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Resumen

Los estados de dormancia permitieron a los seres vivos conquistar regiones
extremas del planeta mediante adaptaciones a ambientes hostiles. Las diapausas de peces
anuales son ejemplos de dormancia funcionado como estrategia de supervivencia a la
desecacion de los charcos estacionales donde habitan. Durante estas tres detenciones, las
actividades vitales disminuyen hasta que las sefiales ambientales determinan su
reactivacion. A pesar del papel crucial de las diapausas en el ciclo de vida de los peces
anuales, los mecanismos moleculares implicados principalmente en la diapausa I, son
desconocidos. Nuestro grupo de investigacion se centra en comprender los mecanismos
involucrados en la regulacién de las diapausas con un enfoque interdisciplinario. En este
contexto, se inici6 un estudio de la expresion génica diferencial mediante un analisis
comparativo entre el repertorio de ARNm de embriones en diapausa | del pez anual
sudamericano Garcialebias charrua, obtenidos en dos condiciones ambientales diferentes
(laboratorio y naturaleza). A partir de estos ARNs, se obtuvo un ensamblado de novo con
10069 transcriptos totales. El analisis de expresién génica diferencial detectdé 5760
transcriptos que cambian su expresion entre las diapausas | obtenidas en condiciones de
laboratorio y en el campo. Entre los fenotipos de diapausa | (A y B) de los embriones
inducidos en el laboratorio se detectaron 60 transcriptos expresados diferencialmente
mientras que en los mismos fenotipos obtenidos en la naturaleza, se detectaron 62
transcriptos con expresion diferencial. Los analisis de componentes principales y de
correlacion de Pearson evidenciaron claras diferencias entre los embriones en diapausa |
colectados en el campo y aquellos inducidos en el laboratorio, indicando que las
condiciones ambientales influyen fuertemente en la expresion génica durante esta
detencion. Mediante el analisis de coexpresion se identificaron grupos de genes con
expresion especifica en embriones provenientes del campo enriquecidos en funciones
moleculares asociadas a la regulacién transcripcional, union al ADN, proteccion frente al
dafio gendmico y regulacién enzimatica. Los analisis de ontologia génica y de
enriquecimiento funcional mostraron la participacion de vias de senalizacion como la IGF, la
TGF-B/SMAD, y la Nodal. Entre los genes de interés identificados se destacaron los factores
de transcripcion FoxH1 y Homeobox-like 4, una proteina de choque térmico frio, el elemento
transponible LINE1 y un integrante de la via IGF (IGF2BP) cuya maxima expresion se
observo en las diapausas | del campo. Estos genes representan potenciales reguladores de
la dormancia embrionaria en respuesta a las sefiales ambientales. El analisis filogenético
del gen FoxH1 mostré una fuerte conservacién funcional entre especies de peces anuales.
Los estudios de seleccién molecular revelaron regiones bajo presion selectiva purificadora y
codones bajo seleccidén diversificadora episddica. Estos resultados demuestran que la
regulacion de la diapausa | en G. charrua depende de una interaccidon compleja entre
factores ambientales y redes genéticas altamente conservadas, pero modulables, lo que
otorga a esta especie una notable plasticidad adaptativa. Este trabajo aporta evidencia
sobre el efecto que ejercen las sefales ambientales en el campo y en el laboratorio. El
estudio de las diapausas en peces anuales permite plantear preguntas que entrelazan las
dimensiones ecoldgica, evolutiva y de biologia del desarrollo.

Introduccion



Los organismos extremdfilos habitan regiones con condiciones adversas y presentan
mecanismos de adaptacién (dormancia) que les permiten sobrevivir en esos ambientes.
Representantes de diferentes niveles evolutivos experimentan estos estados tan especiales.
Son ejemplos de dormancia la criptobiosis en tardigrados y rotiferos, la hibernacion en un
insecto del Artico, la esporulacién en las levaduras, el enquistamiento del crustaceo
Artemia, la dormancia en las semillas de las plantas y las detenciones reversibles en el
desarrollo embrionario o diapausas en mas de 130 especies de mamiferos y en los peces
anuales (Lubzens y col. 2010; Fenelon y col. 2014; Hand y col. 2016).

Los peces anuales (Cyprinodontiformes) son teledsteos dulceacuicolas de América y
Africa. Habitan charcos temporales con marcadas fluctuaciones en factores abidticos (pH,
turbidez, oxigeno disuelto y temperatura) que implican para los peces una gran adaptacion y
tolerancia al estrés ambiental (Podrabsky y col. 2016) y una historia de vida que consta de
dos fases: seca y humeda. Durante la fase humeda (época de lluvias), los adultos se
reproducen en los charcos generando embriones que permanecen en el fondo de los
mismos. Al iniciarse la estacidon seca, las masas de agua desaparecen causando la muerte
masiva de la poblacion adulta (Figura 1). Por lo tanto, la supervivencia de estas especies
depende de los embriones enterrados en el sustrato (Wourms, 1972a).
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Figura 1. Ciclo de vida de los peces anuales en las masas de agua dulce temporales que habitan. A:
charco inundado durante la estacidon lluviosa. Se muestra un macho (izquierda) y una hembra
(derecha) de la especie Garcialebias charrua. B: el mismo charco durante la estacion seca (verano),
momento en el que los adultos han desaparecido y los embriones permanecen en una etapa de
detencion del desarrollo previa a la eclosion. Tomada de Berois y col. (2024, p. 51).

Peces anuales sudamericanos

Dentro de los peces anuales sudamericanos se destaca el grupo de géneros
Austrolebias (Cyprinodontiformes, Rivulidae) (Costa 2006, Alonso y col. 2023), un modelo
emergente de peces anuales (Berois y col. 2014). Este grupo incluye 11 géneros y 61
especies distribuidas en la cuenca de los rios Parana-La Plata, en el sistema de lagunas
costeras Patos-Merin y en la cuenca amazédnica del sudoeste de América (Alonso y col.
2023). Es uno de los grupos mas extensos de peces anuales neotropicales y para Uruguay
estan citadas mas de 20 especies, algunas de las cuales son endémicas y otras son
compartidas con Brasil y Argentina (Loