDR PValue

c13523 g1| 1.26 [8.0E-03)|2.0E-05| 1.24 [9.9E-03|2.5E-05
c13836_g2| 2.12 |1.6E-04 |1.6E-07| 2.06 |2.7E-04|2.3E-07
c14070 g1| 173 [1.7E-04|1.8E-07| 1.84 [8.3E-05|3.9E-08
c17493 g1| 2.18 |1.7E-04 |1.8E-07| 2.19 |8.2E-04 | 9.6E-07
c18738 g1| 3.18 [26E-02)|9.6E-05| 2.86 [2.2E-02|7.0E-05
1.23 |1.2E-02|3.2E-05| 1.32 |[4.3E-03|8.1E-06
267 |2.8E-02|11E-04| 264 |1.0E-02|2.7E-05
1.76 | 1.6E-04 | 1.5E-07| 1.69 |[6.4E-04|6.9E-07
c22274 g1| 243 [4.9E-02|2.4E-04| 272 [1.1E-02]|3.0E-05
23901 _g1| 1.29 |1.6E-02(49E-05| 1.38 |5.8E-03[1.2E-05
c24038 g1| 1.87 [1.2E-04|1.0E-07| 1.81 [2.7E-04|2.3E-07
c26096_g2| 1.82 |1.2E-02|36E-05 1.88 |8.8E-03|2.1E-05
c28446 g1| 1.56 |[2.5E-04|2.9E-07| 1.64 |[1.3E-04|8.5E-08
c28725 g1| 1.17 |4.0E-02|19E-04| 120 |3.3E-02|1.4E-04
c30410 g1 1.62 |4.2E-02(2.1E-04| 1.65 |2.9E-02|1.1E-04
c30547 g1| 142 |5.2E-03|1.1E-05| 1.33 |1.0E-02|2.6E-05
c30755 g1| 1.39 [6.4E-03|1.5E-05| 1.24 [1.4E-02|4.0E-05
31663 g1| 1.35 |1.2E-02|3.2E-05| 145 |2.1E-03|3.2E-06
c31946 g1| 2.89 [1.6E-02|5.2E-05| 2.89 [1.7E-02|5.3E-05
c36737 g1| 148 |42E-02|21E-04| 1.51 |4.3E-02|2.2E-04
c36859 g1| 1.74 [2.2E-04|2.3E-07| 1.73 [2.6E-04|2.0E-07
c4014 g1 | 205 |7.3E-05(4.8E-08| 2.04 |2.2E-04|1.5E-07
c45592 g1| 2.03 [2.6E-03)|4.5E-06| 1.76 [2.3E-03|3.5E-06
53222 g1| 1.13 |2.9E-02|1.2E-04| 1.14 |4.2E-02|2.1E-04
c53925 g1 3.07 |1.0E-03[1.5E-06| 3.12 |[8.9E-04|1.1E-06
c57314 g1| 1.26 |4.0E-02|1.9E-04| 1.28 |3.9E-02]|1.8E-04
c58709 g1| 1.34 [2.8E-02)|1.0E-04| 1.36 [2.2E-02|7.4E-05
6356 g1 | 1.59 |1.2E-04|1.1E-07| 1.55 [2.7E-04|2.2E-07

Contig (ldentificador de transcripto); log2FC (Cambio del nivel de expresién en logaritmo en
base 2), valores positivos indican alta expresion en el tratamiento de CL; FDR (False discovery
rate); PValue (Valor probabilistico de error).

Con el propdsito de conocer la similitud en los niveles de expresion de los
transcriptos entre las muestras de CS y CL (n=6) se realiz6 un analisis de
escalamiento multidimensional (MDS) con ayuda del programa IDEA
(Integrated Differential Expression Analysis; http://zazil.ibt.unam.mx/idea/). Para
realizar este analisis se emplearon los promedios de los niveles de expresion
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 expresion, mientras que las muestras de CS se
observan desagrupadas con niveles de expresion poco semejantes. Estos
resultados sugieren que el tratamiento de luz continua (CL) puede modular de
manera sincronizada los niveles de expresibn de los transcriptos
diferencialmente expresados, fendmeno 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 anotacion funcional de 112 transcriptos
para el tratamiento de CS y 24 transcriptos para CL.
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Tabla 10. Valores de expresion diferencial de los transcriptos de alta expresion en el
fotoperiodo simulado control (CS) para el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Valores de expresion diferencial de los transcritos de alta expresion en el tratamiento de CS

RSEM eXpress RSEM eXpress
Contig log2FC FDR PValue log2FC FDR PValue No Contig log2FC FDR PValue log2FC FDR
1.0E-03 | 1.3E- 72 -3. 1.4E-02| 4.3E-05( -3.87 |3.9E-02|1.8E-04
3.5E-07 | 3. 73 A 1.3E-04| 1.2E-07| -1.82 |2.6E-04|1.9E-07
: -1.36 [3.9E-02 [1.8E-04( -1.30 [4.8E-02|2.6E- 74 g2| -2.73 |2.0E-02)|6.8E-05| -2.99 [2.2E-02|7.4E-05
gl| -2.70 |1.2E-03|1.9E-06| -2.62 [6.5E-03|1. 75 gl| -1.21 |4.2E-02|2.0E-04| -1.23 |3.4E-02|1.5E-04
_g1| -1.51 |2.1E-02|7.2E-05| -1.45 |4.2E-02|2.2E- 76 _g1| -3.52 |1.4E-02|4.2E-05( -3.51 |1.4E-02)|4.0E-05
g2| -1.78 [3.9E-03(7.6E-06| -1.82 [24E-03|3. 77 g2| -1.54 |1.8E-02)|5.7E-05| -1.38 |3.9E-02|1.9E-04
gl| -2.85 [1.4E-05[6.0E-09| -2.85 |2.8E-04 |2.6E- 78 gl| -2.35 |3.7E-02|1.7E-04| -2.49 |6.7E-03| 1.5E-05
c1284 g1 | -4.51 |6.5E-03[1.5E-05| -3.80 |3.4E-02]|1. 79 gl]| -10.28 | 2.7E-02| 1.0E-04| -11.45 | 2.2E-02|7.3E-05
g1| -1.95 |3.0E-02|1.2E-04| -1.97 |3.3E-02]|1.4E- 80 gl| -1.38 |5.2E-03)|1.1E-05| -1.33 [1.1E-02| 3.2E-05
gl| -3.12 |3.6E-05|2.0E-08| -3.14 [3.0E-05]|9. 81 g2| -2.16 |2.6E-07|5.2E-11| -2.16 |8.0E-071.5E-10
g1| -1.39 |6.4E-03|1.5E-05| -1.24 |2.9E-02|1.1E- 82 gl| -3.62 |6.4E-03|1.5E-05| -3.18 |1.4E-05|4.0E-09
gl| -6.00 |5.0E-02|2.5E-04| -6.61 [3.9E-02|1. 83 gl| -3.13 |5.0E-02|2.5E-04| -3.38 |9.9E-03|2.5E-05
g1| -4.33 |8.7E-04|1.3E-06| -4.52 |1.2E-02 | 3.5E- 84 _g2| -7.66 |3.6E-08|2.7E-12| -3.50 |9.5E-07|2.0E-10
g2| -3.92 |3.7E-04|4.7E-07| -3.96 |7.3E-04 (8. 85 gl| -1.79 |2.0E-02|6.5E-05| -1.76 |3.3E-02|1.4E-04
g1 -6.96 [1.1E-03[(1.7E-06| -5.11 [1.8E-03[2.7E- - 3257 g1 | -3.35 |1.7E-04|1.7E-07| -3.36 |5.7E-04)|5.7E-07
gl| -2.68 [2.6E-02(9.5E-05| -2.81 [2.8E-02[1. 87 gl| 419 |2.3E-03|3.9E-06( -4.27 |1.0E-03|1.4E-06
g1| -2.22 |6.1E-03|1.4E-05| -2.24 |9.7E-03|2.4E- 88 _gl| -1.64 |1.2E-02|3.4E-05| -1.63 |3.0E-02|1.2E-04
agl| -3.57 |1.4E-05|6.0E-09| -3.52 [2.6E-04|1. 89 gl| -2.94 |2.5E-03|4.3E-06| -2.97 |1.4E-02(4.2E-05
g2| -3.19 [3.2E-02[1.4E-04| -3.14 [2.9E-02[1.1E- 90 gl| -2.21 |1.2E-02|3.3E-05( -2.23 |1.1E-02] 3.1E-05
gl| -2.80 [1.3E-09|6.6E-14| -2.86 |1.4E-08|6. 91 gl| -6.25 |1.4E-02|4.3E-05| -7.03 |6.8E-03|1.5E-05
gl| -6.86 [B.7E-03[2.2E-05| -7.63 |[8.2E-03[1.9E- 92 gl| 419 |54E-03|1.2E-05| -4.50 [2.6E-02|9.4E-05
gl| -2.38 |3.9E-04 |5.1E-07| -2.40 [1.4E-03|1. 93 gl| -3.04 |1.3E-03|2.0E-06| -3.19 |24E-03(3.8E-06
g2| -492 [1.8E-05[8.2E-09| -4.84 |[1.3E-04|7.6E- 94 gl| -1.35 |5.9E-03)|1.3E-05| -1.29 |[3.9E-02|1.9E-04
gl| -2.87 |1.2E-02|34E-05| -2.82 [1.2E-02] 3. 95 gl| -2.60 |3.8E-03|7.3E-06| -2.61 [4.2E-02(2.1E-04
gl| -2.01 [8.8E-03[2.2E-05| -2.05 [4.6E-03|9.1E- 96 gl| -2.31 |4.2E-04|56E-07| -2.34 |3.0E-03|5.0E-06
gl| -2.15 |4.1E-05|2.5E-08| -2.15 [8.9E-05 4. 97 gl| -2.02 |8.5E-04|1.2E-06| -2.05 |3.0E-03|5.2E-06
gl] -1.61 |2.5E-02|9.0E-05( -1.66 |3.3E-02|1.4E- 98 _gl| -2.91 [2.7E-05[1.3E-08| -2.98 |1.3E-04|7.1E-08
gl| -4.04 |3.2E-05|1.7E-08| -4.14 [4.8E-05|1. 99 gl| 410 |3.5E-04|4.3E-07| -4.21 |2.5E-03(4.0E-06
gl| -2.80 [2.6E-04 [3.1E-07| -2.81 [3.3E-03|5.7E- gl| -3.12 |1.4E-03)|2.3E-06( -3.25 |3.5E-03|6.3E-06
gl| -2.16 [2.5E-04 [2.8E-07| -2.14 [1.3E-03(1. 101 -2.50 [2.6E-07|4.9E-11| -2.46 |7.9E-07|1.3E-10
gl| -244 |8.1E-05|56E-08| -2.35 |1.7E-03|2.4E- 102 -1.70 | 1.7E-02| 5.2E-05| -1.68 | 1.6E-02|4.9E-05
gl| -3.93 |2.6E-06|7.0E-10| -3.72 |1.8E-06 103 gl| -3.72 |3.2E-02|14E-04| -3.74 |3.0E-02(1.2E-04
g1| 451 |7.2E-04|9.9E-07| -4.83 |2.7E-03 g2| -3.26 |3.6E-02|1.6E-04| -3.41 [4.1E-02|2.0E-04
agl| -2.53 |B.2E-06|2.6E-09| -2.54 |5.3E-06 gl| -3.69 |4.9E-16)|1.2E-20| -3.66 |[3.8E-16|8.9E-21
g1 -1.86 [1.1E-04(9.1E-08( -1.86 [1.3E-04 gl| -2.41 |8.1E-05)|5.8E-08| -2.36 [5.9E-04|6.2E-07
gl| -3.70 |1.0E-04 |8.3E-08| -3.68 |7.7E-04 gl| -564 |2.9E-02|1.2E-04| -6.63 |4.5E-03(8.6E-06
g2| -3.27 [1.2E-02[3.6E-05| -3.58 [2.3E-02 gl| -1.87 |2.0E-02|6.9E-05| -1.86 [3.7E-02|1.7E-04
agl| -2.23 [4.0E-03(7.9-06| -2.09 [2.5E-02 gl| 417 |2.9E-04|3.5E-07| -4.26 |8.2E-04(9.8E-07
g1| -1.66 |3.2E-02|1.3E-04| -1.72 |3.4E-02 gl| -3.52 |5.8E-03)|1.3E-05| -3.55 [1.1E-02|2.8E-05
g2| -2.20 |7.8E-04|1.1E-06| -2.11 |9.9E-03 gl| -2.71 |3.7E-02|1.7E-04| -2.79 [4.9E-02(2.7E-04
g1| -1.28 |1.6E-02|4.9E-05| -1.25 [3.9E-02 gl| -6.13 |3.6E-02|1.6E-04| -6.71 [4.2E-02(2.1E-04
gl| -1.81 |8.7E-04 |1.3E-06| -1.78 |1.6E-03 gl| -3.28 |2.6E-02|9.5E-05| -3.03 |3.3E-02(1.4E-04
g2| -3.80 |1.3E-07|1.6E-11| -3.97 |6.5E-07 g1| -2.66 |1.6E-03|2.7E-06| -2.67 |5.4E-03|1.1E-05
g2| -2.21 |2.5E-03|43E-06| -2.23 |5.2E-04 gl| -1.86 |5.2E-03|1.1E-05| -1.87 |7.6E-03|1.7E-05
- g1| -1.38 |1.1E-02|3.0E-05| -1.37 |1.4E-02 _g1| -2.08 [1.1E-02|2.9E-05| -2.01 |3.8E-02|1.7E-04
-217 [2.8E-02|1.1E-04| -2.29 |2.5E-02 gl| -6.02 |4.1E-02|2.0E-04| -6.84 |3.4E-02(1.5E-04
gl| -3.37 [4.1E-05[2.5E-08| -3.50 [8.3E-05 gl| -3.68 |2.2E-02|7.6E-05| -3.68 |[3.2E-02|1.3E-04
al| -1.58 |[2.6E-03|4.8E-06| -1.56 |6.7E-03 gl| -1.51 |4.1E-03|8.3E-06( -1.51 |9.7E-03|2.4E-05
g2 -1.68 [6.9E-03(1.6E-05( -1.71 [9.6E-03 gl| -3.18 |8.7E-08)|8.6E-12| -3.14 [1.1E-07|7.8E-12
gl| -1.28 |9.0E-03|23E-05| -1.27 |9.7E-03 gl| -2.04 |5.2E-03|1.1E-05| -2.07 |2.1E-02|6.5E-05
g2| -1.40 |2.8E-02|1.1E-04| -1.43 |2.1E-02 gl| -6.73 |9.0E-03)|2.3E-05( -7.79 |4.3E-03|8.1E-06
gl| -1.24 |4.3E-02|2.2E-04| -1.27 |3.3E-02 gl| -212 |1.2E-02|3.3E-05| -2.12 |2.5E-02|8.5E-05
g1| -2.14 |4.4E-03|8.9E-06| -2.11 |4.1E-03 - g1| -4.28 |3.7E-02|1.7E-04| -4.77 |3.9E-02|1.8E-04
gl] -1.44 |2.9E-03|5.3E-06| -1.50 |3.0E-03 -1.83 | 1.2E-02| 3.6E-05| -1.90 |2.2E-02|7.5E-05
g1| -1.99 |6.5E-04 |8.8E-07| -1.95 |1.7E-03 -3.85 |9.9E-05|7.6E-08| -3.87 |4.5E-04(4.3E-07
g2| -1.43 |1.2E-02|3.2E-05| -1.30 [4.2E-02 -2.23 [1.5E-05|6.5E-09| -2.20 |7.0E-05|3.1E-08
g1| -3.17 |2.6E-03|4.8E-06| -3.07 |5.8E-03 -2.54 |7.1E-05|4.5E-08| -2.40 |1.4E-03|1.9E-06
gl| -1.16 [2.8E-02(1.1E-04| -1.18 [3.3E-02 -3.36 [1.4E-05[5.0E-09| -3.21 |2.6E-04|2.0E-07
g1| -2.87 |7.2E-03|1.8E-05| -2.77 [2.5E-02 -2.04 |8.2E-06|2.5E-09| -2.04 |3.3E-05[1.1E-08
gl| -1.24 |3.3E-02|14E-04| -1.28 |2.9E-02 -6.04 |2.0E-02|6.5E-05| -4.74 |3.3E-02|1.4E-04
g1| -2.52 |2.3E-03|3.9E-06| -2.24 |5.4E-03 c65080_g1| -2.55 [5.9E-03|1.3E-05| -2.46 |3.9E-02|1.8E-04
agl| -2.40 [7.2E-07[1.6E-10| -2.42 [6.1E-07 c6534 g1 | -3.70 |8.2E-05|6.1E-08| -4.03 |4.9E-05|2.1E-08
gl| -242 [2.8E-02(1.0E-04( -2.59 [3.4E-02 -1.83 | 3.2E-02|14E-04| -1.85 |4.7E-02|2.5E-04
gl| -3.43 |3.8E-04 |49E-07| -3.55 |9.5E-04 -5.78 | 1.0E-02|2.6E-05| -6.93 |4.1E-04(3.8E-07
g2| -1.68 [1.5E-02|4.5E-05| -1.69 [9.7E-03 e -1.65 | 2.4E-04|2.6E-07| -1.57 |9.6E-04|1.2E-06
al| -2.69 [1.7E-04 [1.7E-07| -2.78 |5.9E-04 c6829 g1 | -3.23 [1.1E-04|8.7E-08| -3.06 |1.3E-04|8.5E-08
92| -1.44 |4.3E-03|8.6E-06| -1.48 |6.0E-03 c6958 g2 | -3.71 |1.5E-02(4.7E-05| -3.93 |3.0E-02|1.2E-04
gl| -1.29 |3.9E-03|7.5E-06| -1.21 |1.2E-02 c767 g2 | -3.12 |2.9E-03|5.3E-06| -3.27 |2.2E-03|3.3E-06
g3| -2.54 [2.9E-05(1.5E-08| -2.49 [44E-05 c8201 g1 | -1.69 [1.9E-02|6.1E-05| -1.60 [2.7E-02|9.6E-05
o -1.24 [1.7E-02|5.3E-05| -1.22 |4.6E-02 c9687 g2 | -3.26 |1.5E-06)|3.6E-10| -3.22 | 1.9E-04|1.3E-07
29838 g1 -1.98 [8.9E-06 [3.1E-09( -2.01 [1.5E-05

Contig (ldentificador de transcripto); log2FC (Cambio del nivel de expresién en logaritmo en
base 2) valores negativos indican baja expresion en el tratamiento de CL; FDR (False discovery
rate); PValue (Valor probabilistico de error).
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Figura 36. Grafica de Escalamiento multidimensional (MDS) de los transcriptos
diferencialmente expresados para el pez blanco de Patzcuaro C. estfor. CL (Fotoperiodo de luz
continua); CS (Fotoperiodo simulado control); logFC (Logaritmo del cambio del nivel de
expresion).

Durante este proceso se identificaron 33 transcriptos que no presentan
anotacion funcional de acuerdo a la base transcriptomica de datos (Tabla 11),
por lo que se procedi6 a realizar la anotacion funcional manual con la ayuda de
los programas de Blastn y Blastx (https://blast.ncbi.nim.nih.gov).

Tabla 11. Porcentajes de anotacion de transcriptos diferencialmente expresados para el pez
blanco de Patzcuaro C. estor.

Porcentaje de anotacion de transcritos diferencialmente expresados
Concepto Cantidad Porcentaje
Total de transcritos 169 100%
Transcritos de alta expresion en C5 141 83.43%
Transcritos de alta expresion en CL 28 16.57%
Transcritos anotados en base de datos 136 80.47%
Transcritos ambiguos en base de datos 22 13.02%

Transcritos no anotados de alta expresion en CS 3 1.78%

Transcritos no anotados de alta expresion en CL 8 4.73%

Con el analisis de anotacion 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.
Ademas, se identificaron 8 transcriptos no anotados que presentan alta
expresion en el tratamiento de fotoperiodo simulado control y 3 transcriptos no
anotados que presentan alta expresion 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 multiples transcriptos que presentan la
misma anotacion. Tal es el caso de los genes adyc8, camk1d-like, cngb1,
gucy2f,scn2a, plch2, opn1sw, col2a1y 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 ultimo el gen
abca4, cuenta con anotaciones en cinco contings diferentes.

Tabla 12. Transcriptos de alta expresion anotados en el fotoperiodo de luz continua (CS) para
el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Transcritos de alta expresion anotados en el tratamiento de CS

No Nombre Contig pb log2FC
1 abca4d ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 4 c29936_g1_i1 442 -3.76
2 abcad ATP-binding bfamily A (ABC1), member 4 ©29936_g2 i1 6246 -1.84
3 abca4 ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 4 €29973_g2 i1 716 -2.86
4 abcad ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 4 c39545_g1_i1 705 -4.15
5 abca4d ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 4 c44791_g1_i1 1790 -2.38
6 abhd8 Abhydrolase domain-containing protein 8 c11121_g1_i1 1126 -2.66
7 adcy8 Adenylate cyclase 8 ¢13369_g1_i1 1905 -3.13
8 adcy8 Adenyiate cyclase 8 c64610_g1_i1 980 -2.04
9 ahctf1 Protein ELYS c6534_g1_it 691 -3.90
10 amph Amphiphysin 26362 _g2 i1 712 -1.69
1 ank Ankyrin €29026_g2_i1 2348 -1.68
12 ankrd33 Ankyrin repeat domain-containing protein 33 ¢20036_g1_i1 1142 -1.63
13 anol Anoctamin-1 c25214_g1_i1 2749 -1.80
14 ano2 Anoctamin-2 c25214_g2 _i2 1256 -3.89
bl apoad-like Apolipoprotein A IV-Like 22979 g2_i1 239 -3.42
16 arl13b ADP-ribosylation factor-like protein 138 c64276_g1_i1 1441 -3.29
17 arié ATP-dependent 6-phosphofructokinase isozyme 1 c30135_g2_i1 751 -1.46
18 atcay Caytaxin 29794 _g1_i1 1508 -1.23
il cacna2di Voltage-dependent calcium channel alpha-2/delta-1 €22270_g1_i1 1035 -3.69
r{ M camk1d-like Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1D-like ¢10857_g1_i1 1020 -1.33
YAl cami1d-like Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1D-like ¢37037_g1_i1 704 -3.11
22 cd38 ADP-ribosyl cyclase 1 ¢64906_g1_i1 1411 -5.39
23 cdhr1 Cadherin related family member 1 c45053_g1_i1 329 -6.14
24 cdhrb Cadherin-related family member 5-like c34922 g1_i1 266 -6.64
25 cdr2 Cerebellar degeneration related protein 2 ¢65907_g1_i1 541 -1.84
26 cep290 Centrosomal protein 290 c38024_g1_i1 813 -2.60
27 cngb1 Cyclic nucleotide gated channel beta 1 €29635_g1_i1 2224 -1.25
28 cngb1 Cyclic nucleotide-gated cation channel beta-1-like ¢16075_g1_i1 1086 -2.23
29 coblil1 Cordon-Bleu WH2 Repeat Protein-Like 1 €21007_qg1_i1 1112 -2.40
30 cplx3 C lexin-3 c50998_g1_i1 1550 -1.86
31 crtact Cartilage acidic protein 1 ¢21651_g1_i1 944 -4.67
32 cs Ctrate synthase, mitochondrial ¢30787_g1_i1 744 -10.86
33 esrrg Estrogen Related Receptor Gamma c43310_g2_i1 531 -3.33
34 faim2 Fas Apoptotic Inhibitory Molecule 2 29838 _g1_i1 1663 -1.99
35 fami61a Family With Sequence Similarity 161 Member A c45292_g1_i1 799 -4.22
36 fmn1 Formin 1 24139 _g1_i1 1022 -1.27
37 gimap5 GTPase, IMAP Family Member 5 c18666_g1_i1 461 -7.24
38 gpr98 G-protein coupled receptor 98 ¢23803_g2 i1 1684 -2.15
39 grin2a Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A ¢63791_g1_i1 1629 -2.47
40 gucala Guanylate cyclase activator 1 58299 g1 _i1 774 212
4 gucy2f Guanylate cyclase 2F c17157_g1_i1 1166 -3.55
LY gucy2f Guanylate cyclase 2F c6795_g1_i1 4348 -1.61
43 kenmat Potassium large conductance calcium-activated channel subfamily M alpha member 1 c18998 _g1_i1 2956 -2.03
44 kenmat P jum large d ce calch ctivated channel subfamily M alpha ber 1 ¢28723_g1_i1 2914 -2.41
45 kenma1 Potassium large conductance calcium-activated channel subfamily M alpha member 1 c45127_g1_i1 508 -1.87
LCl  kif25-like Kinesin family member 25 -like c28838_g1_i1 784 -2.51
47 11td1 LINE-1 type transposase domain-containing protein 1 c56859_g1_i1 1239 -3.16
48 lactbl1 L Beta Like 1 c50096_g1_i1 1153 -2.67
49 Ibh-like Limb Bud And Heart Development c6347 g1 i1 1078 -1.86
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Transcritos de alta expresion anotados en el tratamiento de CS (Continuacion)
Nombre Contig pb log2FC
50 Irit1 Immunoglobulin-like domain and transmembrane domain-containing protein 1 c12252_g1_i1 1655 -1.48
51 Int3 Leucine-rich repeat, immunoglobulin-like and transmembi domains 3 c14625_g1_i1 619 -4.42
52 lyz Lysozyme C c44433_g1_i1 761 -3.67
53 march1 E3 ubiquitin-protein ligase MARCH1/8 c19745_g1_i1 1425 -2.15
54 muc2 Intestinal mucin-2 ¢31354_g1_i1 1520 -1.78
55 myh3 Myosin Heavy Chain 3 c37351_g1_i1 2128 -1.32
56 myo7a Myosin Vila c10726_g1_i1 4177 -2.47
57 myo7a Myosin Vila c49084_g1_i1 348 -6.42
58 myo7a Myosin Vila ¢53400_g1_i1 345 -6.43
59 ndufaf3 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha sub p bly factor 3 ©28564_g1_i3 2658 -1.26
60 opnisw Short wavelength-sensitive opsin c12363_g2_i1 1047 -1.80
61 opnisw Short wavelength-sensitive opsin c27779_g1_i1 1079 -1.97
62 osbpl7 Oxysterol-binding protein-related protein 7 c20037_g1_i1 861 -4.09
63 pcbp3 Poly(rC)-binding protein 2/3/4 ¢21076_g1_i2 553 -3.82
64 pcbp4 Poly(rC)-binding protein 2/3/4 ©c26917_g2_i1 867 -1.42
65 pclo Protein piccolo c18789_g1_i1 1498 -2.39
66 pclo Protein piccolo c18789_g2_i1 1049 -4.88
67 pelo Protein piccolo c3975_g1_i1 2885 -2.48
68 pde5 cGMP-specific 3',5-cyclic phosphodiesterase c38264_g1_i1 1340 -2.04
69 pdeba Rod cGMP-specific 3',5"-cyclic phosphodiesterase subunit alpha c30868_g1_i1 5053 -1.36
70 pde6b Rod cGMP-specific 3',5"-cyclic phosphodiesterase subunit beta c30868_g2_i1 4819 -2.16
71 pdebc Cone cGMP-specific 3',5-cyclic phosphodiesterase subunit alpha c26053_g1_i1 673 -3.44
72 pipSk1a Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinaseta c34784 _g1_i1 1131 -2.22
73 pich2 Phosphatidylinositol phospholipase C-2 12398 _g1_i1 1473 -2.85
74 plch2 Phosphatidylinositol phospholipase C2 c26326_g1_i1 2424 -1.58
75 plekhd1 Pleckstrin h logy domain ining, family D (with coiled-coil domains) member 1 ¢18237_g1_i1 1210 -2.83
Il pppir9a Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 9A €29998_g1_i1 1569 -1.22
77 prom1 Prominin 1 €21780_g1_i1 2774 -2.53
78 prph2 Peripherin-2 c20068_g1_i1 1016 -2.80
79 rd3 Retinal Degeneration 3 c57018_g1_i1 895 -2.05
80 rdh13 Retinol dehydrogenase 13 c8201_g1_i1 568 -1.65
81 rgs9 Regulator of G-protein signaling 9 c25504_g1_i1 1278 -1.38
82 rorb RAR-related orphan receptor beta c56797_g1_i1 1966 -1.51
83 samd7 Sterile Alpha Motif Domain Containing 7 c65080_g1_i1 617 -2.50
84 sc5dl Lathosterol oxidase c28881_g1_i1 982 -3.49
85 scn2a sodium channel protein type 2 subunit alpha-like c40258 g1_i1 382 -3.73
86 scn2a Voltage-gated sodium channel type 2 aipha €23240_g1_i1 1597 -2.16
LY@l scnda-like Sodium channel protein type 4 subunit alpha-like ©32766_g1_i1 294 -4.23
88 serinc1 Serine incorporator 1-like c15163_g1_i1 611 -2.74
89 serinc4 Serine incorporator 4 6829 _g1_i1 1596 -3.14
90 sgk1 Serum/glucocorticoid-regulated kinase 1 c27816_g2_i1 556 -1.37
91 slc17a7 MFS transporter, ACS solute carrier family 17, (vesicular glutamate transporter) member 7 51358 _g1_i1 1211 -2.05
92 slc1a7 Excitatory amino acid transporter 5 / Solute Carrier Family 1 Member 7 c33770_g1_i1 956 -2.96
kM s/c22a13 MFS transporter, OCT family, solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 13 ©30047_g1_i1 1189 -3.52
94 slc24at Sodium/potassium/calcium exchanger 1 €26922 g1_i1 2835 -1.25
95 slc24a2 Solute carrier family 24 (sodium/p i ium iger), 2 c45304_g1_i1 694 -3.53
96 slc34a1 Solute carrier family 34a1 (sodium-dependent phosphate cotransporter) ¢63513_g1_i1 1399 -3.86
97 slcbat Sodium- and ct dependent GABA porter 1 c1284 _g1_i1 356 -4.15
98 smm3 Serine/arginine repetitive matrix 3 €23681_g1_i1 472 -1.69
99 strab Stimulated By Retinoic Acid 6 c47969_g1_i1 608 -2.75
100 stx3 Syntaxin 3 c10729_g1_i1 3264 -2.66
101 sv2a MFS transporter, VNT family, synaptic vesicle glycoprotein 2a c33081_g1_i1 1360 -1.63
4  sws2ab Short-wavelength sensitive opsin 2A beta and short-wavelength sensitive opsin 2B genes c27020_g1_i1 410 -2.13
103 sytt Synaptotagmin-1 €20351_g1_i1 905 -2.15
104 syt2 Synaptotagmin-2 c28346_g1_i1 2029 -1.17
105 syvn1 E3 Ubiquitin-Protein Ligase Synoviolin ¢30773_g1_i1 289 -2.42
QLR tigd1-like Tigger transposable element-derived protein 1-like c31175_g1_i1 653 -3.25
A ‘mem132d Transmembrane protein 132D ¢37013_g1_i1 461 -4.34
g8 tmem138 Transmembrane protein 138 c39507_g1_i1 779 -2.95
109 tulp1 Tubby-related protein 1 c6376_g1_i1 1334 -2.22
110 AL Protein unc-13b ©29723_g3_i1 5339 -2.52
11 usp21 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2/21 26618 g1_i2 1944 -1.28
112 wasf1 WAS protein family, member 1 3991 g1_i2 840 -1.69

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 expresion en logaritmo en base 2 promediado de RSEM y eXpress),
valores negativos indican baja expresion en el tratamiento de CL.
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Tabla 13. Transcriptos de alta expresién anotados en el fotoperiodo de luz continua (CL) para
el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Transcritos de alta expresion anotados en el tratamiento de CL

No Nombre
1 ankrd9 Ankyrin repeat domain 9 c58709_g1_i1 561 1.35
2 aqgp3 Aquaporin-3 €36859_g1_i1 1338 1.74
3 col2at Collagen alpha-1(ll) chain-like c18738_g1_i1 247 3.02
4 col2at Collagen alpha-1(Il) chain-like ¢31946_g1_i1 1070 2.89
5 ctgf Connective tissue growth factor c28725_g1_i1 1927 1.19
6 cyp2k Cytochrome P450 2K1-like c26096_g2 i1 495 1.85
7 egfr Epidermal growth factor receptor c13523_g1_i1 5148 1.25
8 fegbp Fc fragment of IgG binding protein ¢36737_g1_i1 2517 1.50
9 gimap4 Gtpase IMAP Family member 4, union a GTP c57314_g1_i1 3316 1.27
10 hgs Hepatocyte growth factor -regulated tyrosine kinase substrate-like c53925 g1 i1 447 3.09
1 hist1h1b Histone cluster 1, H1b c18798_g1_i1 1266 1.28
12 lactb2 Beta lact: like protein2 c30410_g1_i1 1565 1.64
13 kif5 Krueppel-like factor 5 c23901_g1_i1 1303 1.33
14 lamb3 Laminin, beta 3 c17493 g1_i1 1079 2.18
15 lamb3 Laminin, beta 3 c4014_g1_i1 1262 2.05
16 natt3 Natterin-3 like c31663_g1_il 1356 1.40
17 pdk2 Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring) Kinase isozyme 2 mitocondrial 53222 _g1_i1 473 1.13
18 prss57 Serine-Protease 57-like ¢30547_g1_i1 1013 1.37
19 slc43a2 Solute Carrier Family 43 (Amino Acid System L Transporter), Member 2 c14070_g1_i1 1498 1.79
20 slc43a2 Solute Carrier Family 43 (Amino Acid System L Transporter), Member 2 ©24038_g1_i1 523 1.84
21 slc43a2 Solute Carrier Family 43 (Amino Acid System L Transporter), Member 2 c6356_g1_i1 1533 1.57
22 sparcl1 SPARC-like protein 1 20007 _g1_i1 234 2,66
23 tef Thyrotrop embryonic factor ¢30755_g1_i1 3409 1.32
24 ucp2 Mitochondrial uncoupling protein 2-like ©28446 g1 i1 671 1.60

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 expresion en logaritmo en base 2 promediado de RSEM y eXpress),
valores positivos indican alta expresion en el tratamiento de CL.

Estas observaciones sugieren que las repeticiones de los genes se debe
posiblemente a que multiples isoformas del mismo gen estan 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 multiples anotaciones presentes para
cada contig (Tabla 14). En la tabla se observa que los contigs presentan
valores similares de anotacion para varios genes de acuerdo a los programas
de blastn y blastx. Esta multiplicidad en la anotacion sugiere que en las bases
de datos internacionales, no existe una anotacidn precisa de estos transcriptos
expresados diferencialmente. En un futuro se deben de caracterizar a mayor
profundidad estas secuencias con el fin de identificar su anotacion precisa o en
su defecto reportar el descubrimiento de un “nuevo” gen y sus posibles
funciones regulatorias en relacion al efecto del fotoperiodo en el pez blanco de
Patzcuaro.

Es importante mencionar que la mayoria de los transcriptos que presentan una
anotacion ambigua se identifican con secuencias de peces teledsteos, esto
sugiere que efectivamente las secuencias pertenecen a miembros de esta infra
clase taxonomica. Sin embargo, en el contig de alta expresion en luz continua
c22274_g1_i1 se observa que existe una sola coincidencia con el pez Fundulus
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heteroclitus, las demas coincidencias son con otros animales como aves y
mamiferos, esto sugiere que el transcripto no ha sido identificado en otros
teleGsteos. En conjunto los contigs ¢12840_g1_i1 y ¢3257_g1_i1, presentan
anotaciones de proteinas sin caracterizacion o hipotéticas (Tabla 14); debido a
estas particularidades, los tres transcriptos podrian ser candidatos idoneos
para caracterizarlos en futuras investigaciones.

Tabla 14. Transcriptos diferencialmente expresados con anotaciéon ambigua en el pez blanco
de Patzcuaro C. estor.

Transcritos con anotacion ambigua diferencialmente expresados

Trat Contig pb log2FC Probables ID Especie/Nombre E-Value Prog
| | cop295 | PREDICTED: S protein 295 (cep295), transcript variant X5, mRNA 6.00E-05
1 CL | c22274 g1 11 | 247 2.58 $lc22A6b-liko PREDICTED: Pseudopodoces humilis solute carrier family 22 member 6-B-like (LOC102105336), mRNA 4,00E-07 | BLASTN
peg10 PREDICTED: Mus pahari paternally expressed 10 (Peg10), mRNA 6.00E-05
uncharacterized PREDICTED: LOC110953511 (LOC110953511), ncRNA 7.00E-86
uncharacterized PREDICTED: O LOC102076330 (LOC102076330), miscRNA 4.00E-70 | BLASTN
Pl Cs | c12840. g1 11 | 781 -1.96
uncharacterized PREDICTED: L crocea Loc (Loc ), NcRNA 2.00E-48
pdeddip LOW QUALITY PROTEIN: myomegalin-like [Oncorhynchus kisutch] 7.00E-07 | BLASTX
te-4 PREDICTED: Cy in-liks protein 4 (LOC107085289) mRNA 6.00E-15
rapgef5-like PREDICTED: F y rap guanine factor S-like (LOC109633202), mRNA 2.00E-14
3 CS | ¢c13817_g1 11 | 523 -1.31 BLASTN
pint1 PREDICTED: L crocea yl cisitrans i NIMA-i ing 1 (pin1), mMRNA 5.00E-10
nabp2-like PREDICTED: Cailorhinchus milii SOSS complex subunit B1-like (LOC103191330), mRNA 5.00E-10
gvinp1-like PREDICTED: partitus induced very large GTPase 1-like (LOC103359684), mRNA 200E411 |
e el e urgep-like PREDICTED: partitus up- of cell like (LOC mRNA 7.00E-99
gvinp1-like PREDICTED: interferon-induced very large GTPase 1-like [Stegastes partitus] 2.00E-89 BLASTX
urgep-like PREDICTED: up-regulator of cell p ik partitus] 2.00E-82
ddat PREDICTED: Austrofundulus limnaeus DET1 and DDB1 associated 1 (dda1), mRNA 2.00E-18
pnba-like : PREDICTED: P t like (LOC108251 539‘). mRNA : 3.00E-16 BLASTN
5 CS | ¢14882 g1_i1 | 360 6.03 inha PREDICTED: Poecllia reticulata inhibin alpha subunit (inha), mRNA 4.00E-15
cst? | PREDICTED: Poecilia reticulata cystatin-F (LOC103477419), transcript variant X4, mRNA | 2.00E-13
fth | T ferritin [Pasteurella multocida] ) ) N | 910802 | BLASTX
ty3/gypsy-like Tetraodon nigroviridis partial TY3/GYPSY-like LTR retrotransposon Sushid_Tet 1.00E-117 | BLASTN
rotf2-1-like Retrotransposable element Tf2 protein type 1 [Larimichthys crocea) 0.00E+00
6 CS | c18116_g2 i1 (1325 -3.16 irfndb uncharacterized protein Irfndb isoform X2 [Danio rerio] 0.00E+00 BLASTX
pol Pol polyprotein [Dicentrarchus labrax] 8.00E-178
rti1-like PREDICTED: retrotransposon-like protein 1 [Poecilia latipinna] 4.00E-171
myo9-like PREDICTED: Kry yosin-9-fike (LOC ) variant X3, mRNA 3.00E-138
numai-like PREDICTED: Austrofundulus limnaeus nuclear mitotic apparatus protein 1-like (LOC106516472), mRNA 8.00E-120
mprip PREDICTED: Cy myosin Rh ing protein-like (LOC107095142), mRNA | 6.00E-115
tchh-like PREDICTED: Steg partitus y like (LOC103375454), mRNA 2.00E-114 | BLASTN
myh14 PREDICTED: Xiphophorus maculatus myosin, heavy chain 14, non-muscle (myh14), mRNA 1.00E-112
cfap58 PREDICTED: Monopterus albus cilia- and flagella-associated protein 58-like (LOC109958876), mRNA 1.00E-111
7 CS | c27121_g1 11 | 421 -1.47 Irre PREDICTED: Oreochromis niloticus putative leucine-rich repeat- protein DDB_! 1.00E-111
numai-like PREDICTED: nuclear mitotic apparatus protein 1-like [Austrofundulus limnaeus] 5.00E-68
tchh-like PREDICTED: trichohyalin-like [Stegastes partitus] 5.00E-68
myo9-like PREDICTED: myosin-9-like isoform X3 [Kryptolebias marmoratus] 9.00E-67 BLASTX
 golgad PREDICTED: golgin subfamily A member 4-like isoform X1 [Nothobranchius furzeri] 2.00E-64
_mynta  PREDICTED: myosin-14 Xiphophorus maculatus] 300854
mprip | myosin phosphatase Rho-interacting protein-iike [Acanthochromis polyacanthus] | 7.00E-64
T coldatlike PREDICTED: partitus collagen alpha-1(IV) chain-like (LOC103366576), mRNA 1.00E22
enod2-like PREDICTED: Poecilia latipinna early nodulin-75-like (LOC106937373), mRNA 2.00E-20
muc2-like ED: mucin-2-like (LOC104960553), partial mMRNA 2.00E-20
rpb1-like PREDICTED: Salmo salar DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1-like (LOC mRNA 7.00E-19
8 CS | c27927_g1.i1 | 363 | -3.12 ssp2-like Salmo salar surface protein 2-like (LOC106595448), mRNA 1.00E-16
srpk3-like PREDICTED: Labrus bergylta SRSF protein kinase 3-like (LOC110002527), transcript variant X3, mRNA 1.00E-14
anccey hypothetical protein ANCCEY_02997 [Ancylostoma ceylanicum] 1.20E-01
mage2-like PREDICTED: MAGE-like protein 2 isoform X5 [Homo sapiens] 4.80E-01 | BLASTX
cotat-like PREDICTED: collagen alpha-1(X) chain-like [Aplysia californica] 1.40E+00
c2orf71 PREDICTED: Lari crocea protein C2orf71 homolog (LOC109138119), mRNA 3.00E-143 BUASTN
usp36-like PREDICTED: Lates rboxyl inal hy 36-like (LOC108899301), mRNA 9.00E-94
9 CS | c29111_g1 i1 1228 -2.74 c2orf71 PREDICTED: uncharacterized protein C2orf71 homolog [Larimichthys crocea] 3.00E-39
gprcba G-protein coupled receptor family C group 6 member A [Larimichthys crocea] 4,00E-39 | BLASTX
usp36-like PREDICTED: yl-terminal hy 36-like [Lates ] 1.00E-38
c2orf71 PREDICTED: L crocea protein C2orf71 homolog (LOC109138119), mRNA 3.00E-87 | BLASTN
[l CS | c29111_g2 i1 1108 -1.46 c2orf71 PREDICTED: uncharacterized protein C2orf71-like [Stegastes partitus] 2.00E-85 BLASTX
gprcba G-protein coupled roceptor family C group 6 member A [Larimichthys crocea] 1.00E-67
slaf7 PREDICTED: Oreochromis niloticus SLAM family member 7 (LOC100692222), transcript variant X5, mRNA 2.00E-26 BLASTN
cd48 PREDICTED: Labrus bergyita CD48 antigen-like (LOC110001294), partial mRNA 3.00E-11
(Al CS | 31141 g1 i1 [1421 3.40 slaf? PREDICTED: SLAM family member 7 isoform X1 [Oreochromis niloticus] 3.00E-25
slaf9 PREDICTED: SLAM family member 9-like isoform X2 [Poecilia i 1.00E-22 | BLASTX
cd48 PREDICTED: CD48 antigen-like isoform X1 [Larimichthys crocea] 1.00E-21
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Transcritos con anotacion ambigua diferencialmente expresados (Continuacion)
No Trat Contig pb log2FC Probables ID Especie/Nombre E-Value Prog
cables2 PREDICTED: Oncorhynchus mykiss CDKS and ABL1 onzyme substrate 2-like (LOC110531283), mRNA 4.00E-04
mstd84dd-like PREDICTED: le-specific sperm protein Mst84Dd-like (LOC108085400), mRNA 4,00E-04
Pl CS | c31191.g2 i1 | 419 | 558 pegt £ s M08 ol - 20, Regtol mila 100500 BLASTN
erich-3 PREDICTED: Orbicella faveolata glutamate-rich protein 3-like (LOC110064060), mRNA 1.00E-03
cwe25 PREDICTED: Sturnus vulgaris CWC25 protein (CWC25), mRNA 1.00E-03
fgfrd PREDICTED: Tupaia chinensis fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4), mRNA 1.00E-03
cmtr! PREDICTED: Hi comes cap y 1 (cmtr1), variant X3, misc_RNA 1.00E-19 | BLASTN
unnamed unnamed protein product [Tetraodon nigroviridis] 2.00E-32
ikl Cs | <3257 g1.i1 | 672 335
hypothetical hypothetical protein EH28_05877 [Larimichthys crocea] 4,00E-30 | BLASTX
hypothetical hypothetical protein cypCar_00020028 [Cyprinus carpio] 2.00E-25
onoph1-ike PREDICTED: g I E1-fike (LOC ), MRNA 1.00E-35
srap-like PREDICTED: Haplochromis burtoni serine-rich adhesin for platelets-like (LOC102291168), nRNA 2.00E-33
p1-like PREDICTED: Nothobranchius furzeri retinitis 14ike 1 (rp111), mRNA 2.00E-32 BLASTN
dspp PREDICTED: O dentin (L ), MRNA 8.00E-32
mucd-like PREDICTED: in-4-like (LOC106525300), transcript variant X2, mRNA 4.00E-30
futsch-like PREDICTED: protein futsch-like (LOC108242481), mRNA 6.00E-27
ALY CS | c38073_g1 11 1564 -2.32
futsch-like PREDICTED: microtubule-associated protein futsch-like [Kryptolebias marmoratus] 5.00E-20
stm-like PREDICTED: protein fike [ 2.00E-09
muc4-like PREDICTED: mucin-4-fike [, 2.00E-08 BLASTX
rp1-like PREDICTED: retinitis 1-like 1 protein [Poecilia formosa] 4.00E-08
enophi-like P : enol. E1-like 9.00E-05
dspp PREDICTED: dentin 1.00E-04
gvinpt-like | PREDICTED: Larimichihys crocea interferon-induced very large GTPase 1-like (LOC1OAS38488), mRNA | 000400 | o
8 s | csossgrin [1001| 40 |- urgep-like ] PREDICTED: Lates p-reg of cell p like (LOC mRNA | 0.00E+00 1
mpc{leko | PREDICTED: ip-regu of cell P like [Lates ] | 1.00E-155 BLASTX
gvinp1-like PREDICTED: interferon-induced very large GTPase 1-like [Larimichthys crocea)] 2.00E-154
2nt407 PREDICTED: zinc finger protein 407-like (LOC104948785), partial mRNA 5.80E-01
LW CS | c50091 g1.i1 | 379 | 315 capn10 PREDICTED: O anatinus calpain-10-like (LOC100073389), mRNA 5.80E-01 | BLASTN
pex5 PREDICTED: Poecilia esis factor 5 (pex5), varlant X3, mRNA 2.00E+00
zan-like | PREDICTED: Lates calcarifer zonadhesin-like (LOC108879716), transcript variant X3, mRNA | 0.00E+00 BLASTN
8 cs | cserst gt |84 368 fegbp-like | PREDICTED: Oryzias latipes IgGFc-binding protein-like (LOC101162078), mRNA | 0.00E+00
zan-like | PREDICTED: zonadhesin-like [Nothobranchius furzeri] | 3.00E-168 BLASTX
fegbp-like PREDICTED: IgGFc-binding protein-like [Maylandia zebra) 1.00E-156
golgaé122 PREDICTED: Maylandia zebra golgin subfamily A member 6-like protein 22 (LOC105940623), mRNA 1.00E-37
gimapd-like PREDICTED: Pundamilia nyererei GTPase IMAP family member 4-like (LOC102213286), mRNA 1.00E-37
wdr87-like PREDICTED: burton! WD repeat: protein 87-like (LOC102294966), mRNA 1.00E-36 | BLASTN
gimap8-like PREDICTED: Kryptolebias marmoratus GTPase IMAP family member 8-like (LOC108245848), mRNA 4,00E-31
M cs | cstoos grin |sez| 726 pap8S-like PREDICTED: Acanthochromis polyacanthus vicilin-like seed storage protein At2g18540, partial mRNA 6.00E-28
golga6i22 PREDICTED: golgin subfamily A member 6-like protein 22 [Maylandia zebra] 1.00E-14
gimap8-like PREDICTED: GTPase IMAP family member 8-like [Austrofundulus limnaeus] 7.00E-13
fan12-like PREDICTED: Is ide-binding protein 12-like [Oreochromis niloticus) 1.00E-12 | BLASTX
gimapd-like PREDICTED: GTPase IMAP family member 4-like [Poecilia formosa] 5.00E-12
wdr87-like PREDICTED: WD repeat protein 87-like [Haplochromis burtoni] 5.00E-11
zan-like PREDICTED: Poecilia mexicana zonadhesin (zan), mRNA 2.00E-87 SLABTH
| fegbp-like PREDICTED: Maylandia zebra IgGFe-binding protein-like (LOC101479818), mRNA 8.00E-74
iCN CS | c59626_g1.i1 | 302 4.53
zan-like PREDICTED: like [ 3,00E-54
fegbp-like PREDICTED: IgGFc-binding protein-like [Hippocampus comes] 2.00E-50 DLASTX
dee PREDICTED: Fundulus heteroclitus DCC netrin 1 receptor (dcc), mRNA 9.00E-04
bl CS | 67142 g1 i1 | 306 | -6.36 cngb3-like PREDICTED: Poecilia reticulata cyclic nuclootide-gated cation channel beta-3-like (LOC103466852), mRNA 9.00E-04 |BLASTN
afft-like PREDICTED: 'MR2 family member 1-like (LOC106513397), mRNA 9.00E-04
gvinp1-like PREDICTED: partitus induced very large GTPase 1-like (LOC103359684), mRNA 5.00E-111 AR
21 I 767 g2 | 544 ) urgep-like PREDICTED: Steg partitus up-regs of cell p {ike (LOC103359676), mRNA 2.00E-97
urgep-like PREDICTED: interferon-induced very large GTPase 1-like [Stegastes partitus] 3.00E-83 BLASTX
gvinp1-like PREDICTED: up-reg of cell p (O 2.00E-77
srap-like PREDICTED: Haplochromis burtoni serine-rich adhesin for platelets-like (LOC102291168), mRNA 1.00E-31
p1-like PREDICTED: Lates calcarifor retinitis entosa 1-ike 1 protein (LOC mRNA 4.00E-31
enophT-like PREDICTED: g1 1 E1-like (LOC ), mRNA 1.00E-30
dspp PREDICTED: nyererei dentin Jike (LOC102214334), mRNA 5.00E-30 | BLASTN
stm-like PREDICTED: Poecilia protein like (LOC ), MRNA 8.00E-21
22 I 9687 g2 11 |2024| 324 ncl2-like PREDICTED: Lates 24ike (LOC mRNA 1.00E-12
futsch-like PREDICTED: protein futsch-like (LOC108242481), mRNA 4,00E-12
rp1-like PREDICTED: retinitis 1-like 1 protein [Lates calcarifer] 6.00E-28
futsch-like PREDICTED: microtubule-associated protein futsch-like 7.00E-22
srap-like PREDICTED: serine-rich adhesin for platelets-like [Haplochromis burtoni] 6.00E-13 | BLASTX
dspp PREDICTED: dentin (O 2.00E-11
tin1 : titin 1.00E-08

CL (Fotoperiodo de luz continua); CS (Fotoperiodo simulado control); Trat (Tratamiento de alta
expresion); Contig (Identificador de gen e isoforma del transcripto); pb (Longitud del transcripto
en pares de bases); log2FC (Cambio del nivel de expresion en logaritmo en base 2 promediado
de RSEM y eXpress), valores positivos indican alta expresion en el tratamiento de CL, valores
negativos indican baja expresion en el tratamiento de CL; E- Value (Valor probabilistico
esperado de la coincidencia de bases debida al azar); Prog (Programa de busqueda 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 proteina se realizd la busqueda del marco abierto de
lectura (open reading frame, ORF), con ayuda del programa ORF finder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/).

La mayoria de los transcriptos presentan ORF’s a excepcion del transcripto
c13836_g2_i1, el cual segun el analisis no cuenta con un marco de lectura
abierto (Tabla 15), lo que sugiere que este transcripto puede ser parte de la
region 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 informaciéon suficiente para poder
identificar estos transcriptos “nuevos”, promueve la imperiosa necesidad de
realizar la caracterizacion de su expresion, con potenciales descubrimientos de
nuevos actores en las rutas de sefalizacion y/o adaptacion ante la exposicion
luminica continua en el pez blanco de Patzcuaro y otros vertebrados.

Tabla 15. Transcriptos no anotados diferencialmente expresados en el pez blanco de
Patzcuaro C. estor.

Transcritos no anotados diferencialmente expresados

No Trat Contig pb log2FC Secuencia FASTA

>c13836_g2_i1 len=374 path={3157:0-373]
GGATTTCAGCTGGAATTTTCTATATCTGTGTTGCAGCTGCGTGTGTAGTAATGGTTATAA
ATCAAAATGTCTTGTTTTGAAAAGTGATTGTAAGAGGCAGGATTCACATGAACACGATGC
AGTGGTGGATGGGCCTCATATTTAGGGTTGCAGCTTAAGTGTACTAGAAGTTGAAATGGA
AGAAATTGAAGTAAATTAACCACTCGGCAGTGCAGTAGACACCCACATTAAAGTAAATGG
CTATGGGTTAACTATACTCACATGTAGACATTCTGCCAATATGTTTCCCATACCAACATA
CATTGTGTTGGCAACATTGAGACTTAAATCAACCCTCAGGCACTAGATAGTAAAGAGCTG
CCTGGAAACAAAAC

>c20024_g2_i1 len=801 path={1169:0-800]
TATTCCATCCTGATTTCCCAACTACCTGTTAGTCAGAATATCACAAAAAGGACTATATTG
CCCCCGCAGTTGGTCATTGTTTTTATTTACATGAGCAGGAGTTTCTTGAGTTGCTTCAGA
CCTGGTTAGTTTTTCTTTCAGAACAGTTGGCTTTTAGTTAATTTTCTATCAGGTAGTGAA
AAGACAGTTTGCTGGCAGGGTTGAGGAAACTACAACAGATTAGTTAGTGATGGTGTGAAG
TCTTGTTAATGATGACAGGTCTCACAGTGCAGACAGTACAGTTTATGTTTAATGTGAAGA
TGTCTTACTTTCTAAACAGGTAGACTTGTTTCTACCATTAATCCTCCTAACTTTTTATTC
VAl CL (c20024 g2 i1| 801 1.73 TTTAAATTGACCCCCATGTGTCCAAAAGGGGCCTAAGTCTTATAGTAATAGARATCCTGT Sl
AATGAAAACCACAGAAACCACCTGGGAGGAAGGTGCCGTCGGCACCCATTATTAAAAGGA

(Bl CL |c13836 g2 i1|374 | 2.09 No

TTCTTTAAAGACCTATGCCAAATTTTTCGTATGCACCAGACACTCACATAAACATTGATT
TTAAGTGAGTGAACATCATGGGAAGCTTTATATCGTTACAGTCTGTGGGTAAAGAAAATT
TGTTAGGCATTCACTCTATCAAGCTGTTTGCCATGATGCTGGACAGGACAGGGTAAAGAA
AAAAACAATGTAGAAGTTATTTGTGAAACACTCATTATAGAAAAACATGTTGAAAGAAAT
AGGCTTAGAGATTGTTTCGTTTTACTGAACTGGCCTGCTATGCTAATGTTTTAAATGTAA
TTTCCTTCTGAGAAGGCAAAG

>c45592_g1_i1 len=423 path=[1:0-422]
AACAAATCTCTCCAGCCTGTATCATTTGGAAATCAAGGCTAATGTTTTTCAATATGTACA
AACCATTCCATAGAACCCCCTGCGGGGTCATAGGAAAGTTGGTCATTACCTGCTGCTGTA
R GGAAAGGCAAGGCACACCTTAGCTGAGTTGCCAATCCAAAACAGCAAAAGCGACATGTAC
3 CL C45592—g1—l1 423 1.89 AACACAGATTTCAGAACCGCCAAAAAATGCATATGCAACATCTACAGAATCTCAAATTTA
AAAAATATTCACAGACTAATAGTGCATTTATTTGCTGTTTTCTGCACTTTTTGATGTTTG
GATATTTAGCTTATTTGTAATGAATTCATATAGTAACTGTAAGCAAGATATTGTCTGTAA
ATCTGTCATATCACATAGTTTATCTGTAACATGATTTCTTGCCTCCTTCAATTCTATATTCAG
>c14028_g1_i1 len=403 path={1351:0-402]
GTCTATTTGACTCCATAAACACTCACTTTTTGTACTTCTCTGGTAAGTGATGCTTGAAAA
TCCTCAGCTGGTGATGCCTGTTGTTTGGCCCTGGGATGGTGACGTGTGCAGGATCACCCA
AAACCTGTGTCTTTGCAAAAAGAGACTGATTTGAAGGGAAAGTTCAGTAAAACTGTCCTC si
AAATCACCAGAGTCCGAATGGTGCGATTCTTCTCAGGTGAGTTGACAATCCCAGTCACCT !
CCAACCACTAACTGAGACACCAGGATGGAGACAGGATGCACCTGTGACTCGGCACCTCTT
CCAGCAGGCTGATTTTGAGAGTTGTCCCCGTTTTTCCTACTGAAATGAAAGATTAGTGTT
CTGCTGACGGCCTGCTCGGCTGGATGTCTGGGGGTTAAATAATT

Sl

Bl CS |c14028 g1.i1]| 403 | -6.30
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Transcritos no anotados diferencialmente expresados (Continuacion)

No Trat Contig pb log2FC Secuencia FASTA ORF

>c18896_g1_i1 len=337 path=[1245:0-22 954:23-336)
AGGCCCCGGTGGCAGAGAGCGCCGATCTGCTGGCGGCTGTGAGGGCCCTGACAGCCGGAG
GCCTGGCGGTGGAGGTGGCCGGAGCCCCGGAGTTCGAGGAGAGTCTGGGGGGGGCCGAGG
Cl CS [c18896_g1_i1| 337 -2.84 CCGCGGGGGGGCTGATCCCAGACCTCCTGGAGCCGGAGGCCCTGGAGGCCACGCCAGAGG Si
AGTCAGTGCGGGAGACGTCTGAGGAGGCGGCCGTGGTTTCAAACGAGGAGGAGGTGACAT
CTGCAGAGGGGGAGGAGGTGCTGGCAGAGGATGCTCCTGCTCCATCTGAAGCCCAGGAGG
AGGCGCCAACGAGTCCTGTTTCAGCCCAAGAGGAGGA

>c22182_g1_i1 len=803 path=[1373:0-189 1563:190-190 98:191-802]
GGTCTTGAAAAGAGAGATTGTTAATTAGACAAAAAAGTCAAAGAAACGGATGTAAGATAA
AAATAAAAGGCCAGTCAGATGTATTAACAAGCTTGAATGCTCACGTTCTGCCTCTGAAAA
CAACAGAACAGAGTTTCTTCAGTTACTATGATCTGCTGCTTCTAACAGCTTCTCTCCATT
TGTGTTTTTCCAGGTTTGCGTGGCTGCTGTGAGGAAGAAGAATCAAACATGGCTCTGTCT
GTCCCTAATAAGTAAACCAATCATACAAGATGGCTGTCGTGTACACCTCTTTGACCTCAA
ACAACAGCGTAGCTGAGCTGGTGATTTACATAATGTTAAAGTAGGCCGGGAATTTCTTCT
M CS [c22182_g1_i1| 803 -1.86 CCTGCCCCTTTGTGTCTTTTTTGCACACCCTTTCTTAATCTATAAAGACACAGAGTCCTC Si
CCGCCTGCCAGGTAAGAGAAAAGCCACTAAATGGAATTATCAGGCCTATCGGTGTAACAT
GGGACGTCTCGCTCTTGTAGCTTTAATGAGACTAGCAGGACTTTTTGCTGCTACCTGAGG
GTCACATAGAAGCCACTCACTTTAAATCCTGACTGTGTCTGCAAACACAGCAAGGATCCA
ATCTTCCAAAACATCCCTCATCCCATCGTCAACTGTAATTGTATTGAATTCATTCATCAG
CTTTTCGAAGAACTGCCTTCTTGAAGTGGTCTTACTGTTACACATTTAAAAGGTGCTGAC
TGTGTCTTCTTCAAAATATGTATAACTTTATTAATGTAAACAGCATAATATTTCAATAAA
GAAAAATCTGATTCAAAAAAAAA
>c25404_g2_i1 len=432 path=[2806:0-431]
TTTTTTTTTTTTTCTTTTTTCTTTCGCCACATGACAGAACTAAGTGTACTTTTATCATCA
GAGGCTCCTTTTGCATTGACTCTTTGCTGGAAGATGGGGAGAGCTCTCTGCTTCAGTGGC
CTGCAGCTGGACCACTAAAGACGCTCAGAGCAGAAGCACATGGCTGCAAACACGATGTCA
[l CS |c25404_g2_i1| 432 -2.22 CGACTCGGCCGGAGCAGTCACCCAGCGTTTTTACCTTACCGGCTGAAGGAGGCACCAAGG Sl
ACACAGTCAGAGGCTGAGTTTAGGGGAAACTTTGTTTTTTCTTTTCTCGGTGACGGATGC
TGTTGGTTTTTTGGACACGCCCACTTCAAACTCCAAAAAAACGTGAAGAGAGAATCATCT
TTGAAGGTTTTTATTGAAGGGTTTTTGTTTTTTTGTTAAGCTTGAAGTGTTCTGTTTTAT
TGCATTTAAGAG
>c2560_g1_i1 len=457 path=[453:0-335 807:336-456]
ATTACAGATTTGAAAGAATCATGTTACAGATAGGAATAATACATTTTGTGTTTTTTTTGT
TGTTTGTCATCATGTTTGGTTCTTTAACTTTACCTTTAGTAATGGCACCATGTTACATCT
AGGCTTGAATCTATTAAACCTCGATTTCCGTTGTGTGCTTTGGAAGATAATGGACAAGTT
Il CS | c2560_g1_i1 | 457 -2.23 TCCCCCAACCATTATAGTCATGATAGTTGAATAGGTTGAGGAAAAAAATCCCCCAATAAG Si
CATAATCATTTACCACCATGAATCCAAACTGACACAGGCTCTGGAAGTGTACATTACCTG
AACAGAGAATACTGGCACCTAGTGGAAAACACCACATTGATCTGTCATTTGGTAAATATT
ATAGGATTATACAAGCTATGTTATTTTGATGCTTGAAACTCATTTCAGCAGCTGTCATGT
TACAGTGGTCTTTACATTTACATCCATTTGAGGCCTG
>c28505_g1_i1 len=834 path=[912:0-833]
CCTAAGCACCAACCACCCTCCTCCCCTCTGGTCTTTCCCCCCTTATCCTAACCACAACCT
CCTCCTCACCTGAAACATTTTTCCTTTATGCCCATCCCCCCACCCCTCAACTTCTCCAGA
CAGGTCAGACTGACAACCGCCTGGGAGACGCTACAACCAGACAGACAAACAATGATTTCC
TGAACAAGGGCTCCATCTCCTGACCAAAACATAGAACAACACTTACTTACCTCAATACTT
ACCTTCCTTCCTTTTACCTGTACAGCATCACCGCTCTCCTCAGGACCCACACACCTGGAC
CACCGTCATAATACGAACCTGAAAAAGACAAAATTACACTTACCTAGACAGTAACTCTAC
M CS |c28505_g1_i1| 834 -2.82 TCACCTGCCCTAATAACAACCTCATCTTACCAGCTTAATAGCACACGAACACCTTGGACC Si
TGGACCTGGACCTTTTTTTTCCTTCCTCCCTCTCTTCCTCCTTCTCCCTCTCTCCTTGAT
GTCAGGTCCGTTCAGACCCGATAGGAGGCGCTCTCGGCTGAGTCCTGGTGCCCAAATTTG
GAGTGAGGACGTGACACATGATGAAACCGGAAACCTGCCCCGCAAGGAATGACGTGGACC
AACCACGGACCGGGACTTAAGCTCAGCCACTCCATGTCAGCAGATGCACGTCTGGCGACG
ACGGAGAGGGCTGCTCTCCTGACGGACTTACTATCCCAAACTCACCTTGTCTTGCAAGCT
CCGCCTGATGAAGATCTCTCTAATAGAGATCGAAACGTCGCGGATTTTAAGCTTGCAATT
TGTATTTATTTATTTTTTATTTTGTAATAAAAGTACTTTTTCAGTCAAAAAAAA
>c28614_g1_i1 len=488 path=[1201:0-19 1117:20-349 1086:350-487]
GCAGCCCGGATCCAGCCCCCCGTTTTCAGCCTTCTGGGAGA
AAACGAGTGGTGAAACATATCAAATAAAAGCAGGTTTTTGGAGGAAACTCTAACGACTCT
TTGAATGTGGGAAGTTTTTCTGTTTTTTATGGAGCTCCAAGAACATTCCTCTCATCAGAG
PP Cs |cossi4 o1 i1 488 238 ACATCCCGGCCGATTAGAATTCCTGCAGATGGACTAAAAAGATCGGTGAATTAGCGATGA
i) == TAGTGTCGATAAGAGTAAAATTAAAGCTTATTTTAGAGCTTTTGTTGAGATTGACCAAGA
TTTTCATTTTCTGGCATTCAGTTAAAACTTGTTTTTTTAATGTTTTTCTAAAAATGGATT
TTCTAATGATGAACACATTAGAAACACTGAATATACTGACTACGGGATTCTGGTGACGTT
TGCCTTACATTTATATGACTTCTTACATTCCAACAAACGAAAATGAAAATAAATCATAAG
CATATCAG

>c6958_g2_i1 len=406 path=[794:0-405]
GCTGGCCACCGCTCACGCTTTGCAGCGGGTCAAACTTCGCGCCACCAGGAAGCAGGAAGT
AAACGACTCACCGGCGCCCGACCGGTACCCCGGCGTGGAGGCGGAGCCAAGCGAGCAAAG
AGCAGTCTGTGACCCAGAAACAGGATCAGTGTCCAGTCAGATTCAAACTAAGAGAGAGAC S|
GGAGACAGAAAGGAGTGAACCAGAGATCCCAGAGGGGGAGGGAGTCCCCGATACTCAGCT
GAACGGAGCTGAAACTCCACCAAAGACTCTGGACTCTGGTCCCACTCCTGACCCGGGTCC
TGAGAGTCCGTGGGTCAAAATGTGTCGGACTGACTCCGTTCTCCTGCAGAGCGCGGTGCA
AACGGAGGCCGCAGACTCTCGGGAGGGGGGCGGGACGGAAGGCGGG

CL (Fotoperiodo de luz continua); CS (Fotoperiodo simulado control); Trat (Tratamiento de alta
expresion); Contig (Identificador de gen e isoforma del transcripto); pb (Longitud del transcripto
en pares de bases); log2FC (Cambio del nivel de expresion en logaritmo en base 2 promediado
de RSEM y eXpress), valores positivos indican alta expresion en el tratamiento de CL, valores
negativos indican baja expresién en el tratamiento de CL; ORF (Marco abierto de lectura).

Si

Lkl Cs | c6958 g2 i1 |406 | -3.82

Una vez clasificados cada uno de los transcriptos diferencialmente expresados,
se promediaron los valores de los niveles de expresion obtenidos de RSEM y
eXpress. Con estos promedios se realizaron graficas (heat map) con ayuda del
programa morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus/), en estas
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graficas pueden distinguirse visualmente los valores de expresion de los
transcriptos en cada tratamiento. En la Figura 37 se observan los niveles de
expresion de los transcriptos ambiguos/no anotados y en la Figura 38 se
observan los niveles de expresién de transcriptos con anotacion funcional
(genes) para cada una de las muestras (n=6). Cuando los transcriptos/genes
presentan altos niveles de expresion se observan en color rojo y cuando
presentan baja expresion se identifican con el color azul.

El dendrograma de la porcion izquierda de las figuras agrupan a los
transcriptos de acuerdo a sus niveles de expresion. 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 expresion
en las muestras del fotoperiodo de luz continua y bajos niveles de expresion
para las muestras del fotoperiodo simulado control. Estas secuencias se
agrupan de manera diferenciada de los demas 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 graficas indican
claramente los grupos y niveles de expresion de los transcriptos para cada una
de las muestras.

Al analizar el agrupamiento de los niveles de expresion por cada muestra
(parte superior de las Figuras 37 y 38), se observa en ambas graficas 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 expresion diferencial de esta muestra son mas similares a las muestras del
tratamiento de luz continua que al fotoperiodo simulado control.
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Figura 37. Grafica tipo heatmap de los niveles de expresion (log2) de los transcriptos ambiguos
y no anotados diferencialmente expresados en el pez blanco de Patzcuaro C. estor. CL
(Fotoperiodo de luz continua); CS (Fotoperiodo simulado control).
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Figura 38. Gréfica tipo heatmap de los niveles de expresion (log2) de los transcriptos anotados
diferencialmente expresados en el pez blanco de Patzcuaro 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 expresion en las condiciones de luz continua, la
muestra CL_2 presenta un patréon 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 expresion 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 bioldgica intrinseca de cada organismo
ante las condiciones de fotoperiodo. Para conocer las diferencias estadisticas
en los patrones de expresion, se realizé un analisis de correlacion de Pearson
entre los niveles de expresion de las muestras.
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Figura 39. Matriz de correlacién de los niveles de expresion (log2) de los transcriptos
diferencialmente expresados entre las muestras del pez blanco de Patzcuaro C. estor. CL
(Fotoperiodo de luz continua); CS (Fotoperiodo simulado control). A) Matriz de correlaciéon de
transcriptos ambiguos y no anotados; B) Matriz de correlacion de transcriptos anotados.

En la Figura 39 se indican los valores de correlacion obtenidos con el programa
Morpheus, tanto para los transcriptos ambiguos y no anotados (A) como para
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los transcriptos anotados (B); en ambos casos se observa que los valores de
correlacion 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); asi 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 iluminacion continua, modulan
con una mayor correlacion estadistica, los niveles de expresion de los
transcriptos diferencialmente expresados en esta condicidon 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 expresion
entre las muestras, mientras que en el tratamiento de CS se presenta un menor
control en los niveles de expresion de las muestras.

Adicionalmente, para analizar la correlacion de los niveles de expresidon entre
los transcriptos, se realizd la matriz de correlacion de los transcriptos ambiguos
y no anotados (Figura 40) y de los transcriptos anotados (Figura 41) con el
programa Morpheus. En ambas graficas se observa que existe una alta
correlacion (color rojo) de los transcriptos altamente expresados para una
misma condicion experimental (CS vs CS; CL vs CL), asi como una baja
correlacion (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
expresion entre tratamientos, lo que brinda soporte a los resultados del analisis
de expresion diferencial realizado.
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Figura 40. Matriz de correlacién de los niveles de expresion (log2) de los transcriptos ambiguos
y no anotados diferencialmente expresados en las muestras del pez blanco de Patzcuaro C.
estor.
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Figura 41. Matriz de correlacion de los niveles de expresion (log2) de los transcriptos anotados
diferencialmente expresados en las muestras del pez blanco de Patzcuaro C. estor.
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3.3.3.3. Analisis de enriquecimiento e identificacion de procesos
biolégicos de genes/proteinas diferencialmente expresadas

Una vez caracterizados los niveles de expresion diferencial y su correlacion, se
procedio a realizar un analisis 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 analisis se obtuvo una grafica de interaccion
proteina-proteina (Figura 42) y una tabla de enriquecimiento para términos de
GO (Procesos biologicos, funciones moleculares, componente celular) y
procesos biologicos de Kegg (Tabla 16).

L1TD1

TMEM132D
e 8
-

PPP1ROA

o)

ﬂAHCTFl
et COBLLL
CDHRS ™ STRA6
usP21 o/ m e
Az PCBP4 —/
< UJ __ SERINC4
pORS 1 / = GRIN2A S)
[5) s = ANKRD33
LYz \ N /_\ CRTAC1
@ A A P ANKRD9 o/ C
—/ PLEKHDL (| S AMPH R PDESA
6\ % 2 TMEM138 [
N \ &) ADCYB=Z "
-/ \ ) -
MuC2 \ -
& gopmsw N -
< 7\ o /) -
p A i LRIT3
// L ANK1
mscnz»x @ \
o
\—/
-
PROM1
~
&
SLC24A1
cp3s
SLCBAL
‘(1}\ RD3
ST ——=
¥ - ABHD8
X SGK1 @ -
m SYWN1
& PDK2 g - MARCHL
! e @/\/ N 2
ESRRG
8 asmaa.t o/
S) e —)
[~ ANo2
__sLcaan2 @01 _— _— SCsOL
[3) O KCNMAL o)
__SLC34AL 8
LACTBLL HISTIHIB PRSSS7 (3] NDUFAFS
)
-/ —/ e \—/
SERINCL Ay GPRS
PCBP3 SRRM3 S = CAMK1D
LBH ~ )
o ‘3 RDH13 g )
e
& & @ O ®
5
W/
Node Size Node Color Known Interactions Predicted Interactions Others
& small nodes: colored nodes: @A—®  from curated databases A—B gene
“ protein of unknown 3D structure query proteins and first shell of interactors o o
G—O  experimentally determined E—O  gene fusions E=—O  co-expression
£ large nodes: £ white nodes:
"/ some 3D structure is known or predicted \J./ second shell of interactors (= gene co-occurrence G— protein homology

Figura 42. Andlisis de interacciébn proteina-proteina de los transcriptos anotados
diferencialmente expresados en las muestras del pez blanco de Patzcuaro C. estor. Los
nombres de las proteinas en color rojo indican las proteinas que presentan alta expresion en
condiciones de luz continua.
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En la Figura 42 se observan 112 proteinas anotadas, de las cuales 94
proteinas se encuentran con alta expresion en el tratamiento de CS y 18
proteinas se encuentran con alta expresion en CL. Cabe mencionar que en
este tratamiento existen dos proteinas 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 identificd la proteina
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 proteinas (41 CS/5 CL) con
93 interacciones y 8 redes aisladas con 12 interacciones de 19 proteinas (15
CS/4 CL). Ademas, se observa que 47 proteinas (38 CS/9 CL) no presentan
interacciones. Estos resultados indican que en el 41.96% de los
genes/proteinas que se encuentran diferencialmente expresados se desconoce
sus interacciones. También es importante mencionar que de las 112 proteinas
identificadas por la base de datos de String, 34 proteinas (17 con
interaccidn/17 sin interaccion) no presentan estructura 3-D conocida, por lo que
existe una carencia de informacién en las bases de datos actuales que
imposibilitan conocer las interacciones y estructuras proteicas en su totalidad.

El analisis de enriquecimiento estadistico, en términos de GO/Kegg (FDR =
0.05), indica que estos genes/proteinas diferencialmente expresadas estan
relacionadas con 96 términos de procesos bioldgicos, 27 términos de funciones
moleculares, 38 términos de componentes celulares y 3 procesos biolégicos de
Kegg.

Dentro de los procesos biologicos mas importantes en los que participan estos
genes/proteinas con alta expresidon en el tratamiento control (CS) se
encuentran los procesos homeostaticos, de desarrollo celular, anatémico y
nervioso, desarrollo retinal y de fotorreceptores, sistema neuroldgico, respuesta
a estimulos externos, deteccion de luz visible, fototransduccion, diferenciacion
neuronal, transporte de vesiculas sinapticas, iones, calcio, sodio, aminoacidos
y acido carboxilico, entre otros (Tabla 16).

Para las funciones moleculares se encuentran transporte transmembranal de
iones, calcio, sodio, aminoacidos y acido carboxilico, actividad de canales
ionicos activados por voltaje, union a cGMP (Guanosin monofosfato ciclico),
actividad de liasas Fosforo-Oxigeno y fosfodiesterasa, entre otros.

En la seccion de componentes celulares observamos los términos relacionados
con las partes de axodn, zona presinaptica y cilios, membranas de cilios, discos
fotorreceptores, de organulos, de vesiculas sinapticas y plasmatica, granulos
cromafines, union y periferia celular, entre otros (Tabla 16). Para los procesos
biolégicos de Kegg, se distingue una incidencia estadistica en el metabolismo
de purinas, ciclo de vesiculas sinapticas y fototransduccion (Tabla 16).
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Tabla

16. Analisis de enriquecimiento en términos de GO (Gene ontology) y procesos

biologicos de Kegg de los genes/proteinas diferencialmente expresados en el pez blanco de
Patzcuaro C. estor.

Analisis de enriquecimiento de los genes/proteinas diferencialmente expresados en
términos de Gene Ontology (GO) para procesos biolégicos

D

GO0:0003333
GO0:0006865
GO0:0048856
GO:0060249
GO:0006820
GO0:0043010
GO:0048593
GO:0060219
GO:0046942
GO:0098655
GO:0006812
GO:0048468
GO:0030031
G0:0030030
GO0:0022607
GO:0044085
GO:0048869
GO:0071214
GO:0009582
GO:0009581
GO0:0050908
GO0:0051606
GO:0009584
G0:0032502
GO:0051234
GO:0051650
GO:0001654

GO0:0048592 5

GO:0042462

GO:0001754 £

GO:0048699
GO:0014047
G0:0042592
GO:0098660
GO:0034220
GO:0006811
GO:1902475
GO:0015807
G0:0007611
GO:0030001
GO:0050804
GO:0015672
GO:0007275
GO:0048871
G0:0007399
GO:0003407
GO:0050877
GO0:0048666
GO0:0030182
GO:0007269
GO:0006836
GO0:0071705
GO:0051640
GO:0071702
GO:0042461
GO:0046530
GO:0045494
G0:0007603
GO:0065008
GO:0032879
G0:0042391
GO:0001505
GO:0022400
GO:0051049
GO0:0009628

GO:0097305

GO:0051592
GO:0009605
GO:0009416
GO:0060041
GO0:0001895
GO:0060042
GO:0016056
GO:0007423
GO:0090596
GO:0007600
GO:0023061
GO:0044707
GO:0044708
GO:1902580
GO:0044767
GO:1902578
GO0:0044765
GO:0035725
GO:0006814

GO0:0048488 E

GO:0016079
GO:0097479
GO:0036465
GO:0048489
GO:0048731

G0:0003008 £
GO0:0001894
GO:0055085
GO:0006810
GO:0007601

ID (Identificador de términos GO/Kegg) FDR (False discovery rate).

Namero de

Descripcion FDR
genes
amino acid transmembrane transport 8 6.64E-04
amino acid transpo 6 5.07E-03|
anatomical structure development 38 7.52E-03
anatomical structure 10 6.85E-04
anion SDOl‘l 10 1.96E-02
camera-type eye development 1 2.27E-04
camera-type ayc phog 5 3.47E-02
camera- e photoreceptor cell differentiation 3 1.30E-02|
carboxylic acid transport 7 2. 44E-02
cation transm transport 14 9.19E-04
cation transport 18 4.43E-05
cell devalopment 19 4.73E-02|
cell projection assembly 7 473602
el projection organization 21 [1.72E-05]
cellular component assembly 22 1.13E-02
cellutar component biogenesis 22 3.29€-02
cellutar developmental process 30 4.97E-02
cellular response to abiotic stimulus 8 1.18E-02]
tection of abiotic stimulus 14 1.40€E-09
detection of external stimulus 14 1.29€E-09|
detection of light stimulus involved in visual perception 3 1.61E-02
detection of stimulus 15 8.76E-04
of visible light 12 1.09E-09
elopmental process 42 4 79E-03|
establishment of localization 35 4.51E-03
establ of vesicle localization 8 1.54E-03
eye development 10 2.51E-03
e morphogenesis 8 3.59E-04
eye photoreceptor cell 5 2.29E-04
e photo ptor cell dlﬂele'mallon 6 5.94E-05
generation of neurons 21 8.76E-04
glutamate secretion 4 3.15E-03|
homeostatic process 21 7.57E-04
Inorganic ion transmembrane transport 1 2.83E-02|
lon transmembrane transport 16 1.23€-03
lon transpo 20 4.15E-04
L-al a-amino acid transmembrane transport 5 1.54E-03
L nsport 4 3.23E-02
leaming or memory 8 3.34E-03
metal ion transpo 12 9.67E-03
of synaphc 7 4.20E-02
monovalent i cation transport 12 9.19E-04
multicellular org amsmal development 40 1.65€-03
multicellular organismal homeostasis 11 8.91E-05
nervous system development 24 6.85E-03
neural retina development 4 1.63Ev02]
neurological system process 29 2.02€-09
neuron development 15 3 -03
neuron differentiation 18 7.18E-04
8
£ 7
2 ompound transpo 1
organelle localization 9
nic substance transport 22
photoreceptor cell development &
photoreceptor cell differentiation 7
photoreceptor cell maintenance 7
phototransduction, visible light 12
regulation of biol g ical quality 32
regulation of 26
regulation of potential 9
egulation of neurotransmitter levels 7 3.11E-03
9 of P g7 g pathway 6 2.27€-05
egulation of transpo 24 1.22€-03]
response to abiotic stimulus 21 8.91E-05
8 351E-02
5 4.31E-02
response to external stimulus 25 1.38E-03|
response to light stimulus 14 2.34E-06
retina d iment in camera-typ 10 3.05E-06
retina homeostasis 6 6.64E-04
retina morphogenesis in camera-type eye 4 1.63E-02
rhodopsin mediated signaling pathway 7 1.87E-08
sensory organ development 12 2.77E-03|
sensory organ morphogenesis 8 8.21 ~OZ§*
sensory perception 20 2.81E-05
signal release 7 8.84E-03|
single iticeliular organism process 43 4.62E-02
single-organism behavior 9 3.03€E-0
single-organism cellular localization 14 1.44E-02
single-organism developmental process 43 2.07E-03
single-organism localization 31 8.84E-03
single-organism transport 30 7.52E-03
sodium ion transmembrane tra 7 1.88E-03
sodium ion transport 9 1.66E-04
aptic vesicle endo 3 2.13E-02
synaptic vesicle exocytosis 5 4.96E-03
synaptic vesicle localization 5 4.39€-03]
synaptic vesicte recycling 3 3.50E-02
synaplic vesicie transpo 6 3.98E-03
system development 36 2.67E-03
stem process 32 2.85€-08|
tissue homeostasis 9 1.69E-04
transmembrane transport 17 4.96€-03
transport 32 2.47E-02
visual perception 1.20E-14,

Analisis de enriquecimiento de los genes/proteinas diferencialmente expresados en términos

de Gene Ontology (GO) para funciones moleculares

D Descripcién

[l RUEYELLY 3 |5 -cyclic-GMP phosphodiesterase achwty

Numero de
genes

(el R LI PRY amino acid transmembrane tra

Lele UL BAR [ anion binding

[ele LA ] anion ransmembrane transporter activity

TS RITPTEY calcium, potassium sodium antiporter activity
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(el R LI cation channel activity

[ele L LLERF2Y cation transmembrane transporter activity

[elo il ELEL S cGMP binding

[elef >k gated channel activity

GO0:0043167 [RNSUEIE

SCI A F EA A P S A PR PP 1 B PR B A T B A PN
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s de enriquecimiento de los genes /proteinas diferencialmente expresados on términos

de Gene Ontology (GO) para componentes celulares

Descripcién

Numero de
genes

FDR

[TRIIEELIY ceil projection

GO0:0031253 EEIFIEE

Lele UL RIS cell projection pan

G0:0042583

[ele LlEVERRY chromaffin granule

(ele PO cillary membrane

GO:0044441 [SIETEEL

G0:0005929 SN

Lo} LAY membrane

(elo ]l 1L LY membrane region

GO:0097458 IRV paﬂ

GO:0031090

GO:0032391

G0:0097381

GO:0001917

GO:0001750

GO:0042622

GO:0098793

(TR FETPY primary cilum

G0:0032420 B8

G0:0045202 [T

GO0:0030672

7 2.56E-02
9 8.49E-03
6 1.53E-02
of organedia 28 5.71E-04
19 2.95E-04
46 [9.15E-05|
28 1.54E-06
15 3.29€-09
25 3.11E-10
2 147602
2 9.98E-03|
11 6.38E-11
12 4.34E-06)
15 1.06E-06
[eloBilLRRE] clathrin-sculpted glutamate transport vesicle 2 9.98E-0:
[l LEVFLEY clathrin-sculpted glutamate transport vesicle 2 9.98E-0.
62 1.03E-02|
24 1.26E-0
23 1.06E-06)
14 2.39E-12]
32 1.97€-03
3 2.57E-02|
5 1.76E-06
4 3.64E-03
14 2.30E-15
3 4.93E-03
46 6.27E-05)
27 1.97E-03
[ele )L LLEL] plasma membrane region 23 2.37E-08|
presynapse 6 7.37E-03
GO:0048786 Plesynaphc aclive zone 3
16
[ele}ililiF KLY stereocilia coupling hink 2
3
13
4
[ele B ELFZEEY transmembrane transporter complex 7
28

[elo R LY whole membrane

Andlisis de enriquecimiento de los genes/proteinas diferencialmente expresados en términos

de procesos blolégicos Kegg
Descripcion

Purine metabolism

Numero de

Synaptic vesicle

12.776-03|

Phototransduction

11.10€-08|
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En conjunto estos resultados indican que en el tratamiento de iluminacion
continua, existiria una baja produccién de proteinas relacionadas con la
actividad de fototransduccion, sinapsis neuronal, metabolismo de cGMP, acido
carboxilico y aminoacidos; lo que sugiere que en el tratamiento de CL existen
adaptaciones bioldgicas importantes para sobrevivir a las condiciones de
iluminacion constante.

Adicionalmente las proteinas con alta expresion del tratamiento de CL (Ctgf-
Egfr-Hgs-KIf5-Ucp2) incluidas en la red central (Figura 42), se encuentran
involucradas en procesos de proliferacion celular, control transcripcional y
respuesta ante condiciones de estrés oxidativo, con valores de cambio en
niveles de expresion log2FC de 1.19, 1.25, 3.09, 1.33 y 1.60 respectivamente
(Tabla 17). El factor de transcripcion Klif5 (Kruppel-like factor 5) esta vinculado
directamente a Ucp2 y a Egfr (Epidermal growth factor receptor), lo que sugiere
que KIf5 puede ser uno de los genes claves en el control transcripcional para el
proceso de crecimiento (Egfr-Hgs-Ctgf) y el control de la produccion energética
(Ucp2).

Ademas, de las proteinas 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 regulacion de la adhesion,
migracion y proliferacion celular (log2FC, 2.66); Col2a1 (Collagen, type Il, alpha
1) con un valor de log2FC de 2.95, relacionada con el desarrollo esquelético,
de cartilagos, de crecimiento, de adhesion celular e interaccion con la matriz
extracelular; Lamb3 (Laminin, beta 3) con un log2FC de 2.12, involucrada en la
adhesion, migracion y organizacion de las células en interaccion con otros
componentes de la matriz extracelular (Tabla 17).

Aunado a estas proteinas se encuentra Sic43a2 (Solute carrier family 43,
member 2) con un log2FC de 1.73, que participa en el transporte
transmembranal de aminoacidos neutrales (G,ALV,L,F,.P,M,S,T,C,Q,N,W),
crecimiento y proliferacion celular a través de la activacion del mTORC1
(mechanistic target of rapamycin complex 1); Agp3 (Aquaporin 3), la cual se
requiere para la sefalizacion de H>O; (Peréxido de Hidrogeno) en la
estimulacion del crecimiento (log2FC, 1.74); Hist1h1b (Histone cluster 1, H1b)
con un log2FC de 1.28, que actua como regulador de la transcripcion de genes
por remodelacion 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 activacion de los genes circadianos Clock y Bmal/Npas2, asi
como la produccion de NAD" (Tabla 17).

En la Figura 42 se observa que Ucp2 (Uncoupling protein 2) exhibe una
interaccidon con Citrato Sintetasa. Ambas proteinas son claves en la regulacion
de la produccion energética y de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la
mitocondria. En los organismos expuestos al tratamiento de luz continua se
observa una alta expresion de Ucp2, pero una baja expresion de Citrato
Sintetasa (log2FC, -10.86) y de Ndufaf3 (NADH dehydrogenase (ubiquinone)
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complex |, assembly factor 3), la cual es una proteina esencial en la cadena
transportadora de electrones (log2FC, -1.26) (Tabla 17). Lo que sugiere una
disminucién de la actividad del acido tricarboxilico, produccion de ATP y de
ROS en comparacion con los organismos que se encuentran en el fotoperiodo
simulado control.

Otra de las proteinas relacionadas con el control negativo de produccion de
energia aerobia es Pdk2 (Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 2), la cual
también se encuentra con altos niveles de expresion (log2FC, 1.13) en el
tratamiento de CL (Figura 42), lo que sugiere una regulacion a la baja de la
formacion de acetil-coenzima A y de la actividad del ciclo del &acido
tricarboxilico con la consecuente baja produccion de ROS. La proteina Pdk2
esta directamente relacionada con Sgk1 (Serum / glucocorticoid regulated
kinase 1) que se encuentra con altos niveles de expresion (log2FC, -1.37) en el
tratamiento de CS, esta proteina se encuentra relacionada con procesos de
apoptosis (Tabla 17), lo que sugiere que en las condiciones de luz continua
podria existir una disminucién de este tipo de procesos de muerte celular.

En el tratamiento de CL (Figura 42), se encuentran otras proteinas con altos
niveles de expresion relacionadas con la supervivencia celular, entre ellas
observamos: Ankrd9 (Ankyrin repeat domain 9) involucrada en la regulacion
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 transcripcion que puede inducir
reparacion 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 proteinas que no fueron identificadas en el analisis String y es
altamente expresada en los organismos de luz continua es CypZ2k (Cytochrome
P450 2K), la cual se encuentra relacionada con procesos de reparacion de
lipidos peroxidados y que presenta un valor de log2FC de 1.85 (Tabla 17). En
conjunto estos resultados sugieren la activacion de una multiplicidad de
genes/proteinas que estan relacionados con la defensa ante condiciones de
estrés oxidativo en el tratamiento de CL. Sin embargo, existen dos
genes/proteinas, Scbdl  (Sterol-C5-desaturase) y Rdh13  (Retinol
dehydrogenase 13) que estan relacionadas con la proteccion celular ante la
oxidacion y que se encuentran con bajos niveles de expresion (log2FC, -3.49 y
-1.65) en el tratamiento de CL (Tabla 17).

Con relacion a los genes/proteinas del sistema inmune se encuentran niveles
altos de expresion en el tratamiento de CL, de la proteina Prss57 (Protease
serine 57) que es activada dentro de las células del sistema inmune
(neutrdfilos), para despues ser liberada al ambiente pericelular y atacar
microbios patogenos (log2FC, 1.37). La proteina Fcgbp (Fragment
crystallizable of Inmunoglobulin G binding protein) que esta involucrada en la
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formacion de mucosa epitelial contra patdogenos (log2FC, 1.50); asi como la
Gimap4 (GTPase, Immune asociated protein family member 4) que mantiene la
produccion de Interferon gamma (IFN-y) y la proliferacion 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 ultimo el gen/proteina Natt-3 (Natterin-3) se encuentra sobreexpresada en
el tratamiento de CL con un log2FC de 1.40. Natt-3 es una proteina toxica
aislada de la glandula de veneno de peces escorpidn, esta proteina produce
procesos inflamatorios al activar el sistema inmune, induce vasodilatacion,
permeabilidad vascular y estimula las terminaciones nerviosas de dolor. Sin
embargo, es altamente probable que en C. estor cumpla funciones biologicas
distintas a las descritas en el pez escorpion (Tabla 17). Para una referencia
mas amplia en la Tabla 17 se incluye un resumen de las principales funciones
conocidas (segun base de datos String-Genecards-Pubmed-Uniprot), asi como
los valores de log2FC que indican el cambio en los niveles de expresion de los
genes/proteinas diferencialmente expresadas en C. estor.

Tabla 17. Resumen de principales funciones conocidas de los genes/proteinas
diferencialmente expresados en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Resumen de funciones conocidas de los genes/proteinas diferencialmente expresados en el pez blanco de Patzcuaro C. estor

ID log2FC Descripcion
ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 4; In the visual cycle, acts as an inward-directed retinoid flipase, relmond substrates imported by
ABCA4 from the slar or (rod) surfaces to the cy surface are all-t yde (ATR) and N-retinyl-
phosphatidyl-ethanotamine (NR-PE). Once transported to the cytoptasmic surface, ATR is reduced to vitamin A by trans- retinol dehydrogenase (tRDH) and
then transferred to the vebnal pigment epithelium (RPE) where it is converted to 11-cis-retinal, May play a role in p P (2273 aa)
|| domain g 8, This gene is upstream of, and in a head-to-head orientation with the gene for lhe mitochondrial nbosomal protein L34,
The gredccted protein contains alghalbeta hydrolase fold and secretory lipase doma ins (439 aa)
Adenylate cyclase 8 (brain); This is a bound, cak timulabls ylyl cyclase. May be involved in learning, in memory and in drug
3 Adcy8 -2.58
P e (By y) (1251 aa)
AT hook factor 1; R for the of a fi ! nuclear pore complex (NPC) on the surface of chromosomes as nuclei
4 Ahctfl -3.90 |form at the end of mitosis. May Initiate NPC by binding to in and g the Nup107-160 subcompiex of the NPC. Required for the
localization of the Nup107-160 subcomplex of the NPC to the kinetochore during mitosis and for the completion of cytokinesis (2275 aa)
Ar;'pl;;lphysln May pémcnpaie in mechanisms of lated in P and certain endocrine cell types. May control the p(opemes of the
e associated cy}oske‘alm (695 aa)
Ankyrin 1, er Y integral proteins to binds to the ery protein band 4.2, to Na-K
6 Ank1 -168 |ATPase, to the lymphocyte membrane protein GP85, and to the cytoskeletal proteins fodrin, tubulin, wmenlln and desmin. Erythrocyte ankyrins also link
spectrin (beta chain) to the cytoplasmic domain of the erythrocytes anion exchange protein; retain most or ail of these binding functions (1897 aa)

Ankynn repeat domain 33 . Specifically expressed in retinal photoreceptors and the pineal gland, transactivation analysis suggested that ankrd33 is a
cofactor that suppresses CRX-activated photoreceptor genes(452 aa)

8 Ankrd9 1.35 lAnkyfin repeat domain 9, ANKRDS mRNA level is in to (317 aa)

Anoctamin 1, calcium activated chioride channel; Calcium-activated chloride channel (CaCC) which plays a role in transepithelial anion transport and

smooth muscle contraction. Required for the normal functioning of the interstitial cells of Cajal (ICCs) which generate electrical pacemaker activity in

2 Abhdg

7 Ankrd33 163

gastrointestinal smooth muscles. Acts as a major contributor to basal and chloride in airway epithelial cells and plays an important

role in tracheal cartilage developmenl (986 aa)

| 2; Calci chloride channel (CaCC) which may play a role in olfactory signal ion, Odorant bind to odor-sensing
10 Ano2 -3.89 |receptors (OSRs), leading to an increase in calcium entry that activates CaCC current which amplifies the depolarization of the OSR cells, ANO2 seems to

be the underlying chioride channel invoived in this process. May mediate light perception amplification in retina (998 aa)
Apolipoprotein A-IV; May have a role in chylomicrons and VLDL secretion and catabolism. Required for efficient activation of lipoprotein lipase by ApoC-Ii;
potent activator of LCAT. Apoa-1V is a major p: of HDL and chy (396 aa)
Agquaporin 3 (Gill blood group); Waler chi i req! to p glycerol ity and water port across cell Acts as a glycerol
transporter in skin and plays an i role in regulating SC and eph glycerol content. Involved in skin hydration, wound
healing, and tumorigenesis. Provides kidney medullary coﬂeclmg duct with high permeability to water, thereby permitting water to move in the direction of an|
osmotic gradient. AQP3 is required for Nox-derived H202 signaling upon growth ladot snmulauon (292 aa)
ADP-ribosylation factor-like 13B; Cil pecific protein req d to control the based, ciliary May act by maintaining the
between IFT A and B. Binds GTP but is not able to hydrolyze it; the GTPase activity remains unclear. Required to pattern the
neural tube. Involved in cerebral cortex development- required for the initial formation of a polanzed radial glial scaffold, the first step in the construction of
the cerebral cortex. by regulating ciliary signaling. Regulates the ion and p of p ic inter (428 aa)

ADP*ibosylahon factor-fike 6; in protein ing at the base of the ciliary i i onto plasma of
which would a coat ired for sorting of specific membrane proteins to the primary cilia (PubMed-20603001).
Toge!har with BBS1, is necessary for correct trafficking of PKD1 to primary cilia (By similarity). Together with the BBSome complex and LTZL1, controls
SMO ciliary trafficking and contributes to the sonic (SHH) p: y jion (PubMed-220729886). May regulate cilia assembly (186 aa)
Alaxia, cerebeliar, Cayman type; Functions in the development of neural tissues, particularly the of the ¢ cortex. May play a
15 Atcay -123  |role in  through reg 1 of glu! ase/GLS, an enzyme resp for the p in of the gk nes t
Alternatively, may regulate the localization of mitochondria within axons and dendrites (371 aa)
Calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 1; The alpha-2/deita subunit of voltage calcium calcium current
density and activation/inactivation kinetics of the calcium channel. Plays an role in U (By si ity) (1091 aa)

12 Agp3 174

13 Arl13b -3.29

A Cacnazdl -3.69

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1D; Calcium/calmodulin-dependent protein kinase that opemtes in the calcium-triggered CaMKK-CaMK1
signaling cascade and, upon calcium influx, CREB gene trar N, d granulocyte function and respiratory
burst and promotes basal dendritic growth of hippocampal neurons. In neutrophil cells, requued for cytokine- induced and

ol the resplralory burst. Activates the transcnphon factor CREB1 in hlppocampal neuron nuclei. May play a role in apqplosxs of erythroleu (385 aa)

17 Camkld -2.22

18 cdis 539 CD38 izes the second cyclic ADP-ribose and icoti deni the former a second messenger for
) |gh induced insulin jon. Also has cADPr hy activity. asa ptor in cells o!me‘ system (300 aa)

Cadherin-related family member 1; Potential calcium-dependent cell-adhesion protein. May be required for the structural integrity of the outer segment (OS)

of phr plor cells (By larity) (859 aa)

19 Cdhr1 -6.14
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Resumen de funciones conocidas de los genes/proteinas diferencialmente expresados en el pez blanco de Patzcuaro C. estor

ID log2FC Descripcion
Cadbherin-related family 5; i ! that forms, via its domain, calcit
20 Cdhrs 664 with COHR2 on adjacent microvilll. Thereby, controls the pacldng of micmvnlll at the apical membrane of epithelial cells. Thvough its a/loplasmoc domain,
X with ic proteins to form the . This plays a central role in microvilli and
epithelial brush border daﬂerenuanon (845 aa)
21 cdn 184 C { lated protein 2, D i with CDR2 include C: Deg and P Ci Deg ation,
b An important paralog of this gene is COR2L. 62kDa (454 aa)
Centrosomal pro«m 290kDa; Part of the tectomc-rika compiex whseh is required for tissue-specific ci is and may reg ciliary
22 Cep290 -2.60 ition (By similarity). Activates ATF4-medi Required for the correct localizallon of ciliary and phototransduction proteins in retinal
hoto or cells; may play a role in ciliary tran: rocesses (2479 aa
Cyclic nucleotide gated channel beta 1; Subunit of cyclic nucleotide-gated (CNG) ive cation which play important roles in both
23 Cngbl -1.74  |visual and olfactory signal transduction. When associated with CNGA1, it is involved in the regulation of ion flow into the rod photoreceptor outer segment
(ROS), in response to light-induced alteration of the levels of intracellular cGMP (1251 aa)
COBL-like 1, Plays an imp role in the i of the actin neuron is and ing of axons
24 Cobli1 240 and di i ite b hing in Purkinje cells (By similarity). Binds to and actin (G actin). Nucl actin
: ly by ing three actin in and thereby promotes growth of actin filaments at the barbed end. Can
also mediate actin depolymerization at barbed ends and severing of actin filaments. Promotes formation of cell ruffles.(1166 aa)
25 Col2a1 295 Collagen, type Il, alpha 1; Type |l collagen is specific for cartilaginous tissues. It is essential for the normal embryonic development of the skeleton, for linear
> growth and for the ability of cartilage to resist compressive forces (1487 aa)
26 Cpb3 -1.86 |Ci in 3; Positively a Iate step in synaptic vesicle Y (158 aa)
Cartilage acidic protein 1, This gene des a glycosylated Hlular matrix protein that is found in the interterritorial matrix of articular deep zone
27 Crtact 467 cartilage. This protein is used as a marker to distingui ytes from and ymal stem cells in culture. The presence of FG-GAP
d motifs and an RGD integrin-binding motif suggests that this protein may be involved in cell-cell or cell-matrix interactions. Copy number alterations in this
ene have been observed in neurofibromatosis type 1-associated glomus tumors. Alternative splicing results in multiple transcript variants (661 aa)
Citrate synthase, The protein encoded by this gene is a Krebs tricarboxylic acid cycle enzyme that catalyzes the synthesis of citrate from oxaloacetate and
28 Cs -10.86 |acetyl coenzyme A. The enzyme is found in nearly all cells capable of oxidative metablism. This protein is nuclear encoded and transported into the
mitochondrial matrix. where the mature form is found. (466 aa
Connective tissue growth factor; Major ive tissue mi it by vascular ial cells. P proli ion and diffe iation of
29 Cgf 119 |chondrocytes. Mediates heparin- and divalent cation-dependent cell adhesion in many cell types including , myofi . er and
epithelial cells. Enhances fibroblast growth factor-induced DNA synthesis (349 aa)
Cytochrome P450 2k; Hepatic drug ing, sexual ion in turbot males, restore of lipad ids by g
k{1] Cyp2k 185 |compounds such as medium to long-chain fatty acids, aromatase activity, binding to heme groups, 9 and oxired activity in membrane

of endoplasmic reticulum (505 aa)

Epidermal growth factor recepmr Receptor tyrosine kinase binding ligands of the EGF family and acnvaung several sngnahng cascades to convert

fular cues into approp cellular resp . Known ligands include EGF, TGFA/TGF-alpha, amphiregulin, epigs PGN, BTC/b: Hulin
31 Egfr 125 |epiregulin/EREG and HBEGF/heparin-binding EGF. Ligand binding triggers receptor homo- and/or imerization and autop! ylation on key
cytoplasmic residues. The phosphorylated receptor recruits adapter proteins like GRB2 which in turn
(1210 aa)
Estrogen-related receptor . Orphan plor that acts as in the of bound ligand. Binds specifically to an estrogen
32 Esrrg. -333 element and acti reporter genes by sl (By si ity). Induces the of PERM1 in the skeletal
muscle (458 aa)
Fas apoptotic inhibitory 2; Anti ic protein which protects cells uniquely from Fas—lnduced P Regul F; i is in
33 Faim2 <199 |neurons by i with 8 May play a role in by aff c size, internal granular layer (IGL)
thickness, and Purk:nja cell (PC) development (316 aa)
Family with seq imilarity 161, ber A, It is exp d mainly in the retina. Mouse studies suggested that this gene is involved in development of
K73 Fami6la -4.22  [retinal itors during yog is, and that its activity is i to mature p after birth. A ions in this gene cause autosomal
recessive retinitis pigmentosa-28. (716 aa)
35 Fegbp 1.50 |Fc fragment of IgG binding protein; May be i in the mai of the as a gel-like of the mucosa (5405 aa)
36 Fmn1 -1.27 |Formin 1; Plays a role in the f of junction and the polymeri. of linear actin cables (1196 aa)
GTPase, IMAP family member 4; May play a role in regulati cyte is (By similarity). Exhibits intrisinic GTPase activity. Shows a higher
37 Gimap4 127 |affinity for GDP over GTP (about 12-fold higher), and bmdmg shows an q for mag in IFN-y and
apopltosis in response to GIMAP4 downregulation (329 aa)
38 Gimap5 -7.24 |GTPase, IMAP family 5; for ial integrity and T-cell survival. May to T-cell (By sit y) (307 aa)
39 Gprag -2.15 |G protein-coupled receptor 98; Receptor that may have an important role in the development of the central nervous system (6306 aa)
«» I 247 O pic, N-methyl D 2A; NMDA receptor subtype of gated ion high caicium ility
2 and lependent sensitivity to ium. Activation requires binding of ist to both s of subunits (1464 aa
Guanylate cyclase activator 1A (retina); Stimulates retinal guanylyl cyclase when free calcium ions concentration is low and inhibits guanylyl cyclase when
41 Gucala -2.12  |free calcium ions concentration is elevated (PubMed-19459154). This Ca(2+)-sensitive regulation of retinal guanylyl cyclase is a key event in recovery of
the dark state of rod pl i g light exp (201 aa)
42 Guey2f 258 Guanylals cyclase 2F retinal; Probably plays a specific functional role in the rods and/or cones of photoreceptors. It may be the enzyme involved in the
thesis of cGMP required for of the dark state after ansduwon (1108 aa)
Hep growth fact lated tyrosine kinase substrate; in signal by cytokines and growth factors, When
43 Hgs 3.09 d with STAM, it DNA upon stimulation by IL-2 and GM-CSF. Could be a direct effector of PI3 kinase in vesicular pathway via
: early endosomes and may regulate trafficking to early and late endosomes by recruiting clathrin. May ubiq d P within clathrin-
coated regions. Involved in down- regulation of receptor tyrosine kinase via ivesicular body (MVBs) when P with STAM (777 aa)
Histone cluster 1, H1b; Histone H1 protein blnds to linker DNA b: {7 forming the l known as the chromatin fiber.
4 BT 128 Histones H1 are Y for the of chains into higher-order structured fibers. Acts also as a regulator of individual gene
- through deling spacing and H3K9 DNA methylation, may activate sirt1 in response to oxidative stress and
B8 :
Potassium large conductance calci i d channel, ily M, alpha member 1. Plays a key role in controlling excitability in a number of systems,

45 Kenmal -2.10  |such as regulation of the contraction of smooth muscle, the tuning of hair cells in the cochlea, regulation of transmitter release, and innate immunity. (1219
46 Xif25 -251 |Kinesin family member 25; Negative regulator of amino acid starvation-induced gy (384 aa)
Kruppel-like factor 5 (intestinal); Transcription factor that binds to GC box promoter elements. Activates the transcription of these genes, It may participate in|
47 KIif5 133
both promoting and suppressing cell proliferation (457 aa)
LINE-1 type domain ining 1, protein markers for undiff i PSCs, inhib cell proliferation and inducing apoptosis. (865
48 Litdl -3.16 |aa)
49 Lactb2 164 L beta 2 Endorib cleaves pi ially 3 to purine-py di leotide motifs in singl ded RNA. The cl ge product
contains a free 3 -OH group. Has no achwty w«(h doubl&stranded RNA or DNA. Required for normal mitochondrial function and cell viability (288 aa)
Ladamase. beta-like 1 Thcs gene protein that has seq ilarity to prokaryotic bet: Many of the
50 Lactbi1 267 ble for b acuvlty are not consefved in this protein, suggesting it may have a different enzymatic function, Increased
expression of the related mouse gene was found to be with obesity. Al splicing results in multiple transcript variants encoding different
protein isoforms {546 aa)
51 Lamb3 212 Laminin, beta 3; Binding to cells via a high affinity receptor, laminin is thought to mediate the i, ion and of cells into tissues
) during embryonic development by interacting with other extraceilular matrix nts (1172 aa)
LY Lbh -1.86 |Limb bud and heart i which may act in mitog i protein kinase h (105 aa)
53 Lritl -148 |Leucine-rich repeat, lobulin-like and e domains 1; Possible role in phototransduction (623 aa)
Leucine-rich repeat, in-like and 3; Might facilitate FGFR1 exit from the endoplasmic reticulum to the Golgi. Could be

Gl LB | 442 o e gulator of the FGFRs (634 aa)

Lysozyme; Lysozymes have primarily a bacteriolytic function; those in tissues and body fluids are associated with the monocyte- macrophage system and

55 R 361 enhance the activity of i agents (148 aa)
Membrane-associated ring finger (C3HC4) 1, E3 ubiquitin protein ligase; E3 ubi iq itin-protei llpm that iquitination of TFRC, CD886, FAS and
56 Marchi 215 MHC dass ] pmiehs such as HLA-DR alpha and beta, and p their ylosis and sorting to lysosomes via multivesicular bodies. By
. MHC class Il proteins in i itic cells, dov their cell surface localization thus sequestering them in the

intracellular endosomal system (289 aa)
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Resumen de funciones conocidas de los genes/proteinas diferencialmente expresados en el pez blanco de Patzcuaro C. estor

ID log2FC Descripcion
Mucin 2, oli i g ing; Coats the epil of the ir airways, and other mucus membrane-containing organs. Thought to provide a
57 Muc2 -1.78  |protective, lubricating barrier against parti and inf agents at surfaces, Major constituent of both the inner and outer mucus layers of the
colon and may play a role in excluding bacteria from the inner mucus layer (2817 aa)
58 Myh3 -1.32 |Myosin, heavy chain 3, skeletal muscle, embryonic; Muscle contraction (1940 aa)
Myosin VIIA; Myosins are actin-based motor molecules with ATPase activity. U ins serve in i . Their highly
59 Myo7a s11 divergent tails bind to comp: , which are then moved relative to actin filaments. In the retina, plays an important role in the renewal of
*: the outer photoreceptor disks. Plays an important role in the distribution and migration of retinal pigment epithelial (RPE) and g
and in |he regulation of opsin transport in retinal photoreceptors. In the inner ear, plays an important role in differentiation (2215 aa
60 e i |0 ) activity, involved in inflamatory p p y by TLR4/MyD88/PI3K induce
rmeabul and esllmulaw the nerve terminals involved in pain (364 aa)
61 Ndufaf3 126 NADH ydrogenase (ubiquinone) I, factor 3, E ial factor for the of mi wdrial NADH-ubiquinone
i complex (complex |) (184 aa)
62 Opnisw 189 Opsin 1 (cone pig ), short itive; Visual are the light ing that mediate vision. They consist of an apoprotein, opsin,
s covalently linked to cis-retinal (348 aa)
63 Osbpl7 -4,09 |Oxy binding protein-like 7, i d in lipid affected in i patients and lated in cancer and tumors (842 aa)
64 Pebp3 282 poly(rC) binding protein 3; Single-stranded nucleic acid binding protein that binds preferentially to oligo dC, play imp roles in post:
activities and have different cellular distributions. (371 aa)
65 Pebpa 142 poly(rC) binding protein 4; Smgle -stranded nucleic acid binding protein that binds preferentially to oligo dC, This gene is induced by the p53 tumor
S suppressor. and the d protein can suppress cell proliferation by inducing agoplosns and cell cycle arrest in G(2)-M (403 aa)
66 Pelo 325 Piccolo (presynaptic cy p ). May actas a g protein Ived in the i of synaptic active zones and in synaptic vesicle
trafficking (5142 aa)
Phosphodnes(erasa 5A, cGMP-specific; Plays a role in signal duction by | the Hular cor ion of cyclic nucleotides. This
67 PdeSa -2.04 tal the specific hydrolysis of cGMP to 5'- GMP (PubMed-9714779, PubMed-15489334). Specifically regulates nitric-oxide-
generaled cGMP (PubMed-15489334) (875 aa)
68 Pde6a -136  |Ph B6A, cGMP-specific, rod, alpha; This protein in p of and amplification of the visual signal (860 aa)
69 Pdetb 216 Phosphodiesterase 6B, cGMP-specific, rod, beta; This protein parti in of i and i of the visual signal. Necessary for
A the formation of a functional phosphodiesterase holoenzyme (854 aa)
70 Pde6c -344 |F 6C, cGMP: ific, cone, alpha prime. in this gene are i with cone dystrophy type 4 (COD4) (858 aa)
Pyruvate dehydrogenase kinase, usozyme 2; Kinase that plays a key role in the regulation of glucose and fatty acid metabolism and homeostasis via
71 pdK2 113 y of the py hy PDHA1 and PDHA2. This inhibits pyruvate dehydrogenase activity, and thereby regulates
: melabome flux through the tricarboxylic acid cycle, d lates aerobic respi and inhibits the formation of acetyl-coenzyme A from pyruvate.
ition of p dehydrgggnase glucose utilization and i fat Medi cellular resp to insulin, (407 aa)
Ph it p 5eki . type |, alpha; Catal the phosphorylation of phosphatidylinositol 4- phosphate (Ptdins4P) to form
idy i 4.‘ bisphosphate (Ptdins(4,5)P2). Ptdins(4,5)P2 is involved in a variety of cellular processes and is the substrate to form
72 BEESH <222 |phosphatidyli 3.4 5-trisphosp (Ptdins(3,4,5)P3), another second messenger. The majority of Ptdins{4,5)P2 is thought to occur via type |
linositol 4-phosphate 5-ki given the of Ptdins4P. P in a variety of cellular processes such as actin cytoskeleton (562
|aa)
Phosphohpase C e!a 2 The production of the second I (DAG) and inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) is mediated by
73 Plch2 -2.21 d ph itol-specific holi (o} This pk activity is very sensitive to calcium. May be important for formation
and maintenance of the neuronal network in the p brain (By si ity) (1416 aa)
74 28 Pleckstrin homology domain containing, family D (with coiled-coil i 1, Di 4 with PLEKHD1 include Atrial Heart Septal
. Defect. (506 aa)
75 Pppir9a 122 Protein phosphatase 1, regulatory subunit 9A; Binds to actin filaments (F-actin) and shows cross- linking activity. Binds along the sides of the F-actin. May
) be involved in neurite { Inhibits protein phosphatase 1- alpha activity (By similarity) (1374 aa)
Prominin 1; May play a role in cell differentiation, proliferation and apoptosis (PubMed-24556617). Binds in plasma
76 Promt 253 membrane microdomains and may play a role in the organization of the apical plasma membrane in epithelial cells. During early retinal development acts as
a key regulator of disk hy din ion of MAPK and Akt signaling ys. In cells cell diffe iat
such as neurite outgrowth in a RET-dcpendem manner (PubMed-20818439) (865 aa)
77 Proh2 .2.80 Peripherin 2 (retinal degeneration, slow); May function as an adhesion molecule involved in ilization and ion of outer seg disks or in the
i maintenance of the curvature of the rim. It is essential for disk mo_rghogarmsus (346 aa)
Protease serine, 57 TM protein may underg: i before storage in il in phil cells of the immune system.,
78 PrssS7 137 |F ing P i p is rek mxo the peri where it may play a role in defs against mi pathogt
(283 aa)
79 Rd3 205 Retinal degeneration 3, expressed in rod and cone p cells, RD3 i with guany y GC1 and GC2 in retinal cell extracts, are
. responsible for early onset photoreceptor degeneration in Leber Congenital Amaurosis 12 patients, the rd3 mice, and the rcd2 collies (195 aa)
Retinol dehydrogenase 13 (all-trans/9-cis); Does not axhlbh retinol dehydmganasa (RDH) activity in vitro. This gene encodes a mitochondrial short-chain
80 Rdh13 -1.65 y which the and of The enzyme may function in retinoic acid production and may
also protect the m:tochondns ggg‘nsl oxidative stress. (331 aa)
Regul of G-protein sig g 9: Inhibits signal transduction by increasing the GTPase activity of G protein alpha subunits thereby driving them into their
81 Rgs9 -1.38 |inactive GDP-bound form. Bmds to G(t)-alpha. Involved in phototransduction; key element in the recovery phase of visual transduction (By similarity) (674
aa
R_A)R-ralalod orphan receptor B; Nuclear receptor that binds DNA as a to ROR (RORE) a single core motif half-site
82 Rorb 151 5-AGGTCA-3' preceded by a short A-T-rich sequence. Considered to have intrinsic transcriptional activity, have some natural ligands such as all-trans
y retinoic acid (ATRA) and other retinoids which act as inverse i g the ipti activity. Ry for normal of
rod and cone photoreceptor cells. Modulates rod photoreceptors differentiation (459 aa)
Sterile alpha motif domain ining 7, is ial for sk ing nonrod gene exp through H3K27me3 regulation in rod photoreceptor cells, Samd7
83 Samd7 -2.50  |defici causes the P ion of nonrod gene exp Y in rod ph plor cells. Samd7 is a cell type-specific PRC1 component epigenetically
defining rod photoreceptor cell identity. (446 aa)
sterol-C5-d (ERG3 delta-5-di S. iae)-like; Catal a dehy ion to C5-6 double bond Into lathosterol,
84 sesdl 349 Impaired SC5D activity leads to a similar of butan of protein expression related to
) apoptosis, glycolysis, oxidative stress, protein biosynthesis, intracellular trafficking, and cy due to d d or a toxic effect of sterol
precursors (299 aa)
ium channel, voltage-gated, type Il, alpha subunit; i the voltage-dependent sodium ion p ility of exci es. A ing opened
85 Sen2a <295 |or closed conformations in response to the voltage diffe across the the protein forms a sodium-selective channel through which Na(+) ions
may pass in accordance with their electrochemical gradient (2005 aa)
Sodium channel, voltage-gated, type IV, alpha subunit; This protein medi the volt sodium ion ility of
86 Senda 423 Assuming opened or closed conformations in response to the vouuge dlfierence across the membrane, the protein forms a sodium-selective channel
through which Na(+) ions may pass in with their el This sodium channel may be present in both denervated and
innervated skeletal muscle (1836 aa)
87 Serincl 274 Serine incorporator 1; Enhances the incorporation of serine into phosp ine and sphir ids, Serinc1 is dispensable for certain immune cell
i functions and does not contribute to links between lipid composition in immune cells and autoimmunity. (453 aa)
88 Serincd 314 Serine incorporator 4; Incorporates a polar amino acid serine into membranes and facilitates the sy is of two serine-derived lipids,
i La__ng_m ggslble role In linking neural activity and lipid biosynthesis (518 aa)
Kinase 1; Seri ine-protein kinase which is involved in the regulation of a wide variety of ion channels, membrane
89 Sgk1 137 transporters, cellular enzymes, transcription factors, neuronal excitability, cell growth, proliferation, survival, migration and apoptosis. Plays an important role|
v in cellular stress resp Contril to ion of renal Na(+) retention, renal K(+) elimination, salt appetite, gastric acid secretion, intestinal
Na(+)/H(+) exchange and nutrient transport, msuhn de endent salt sensitivity of blood pressure (526 aa)
90 Sic17a7 205 Solute carrier family 17 (sodi cotransporter), member 7; Mediates the uptake of glutamate into synaptic vesicles at
| ) presynaptic nerve terminals of excitatory neural cells May also mediate the transport of inorganic phosphate (560 aa)
91 Sic1a7 296 Solute carrier family 1 (glutamate transporter), member 7; Ti P L the L-gl uptake is sodium- and voltage-dependent and chloride-
¥ independent. Its iated chloride conductance may participate in visual p ing (560 aa)
IYE sic22a13 352 Solute carrier family 22 (organic anion P ) 13, protein i inthe port of small This protein can
function to mediate urate uptake and is a affinity nicotinate exch: in the kidneys and the intestine (551 aa;
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Resumen de funciones conocidas de los genes/proteinas diferencialmente expresados en el pez blanco de Patzcuaro C. estor
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log2FC Descripcion
Solute carrier family 24 (sod P | ger). 1; Critical comp of the visual di 1 , controlling the calcium
Sic24a1 125 ¢ of outer during light and darkness. Light causes a rapid lowering of cytosolic free calcium in the outer segment of both retinal rod
% and cone photoreceptors and the light-induced lowering of calcium is caused by extrusion via this protein which plays a key role in the process of light
adaptation. Transports 1 Ca(Z‘) and 1 K(O) in exchange for 4 Na(+) (1099 aa)
Solute carrier family 24 i ) ber 2; Critical P of the visual ducti g the calcium
Sic2432 353 of outer seg durdng light and darkness. Light causes a rapid lowering of cytosolic free calcium in the outer segment of bolh retinal rod
and cone photoreceptors and the light-induced lowering of calcium is caused by extrusion via this protein which plays a key role in the process of light
adaptation. Transports 1 Ca(2+) and 1 K(+) in exchange for 4 Na(+) (661 aa)
Solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 1; May be involved in actively transporting phosphate into cells via Na(+) cotransport in the renal
Slc34al -3.86 |brush border membrane. Probably mediates 70-80% of the apical influx, Plays a role in the L of human pi cancer, from prostatic
intraepithelial plasia to it cancer. (639 aa)
Solute carrier family 43, member 2; SOdnum- chloride-, and pH-i high affinity of large neutral amino acids. This protein may contribute
Sica3a2 173 |to the transfer of amino acids across the placental membrane to the fetus, may participate in cell growth and proliferation by activation of mTOR complex1
(569 aa)
Sic6al 415 Solute carrier family 6 (neurotransmitter transp . GABA), ber 1; T the action of GABA by its high affinity sodium-dependent reuptake into
i presynaptic terminals (599 aa)
SPARC-like 1 (hevin) or Proliferation-Inducing Protein 33 , It is impli in the ion of cell i igration, and proliferation, SPARCL1-
Sparcll 2.66 ining sensory in the ganglion and of the spinal and trigeminal nervous system, play different roles in tumor biology, as both
e and tumor suppressor, based on tumor t 664 aa)
Srm3 168 Serine/arginine repetitive matrix 3, processing of REST-003 into ncRNAs is lied by an h zed serir gini peat-related protein, SRRM3.
SRRM3 expression may be under REST-mediated transcriptional control, as it increases g REST gul (653 aa)
Stimulated by retinoic acid 6 homolog (mouse); May act as a high-affinity cell-surf; ptor for the tinol-retinol binding protein (RBP/RBP4).
Strab <275 |Acts by removing retinol from RBP/RBP4 and transports it across the plasma membrane, where it can be metabolized. This mechanism does not depend
on endocytosis. Binds to RBP/RBP4 with high affinity. Increases cellular retinol uptake from the retinol-RBP (By similarity) (706 aa)
Stx3 -2.66  |Syntaxin 3; Potentially involved in docking of synaptic vesicles at presynaptic active zones (289 aa)
Sv2a 163 Synaptic vesicle g|ycopr9|ain 2A; Plays a role in the control of rqgulalad secretion in neural and ine cells, ing i low-fi
neurotransmission. Positivel ulates vesicle fusion by maintaining the readily releasable of secretory vesicles (By similarity) (742 aa
Sws2a/B -2.13  [Short-wavelength sensitive opsin 2A beta and short-wavelength sensitive opsin 2B genes, Putative blue sensitive visual pigment (320/350 aa)
Synaptotagmin I; May have a reg: y role in the i jons during trafficking of synaptic vesicles at the active zone of the synapse. Il binds
syt1 215 acidic ph witha ficity that requires the of both an acidic head group and a diacyl backb A Ca(2+)-d di
between synaptotagmin and putative receptors for activated protein kinase C has also been reported. It can bind to at least three additional proteins in a
Ca(2+)-independent manner; these are neurexins, syntaxin and AP2. Plays a role in dendrit jon by ytes (P -23999003) (422 aa)
Synaptotagmin |I; Exhibits calcium-dependent phospholipid and inositol polyphosphate binding properties (By similarity). May have a regulatory role in the
Syt2 -1.17 during of synaptic vesicles at the active zone of the synapse (By similarity). Plays a role in dendrite formation by
melanocy(es (PubMed-23999003) (419 aa)
is inhibitor 1, synoviolin; Acts as an E3 nb-qullhvprmecn Iigau which accepts ubiquiti ifically from iculs d
syvni 242 UBC7 E2 Ingase and itto p maw g of the i quality control (ERQC) system also
: called ER i i (ERAD) in ubi ion of misf i proteins. Also promotes the
d of normal but ly short-lived proteins such as SGK on!acls cells from ER stress-induced apoptosis. (617 aa)
Thyrotrophic embryonic factor; Transcnpbon factor that binds to and transactivates the TSHB promoter. Binds to a minimal DNA-binding sequence 5'-
Tef 132 |[TCJAG]IAGITTA[TCJ[AG]-3", may induce DNA repair and antiapoptotic processes, respose direct to Ight, can induce RORB (circadian rhythm) expresion
by D-BOX activation (303 aa)
Tigd1 325 Tlgger transposable element derived 1, These proteins are related to DNA transposons found in fungi and nematodes, and more distantly to the Tc1 and
They are also very similar to the major protein B, The exact function of this gene is not known. (591 aa)
Tmem132d| -4.34 |Transmembrane protein 132D; May serve as a cell-surface marker for oligodendrocyte differentiation (1099 aa)
Transmembrane protein 138; Req for 9 is, Mutations in this gene are i with the i disorder
Tmem138 | 29 |doubert Syndrome (162 aa)
Tubby like protein 1; Required for normal P of pk p Y . Req for normai ph ptor function and for long- term survival of
Tulp1 222 photoreceplor cells, Interacts with cytoskeleton proteins and may play a role in protem transport in photoreceptor cells (By similarity). Binds lipids, especially
| 3-pt phosphatidyl ol 4- idylinositol 5- phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate,
hos; hahd linositol 4,5- blsghosphate phosphatidylinositol 3.4.5- b;sghosghale and phosphatidylserine (542 aa)
Ucp2 160 Ui g protein 2 drial, proton carrier); UCP are mitochondrial transporter proteins that create proton leaks across the inner mitochondrial
membrane, thus uncoupling oxidative phosphorylation from ATP synthesis. As a result, energy is dissipated in the form of heat (309 aa)
Unc-13 homoiog B (C. elegans); Plays a role in vesicle maturation during exocytosis as a target of the diacyl | second ger pathway. Is
Unci3b 252 involved in neurotransmitter release by acting in synaptic vesicle priming prior to vesicle fusion and participates in the activity- depending refilling of readily
releasable vesicle pool (RRP). E ial for synaptic vesicle maturation in a subset of excitatory/glutamatergic but not inhibitory/GABA-mediated synapses
(By similarity) (1591 aa)
Ubiquitin specific peptidase 21; Deubiquitinates histone H2A, a specific tag for epig i ion, thereby acting as a coactwatof
Usp21 128 Deubiquitination of histone H2A the rep lon of di- and tri lation of histone H3 at ‘Lys-4’, Iting in lation of i
Regulates gene expression via histone H2A deubiquitination (By similarity). Also capable of removing NEDDS lrom NEDDS conjugates but has no effect on
Sentrin-1 conjugates (PubMed-10799498). Deubiquitinates BAZ2A/TIPS leading to its stabilization (PubMed-26100909) (565 aa)
WAS protein family, member 1; Downstream e"eclov molecule involved in the transmission of signals from tyrosme kinase receptors and small GTPases to
Wasfl <169 |the actin cy P ion of actin fi Part of the WAVE that It ¢ ion. The WAVE complex
g actin filament reorganization via its i with the Arp2/3 plex (559 aa)

Segun base de datos String-Genecards-Pubmed-Uniprot para Homo sapiens. 1D (ldentificador
del gen de acuerdo a bases de datos internacionales); log2FC (Cambio del nivel de expresion
en logaritmo en base 2 promediado de RSEM y eXpress), valores positivos indican alta
expresion en el tratamiento de CL, valores negativos indican baja expresién en el tratamiento
de CL. Las proteinas Cyp2k, Natt-3 y Sws2a/b son exclusivas de peces por lo que se consulté
en las diferentes bases de datos para este tipo de organismos.

Es

importante destacar que en la Tabla 17 existen genes/proteinas
relacionadas con mecanismos epigenéticos (Hist1h1b, March1,Samd7, Srrm3 y
Usp21). Con control de la transcripcion (Ahctf1, Ankrd33, Cep290, Esrrg, Lbh,
KIf5, Rorb, Sgk1 y Tef). Con procesos mitocondriales (Abhd8, Atcay, Cs,
Gimap5, Lactb2, Ndufaf3, Rdh13 y Ucp2). Con procesos apoptoticos (L1td1 y
Pcbp4). Con procesos antiapoptoticos (Ankrd9, Faim2, Gimap4, Kif25, Sgk1,
Syvn1 y Tef) y otros que su funcion 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/proteinas identificados podrian ser susceptibles de estudios posteriores
en C. estor.

Por otro lado, los procesos biolégicos de Kegg afectadas por el fotoperiodo,
segun el analisis de enriquecimiento estadistico (Tabla 16), son las del ciclo de
vesiculas sinapticas, metabolismo de purinas y fototransduccion (FDR < 0.05).
Debido a la importancia estadistica de los procesos afectados, se presentan a
continuacion las graficas que describen en detalle la participacion de los
genes/proteinas en los procesos bioldgicos mencionados.

En la Figura 43, se observa la representacion de la comunicacion entre las
neuronas, que es mediada por accion de las vesiculas sinapticas (SVs) en el
nervio terminal; en esta parte anatomica 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.
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Figura 43. Diagrama del ciclo de vesiculas sinapticas regulado negativamente en condiciones
de luz continua para el pez blanco de Patzcuaro C. estor. Los nombres en color rojo muestran
las genes/proteinas afectados; Transporter (Slc17a6_7_8; MFS transporter); Munc13 (Unc13;
protein unc-13); Syntaxin (Stx1b_2_3; syntaxin 1B/2/3); Complexin (CplIx3_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 region
especializada de la membrana plasmatica presinaptica conocida como zona
activa. Cuando ocurre el potencial de accion, el calcio Ca,” se introduce a
través de canales activados por voltaje (VGCC) y provoca la liberacion de los
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neurotransmisores por exocitosis. Posterior a la fusidon con la zona activa las
SVs son recapturadas por endocitosis para iniciar un ciclo nuevamente. Los
resultados indican que este proceso de sinapsis se encuentra suprimida en los
organismos expuestos a las condiciones de luz continua ya que se afectan
cinco proteinas 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 vesiculas identificada con el término GO:0051650
(Tabla 16) se observa una participacion adicional de las proteinas Amph, Arl6,
Myo7a, Pclo y Syt2, con valores de log2FC de -1.69, -1.46, -5.11, -3.25y -1.17
respectivamente (Tabla 17), en conjunto estos resultados sugieren una
influencia directa del tratamiento de luz continua en la capacidad de
comunicacion sinaptica en los peces expuestos a este fotoperiodo.

Otro de los procesos afectados estadisticamente es el del metabolismo de
purinas, en la Figura 45 se observa la ruta metabdlica con las proteinas 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 basicamente 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
reaccion quimica convierte el ATP/GTP en AMPc (Adenosin-monofosfato
ciclico) y GMPc (Guanosin monofosfato ciclico) respectivamente (Figura 44).

Estas moléculas son ampliamente conocidas como segundos mensajeros en
diversas cascadas de transduccién de sefales al interior de la célula en
respuesta a estimulos 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 funcion de la molécula ciclica (Figura 44). Las enzimas
fosfodiesterasas se encuentran con bajos niveles de expresion en las
condiciones de luz continua.

Aunado a este analisis en la grafica String (Figura 42) se observa la interaccion
de otras enzimas que también se encuentran involucradas en la cascada de
sefalizacion intracelular, Plch2 (Phospholipase C Eta 2) y PipSkia
(Phosphatidylinositol-4-Phosphate 5-Kinase Type 1 Alpha) (Tabla 17); de
hecho el analisis de enriquecimiento en términos de procesos bioldgicos
GO:0009605 reporta 25 proteinas involucradas en respuesta a estimulos
externos (Tabla 16) de las cuales 20 se encuentran con baja expresion en CL.

En conjunto los resultados del analisis de enriquecimiento de procesos
biolégicos de Kegg indican que las enzimas Adcy8 y Gucy2f, se encuentran
con bajos niveles de expresion en las condiciones de luz continua lo que
sugiere una baja produccion de AMPc y GMPc (Figura 44), en consecuencia un
bajo nivel de respuesta ante estimulos 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 Patzcuaro C. esfor. Los nombres en color rojo muestran las

genes/proteinas afectados; EC:4.6.1.1 (Adcy8,
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Adenilato cyclase 8)
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Pde6b, rod cGMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit alpha and beta); Purine

metabolism ko 00230.
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Ademas, la baja produccion de fosfodiesterasas Pde5, Pde6a y Pde6b sugiere
que existe una baja tasa de degradacion de GMPc, esto probablemente es en
respuesta a la baja produccibn de las moléculas ciclicas. Lo que
probablemente permite a los organismos de luz continua prolongar la vida util
de la baja cantidad de GMPc producida.

Por ultimo, se observa el proceso de fototransduccion con las proteinas Cngb1,
Gucala, 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
fototransduccion en la fase obscura y luminosa. Durante esta ultima fase la
presencia de fotones activa la Rodopsina (Rh). Lo que permite la liberacion de
la transducina (Gt) que activa a la fosfodiesterasa (PDE) para hidrolizar al
GMPc. Dicha hidrdlisis resulta en el cierre de los canales cationicos controlados
por GMPc (CNG) y la consecuente hiperpolarizacién del fotorreceptor con la
participacion activa del NCKK, el cual disminuye los niveles de calcio
intracelular. La hiperpolarizacion del potencial de membrana del fotorreceptor
modula la liberacion de los neurotransmisores hacia las neuronas adyacentes y
la recuperacion del fotorreceptor después del impulso luminico implica la
desactivacion 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 cation, ambas
proteinas son indispensables para la recuperacion del fotorreceptor en la fase
obscura (Figura 45).

Los organismos mantenidos en condiciones de luz continua presentan una baja
expresion de los genes/proteinas Pde6a, Pde6b Cngb1 y Slc24a1, esto sugiere
que en los fotorreceptores de estos organismos no se presenta una respuesta
adecuada al estimulo luminico, aunado a esto la baja produccién de Guca1la,
Gucy2f y Rgs9, sugiere que estos fotorreceptores no exhiben una recuperacion
adecuada, como ocurre normalmente en los organismos del fotoperiodo
simulado control.

Segun el analisis de enriquecimiento String, en el término de GO:007603
(Fototransduccion de la luz visible) existen en total 12 genes/proteinas
involucradas con baja expresion 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). Asi como proteinas que estan
directamente relacionadas con el metabolismo de retinol que es indispensable
para el buen funcionamiento de la Rodopsina, entre estas encontramos las
proteinas Abcad4 (ATP-binding cassette, sub-family A, member 4), Apoa4
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(Apolipoprotein A-1V) y Stra6 (Stimulated by retinoic acid 6 homolog) con
valores log2FC de -3.00 , -3.42 y -2.75 respectivamente (Tabla 17).
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Figura 45. Diagrama del proceso de fototransduccion regulado negativamente en condiciones
de luz continua para el pez blanco de Patzcuaro C. estor. Los nombres en color rojo muestran
las genes/proteinas afectados CNG (Cngb1, Cyclic nucleotide gated channel alpha 1); GC
(GUCY2F, Guanilato cyclase 2F); GCAP (Gucala, 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 Abca4d con el resto de las proteinas involucradas en la
fototransducciéon. Por otro lado, las proteinas Stra6, Apoa4 y Opnsw1 no
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presentan ninguna interaccion, en conjunto una proteina 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 disminucion sustantiva de
la expresion de genes/proteinas involucradas en el proceso de
fototransduccidn de los conos y bastones en los organismos de luz continua,
esto sugiere que toda la maquinaria para percibir y transducir la informacién
luminica se encuentra suprimida, probablemente debido a la presencia de luz
constante en el tratamiento de CL.

En el analisis de los procesos biologicos de Kegg se lograron identificar
muchos otros procesos que son afectados por los genes/proteinas
diferencialmente expresadas (Tabla 18 y Tabla 19). Uno de ellos es el proceso
de regulacion circadiana (Circadian entrainment, ko 04713) en el cual
intervienen los genes/proteinas Adyc8 y Grin2a (Glutamate receptor, ionotropic,
N-methyl D-aspartate 2A) con valores de Ilog2FC de -258 y -2.47
respectivamente (Tabla 17). El proceso de ritmos circadianos (Circadian
rhythm, ko 04710) también es afectado con la disminucion en la expresion 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 estadistica del
analisis de enriquecimiento en estos procesos circadianos, si puede ocurrir una
afectacion cuando observamos los genes/proteinas 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/proteinas individuales.

En las Tablas 18 y 19 existe una referencia mas amplia de los procesos que se
encuentran afectados por los genes/proteinas diferencialmente expresadas en
el pez blanco segun 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 anotacion del programa solo se lograron
identificar 39 genes/proteinas en los mapas de los procesos biologicos y rutas
metabdlicas. Esto solo representa el 33.91% de las 115 genes/proteinas
anotadas, lo que muestra una carencia importante de informaciéon cuando se
requiere conocer los procesos bioldgicos especificos en las cuales participan
los genes/proteinas diferencialmente expresados.
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Tabla 18. Procesos biolégicos de genes/proteinas con alta expresion en el tratamiento de
fotoperiodo simulado control (CS) en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Procesos biolégicos de genes/proteinas con alta expresion en el tratamiento de CS

Proceso ID
ko:K04936 KCNMA1: potassium large conductance calcium-activated channel s ily M alpha member 1
ko04022 ko:K04952 CNGB1; cyclic nucleotide gated channel beta 1
cGMP-PKG signaling pathway |ko:K08048 ADCYS; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ko:K13762 PDES; cGMP-specific 3',5"-cyclic phosphodiesterase [EC:3.1.4.35]
ko0:K00227 SC5DL; Delta7-sterol 5-desaturase [EC:1.14.19.20]
k001100 ko:K00889 PIPSK: 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68]
Metabolic pathways ko0:K01242 CD38; ADP-ribosyl cyclase 1 [EC:3.2.2.6 2.4.99.20]
ko0:K19006 PLCH: phosphatidylinositol phospholipase C, eta [EC:3.1.4.11]
k0:K01242 CD38; ADP-ribosyl cyclase 1 [EC:3.2.2.6 2.4.99.20]

k004970 k0:K04936 KCNMA1: potassium large conductance calcium-activated channel subfamily M alpha member 1
Salivary secretion ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
k0:K13915 LYZ; lysozyme C [EC:3.2.1.17]
ko04144 ko:K00889 PIP5K; 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68]
Endocytosis ko:K12562 AMPH: amphiphysin
Ko04972 ko:K01242 CD38; ADP-ribosyl cyclase 1 [EC:3.2.2.6 2.4.99.20]
B H ko:K04936 KCNMAT1; potassium large conductance calcium-activated channel subfamily M alpha member 1
ko:K08048 ADCYS8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ko04666 ko0:K00889 PIPSK: 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68]
Fc gamma R-mediated  |ko:K05753 WASF1: WAS protein family, member 1
phagocytosis ko:K12562 AMPH: amphiphysin
k004024 ko:K04952 CNGB1; cyclic nucleotide gated channel beta 1
cAMP v ko:K05209 GRIN2A; glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A
ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
Ko04911 ko0:K04936 KCNMA1: potassium large conductance calcium-activated channel subfamily M alpha member 1

Ul - |ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ko:K16882 PCLO; protein piccolo
ko0:K01242 CD38; ADP-ribosyl cyclase 1 [EC:3.2.2.6 2.4.99.20]

o " koo‘g..z * ko0:K04858 CACNA2D 1, voltage-dependent calcium channel alpha-2/delta-1
= ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
k004724 ko:K05209 GRIN2A: glutamate receptor ionotropic. NMDA 2A
Gk 2 ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ST NSy ko:K12302 SLC17A6_7_8: MFS transporter, ACS family, solute carrier family 17 (sodium phosphate cotransporter) 6/
ko04261 ko0:K04838 SCNSA; voltage-gated sodium channel type V alpha
Adrenergic signaling in  [k0:K04858 CACNA2D1: voltage-dependent calcium channel alpha-2/delta-1
cardiomyocytes ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ko0:K01242 CD38; ADP-ribosyl cyclase 1 [EC:3.2.2.6 2.4.99.20]
i enaTa) k0:K05209 GRIN2A; glutamate receptor ionotropic. NMDA 2A
|ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ko04740 k0:K04952 CNGB1: cyclic nucleotide gated channel beta 1
Offactory transduction  |5:K12321 GUCY2D_E_F: guanylate cyclase 2D/E/F [EC:4.6.1.2]
o W07 108048 ADCYS: adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
signaling ko:K12302 SLC17A6_7_8: MFS transporter, ACS family, solute carrier family 17 (sodium phosphate cotransporter) 6/1
ko05033 ko:K05209 GRIN2A: glutamate receptor ionotropic. NMDA 2A
Micotine:siiction ko:K12302 SLC17A6_7_8: MFS transporter, ACS family, solute carrier family 17 (sodium phosphate cotransporter) 6/1
ko05030 k0:K05209 GRIN2A: glutamate receptor ionotropic,. NMDA 2A
Cocaine addiction ko0:K13765 RGS9; regulator of G-protein signaling 9
ko05414 ko:K04858 CACNA2D1; voltage-dependent calcium channel alpha-2/delta-1
Dilated cardiomyopathy (DCM)|y k03048 ADCYS8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ko04713 k0:K05209 GRIN2A; glutamate receptor ionotropic. NMDA 2A

Circadian entrainment  |k0:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]

ko04810 S :
Regulation of actin ko:K00889 PIP5K: 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68]

cytoskeleton ko:K05753 WASF1; WAS protein family, member 1
ko05231 ko:K00889 PIPSK; 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68]
Choline metabolism in cancer |\0:K05753 WASF1; WAS protein family, ber 1
Ph K Lz : ko:K00889 PIPSK: 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68]
pathway ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ko04015 k0:K05209 GRIN2A: glutamate receptor ionotropic. NMDA 2A
1 i
Rap1 signaling pathway |, k08048 ADCYS; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
" ko“”? ' ko:K04936 KCNMA1; potassium large conductance calcium-activated channel subfamily M alpha member 1
contraction ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]
ko00562 ko:K00889 PIPS5K: 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68]
Inositol phosphate
i ko:K19006 PLCH: phosphatidylinositol phospholipase C, eta [EC:3.1.4.11]
ko04720 k0:K05209 GRIN2A: glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A

Long-term potentiation |, k08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1)
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Procesos biologicos de genes/proteinas con alta expresion en el tratamiento de CS

Proceso ID

ko04926
Relaxin signaling pathway

ko05166
HTLV-l inf
ko04913
Ovarian steroidogenesis
ko04925
Aldosterone synthesis and
secretion
ko04923
Regulation of lipolysis in
adipocytes
ko05032
Morphine addiction
ko04371
Apelin signaling pathway
ko04211
Longevity regulating pathway
ko04971
Gastric acid secretion
k005200
Pathways in cancer
ko04912
GnRH signaling pathway
ko04114
Oocyte meiosis
ko04750
Inflammatory mediator
ko04916
Melanogenesis
ko04611
Platelet activation
ko04914
Progesterone-mediated
ko04918
Thyroid hormone synthesis
ko04727
GABAergic synapse
ko04742
Taste transduction
ko04540
Gap junction
ko01522

Endocrine resistance
ko04213

Longevity regulating pathway

multiple species
ko04915

Estrogen signaling pathway
ko04062

ko:K08048 ADCY8; adenylate cyclase 8 [EC:4.6.1.1]

Ch )

L 9P
ko04976
Bile secretion
ko04725

Cholinergic synapse
ko04080
Neuroactive ligand-receptor
ko04728
Dopaminergic synapse
ko04014
Ras signaling pathway
ko05014
Amyotrophic lateral sclerosis

(ALS) ko:K05209 GRIN2A; glutamate receptor ionotropic, NMDA 2A
ko05031

k005034, ko05010
Alcoholism, Alzheimer
ko05322
Systemic lupus
erythematosus
k005410, ko04260
Hypertrophic cardiomyopathy,
cardiac muscle contraction
ko05412 ko:K04858 CACNA2D1; voltage-dependent calcium channel alpha-2/deita-1
Arrhythmogenic right

ventricular cardiomyopathy
ko04010

MAPK signaling pathway
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Procesos biologicos de genes/proteinas con alta expresion en el tratamiento de CS

Proceso

ID

ko04960
Aldosterone-regulated sodium
ko04150, ko04068
mTOR, FoxO signaling
pathway

ko04151
PI3K-Akt signaling pathway

ko:K13302 SGK1: serum/glucocorticoid-regulated kinase 1 [EC:2.7.11.1]

ko05100
Bacterial invasion of epithelial
cells

ko04520
Adherens junction

ko05131, ko05132
Shigellosis, Salmonella
infection

ko:K05753 WASF1; WAS protein family, member 1

ko04139
Mitophagy - yeast
ko04070

P

ko04011
MAPK signaling pathway -

ko:K00889 PIP5K; 1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase [EC:2.7.1.68]

ko00760
and ni
metabolism

ko04640

ic cell li

ko05169
E| in-Barr virus infi

ko:K01242 CD38; ADP-ribosyl cyclase 1 [EC:3.2.2.6 2.4.99.20]

ko00100
Steroid biosynthesis

ko01130

Biosynthesis of antibiotics
ko01110

Biosynthesis of secondary

ko:K00227 SC5DL; Delta7-sterol 5-desaturase [EC:1.14.19.20]

ko04624

Toll and Imd signaling
ko05205

Proteoglycans in cancer

ko:K10380 ANK; ankyrin

k002010
ABC transporters

ko:K05644 ABCA4; ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 4

ko04216
Ferroptosis

ko:K13162 PCBP2; poly(rC)-binding protein 2

ko04710
Circadian rhythm

ko:K08533 NR1F2; RAR-related orphan receptor beta

ko04924
Renin secretion

ko:K04936 KCNMA1; potassium large conductance calcium-activated channel subfamily M alpha member 1

ko04512
ECM-receptor interaction

ko:K06258 SV2; MFS transporter, VNT family, synaptic vesicle glycoprotein 2

ko05146
Amoebiasis

ko:K10955 MUC2; mucin-2

Ko04745
duction - fly

Phototr

ko:K08834 MYOS3; myosin Ill [EC:2.7.11.1]

ko05202
Transcriptional misregulation
in cancer

ko:K06532 PROM1; prominin 1

ko04130
SNARE interactions in

vesicular transport

ko:K08486 STX1B_2_3; syntaxin 1B/2/3

ID (Genes/proteinas involucradas), informacion obtenida de la base de datos Kegg Orthology

(KO).

Para el tratamiento de CL se observan principalmente procesos relacionados
con el crecimiento, proliferacion y supervivencia celular como la ruta PI3K-AKT,
ko 04151; el proceso de adhesion focal ko 04510; el proceso de interaccidon de
receptores de matriz extracelular ko 04512; el proceso de Hippo ko 04390; asi
como la mayoria de los procesos relacionados con Egfr (Epidermal growth
factor receptor). Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente estos
procesos no presentan una diferencia estadistica significativa (FDR = 0.05), por
lo que solo existen diferencias a nivel de genes/proteinas individuales (Tabla

19).

Corona- Herrera 2017

157



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biolégicas

_Aw

El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentacion y determinacién '"ST'T”"’“:;
sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). AGROPECUARIAS
Y FORESTALES

Tabla 19. Procesos bioldgicos de genes/proteinas con alta expresion en el tratamiento de luz
continua (CL) en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Procesos bioloégicos de genes/proteinas con alta expresion en el tratamiento de CL

Proceso ID
k004151 ko:K04361 EGFR; epidermal growth factor receptor [EC:2.7.10.1]
PI3K-Akt g pathway ko:K06236 COL1A: collagen, type |, alpha
ko:K06244 LAMB3; laminin, beta 3
k004510 [ko:K04361 EGFR; epidermal growth factor receptor [EC:2.7.10.1]
Focal adhesi ko:K06236 COL1A,; collagen, type |, alpha
ko:K06244 LAMB3; laminin, beta 3
k005165 ko:K04361 EGFR; epidermal growth factor receptor [EC:2.7.10.1]

Human papillomavirus

ko:K06236 COL1A: collagen, type |, alpha

ko:K06244 LAMB3; laminin, beta 3

k004933 : .
AGERAGE sig o o ko:K06236 COL1A; collagen, type |, alpha
diabetic complications k0:K09203 EGR1; early growth response protein 1
k004926 ko:K04361 EGFR,; epidermal growth factor receptor [EC:2.7.10.1]
Relaxin signaling pathway ko:K06236 COL1A; collagen, type |, alpha
ko04371 ko:K06827 CTGF; connective tissue growth factor
Apelin i h ko:K09203 EGR1; early growth response protein 1
ko05146 ko:K06236 COL1A: collagen, type |, alpha
Amoebiasis ko:K06244 LAMB3; laminin, beta 3
k005200 ko:K04361 EGFR; epidermal growth factor receptor [EC:2.7.10.1]
Pathways in cancer ko0:K06244 LAMB3; laminin, beta 3
ko04512 ko:K06236 COL1A; collagen, type |, alpha
ECM-receptor interaction ko:K06244 LAMB3: laminin, beta 3
ko05145 T k0:K06244 LAMB3; laminin, beta 3
ko04962 Vasopvossln-.mgulated water k0:K09876 AQP3; aquaporin-3
reabsorption
k004390 Hippo ko:K06827 CTGF; connective tissue growth factor
kood974 P:::‘::‘p:f:'“" and10:K06236 COL1A; collagen, type |, alpha

ko04611 Platelet activation

k0:K06236 COL1A; collagen, type |, alpha

k005222 Small cell lung cancer

ko0:K06244 LAMB3; laminin, beta 3

ko04810 Regulation of actin
cytoskeleton

ko05231, ko05230
Choline, central carbon metabolism in
cancer

k004912 GnRH

k005020 Prion di

ko05218 ko05214
Melanoma , Glioma

k004214 Apoptosis - fly

k005206, ko05205

MicroRNAs and proteoglycans in cancer
ko05213, ko05219

rial, Bladder cancer

k005120 Epithelial cell signaling in H.
pylori infecti
k005166 HTLV-I infi
ko04144 Endocy
k004020 Calcium signaling pathwa
ko04072 Phospholipase D signaling
pathway
ko05160 Hepatitis C
ko04068, ko04066 FoxO, HIF-1 signaling
pathway
ko01522 Endocrine
k005223 Non-small cell lung cancer
ko04915 Estrogen signaling pathway
ko04010 MAPK signalin Wi
Cytoki kil

P!

ko04540, ko04520 Gap, Adherens

ko04014, ko04015 Ras, Rap1 signaling

ko04320 Douo:vontrn; axis f

k004921 Oxytocin signaling pathwa
ko04012 ErbB signaling pathwa

ko01521 EGFR tyrosine kinase inhibitor

k005215, ko05212, ko05224 Prostate,
Pancreatic,Breast cancer

ko:K04361 EGFR,; epidermal growth factor receptor [EC:2.7.10.1]

ID (Genes/proteinas involucradas), informacion 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 capitulos anteriores, el fotoperiodo modula las
actividades alimentacién, crecimiento y reproduccion 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 detras de dichos
efectos no han sido elucidados. En este capitulo presentamos por primera vez,
el transcriptoma comparativo de un teledsteo en crecimiento diferencial debido
a un tratamiento de luz continua.

En juveniles del pez blanco de Patzcuaro (C. estor), un tratamiento de 90 dias
con fotoperiodo de luz continua (CL) incrementa de manera significativa (p <
0.05) la masa corporal (66.14 %), la longitud estandar (17.95 %) y la tasa de
crecimiento especifico (10.34 %) de los organismos comparado con el
fotoperiodo simulado control (Tabla 4 y 5). Este efecto ya se habia 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 dias (Martinez-Chavez 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 aplicd el tratamiento de luz continua a partir de la
fertilizacion, Martinez-Chavez y colaboradores, lo aplicaron a partir de la
eclosion. 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 dias con CL (Ayala et al., 2013). Ademas, en larvas de
pirrulina Pyrrhulina brevis, en un experimento de 15 dias bajo CL, se encontro
un incremento significativo de la longitud (21.03 %) y la masa (74.03 %) (Veras
et al., 2016). En experimentos de mayor duracion (6 meses) en el bacalao del
atlantico (Gadus morhua) se reporta un incremento significativo del 10.5% en
condiciones de luz continua (Nagasawa et al., 2012) y para el salmon del
atlantico (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 dias 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 dias bajo luz continua inhibio 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 disminucion
significativa del crecimiento (14%) bajo el efecto de la luz continua en juveniles
(Aride et al., 2006) asi 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
especifico en los peces. Sin embargo, existen respuestas especie-especificas y
de temporalidad, donde se observa un efecto nulo o inhibitorio del crecimiento,
debido probablemente a las caracteristicas ecologicas (nicho, habitos diurnos
vs nocturnos) y fisiologicas de dichas especies asi como a las aproximaciones
experimentales para cada caso especifico.

Por otro lado en C. estor, la relacibn 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 condicion (K) tampoco se encontraron diferencias significativas
(p 2 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 condicidén de
0.540 y 0.5421 para CL y CS respectivamente (Martinez-Chavez 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 condicién en la especie. En otros peces tampoco se ha reportado
un cambio significativo del factor de condicion 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 (Befta splendes)
(Giannecchini et al., 2012), el pez gato africano (Clarias gariepinus) (Solomon
y Okomoda, 2012) y la mojarra verde (Cichlassoma beani) (Aragon-Flores et
al., 2017).

Estos resultados indican que el fotoperiodo de luz continua incrementa el
crecimiento sin afectar el factor de condicion y la relacion masa-longitud con
respecto a los organismos que se encuentran en el fotoperiodo simulado
control. Debido a estas observaciones se sugiere que la aplicacion de un
fotoperiodo de luz continua en C. esfor, es una herramienta util 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 conversion 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
salmon (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 mas eficientes en la utilizacion 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, asi 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 conversidn alimenticia bajo la
luz continua. Ademas, en la tilapia (Oreochromis niloticus) y el esturién 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), asi 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, o que imposibilita realizar
una generalizacion en peces teledsteos. 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 conversion
alimenticia. Por lo tanto el uso de este fotoperiodo en conjunto con una
alimentacion constante puede ser aplicado a la especie ya que los organismos
son mas eficientes en términos de FCA con respecto a los organismos del
fotoperiodo simulado control.

El analisis 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 esturion 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 observo que los organismos
sometidos a luz continua (Figura 25), presentan deformidades en la mandibula,
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
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un 1.3% en el control (Villamizar et al., 2014), asi como en el salmén (S. salar)
con 3.3% en condiciones naturales y 10% en iluminacién continua (Wargelius
et al., 2009). En otros trabajos también se reportan deformaciones en la
mandibula 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
problematica, para evitar las afectaciones en el desempefio 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 conversion de alimento, sin tener
afectaciones en la supervivencia de embriones y larvas del pez blanco de
Patzcuaro (C. estor). Sin embargo, se requiere de estudios posteriores para
disminuir la presencia de deformidades musculo-esqueléticas en estos
organismos, que permitan aplicar este tipo de fotoperiodo en la produccidn
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 alimentacion, crecimiento, reproduccion
y locomocion, ademas, esta altamente conservada en vertebrados (Lima-
Cabello et al., 2014; Cowan et al., 2017). En el pez espinoso (Gasterosteus
aculeatus) con el método de HPLC (Cromatografia de liquidos de alta
eficiencia) se reporta un incremento significativo en la concentracién de
melatonina durante la fase nocturna en el ojo, el cerebro, la piel y el rifion,
(Kulczykowska et al., 2017); asi como en plasma y tracto gastrointestinal de la
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Mufioz-Perez et al., 2016) y en el
plasma de la carpa tropical (Catla catla) (Rajiv et al., 2017).

Con otras metodologias de radioinmuniensayo (RIA) tambien se reportan
incrementos significativos en la concentracion de melatonina durante la fase
obscura, en especies como la dorada (Sparus auratus) (Kalamarz et al., 2009)
y el salmoén (S. salar) (Huang et al., 2010). Ademas, en este ultimo 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) (Martinez-
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Chavez et al., 2008), no se reportan cambios significativos en la concentracion
de melatonina en organismos bajo condiciones de iluminacion 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 concentracion de melatonina. Los resultados
obtenidos en el tratamiento de luz continua (CL) indican que no existe variacion
significativa entre las fases luminicas (p = 0.05). Esto concuerda con los
estudios realizados en otras especies de peces, donde la luz continua suprime
la produccion de melatonina en los organismos. Ademas, se esperaba obtener
diferencias significativas entre las fases del fotoperiodo simulado control (CS),
con un incremento de la concentraciéon de melatonina durante la fase obscura.
Sin embargo, tampoco se encontraron diferencias significativas (p = 0.05) en
este tratamiento (Tabla 6). Este ultimo 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 estan
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
precaucion y se recomienda para estudios futuros el uso de otras metodologias
mas 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 produccién de
melatonina en la glandula pineal (Nikaido et al., 2010; Lopez-Patifo et al.,
2014). En C. estor se observa un ritmo circadiano tipico 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
salmon (S. salar) los organismos mantenidos en luz continua tampoco
presentan un ciclo circadiano tipico, 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
produccion 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 (Bruning et al., 2015). En la
brema de roca (Oplegnathus fasciatus) tampoco existen diferencias
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significativas en el cortisol plasmatico cuando los organismos son expuestos a
diferentes intensidades de iluminacién (Biswas y Takii, 2016). Asi como en el
esturion 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 caracteristicas observadas de los perfiles de cortisol en C.
estor. Se concluye que en esta especie el fotoperiodo de luz continua aplicado
desde la fertilizacion produce una disrupcion circadiana en la produccién del
corticoesteroide, lo que genera ritmos ultradianos y una disminucién los niveles
de concentracion con respecto al fotoperiodo simulado control. Estos
resultados son coincidentes con los mayores niveles de crecimiento y
alimentacion observados en los peces de CL, ya que por regla general si un
pez se encuentra estresado, cesa su alimentacién y desarrollo, fenbmeno que
no se observa en estos organismos expuestos a condiciones de luz continua.

Recientemente un estudio en S. salar indica que un tratamiento fisico
estresante en las primeras fases de desarrollo (embridn/larva) estan
relacionados con una mejora en el crecimiento de los organismos, debido a
una probable respuesta hormetica (Moghadam et al., 2017). Posiblemente la
exposicion desde la fertilizacién 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 especificos en las etapas embrionarias y
larvales para describir las respuestas iniciales a la exposicion de un ambiente
de iluminacién continua.

Los ritmos ultradianos indicados en el tratamiento de CL, probablemente se
deben a los ritmos de alimentacion que presentan los organismos bajo estas
condiciones luminicas, ya que como se ha descrito en diversos trabajos, la
alimentacion eleva los niveles de cortisol en los peces, lo que ocasiona a su
vez un efecto anorexigénico (Volkoff, 2016; Rennestad et al., 2017). Sin
embargo, se requiere de estudios futuros con mayor detalle para clarificar esta
hipétesis de los ritmos ultradianos observados en C.estor. En conclusion la
aplicacion del fotoperiodo de luz continua en el cultivo del pez blanco de
Patzcuaro (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 luminicas, lo que permite utilizar este tipo de
técnicas de iluminacién para disminuir los tiempos de cultivo durante las fases
tempranas de desarrollo en esta importante especie.

3.4.3. Analisis de expresion de genes por secuenciacion masiva RNA-seq
3.4.3.1. Ensamble y anotacion funcional del transcriptoma De Novo
El transcriptoma De Novo realizado en la cabeza de juveniles del pez blanco de

Patzcuaro (C. estor) es la primer aproximacion 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 informacion transcriptémica
de los genes expresados en estas especies que presentan un alto valor social,
econdmico 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., 2016°).
Por lo que este trabajo en C. estor también colabora con el esfuerzo
internacional del consorcio fish1K, para generar informacion transcriptémica en
las especies de interés comercial y cientifico. Los diferentes transcriptomas de
peces presentan una amplia diversidad de valores obtenidos de los ensambles
De Novo. En la Tabla 20 se realiza una comparacion de las principales
caracteristicas 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. Comparacion de valores obtenidos en transcriptomas De Novo de peces vs
transcriptoma De Novo en C. estor.

Comparacion de valores obtenidos en transcriptomas De Novo de peces vs transcriptoma De Novo en C. estor

No Especie Contigs LPC (pb) N50 (pb) TCA % TCA GOBP GOMF GOCC KEGG Tejidos Referencia

Cerebro, higado, piel,
musculo, ojo,
TRl Sarcocheilichthys | 4a4930 | 1,451 | 1924 | 141,669 | 72.68% | 92,321 | 36,665 | 68,770 | 14,943 | NiPOtalamo, hipGfisis, Zhuetal.. 2017
sinensis corazén, vaso, rifon,
intestino, branquias y
testiculo
Cerebro, higado,
PR Lorimichthys | 134430 | 688 | 1,032 | 93.990 | 60.91% | 23362 | 25482| 15052 | NR |, corazon. gonada, Liu et af., 2017
polyactis branquias, intestino y
KW Acipenser sinensis | 86,027 | 950 1,221 | 58,549 | 68.06% | 170,512 | 46,967 | 130,517 | 12,557 Génada Yue et al., 2015
Clarias ;
4 i 53,149 | 765 1,283 | 33428 | 62.89% 18,603 20,673 Higado Chatchaiphan et al ., 2017
/ T T
5 C'";‘;f;‘:"’" 68960 | 787 | 1324 | 43314  62.81% 126,929|36,670 98,712|14711| Cabeza complet Presente trabaj
' S ’"’;:gb’”s 60217 | 815 1,208 | 37,764 | 62.71% 21,721 [ 25808 Higado Chen et al., 2016
7 Megalobrama | 46 615 939 1,593 | 25,180 | 54.02% 17,773 | 18,780 Branquias Sun et al., 2016a
amblycephala
8 c‘,’;;::‘::*’ 60,842 | 711 1,003 | 30518 | 50.16% 40,408 l NR Larva completa Xu etal., 2017
9 Salmo trutta 75970 | 668 NR | 36,902 | 48.57% | 89,576 | 34,043 | 40,896 | 10.182 Piel Malachowicz et al ., 2017
Cerebro, higado,
10 Trachinotus | 456 604 | 1,479 | 2404 | 75586 | 48.42% | 18,823 | 18,064 | 17,838 |38 172 hiPdfisis, corazdn, Zhenzhen et al, 2014
ovatus vaso, rifién, branquias
yg
1 G:;;’:{:Z’:S 48480 | 1,153 846 | 21,272 | 43.88% | 16,255 | 16,706 | 15809 | NR | Higadoy misculo Aedo et al.,2014
Cerebro, higado, vaso,
SVl Morone chrysops | 185531 | 1371 | 3132 | 76,884 | 41.44% 157,966 NR phaigorcly Lietal., 2014
branquias, intestino y
tronco
kI Acipenser naccarii | 44,232 512 489 17,734 | 40.09% | 3,811 1,775 758 3,634 Cerebro y Génada Vidotto et al., 2013
Cerebro, higado, vaso,
: rinén, génada,
14 Morone saxatalis | 203,587 1,263 2915 79,062 | 38.83% 154,390 NR branquias, intestino y Lietal. 2014
tronco
Higado, intestino,
15 Lataoibrax 99392 | 972 2,208 | 37,086 | 37.31% 19,821 9,837 oicn, vertehes, Luetal., 2017
Jjaponicus escama, blanqula e
| hipéfisis
16 Tor putitora 61,042 | 463 584 | 22,194 | 36.36% | 60,846 | 21,603 | 49,377 | 8,504 Higado Kumar el al., 2017
17 Coilia nasus 148,845 580 NR 53,617 | 36.02% 25,850 113.091 Cerebro Fang et al.. 2015
LR Melanotaenia | 14094 | 1530 | 3367 | 43841 | 20.54% | 7,445 |32.984| 24457 | 785 | Higado.cerebroy Bain et al., 2015
fluviatilis gonada
19 Larimichthys | 543 058 | 653 1,141 | 40123 | 18.83% | 26,247 | 27,184 | 28,057 | 13,905 | RGN, vaso, higado, Sun et al., 2017
crocea | branquia y musculo
20 Perca flavescens | 212,180 695 1,066 36,117 | 17.02% 72,801 | 9.811 Musculo y génada Lief al., 2017

Contigs (Numero 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 anotacion); % TCA (Porcentaje del total de contigs anotados con respecto al
namero de contigs totales obtenidos); GOBP (Anotacién de procesos biolégicos en términos de
GO); GOMF (Anotacién de funciones moleculares en términos de GO); GOCC (Anotaciéon de
componentes celulares en términos de GO); KEGG (Anotacion de genes ortdlogos de Kegg);
NR (No reportado).

Como puede observarse en la Tabla 20, el transcriptoma de C. estor, se
encuentra en la quinta posicion 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 anotacion funcional de los transcriptomas De Novo, asi como
las caracteristicas inherentes de los diferentes tejidos procesados y las
aproximaciones experimentales particulares de cada estudio desarrollado.

Adicionalmente en los genomas de los teledsteos han ocurrido multiples
duplicaciones; primero ocurrieron dos duplicaciones gendmicas en vertebrados
hace aproximadamente 500 y 450 millones afios (Dehal y Boore, 2005;
Canestro, 2012; Singh et al., 2015) y una tercera ronda de duplicacion
especifica de los teledsteos hace aproximadamente 300 millones de afos
(Braasch y Postlethwait, 2012; Glasauer y Neuhauss, 2014; Inoue et al., 2015).

Esto significa que la cantidad de genes encontrados en los teledsteos, supera
al numero de genes encontrados en otros vertebrados. Ademas, de que es el
grupo mas 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. esfor se considera que el porcentaje de anotacion
obtenido fue alto y se encuentra dentro de los parametros indicados para otros
transcriptomas De Novo en peces. En conjunto estas caracteristicas
observadas apuntan claramente a que existe una carencia de informacion
importante para la anotaciéon de los transcriptomas de peces, por lo que se
requiere del desarrollo de intensas estrategias de investigacion que permitan
acortar la brecha de informacion 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 transcriptdmico de C. estor presenta
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valores de numero 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 obtencion 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 bioldgicos de GO y procesos bioldgicos 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
anotacion frente a las bases de datos de GO (Gene ontology) y Kegg; con
126,929 términos para procesos biolégicos, 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 transcriptomico De Novo en C. estor presenta
valores aceptables dentro de los intervalos para otros transcriptomas
reportados, por lo que se considera la validacion de los resultados obtenidos en
el presente trabajo.

En conclusion, esta caracterizacidn transcriptomica provee una cantidad
abundante de informacién gendmica y herramientas moleculares basicas de
alta calidad en el pez blanco de Patzcuaro C. estor. Por lo tanto se abre la
oportunidad para el desarrollo de una multiplicidad de futuros trabajos,
involucrados en la determinacion de la expresion de genes especificos, segun
sea el interés de cada investigacion particular (crecimiento, alimentacion,
reproduccion, metabolismo, respuesta inmune, mecanismos moleculares, etc.).

De hecho, la informacion obtenida aqui fue ya utilizada para caracterizar la
expresion génica de las principales enzimas digestivas durante la ontogenia
larvaria y juvenil del pez blanco (Rivera-Duran, 2016). Ademas, 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 gendémicas evolutivas con los organismos de esta y
otras familias de peces o vertebrados.

Finalmente con la informacion transcriptomica generada en C. estor puede
realizarse analisis posteriores relacionados con: a) Inserciones, deleciones e
inversiones de genes; b) Expresiones regulatorias antisentido; c) Sitios de
splicing alternativo; d) Eventos de fusion génica; e) Polimorfismos de
nucleotidos de una base (SNP’s) y sus frecuencias alélicas; f) Busqueda de
secuencias simples repetidas (Microsatélites); g) Mapeo cromosomico; h)
Caracterizacion de nuevos genes; i) Descripcion de rutas metabdlicas y
procesos biolégicos especificos; j) Busqueda de marcadores moleculares
cuantitativos; k) Disefilo de microarreglos; |) Ediciones genomicas, entre otros.
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3.4.3.2. Analisis de anotacién, enriquecimiento e identificaciéon de
procesos biolégicos de transcriptos diferencialmente expresados en
condiciones de luz continua

La luz ejerce un control directo para sincronizar los ritmos bioldgicos a nivel
fisiologico y molecular en los peces (Mata-Sotres et al., 2015; Carmona-
Antofanzas et al., 2017). En el pez blanco de Patzcuaro C. estor, el tratamiento
de luz continua (CL), aplicado desde la fertilizaciéon y hasta las 12 SPE,
(Semanas post-eclosion) incide directamente sobre la expresion diferencial de
169 transcriptos, de los cuales 141, presentan bajos niveles de expresion 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 supresion de
la expresion en el 83.43% de los transcriptos (Tablas 9 y 10, Figuras 37 y 38);
asi como una alta similitud/correlacion de los niveles de expresion entre las
muestras (Figura 36 y 39) y los transcriptos (Figura 40 y 41).

En larvas de dorada (Sparus aurata) estudios de expresion de transcriptos de
genes circadianos (bmal1, cry1) reportan valores de baja expresion 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 glandula pineal de rata se observa que
la luz también reprime la expresion 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 sincronizacion directa y una
represion mayoritaria de la expresion génica por efecto de la luz continua en C.
estor, fendmeno 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 anotacion funcional precisa (Tablas
12 y 13), 22 transcriptos (13.02%) con anotacion ambigua (Tabla 14) y 11
transcriptos (6.51%) sin anotacion (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 investigacion para determinar la identidad de
estos transcriptos, que son diferencialmente afectados en sus niveles de
expresion por los tratamientos luminicos aplicados a C. esfor. Una futura
caracterizacion es importante ya que plantea la posibilidad del descubrimiento
de nuevos genes involucrados en la percepcion luminica en peces y
vertebrados.

Del total de transcriptos con anotacion funcional (136) se obtuvo un total de
115 genes/proteinas (Tabla 17), debido a que en algunos transcriptos existe
una repeticion de las anotaciones (Tablas 12 y 13). Por lo tanto, es necesario
que en futuros trabajos también se realice una caracterizacion de los genes
(abca4, adcy8, col2a1, camk1d-like, cngb1, gucy2F, kcnma1, lamb3, myo7a,
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opnisw, pclo, plch2, scn2a y slc43a2), para determinar si los fendbmenos
observados se deben a la presencia de multiples isoformas o corresponden a
fragmentos parciales de un mismo gen.

De acuerdo a los analisis de enriquecimiento en términos de GO (Tabla 16), el
analisis de interaccion de genes/proteinas (Figura 42) y el analisis de rutas
metabdlicas y procesos biolégicos 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 expresiéon de genes relacionados con las actividades de
fototransduccion, transporte de vesiculas sinapticas, metabolismo de purinas,
transporte transmenbranal iénico, la ruta del acido tricarboxilico y la de
aminoacidos, entre otros procesos.

Cabe mencionar que en estos analisis desarrollados también se detecté una
carencia de informacidn importante, ya que en el 41.96% de Ilos
genes/proteinas diferencialmente expresados no se pudo determinar su
interaccidn y en el 66.09% de los casos no se determiné la participacion en
procesos biolégicos de Kegg. Estas observaciones plantean que se debe hacer
esfuerzos futuros para ampliar la informacion existente en las bases de datos
internacionales. Con la informacidn generada en el presente trabajo pueden
plantearse proyectos especificos para disminuir esta brecha y explorar a mayor
profundidad las interacciones, asi como los procesos biologicos en los que
participan los genes afectados por la luz continua en C. estor.

Independientemente de la carencia de informacion en las bases de datos, las
evidencias de los analisis en C. estfor, indican claramente una falta de
respuesta ante los estimulos luminicos a diferentes niveles, lo que sugiere la
activacion de diversos mecanismos moleculares para protegerse de las
condiciones de iluminacion constante. Ademas, este tratamiento incrementa la
expresion de genes relacionados con la alimentacion, proliferacion celular,
regulacion del sistema inmune y de respuesta a condiciones de estrés
oxidativo. Por lo que estas respuestas biologicas globales, posiblemente
permiten el crecimiento y la supervivencia bajo condiciones de iluminacion
constante.

En otras especies de peces también se ha reportado la modulacion de
respuestas bioldgicas similares por efecto de la luz (Tabla 21). De manera
general en otros organismos se observan diversas regulaciones metabolicas
(purinas, lipidos, aminoacidos, xenobiodticos, etc.), regulacion de actividades de
fototransduccion, estrés oxidativo, ritmos circadianos, modulacion de la
transcripcion, protedlisis, mecanismos epigéneticos, apoptoticos y sistema
inmune, entre otros (Tabla 21), lo que plantea mecanismos de respuesta similar
ante los efectos luminicos en las diversas especies estudiadas.

En la busqueda de reportes similares con los cuales discutir los resultados
presentados, se observo una carencia de trabajos en la literatura que evaluen
las condiciones de luz continua en peces con el enfoque transcriptomico de

Corona- Herrera 2017 169



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biolégicas

El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentaciéon y determinacion
sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880).

_Aw

INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES
AGROPECUARIAS
Y FORESTALES

RNA-seq (Tabla 21). Solo se encontrd 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 teledsteo, lo que abre la
oportunidad para desarrollar trabajos en esta tematica que permitan entender a
mayor profundidad los efectos de la luz sobre la regulacion transcriptomica en

teledsteos.

Tabla 21. Procesos bioldgicos relacionados con el transcriptoma de C. estor y diferencialmente
reguladas por el efecto de la luz en peces.

Procesos bioldgicos relacionados con el transcriptoma de C. estor y diferencialmente regulados por el efecto de la luz en

No Especie

Principales procesos biolégicos afectados Muestreo /Tratamiento

de purinas, procesos homeostaticos de desarrollo

Fototransduccion, vesiculas sinapticas, metabolismo

celular, anatémico y nervioso, desarrollo retinal y de
fotorreceptores, sistema neurolégico, diferenciacién

peces
Tejidos

Fase diurna (12L:12D;

Método

Referencia

1 Cabeza completa & Presente trabajo
C.estor neuronal, transporte de iones, calcio, sodio, 24L.0D) P RilA-seq g
aminodcidos y acido carboxilico, ritmos circadianos,
estrés oxidativo, metabolismo central, crecimiento,
sistema inmune
Metabolismo central, de purinas, pirimidinas, de
ot {ath a4 o F " F Emb: RNA-seq,

2 Danko reeto nicol y tirosina, ase diuma vs Fase mbriones y Microategio, Li et 8, 2015a
ciclo celular, desarrollo ocular, sintesis de obscura (14L:10D) cerebro Metabolcmieé 2
pigmentos, degradacion de acidos grasos

Ritmos circadianos, sinapsis, estrés oxidativo, Exposicién a pulsos de luz
3 Danio rerio i o, P trar al, po P! Pineal RNA-seq Ben-Moshe et al., 2014
: (1hr)
metabolismo de lipidos
central, p Pl . .
4 Danio rerio metabolismo de lipidos, estrés oxidativo, g duum:I::L.OD por:2 Cerebro Proted Pur etal., 2015
inmunoregulacion
Ritmos circadianos, fototransduccidn, reparacién de

DNA, metabolismo central, de tiroideos, de retinol, £ diun F M "

5 Sparus aurata de lipidos, de aminoacidos, de vitaminas y 90 Cume. va.reae Larva completa LR 0, Yufera et al., 2017
i obscura (12L:12D0) gRT-PCR
minerales, de acidos nucleicos, crecimiento,
apoptosis, ubiquitinacion de proteinas
Fase diuma vs Fase
6 ; : - ;
Danio rerio Ritmos circadianos obscura (14L:10D) Higado ’ Microarreglo Boyle et al., 2017
Metabolismo de purinas, xenobioticos, biogénesis de
nbosomas, lisozomas, proteosomas, fosforilacion Fase gl Ve Fase
7 Danio rerio oxidativa, actividad RNA polimerasa, replicacion . Larva completa | Microarreglo Lietal., 2013
. % Z 4 obscura (14L:10D)
DNA, pr por ut ritmos cir
fototransduccién, transporte de amidas
Ritmos circadianos, respuesta a estimulos luminicos, Larva completa.
8 Danio.reris aslr‘és, c?fués oxxiapvo. rspa:as:én de DNA, Exposicion a pulsos de luz células PAC2, Microarreglo Weger et al., 2011
& contal WAL élulas cardiaca
mitocondrial, de grupos hemo, de retinol & S o
. Ritmos circadianos, estrés oxidativo, estrés, Fase diumna vs Fase Microarreglo,
9 hki t al., 201
Danio rerio reparacion de DNA, modulacién de transcripcién | obscura (12L:120D;0L:24D) Embriones qRT-PCR Gavriouchkina e a/./2010
Resp a luminicos, i6
apoptosis, metabolismo central, de purinas, de
5 . itami de der i Fase diuma vs Fase .
i [] Pineal Microarreglo %
Danio rerio de lipidos dif i6n de (14L:10D) rregl Toyama et al., 2009
diferenciacion celular, sistema inmune, desarrolio
neuronal, apoplosis
; Fase diuma, Hembras
1 Oncomy.nchus Metabolismo de Ilpldqs. desarrqllo sx§lema nervioso, expuestas a 24L:00 y Huevo Microarreglo, Bonnet et al., 2007
mykiss fosforilacion de aminoacidos X s gRT-PCR
8L:16D en ovulacion
12 Danio rerio Ritmos circadianos Fase diurna (12L:12D) | Higado qRT-PCR A etal., 2017
Fase diumna vs Fase
13 Danio rerio Ritmos circadianos, sintesis de melatonina obscura (12L:12D; 24L:0D;| Cerebro y ovario gRT-PCR Khan et al., 2016
0L:24D)
Fase diurna vs Fase
LLW Dicentrarchus labrax Ritmos circadianos, reproduccié (9L:15D; 15L:9D; Cerebro qRT-PCR Martins et al., 2015
24L.0D)
Ritmos circadianos, metabolismo de lipidos, Fase diurna vs Fase
15 o
Danio rerio adipogenesis obscura (14L:10D:; 24L-0D) Larva completa | gqRT-PCR Kopp et al., 2015
: : Fase diuma vs Fase
16 Morh i -] i
Gadus ua Estrés oxidativo, sistema inmune |obscura (12L:12D; 24L:0D) Higado qRT-PCR Giannetto et al., 2014
3 ¢ 2 2 Fase diuma vs Fase
17 ( g Al | and Johnston, 2012
Danio rerio Ritmos circadianos, crecimiento obscura (12L:12D; 0L:24D) Musculo qRT-PCR maral and Johnston
5 g Fase diurna (Fotoperiodo ;
18 Gadus Morhua Crecimiento, Metilacion del DNA Natural; 241-0D) Musculo qRT-PCR Nagasawa ef al., 2012
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Con respecto al proceso de regulacion de ritmos circadianos en el fotoperiodo
de luz continua se observo una baja expresion de 3 genes adyc8, grin2a 'y rorb
(Tabla 18), pero una alta expresion de tef (Thyrotroph embryonic factor). En
este ultimo en el pez cebra se reportan bajos niveles de transcripcion durante
la fase diurna (Carmona-Antofanzas et al., 2017), al igual que en los
organismos de C. estor del fotoperiodo simulado control. El gen tef, es un factor
de transcripcion que esta involucrado en la reparacion del DNA, inhibe
procesos antiapoptoticos, regula genes circadianos, activa la transcripcién de
Tshb y es activado por la luz (Gavriouchkina et al., 2010; Weger et al., 2011).

En conjunto estas observaciones indican una posible disrupcion circadiana en
el tratamiento de CL. Sin embargo, la mayoria 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 dias post-eclosion los perfiles de
expresion 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 adaptacion 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 expresion de la mayoria de los genes
clasicos 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 expresion diferencial en los genes vinculados a estos ritmos
bioldgicos en condiciones de luz continua.

Un estudio transcriptomico en la glandula pineal de D. rerio indica que existe
una incidencia directa de la luz en la regulacion negativa de la transcripcion y
procesos celulares, asi como un control sobre los ritmos circadianos, respuesta
a estimulos luminicos y a condiciones de estrés oxidativo, por peréxido de
hidrégeno, H.O, (Ben-Moshe et al., 2014). Ademas, otro estudio con D. rerio
también demuestra que la luz activa la produccion de H>O3, el cual actua como
segundo mensajero y que vincula el proceso de fotorrecepcién con las
funciones del reloj circadiano. Incluso se observa que la enzima antioxidante
Catalasa regula negativamente la transcripcion de genes reloj como cryla y
per2 (Hirayama et al., 2007).

En condiciones de iluminacién continua en C. estor se observa una baja
expresion de genes fotorreceptores vinculados con la percepcion 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., 2017%; Ishii y Rohrer, 2017; Yacout y
Gaillard, 2017).

Corona- Herrera 2017 171



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Bioldgicas ﬂ

El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentacion y determinacién '"mem:-_f,
sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). ACROPECUARIAS

Y FORESTALES

Incluso existe una baja expresion de genes que participan en el metabolismo
de produccion 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 expresion de genes que atenuan la produccion
energética (pdk2, ucp2) (Bermejo-Nogales et al., 2014; Fang et al., 2014;
Kuang et al., 2016). En particular ucp2 aumenta la oxidacion de acidos
grasos/glutamina en la mitocondria sobre el sustrato de glucosa. Ademas,
inhibe la actividad inmune de macrofagos, la proliferacion de linfocitos T y B
(Emre y Nubel, 2010), participa en la activacion 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 retinales
ganglionares al disminuir la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Horvath et al., 2003; Barnstable et al., 2016; Hass y Barnstable, 2016).

De la misma manera, se observa la activacion 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 expresion en luz continua es cyp2k, el cual se
encuentra relacionado con procesos de reparacién de lipidos peroxidados y
metabolismo de xenobidticos (Zhu et al., 2006; Yuan et al., 2013; Saad et al.,
2016; Siegenthaler et al., 2017).

Al parecer los organismos mantenidos en estas condiciones luminicas
suprimen la transcripcidn de algunos genes (opnsw1, sws2ab, ndufaf3, citrato
sintetasa) y activan otros (pdk2, ucp2, cyp2k) para disminuir los dafos y la
produccion de ROS. Al mismo tiempo estas condiciones oxidantes promueven
la transcripcion 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 alimentacion, la expresion de genes relacionados con el
control de la produccion de ROS y de reparacion lipidica.

Adicionalmente estas observaciones permiten proponer la hipotesis de cambios
ciclicos ultradianos, del estado general redox y de la transcripcion génica en los
peces mantenidos bajo iluminacion 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 arritmicos (Davies y Tauber,
2016; Beale et al., 2016). Por lo que se requiere de estudios posteriores para
describir los posibles cambios ultradianos bajo condiciones arritmicas de
iluminacion continua en C. estor.
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Otro gen vinculado con el crecimiento y que presenta alta expresion en luz
continua es el receptor del factor de crecimiento (egfr), el cual es inducido por
agp3 (Miller et al., 2010; Hara-Chikuma et al., 2016). Como es bien conocido
egfr presenta funciones muy estrechas en relacion al control del crecimiento de
vertebrados (Kramer et al., 2001; Richter et al., 2014). En mamiferos, egfr
actua como un neuropéptido que suprime la locomocién durante la fase
nocturna en respuesta a sefales circadianas (Richter et al., 2014). En peces no
se ha reportado esta funcion. Sin embargo, como se observa en mamiferos,
egfr podria cumplir funciones en la regulacion de los ciclos circadianos y la
locomocidn en peces.

Segun los resultados transcriptomicos en C. estor, la luz continua incrementa la
expresion de otros genes relacionados con el crecimiento (kIf5, slc43a2, hgs,
ctgf, col2a1, lamb3 'y sparcl1) (Tabla 17). De acuerdo al analisis de interaccion
(Figura 42) el factor de transcripcion kiIf5 podria ser un actor clave para dirigir
las actividades de crecimiento en C. estor, ya que es un potente regulador
positivo de la proliferacion celular en tejidos de mamiferos (Li et al., 2015;
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 esta altamente conservada entre vertebrados,
lo que sugiere funciones bioldgicas similares entre las especies (Zhao et al.,
2015).

El gen slc43a2 es un actor clave del transporte transmembranal de
aminoacidos neutrales especialmente de leucina y se encuentra estrechamente
vinculado con la proliferacion celular en vertebrados (Bodoy et al., 2005; Guetg
et al., 2015; Wang y Holst, 2015; Broer y Broer, 2017), asi como en la
activacion de linfocitos T (Ananieva et al., 2016). Por su parte el gen hgs esta
relacionado con la morfogénesis 6sea en ratones (Miura y Mishina, 2011),
participa en la sehfalizacion por endosomas entre rutas que activan la
vasculogénesis (Palfy et al., 2012) y esta vinculada con la activacion del
sistema inmune ante agentes virales en raton (Luo et al., 2017).

El gen ctgf esta relacionado con la proliferacion de células madre
mesenquimales (Battula et al., 2013) que se diferencian en osteocitos,
condrocitos, adipocitos, hemocitoblastos, mastocitos y fibroblastos (Waskitani
et al., 2007). También esta vinculado con la produccion de la matriz
extracelular, la diferenciacion, proliferacion y reparacion celular, asi como en la
modulacién 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 proliferacion 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 expresidon de col2at1 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 expresion. Sin embargo,
se propone como un marcador molecular del crecimiento 6seo (Wargelius et
al., 2009) al igual que sparcl1 (Bertrand et al., 2013; Ryll et al., 2014). Ademas,
col2a1 interviene directamente en la diferenciacion de condrocitos (Wang et al.,
2014) y responde ante la presencia de ROS (Kim et al., 2010).

En conclusion la alta expresién de los genes egfr, kif5, slc43a2, hgs, ctgf,
col2al, lamb3 y sparcl1 en C. estor indican una sefalizacidén general de
crecimiento, produccion de células madre mesenquimales, desarrollo de la
matriz extracelular, de los tejidos 6seo, cartilaginoso y vascular asi como una
posible activacion 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 expresion de la mayoria de los genes
anteriormente mencionados, es necesario desarrollar futuros trabajos para
conocer las oscilaciones diarias de expresion bajo el efecto de luz continua y
asi 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 expresién 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 acidos
nucleicos, asi 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 sobreactivacion de la endoribonucleasa,
probablemente debido a una alta actividad transcripcional en las mitocondrias
de los organismos bajo condiciones de iluminacién continua.

En células cardiacas del pez cebra (D. rerio) se reporta una baja expresion del
gen ankrd9 bajo condiciones de estrés e hipoxia (Marques et al., 2008; Sallin 'y
Jazwinska, 2016) y una alta expresion en embriones bajo un tratamiento con
estradiol (Hao et al., 2013). En el pollo condiciones de oxidacion lipidica
incrementan la expresion de ankrd9 y su expresion se reduce en presencia de
apoptosis, por lo que al parecer esta vinculado con la peroxidacién lipidica y la
supervivencia celular (Wang et al., 2009). En células HeLa se observd que
ANKRD9 cumple funciones de mantenimiento del tamafo celular y de la
integridad de la red trans (exportacion de vesiculas secretoras) del aparato de
Golgi, asi como de la integridad post-traduccional de la proteina ATP7A
involucrada en el transporte de Cobre (Malinouski et al., 2014).

Esta evidencias en conjunto sugieren que ankrd9 bajo condiciones de
iluminacion continua en C. estor podria estar vinculado con funciones de
respuesta ante estrés oxidativo; ya que su alta expresion esta relacionada con
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la oxidacion lipidica y el transporte de Cobre, que es un elemento traza
indispensable para el buen funcionamiento de enzimas antioxidantes como
Sod1, Sod3 y las metalotieninas (Buzadzi¢ et al., 2002; Stern et al., 2007;
Felisola et al., 2014; Ogorek et al., 2017). Sin embargo, se requiere de una
mayor caracterizacion de las funciones de este gen en estudios posteriores
para apoyar esta hipotesis en C. estor.

Los genes gimap4, prssb7 y fcgbp también presentan altos niveles de
transcripcion bajo condiciones de luz continua y se encuentran involucrados
con la regulacion del sistema inmune en vertebrados. Especificamente el gen
gimap4 presenta actividad GTPasa, participa en la diferenciacion de linfocitos
Th CD4", regula la secrecion de citoquinas e interferon-y en la region trans del
aparato de Golgi, ademas se encuentra vinculado con la proliferacion,
desarrollo y supervivencia de linfocitos T y B (Heinonen et al., 2015*®). El gen
prssb57, es una secuencia de reciente descubrimiento (Perera et al., 2012;
Perera et al., 2013) y sus funciones especificas aun no han sido descritas. Sin
embargo, se ha sugerido que regula la respuesta de neutréfilos 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 esta involucrado en la
formacion de la mucosa epitelial contra patégenos en vertebrados
(Birchenough et al., 2015; Lang et al., 2016). En el [ctalurus spp. se ha
propuesto una posible interaccion 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 transcriptomico 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 expresion de gimap4, prss57 y fcgbp se puede
concluir que existe una activacién del sistema inmune a nivel de linfocitos y
neutréfilos en los peces blancos expuestos a luz continua. No obstante, estas
observaciones deben de complemetarse con futuros trabajos en el area de
inmunidad innata y ritmos circadianos (Lazado et al., 2015; Lazado et al.,
2016), que expliquen a mayor profundidad la participacion de estos genes y su
probable vinculo con las condiciones de estrés oxidativo observadas en C.
estor.

Por ultimo el gen natt-3 se encuentra con altos niveles de expresion en luz
continua y se sabe que produce una proteina toxica en peces escorpion. Esta
relacionada con procesos inflamatorios, de vasodilatacion, permeabilidad
vascular, activacion del sistema inmune y estimulacion de terminaciones
nerviosas de dolor (Magalhdes 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 particpacion 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 caracterizacion de la expresion
de natt-3, con el objetivo de conocer sus posibles funciones en la respuesta
inmunne de la mucosa en C. estor y su regulacion por efectos del fotoperiodo.

El conjunto de 20 genes que presentan altos valores de expresion en luz
continua (tef, pdk2, ucp2, aqp3, hist1h1b, cyp2k, egfr, kif5, slc43a2, hgs, ctdf,
col2at, lamb3, sparcl1, lactb2, ankrd9, prss57, gimap4, fcgbp y natt3), permiten
concluir de manera global que existen condiciones de estrés oxidativo, que
modulan la transcripcion de genes relacionados con las funciones biolégicas de
ritmos circadianos, metabolismo central, crecimiento y sistema inmune innato.
Sin embargo, aun hay muchos estudios que se requieren, para tener una
mayor comprension de los efectos del fotoperiodo sobre el estrés oxidativo, la
regulacion de la transcripcion genica y su importancia biolégica en C. estor.

Las multiples evidencias de los procesos biologicos afectados indican una
modulacién directa de la luz sobre las actividades relacionadas con la
mitocondria. En recientes trabajos se ha propuesto que este organulo cumple
funciones medulares para el control de los ritmos circadianos, el estrés
oxidativo, la produccién de cortisol, la alimentacién, el sistema inmune, el
crecimiento celular, la apoptosis y la regulaciébn epigenética, entre otras
funciones (Horvath et al., 2003; Emre y Nubel, 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 relacion entre la exposicion a diferentes
fotoperiodos y la participacion de la mitocondria en la regulacién de las
funciones fisiologicas no se ha explorado ampliamente. Las herramientas
moleculares desarrolladas en el presente trabajo ofrecen una aproximacion
para el desarrollo de futuros trabajos que aborden esta tematica y puedan
definir cual es la participacion de la mitocondria en la regulaciéon de los
mecanismos asociados al crecimiento, la alimentacion y supervivencia del pez
blanco C. estor.

Es interesante que para la mayoria de los genes modulados globalmente por el
fotoperiodo en C. estor, no existen reportes anteriores del efecto de la luz
continua sobre su expresion, ya que no son los genes clasicos para los ciclos
circadianos, el crecimiento, la activacion del sistema inmune y el estrés
oxidativo reportados en la literatura. Por lo que se amplia el panorama para
desarrollar futuros trabajos sobre los perfiles diarios de estos genes
involucrados en una multiplicidad de funciones biolégicas que regulan el
desarrollo de los peces y probablemente de otros vertebrados.
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Ademas, las similitudes globales de los procesos bioldgicos afectados en las
diversas especies de peces con C. estor indican que la luz juega un papel
decisivo en el control de los multiples procesos discutidos. Estas observaciones
evidencian un claro efecto de la luz sobre la fisiologia de los organismos, que
permiten plantear futuros esquemas fotoperiodicos para modular las
actividades de crecimiento y alimentacion de los peces en cultivo.

Aunado a todo lo descrito anteriormente, la caracterizacion 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
investigacion que amplien las fronteras del conocimiento sobre las respuestas
biolégicas por la modulacion del fotoperiodo.

Finalmente, las herramientas moleculares presentadas en este trabajo, aportan
informacion cientifica de vanguardia, que sin duda potenciara nuevas
investigaciones para incrementar el conocimiento de los efectos del fotoperiodo
sobre el crecimiento, alimentacion y supervivencia, que a su vez serviran de
base para el desarrollo de un paquete biotecnoldgico de cultivo en el pez
blanco de Patzcuaro C. estor.
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4. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES GENERALES

Los mecanismos de percepcion luminica desarrollados por los organismos a
través de la historia de la evolucion (Reiter et al., 2014; Rey y Reddy, 2015),
indican que existe una estrecha relacion entre la exposicion 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 vinculo
entre el sistema antioxidante y la exposicion a luz continua ha sido
escasamente investigado en vertebrados (Wilking et al., 2013; Giannetto et al.,
2014; Purushothaman et al., 2015).

Las condiciones luminicas son fuertes sefiales ambientales que sincronizan los
ritmos circadianos en peces. En los que se observa una modulacion directa de
la luz sobre los procesos de alimentacion, crecimiento y reproduccion (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 alimentacion en peces
(Begtashi et al., 2004; Melo et al., 2014, Ammar et al., 2015; Martins et al.,
2015; Volkoff, 2016; Espigares et al., 2017).

Ademas, en diversos invertebrados acuaticos se ha observado que la luz
puede influenciar la determinacién sexual (Naylor et al., 1988*°; Hobaek y
Larsson, 1990; Walker, 2005; Guler et al., 2012) y recientemente en el pez
atherinopsido Leuresthes tenuis se reportd que un fotoperiodo de 15 horas luz
puede influir en la tasa de proporcion 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 determinacion sexual (Corona-Herrera et
al., 2016).

En el presente trabajo se evalud a nivel biométrico, histolégico y molecular el
efecto del fotoperiodo sobre los mecanismos de alimentacion, crecimiento y
determinacidn sexual en C. estor, bajo dos fotoperiodos con iluminacién 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 determinacion sexual las evidencias histologicas en C. estor
indican que el fotoperiodo de CL incrementa la proporcion 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 masculinizacién en una especie de vertebrado.

Los analisis de expresion relativa de los transcriptos del factor feminizante fox/2
(Wang et al., 2004; Wang et al., 2007; Wang et al.,, 2015) y del factor
masculinizante sox9 (Rodriguez-Mari et al., 2005; ljiri 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 dias
post-eclosion (DPE). Estos resultados sugieren que al tiempo de muestreo, los
niveles de expresion 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 analisis de las
muestras durante toda la ontogenia temprana para definir el periodo de la
diferenciacion sexual molecular de C. estor.

Aunado a la expresion de los factores feminizantes y masculinizantes, se
observd una sobreexpresion significativa en los transcriptos de las enzimas
antioxidantes glutation reductasa (gsr) y catalasa (caf) 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
H.0O, (Perdxido de hidrégeno) se encuentran en fase de activacidon y responden
a probables condiciones de estrés oxidativo bajo las condiciones de iluminacién
continua en C. estor.

Para los transcriptos de superoxido reductasa 2 sod?2 y proteina desacoplante
2 ucp?2 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 participacion de
Sod2y Ucp2 no se encuentra clarificada, por lo que en futuros trabajos se debe
de estudiar la expresion de los diferentes genes relativos al estrés oxidativo
directamente en los tejidos (cerebro, higado, gbnada), a través de estadios de
desarrollo (embridn, eclosion, larva), asi como en diferentes condiciones de
iluminacion (fase obscura, fase luminosa, intensidad y longitudes de onda), que
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permitan concluir cual es la participacion del estrés oxidativo sobre los
mecanismos de determinacion sexual en C. estor.

Ademas, el transcripto del factor liberador de corticotropina (crf) relacionado
con la activacion del eje de estrés, muestra una sobreexpresion en condiciones
de iluminacion 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 expresién de gcr,
coincide con observaciones en larvas del pez cebra D. rerio, ya que no se
observan cambios en la expresion 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 expresidon 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 sobreexpresion de crf en larvas de C. estor sugiere la
activacion del eje de estrés. Ademas, provee evidencia de la correlacion entre
la respuesta al estrés y el efecto de la masculinizacién por fotoperiodo. Sin
embargo, se requiere de mayores esfuerzos de investigacion para conocer los
niveles de la hormona cortisol y la expresion de otros genes relacionados con
el proceso de masculinizacion en la gonada (Castaneda et al., 2014), para
poder obtener conclusiones definitivas de la participacién del eje de estrés en
la determinacion sexual de C. estor bajo condiciones de iuminacion continua,
como ha sido descrito para otros atherinopsidos (Hattori et al., 2009).

Las evidencias e ideas expuestas en el presente trabajo sobre los procesos de
determinacién/diferenciacion sexual y la relacién entre la exposicion a factores
ambientales con el estrés oxidativo, ofrecen sustento cientifico para formular
algunas preguntas puntuales que ayuden a comprender mejor el fenomeno de
la determinacion sexual ambiental en vertebrados.

Primero, ¢Cual es la interaccion entre los genes maestros de determinacion
sexual y el estrés oxidativo?. Segundo, ¢ El estrés oxidativo modula el eje de
estrés, el eje tiroideo y el eje de reproduccion para masculinizar a los
organismos?. Tercero, ¢Cual es el papel del estrés oxidativo en la
diferenciacion y apoptosis gonadica en vertebrados?. Cuarto, ¢Es posible
producir una linea de organismos homogaméticos con un control total de la
determinaciéon sexual ambiental?. Quinto ¢Es posible modular la
determinacién/diferenciacion sexual con otros factores que induzcan estrés
oxidativo en los peces?. Para explorar estas hipotesis, se requiere de un mayor
esfuerzo de investigacion que permita comprender a profundidad los
mecanismos moleculares que estan detras de la sensibilidad de los organismos
a factores ambientales, Ilo cuales influyen los procesos de
determinacién/diferenciacion y plasticidad sexual en vertebrados.
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Con respecto al efecto del fotoperiodo sobre las variables biométricas de
crecimiento, se observd que el tratamiento de CL incrementa de manera
significativa (p < 0.05) la masa corporal (66.14 %), la longitud estandar (17.95
%) y la tasa de crecimiento especifico (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; Martinez-Chavez 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 relacion 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 condicion (K) indica que no
existen diferencias significativas (p =2 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
condicion en la especie. En otros peces tampoco se ha reportado un cambio
significativo del factor de condicién por el uso del fotoperiodo (Karlsen et al.,
2006; Freitas et al., 2009; Giannecchini et al., 2012; Solomon y Okomoda,
2012; Aragon-Flores et al., 2017).

El analisis 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 luminicos (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 alimentacion en C. estor, como el consumo
de alimento y el factor de conversion 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 conversion
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 mayoria de los atributos biométricos de crecimiento y alimentacion
son positivos en C. estor, se presentan deformidades en la mandibula,
opérculo y columna vertebral de los organismos mantenidos en condiciones de
iluminacién continua comparados con peces del fotoperiodo simulado control (p
< 0.05), lo cual es comunmente 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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problematica ya que aunque no afecta la supervivencia, si puede afectar el
desempefio 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 conversion de alimento, sin tener
afectaciones en la supervivencia de embriones y larvas del pez blanco de
Patzcuaro (C. estor). Debido a estas observaciones se sugiere que la
aplicacion de un fotoperiodo de luz continua en C. estor, es una herramienta
util 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
musculo-esqueléticas en estos organismos y que permitan aplicar este tipo de
fotoperiodo en la produccién comercial de la especie.

Con relacion a la presencia de hormonas circadianas melatonina y cortisol. Se
advierte que no existen diferencias significativas (p 2 0.05) en los niveles de
concentracion de melatonina entre los tratamientos durante la fase diurna,
debido a que la presencia de la luz inhibe la produccién de Melatonina como se
ha reportado en otras especies de peces (Martinez-Chavez 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 concentracion de melatonina durante los periodos de
obscuridad (Kalamarz et al., 2009; Huang et al., 2010; Mufoz-Perez et al.,
2016; Kulczykowska et al., 2017; Raijiv et al., 2017). Este ultimo 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 precaucion y se recomienda el
uso de otras metodologias cromatograficas, para confirmar o descartar los
resultados del presente trabajo.

Para el caso del perfil de cortisol, se observa un ritmo circadiano tipico 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. esfor 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; Bruning et al., 2015; Biswas y Takii, 2016).

En conclusién la aplicacion del fotoperiodo de luz continua en el cultivo de C.
estor, disminuye la produccion de melatonina y modifica significativamente el
perfil circadiano de la produccion de cortisol, o que indica una disrupcion
circadiana en estos organismos con respecto a los mantenidos en CS.
Ademas, 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 luminicas.
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Por otro lado el transcriptoma De Novo realizado en C. estor, presenta un total
de 68,960 contigs unicos, anotados en 43,314 proteinas. El analisis de
enriquecimiento en términos de GO indica que 126,929 términos se encuentran
involucrados en procesos biologicos, 98,712 pertenecen al rubro de
componentes celulares y 36,670 presentan una funcién molecular. El analisis
Kegg indica la anotacion de 791 genes involucrados en rutas metabdlicas
primarias, 224 en rutas secundarias y la identificacion de 383 procesos
bioldgicos.

Los valores del porcentaje de anotacién, el analisis 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. esfor se encuentra dentro de los
parametros 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., 20167,
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 caracterizacién transcriptomica de C. estor, provee una cantidad abundante
de informacion genomica y herramientas moleculares basicas de alta calidad
en el pez blanco de Patzcuaro C. estor. Por lo tanto se abre la oportunidad
para el desarrollo de una multiplicidad de futuros trabajos, involucrados en la
determinacidn de la expresion de genes especificos, segun sea el interés de
cada investigacion particular (Crecimiento, alimentacion, reproduccion,
metabolismo, respuesta inmune, mecanismos moleculares, etc.). Ademas, 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 gendmicas evolutivas
con los organismos de esta y otras familias de peces o vertebrados.

El analisis de expresion diferencial indica que 169 transcriptos se encuentran
diferencialmente expresados (p<0.05), de los cuales 141 transcriptos presentan
bajos niveles de expresion y solamente 28 transcriptos exhiben altos niveles de
expresion en el tratamiento de luz continua. Esto indica una represion 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 anotacion
funcional, 22 tienen anotacién ambigua y 11 son secuencias no descritas en las
bases de datos. El analisis de enriquecimiento en términos de GO y Kegg
revela que el tratamiento de luz continua disminuye la expresion de genes
relacionados con las actividades de fototransduccion, transporte de vesiculas
sinapticas, metabolismo de purinas, transporte transmenbranal idnico, acido
carboxilico y aminoacidos, entre otros. Ademas, los genes que presentan altos
niveles de expresion en el tratamiento de CL estan involucrados principalmente
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con las funciones biolégicas 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
regulacion metabdlica (purinas, lipidos, aminoacidos, xenobioticos, etc.), la
regulacion de actividades de fototransduccion, estrés oxidativo, ritmos
circadianos, modulacion de la transcripcion, protedlisis, mecanismos
epigéneticos, apoptoticos 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., 2015%; Koop et al., 2015; Martins et al., 2015;
Purushothaman et al., 2015; Khan et al., 2016; Boyle et al., 2017; Carmona-
Antofanzas et al., 2017; Yufera et al., 2017).

Es interesante que para la mayoria de los genes modulados globalmente por el
fotoperiodo en C. estor, no existen reportes anteriores del efecto de la luz
continua sobre su expresion, ya que no son los genes clasicos para los ciclos
circadianos, el crecimiento, la activacion del sistema inmune y el estrés
oxidativo reportados en la literatura. Por lo que se amplia el panorama para
desarrollar futuros trabajos sobre los perfiles circadianos de expresion para
estos genes involucrados en una multiplicidad de funciones biolégicas que
regulan el desarrollo de los peces y probablemente de otros vertebrados.

Las multiples evidencias de los procesos biologicos afectados indican una
modulacién directa de la luz sobre las actividades relacionadas con la
mitocondria. En recientes trabajos se ha propuesto que este organulo cumple
funciones medulares para el control de los ritmos circadianos, el estrés
oxidativo, la produccién de cortisol, la alimentacién, el sistema inmune, el
crecimiento celular, la apoptosis y la regulaciébn epigenética, entre otras
funciones (Horvath et al., 2003; Emre y Nubel, 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 relacion entre la exposicion a diferentes
fotoperiodos y la participacion de la mitocondria en la regulacién de las
funciones fisiologicas no se ha explorado ampliamente. Las herramientas
moleculares desarrolladas en el presente trabajo ofrecen una aproximacion
para el desarrollo de futuros trabajos que aborden esta tematica y puedan
definir cual es la participacion de la mitocondria en la regulaciéon de los
mecanismos asociados al crecimiento, la alimentacion y la determinacion
sexual del pez blanco C. estor.

En conjunto estos resultados demuestran por primera vez a nivel
transcriptomico los efectos globales del uso de luz continua en un pez
teledsteo. También sugieren de manera general que las diferentes condiciones
luminicas no afectan la supervivencia de los organismos de manera negativa.
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Ademas, 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 conversidon alimenticia, que es capaz de modular la
expresion de genes y favorece el crecimiento en organismos mantenidos bajo
condiciones de luz continua.

Las evidencias biométricas, histolégicas y moleculares sugieren que el uso de
un fotoperiodo de luz continua con iluminacion LED, desde la etapa de
fertilizacion, incide de manera significativa en el desarrollo biolégico general de
C. estor. Que afecta los ejes de crecimiento y alimentacion, asi como la
determinacién sexual a través de mecanismos complejos relacionados con el
estrés oxidativo. Los cuales deben ser abordados desde multiples enfoques
para conocer sus particularidades y asi tener una mayor comprension a
diferentes niveles de la plasticidad biolégica de estos peces ante condiciones
de iluminacién constante.

Finalmente, las herramientas moleculares presentadas en este trabajo, aportan
informacion cientifica de vanguardia, que sin duda potenciara nuevas
investigaciones para incrementar el conocimiento de los efectos del fotoperiodo
sobre el crecimiento, alimentacion, supervivencia y determinacion sexual, que a
su vez serviran de base para el desarrollo de un paquete biotecnologico de
cultivo en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.
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APENDICE A. PERFIL METABQL()MICO CUALITATIVO Y CUANTITATIVO
POR RESONANCIAIMAGNETICA NUCLEAR DEL PEZ BLANCO DE
PATZCUARO Chirostoma estor

A1. Metodologia para la obtencion de metabolitos y analisis de resonancia
magnética nuclear

Ademas 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 analisis quimicos,
investigacion y entrenamiento de la Memorial University en Newfoundland,
Canada. Con el fin de obtener un perfil metabolomico cualitativo y cuantitativo
de los peces blancos mantenidos bajo los tratamientos de fotoperiodo simulado
control (CS) y luz continua (CL).

Para este analisis de NMR se obtuvieron muestras de peces de los
tratamientos: CS (n=3) y CL (n=3) durante la fase luminica (12:00 pm) a las 12
SPE. Los organismos fueron sedados con agua helada y fueron colocados
inmediatamente en Nitrégeno liquido, para después almacenarlos a -80°C
hasta su analisis. Posteriormente se obtuvo su masa humeda y se sometieron
a condiciones de liofilizacion (-50°C) durante 24 horas. Una vez finalizado este
proceso se obtuvo su masa seca y se procedié a diseccionar las cabezas del
pez blanco para realizar el paso de extraccion 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 wun sistema automatico de homogenizacion 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
rom 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 separacion
de la fase polar por centrifugacion 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 centrifugo a temperatura
ambiente durante 60-180 minutos, una vez obtenida la fase polar sin presencia
de solventes se procedid a rehidratar la muestra con 600 ul de buffer de
fosfatos (100 mmol'L™) disuelto en agua deuterizada (D20) a pH 7.3 (Schock et
al., 2013). A la mezcla se le adicion6 el compuesto de referencia para NMR
tetrametilsilano TMS (Hoffman, 2006) a una concentracién de 1 mmolL™”. Las
muestras rehidratadas y homogenizadas se utilizaron para realizar los analisis
de espectroscopia de protones NOESY (1H-1D), la espectroscopia
correlacionada de protones COSY ('H-2D) y la espectroscopia correlacionada
cuantica simple heteronuclear HSQC de protones y carbonos ("H-">C) (Figura
46).
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Los estudios de metaboldmica por NMR fueron realizados en un
espectroscopio Bruker de 500 megaHertz (Mhz) con ayuda del programa de
operacion Topspin 1.3 (www.bruker.com). La espectroscopia de protones
NOESY en 1 dimensién ('H-1D) se realizd con el método noesygpprid
(Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY). Este método permite medir la
dinamica molecular de los protones incluyendo el efecto de la distancia entre
los mismos para investigar la conformacion 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 resolucidn del espectro de NMR). Los pulsos se realizaron en
condiciones de presaturacién (supresion de la sefial del solvente) durante el
tiempo (500-900 milisegundos) de mezcla de intensidades de los pulsos de RF,
asi como en el tiempo de relajacion (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 quimico respecto a la
frecuencia (Hertz/MegaHertz) de 12.01 (ppm) expresado en partes por millén
(Harris et al., 2001).

Para el caso de la espectroscopia homonuclear correlacionada de protones
COSY ('H-2D) en 2 dimensiones se utilizé el método cosygpqf2D (COrrelation
SpectroscopY). Este método permite determinar los valores absolutos de la
interaccidn entre los protones (escalar “J” coupling) a través de sus enlaces
quimicos que dependen de la interaccion 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 presaturacion durante
el tiempo de relajacion (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.
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Figura 46. Proceso de extraccion de metabolitos por el método de Metanol:Cloroformo:Agua
para analisis de resonancia magnética nuclear en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.
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Por otro lado el experimento de espectroscopia correlacionada cuantica simple
heteronuclear HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) de protones
y carbonos ('H-'3C), puede determinar la correlacién de las frecuencias
estrechas de resonancia entre los pares de 'H-">C. En la muestras de pez
blanco se aplico el método (hsqcedetgpsisp2.2) el cual aplica pulsos
intermitentes de RF que cambian las caracteristicas térmicas de la muestra con
el fin de desacoplar quimicamente los pares '"H-">C. Por lo que requiere de un
gran numero de lecturas y es muy sensible a las condiciones de temperatura e
imperfecciones de los pulsos de RF (Ganten and Ruckpaul, 2006). En este
meétodo se asumio un tiempo de relajacién 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 'H y 180 ppm en el eje de los carbonos *C
(Shock et al., 2013).

Para obtener las lineas del espectro de alta resolucién se adquirieron los
valores FID (Free Induction Decay) (Hollas, 2005). La sefal es dependiente del
tiempo y es generada por los espines nucleares magnetizados en desequilibrio
(cambio de la orientacion del eje de rotacion o precesion 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 sefal de los picos espectrales sobre el ruido de fondo, se
multiplicé 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
interaccidn entre los espines nucleares y los electrones de otros atomos
contiguos) con un valor de 0.3 Hertz (www.bruker.com). Posteriormente a los
datos se les aplico una transformacion de Fourier (FT), que basicamente
transforma el conjunto de todas las frecuencias de resonancia de los diferentes
protones en una sola linea de espectro, con correccion automatizada de la
linea base y de la fase de la onda (Schock et al., 2013).

El método de correccion incluye valores de orden cero PHCO (0 a 360 grados
no dependiente de la frecuencia de la onda) que es aplicada a todos los picos
del espectro. Ademas de una correccidon de fase de primer orden PHC1
(funcidn linear proporcional a la frecuencia de la onda) y es dependiente de las
distorsiones de la fase (cambio del entorno quimico de los protones debido al
movimiento orbital de los electrones de los enlaces). Con ambas correcciones
PHCO y PHC1 se obtienen las ondas de los protones ('H) en fase para graficar
el espectro final (www.bruker.com).

Las graficas obtenidas de los tres diferentes experimentos de espectroscopia
NMR  fueron analizados con el programa Mestrenova 10.0
(www.mestrelab.com). Con este programa se realizé la correccion manual de la
linea base y de la fase de onda, asi como los analisis de interaccion de
protones (J-coupling), las integraciones de las areas bajo la curva y la
comparacion cualitativa de los picos espectrales de los experimentos de
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NOESY ('H-1D) y COSY2D ('H-2D). Para la comparacion estadistica
cuantitativa de NOESY se utilizé el programa Metaboanalyst 3.0
(http://lwww.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml) y para la identificacion de
metabolitos se utilizo el programa Chenomx NMR suite 8.3
(https://www.chenomx.com/). Para el caso del experimento HSQC ('H-">C)
unicamente se realizd la visualizacion de la grafica del espectro con el
programa Mestrenova 10.0.

A2. Resultados de los analisis de resonancia magnética nuclear

El primer paso para obtener el perfil metabolémico cualitativo fue realizar
pruebas preliminares para estandarizar el protocolo de extraccion de
metabolitos. Una vez estandarizada la extraccion con el método
Metanol:Cloroformo:Agua, se colocaron las muestras en el espectroscopio para
realizar la estandarizacién de los métodos experimentales de NMR. Con el
método de noesygpprid estandarizado, se realiz6 la medicion de una muestra
blanco que solo contenia el buffer de fosfatos disuelto en agua deuterizada
(D20). En la Figura 47 se observa el espectro (Transformada de Fourier) con
analisis 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), asi como las integrales del area
bajo la curva de cada pico reportado. El pico suprimido alrededor de 4.65 ppm
corresponde a la supresién del agua deuterizada.
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Figura 47. Espectro '"H-1D NMR con analisis de picos espectrales e integrales del disolvente
de buffer de fosfatos y agua deuterizada (D,0) utilizado como disolvente en las muestras del
pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Una vez que se comprobd los picos del espectro del disolvente, que indica la
ausencia de contaminantes en el buffer preparado. Se procedi6é 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 analisis de picos espectrales, asi como las integrales de las
areas 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.

////7/} L/J N 2%

Fe000

Fs000

Fa000

Fa000

Fe000

uuuuu

—————

ooooo

F-2000

T T T T T u T
05 100 95 90 85 80 75 70

Figura 48. Espectros 'H-1D NMR con analisis de picos espectrales e integrales en el pez
blanco de Patzcuaro C. estor. A) Muestra del fotoperiodo simulado control (CS); B) Muestra del
fotoperiodo de luz continua (CL).
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Con los espectros obtenidos de las muestras de CS y CL, se procedio a
realizar una comparacion grafica entre las muestras, para observar si existian
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 grafica) y las tres muestras para el tratamiento de
luz continua (parte inferior de la grafica). 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 'H1D NMR para las
muestras de ambos tratamientos.
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Figura 49. Comparacion cualitativa de espectros 'H-1D NMR en el pez blanco de Patzcuaro 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 procedid a realizar
un analisis estadistico 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 numero de picos espectrales, en el analisis cuantitativo solo fueron
utilizados aquellos que fueron catalogados como posibles compuestos por el
programa Mestrenova 10.0.

El analisis estadistico 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 analisis estadistico correspondiente.
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Tabla 22. Valores de intensidad de los picos espectrales 'H-1D NMR utilizados para el analisis

estadistico cuantitativo en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Valores de intensidad de los picos espectrales TH1D NMR
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cLC
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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 realizd un filtro de los datos para identificar y
remover las variables no deseables en el modelado matematico. EI 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 realizé un proceso de normalizacion 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 funcion logaritmica (log). Posteriormente fueron escalados con el método
de escala por intervalos, el cual permite comparar los metabolitos relativos al
intervalo de la respuesta bioldgica, asumiendo que todos los metabolitos
presentes en la muestra son igualmente importantes.

Como primer resultado del analisis estadistico se obtuvo la grafica de
componentes principales (PCA). El analisis realiza una transformacion lineal del
conjunto de valores de variables posiblemente correlacionadas en valores de
variables sin correlacion lineal (componentes principales) con la preservacion
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
dispersion en la grafica.
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Figura 50. Analisis de componentes principales (PCA) de los niveles de intensidad de picos
espectrales '"H1D NMR en muestras de fotoperiodo simulado control (CS) y las muestras del
fotoperiodo de luz continua (CL) en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.
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Ademas, se obtuvo un analisis (log2FC) de cambio en los niveles de intensidad
de los 54 grupos de picos espectrales. Este analisis identificdé 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 aplicd un analisis de FDR (false discovery rate)
que identificd los valores correspondientes a 6 grupos (1.38, 3.33, 3.39, 3.82,
6.06 y 6.08). Con la aplicacion de estos métodos estadisticos 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 'H-1D NMR en
el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

1 1.38 2.6738 7.58E-04 2.97E-05
2 3.39 4.4509 7.60E-04 4.47E-05
E 6.06 4.1585 8.98E-04 7.04E-05
4 6.08 4.2239 2.44E-04 4.79E-06

ppm (Identificador partes por millon del pico espectral); log2FC (Cambio del nivel de expresion
en logaritmo en base 2); FDR (False discovery rate); P-Value (Valor probabilistico de error)

Por otro lado, se realizé un analisis de correlacion 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 correlacion. Para el caso especifico del pico espectral de 1.38 ppm se
observa una alta correlacién con los grupos de 0.97, 1.94, 3.12, 3.17 y 3.93
ppm, esto sugiere que podria existir un vinculo entre estos picos espectrales,
que pueden servir de base para la identificacion del metabolito involucrado.
Para los picos espectrales 3.39, 6.06 y 6.08 ppm se observan bajos niveles de
correlacion 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 interaccion
con el resto de los picos espectrales graficados (Figura 51). Sin embargo estas
sugerencias deben profundizarse con futuros trabajos de identificacion de
metabolitos especificos.

Segun la tabla espectral referenciada a Tetrametilsilano (Figura 52), el pico
espectral de 1.38 ppm podria 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 podria 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 podria tratarse de
metabolitos con grupos funcionales amidas, fendlicos o aromaticos; estos
resultados indican que se debe realizar una caracterizacion mas profunda con
otras técnicas de identificacion de metabolitos como espectrometria de masas,
que ademas permitan realizar cuantificaciones precisas de la cantidad de
metabolitos presentes en las muestras.
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Figura 51. Andlisis de correlacion de los picos espectrales 'H1D NMR en las muestras de
fotoperiodo simulado control (CS) y las muestras del fotoperiodo de luz continua (CL) en el pez
blanco de Patzcuaro C. estor.
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Figura 52. Cambios quimicos espectrales (ppm) para experimentos 'H1D 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 realizé una grafica tipo heatmap
(Figura 53). En la parte superior de la grafica 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
condicion experimental (CS 'y CL).
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Figura 53. Grafica de los niveles de intensidad de los picos espectrales 'H-1D NMR en las
muestras de fotoperiodo simulado control (CS) y las muestras del fotoperiodo de luz continua
(CL) en el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

El dendrograma de la porcion 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. Asi 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 correlacién con el pico de 1.38 ppm (Figura 51); si
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no que también existe un patrén comun en los niveles de intensidad entre las
muestras, |0 que sugiere una relacion 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 interaccion 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
identificacion futura de estos metabolitos con presencia diferencial entre los
tratamientos de CS.

Adicionalmente al analisis 'H1D, se realizé un andlisis cualitativo COSY ('H-
2D) en 2 dimensiones con el método cosygpqf2D (COrrelation SpectroscopY).
Este método identifica correlaciones entre los protones de las muestras. Cabe
mencionar que este analisis COSY (1H—2D) fue de tipo exploratorio por lo que
solo se analiz6 una muestra de cada condicion experimental (Figura 54). Con
este analisis cualitativo se distinguieron diferencias en el numero 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 unicamente estan
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 Unica en las muestras de fotoperiodo
simulado control (CS) y las muestras del fotoperiodo de luz continua (CL) en el pez blanco de
Patzcuaro C. estor.

Picos espectrales COSY 1H-2D con presencia Unica en los tratamientos de fotoperiodo simulado control CS y luz continua CL
cs cL cs CcL cs cL CcL

No f1 (ppm) f2 (ppm) f1 (ppm) f2 (ppm) No 1 (ppm) f2 (ppm) f1 (ppm) 2 (ppm) No 1 (ppm) f2 (ppm) f1 (ppm) f2 (ppm) No 1 (ppm) f2 (ppm)
2.75 274
28 | 316

2.86

293

673

316 | 455

6.75

3.34

4.05

398 | 382 |

23

4.05

6.76

434

291 2.51 26

7.03

4.36
4.37

437 | 254 | 245
467 | 266 | 256

7.04
7.058

443

4.72 271 3.78

7.13

4.46

445 2.74 263

719

4.53
_4.73
4.95

449 | 275 | 275
463 | 279 | 256

7.23
7 27
7.29

7.37

7.42

753

7.62

777

7.83
7.89
7.98

7.99

8.14

816

8.32

8.33

10.43
10.45

fippm (Ident|f|cador partes por rhlllon del pléo esbectral en la dlmensbn 1) f2ppm (Identificador
partes por millén del pico espectral en la dimension 2).

Corona- Herrera 2017 213



Programa Institucional de Doctorado en Ciencias Biolégicas

i inai i i i i INSTITUTO DE
El efecto del fotoperiodo en el crecimiento, alimentaciéon y determinacion i

sexual del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor (Jordan, 1880). AGROPECUARIAS
Y FORESTALES

Raw_Data_NMR/2DCOSY Control sample 12h D
Control D Fa
cosy A
006008y |,
\, Lo
g0.62,0.61}
193083 115076)
weso A\ &
410109 352108 . %.67.067)
mmw 3212 (uaase)’mazussy 2 J085085) 1
0149 121
(8,001,227 “”‘5" P %2313 077118)
sssm) ‘(355!37) 871,80 %1.431.42R0.911.87)
(@.26.2.00) 1366207 ONooaren B2 581,57) D‘ 87162 )
(4:20226) 366179) X
¢ (226,231 (354.‘97)’ {2.46,2.35] N g 1-87,1.92)
{4.79,2.57), 4.25.2.06) ‘{4%4,2.05} w7y PINGS. 2.08) .
\ A [194224) a7}
°o g
(@78.287) B 8267y - 2.06.2.43)
(697312\ .
3 59325 24 -3
| (5133.41 530“5) ¥ &) .o 290081289 . .
i (454312 e u\ moszssvwasss)
o741 : 38367)
esaz (o7 e ; !‘ (3503?32’55) 230,429 4
. 3 | ¥.22.4.00)
(605,468 . " ® 220 0224147 41 35072) £
DEmies - 1. - b o w bo obpebowods fe =, = 3 @ igfe B com om o o e mie - e wogmmmE g
- v N R "2.08,4.56) + =
605477 - 381471 137472} s 5 =
(534534 Ya62487) AN
651550 N 15,513 67505 AN\ssn
530530 s3saof | Y3.49529)
‘777”“y55,557) (5.88,5.88)(5.415.41) (553(553’ 3 ¢ d ¢ g
- (604,601 »\ /"”59" Te2s penew
oarsan / ol
{6.00,6.00 5.99,5.99} \
™ Nl (312,6.22)
(679678 681680} o2
1794695 69569 .
\ 6.807.09)
4 000675 7
773697 16.97,6.97)
¥ 714710y
7 A 7.307.30} GIOIT 587785
(®157.4f 751750 (588,807
©13813 70769 | Mg.a7773 \ Ls
(8.35,8.35) 1784784
18.01,8.00}
(861860 Ye17.8.16)
®80, ass (B sgay 1 .
18.61,8.61}
(Bsess Lo
10
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 05 -10
12 (ppm)
Raw_Data_NMR/2DCOSY sample 24h D
-1
cosy
. o
a zzasax Y
@b 55 308 (118075v1 23077
(101 10\(3 52,1.08) 3.55,1.08) / 3 ’ L A . L,
? e aasosfienostl, 3 .J"\“““’
(397113 (3& zgmaq 3 Q’b Yo.74116)
@onsr P . " ot Y0.83137)
26209 Ganod 4\ : i Yo.5162)
(320220 ' ~Nazs177)- F2
w2058 - h
3 10.89,217}
. (@.232,34] *
P 22
Lonsr w0z BRI ek N
\ / A K 124,3.25) 3
5133.41 s /(3'0292 g S o 6sT289) N
’> 54, 312_/ . Nt 108548 <105355)
. sz g .{ .
(13345 e e AR : 65}/"« 2408 | Yroosss
@8242 357”7,(112 74) (zao S \ La
e
- GeaYy . 3 #.(“5““'&3542&)“3“” sk mom) £
LR e e s « ‘ - ; 3 ~ 2 O T A g
’ ¥ 5403 o NG 16,45 ¥313.4.5 4
O 55 . aszazdl Nassara Ls =
(5.415.41 07,4.927°4§2,4.87) 0\
[i>.08.8.08) tastson \ ¥%s.44,513)
& 2 . (3.53,5.30)
o778 myvas,sm wassad Noazsen fsassh
o . . .
¢ ¢ ws7g. e Nesrsen ﬂmﬂ\ sraoa Le
2.89,6.45) .
{312,6.23) .
masex
{713,
729729 L7
{8.15,7.49) {7.63,7.63)
' k '7:30.7.30) (58077746 01783 )i '
1 % 57757) R0 (5.88,8.01)
;i Vo077 Pee987T AN ls
15.87,7.85}
LN
17.49,814}
(asasasx Ye.24.8.20)
(884,833 "6.43,8.43) T
(851851)
Fo
10
{4.02,10. Aavz 99,10.45)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 05 -10

12 (ppm)

Figura 54. Comparacion cualitativa de espectros COSY(1H—2D) NMR en el pez blanco de
Patzcuaro 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 graficas puede visualizarse los picos unicos
descritos en la Tabla 24. En conjunto los resultados del analisis exploratorio
COSY ('H-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 numero de muestras para demostrar cuales son los metabolitos
involucrados, asi como los cambios en los niveles de presencia/ausencia de los
mismos.

Con las muestras utilizadas para el analisis COSY ('H-2D) también se realizd
un analisis de espectroscopia correlacionada cuantica simple heteronuclear
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) de protones y carbonos
(*H-*C) con el método (hsqcedetgpsisp2.2). Los espectros obtenidos de este
analisis no cumplieron con la resolucion esperada, ya que para obtener una
buena resolucién en los carbonos presentes en las muestras se requiere de un
ambiente criogénico al momento de realizar el analisis de NMR. El laboratorio
donde se realizaron los analisis 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 analisis HSQC ('H-">C)
NMR. Es evidente que el espectro de carbonos (porcidn izquierda de la figura)
no tiene la resolucion adecuada para poder identificar picos espectrales en la
matriz de la grafica. Para futuros trabajos realizar el experimento de HSQC es
importante, ya que aporta informacion precisa para la identificacion de los
metabolitos de una manera mas sencilla que con los otros métodos
desarrollados.

Fish_Head.24 ser

Fish Head

1H-13C 2D HSQC (HSQCE-DETGPSISP2.2)
27 Feb 2017
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Figura 55. Espectro HSQC ('H-"°C) NMR en las muestras del pez blanco de Patzcuaro C.
estor.
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Por ultimo 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 aminoacidos,
carbohidratos, proteinas, lipidos, 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 seran
presentados en la publicacién del articulo correspondiente.
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APENDICE B. SECUENCI'ACI()N GENOMICA DE NOVO DEL PEZ BLANCO
DE PATZCUARO Chirostoma estor

B1. Metodologia de extraccion de ADN y secuenciacion masiva (DNA-seq)

Aunado a los estudios transcriptomicos y metabolomicos, también se realizé la
secuenciacion del genoma de C. estor con un sistema de secuenciacion
masiva (DNA-seq) en el Laboratorio Nacional de Sintesis Ecologica (LANASE),
de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) campus Morelia.

Como primer paso se obtuvo un pez adulto macho de C. estor de las
instalaciones del Laboratorio Nacional de Nutrigendmica y Microbidomica
Digestiva Animal (LANMDA). Este organismo se colocd en agua helada y
posteriormente fue sacrificado para obtener una seccién profunda del musculo
en condiciones de esterilidad, con el fin de evitar contaminacién por bacterias
de la piel o del medio circudante.
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Con el tejido muscular de C. estor se realizo una extraccion de DNA genomico
(DNAg) con el método CTAB y un tratamiento de RNasa (Mirimin et al., 2015).
Una vez que se observo la integridad del DNAg por una electroforesis con un
gel de agarosa al 1.5%, se realiz6 la limpieza y separacion de fragmentos de
DNA con el uso de las perlas AMPure XP segun instrucciones del fabricante
(www.beckman.com).

Una vez obtenidos los fragmentos con el tamano requerido por el Nextera DNA
Library preparation kit, se procedio a construir las librerias de secuenciacion
segun instrucciones del fabricante (www.illumina.com). Se realizé una corrida
de amplificacién y secuenciacion 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 secuenciacién genémica masiva (DNA-seq)

Con la corrida de secuenciacién 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 tamafio del genoma
de otras especies similares. Esto quiere decir que se podria tener una
profundidad de secuenciacion de 163.87X, esto implica que el genoma esta
representado alrededor de 163 veces, con lo que se puede realizar un
ensamble del genoma completo de alta calidad.
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Figura 56. Distribucion de la calidad de las lecturas obtenidas de la secuenciacion del DNAg en
el pez blanco de Patzcuaro C. estor.

Otras caracteristicas del ensamble se presentan en la Tabla 25. En esta tabla
pueden observarse los valores de las 4 lineas utilizadas en la secuenciacion, el
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numero de lecturas, el porcentaje de agrupamiento, la calidad de lecturas,
valores de intensidad, analisis de control de calidad, porcentajes de
alineamiento con el genoma PhiX (genoma de referencia) y errores de la
corrida de secuenciacion.

Tabla 25. Resumen de la corrida de secuenciacion para el DNAg del pez blanco de Patzcuaro
C. estor.

LANE  READ TILES DENSITY CLUSTER  PHAS/PREPHAS READS READSPF %2030  YIELD CYCLES ALGNED ERROR  ERROR  ERROR  ERROR INTENSITY  STATUS
K/ PF(%) (%) ERR (%) RATE RATE RATE RATE CYCLE1
MM2) RATED (%) 35 75 100
CYCLES CYCLES  CYCLES
(%) (%) (%)
1 1 216 21948 9113 0.143/0.145 142283552 129,624416 8532 19.44 150 0.63 0.56 0.16 0.23 0.30 9,118 Qc
4095 Gbp 40.05 40.10 $0.02 +0.04 +0.06 1705 Passed
2 216 21948 9113 0.190/0.182 142283552 129,624416 8257 19.42 150 0.62 1.01 0.26 0.44 0.58 9,502
4095 Gbp £0.05 $0.19 $0.03 $0.07 $0.10 1857
2 1 216 219 16 9118 0.138/0.149 141,773,040 129244784 8558 19.38 150 0.65 0.55 0.16 0.22 0.29 8,961 Qc
10.73 Gbp 40.05 +0.09 $0.02 +0.04 $0.05 1674 Passed
2 216 21946 9118 0.188/0.192 141,773,040 129244784 8238 19.36 150 0.63 0.91 0.23 0.40 0.52 9,100
$0.73 Gbp 40.05 $0.15 $0.02 $0.05 $0.08 4948
3 1 216 21945 91.30 0.140/0.143 141,901,232 129,535480 85.63 19.42 150 0.63 0.56 0.16 0.23 0.30 8,960 Qc
+0.79 Gbp 40.05 +0.09 +0.02 +0.04 +0.05 1705 Passed
2 216 21915 91.30 0.191/0.185 141,901,232 129,535480 82.61 19.39 150 0.62 1.01 0.27 0.45 0.58 9,485
40.79 Gbp 40.05 $0.15 $0.03 $0.06 £0.08 +440
4 1 216 21948 91.36 0.136/0.146 142279936 129978912 8576 19.49 150 0.65 0.54 0.16 0.22 0.29 9,137 Qc
40.96 Gbp 40.08 $0.08 $0.02 £0.04 $0.05 41,202 Passed
2 216 21948 91.36 0.177/0.180 142279936 129978912 8292 1945 150 0.64 0.87 0.23 0.38 0.50 9,905
40.96 Gbp 40.08 $0.15 $0.03 +0.06 $0.08 41,680

Con las lecturas obtenidas de la corrida de secuenciacidn se realizara el
ensamble genomico correspondiente con ayuda de los programas
bioinformaticos disefiados para ensambles De Novo. Con la colaboracion del
grupo de bioinformatica de la Escuela Nacional de Estudios Superiores campus
Ledn (ENES-UNAM).

La informacion obtenida del transcriptoma, metaboloma y genoma de C. estor,
sin duda servira para desarrollar futuras herramientas biotecnologicas que
permitan potenciar el cultivo de esta importante especie. Este esfuerzo es el
primer analisis bajo el enfoque de biologia de sistemas aplicado a un
aterinopsido mexicano. Por lo que se considera que es una fuente de
informacion de primera linea que aportara conocimientos innovadores a la
comunidad cientifica nacional e internacional.
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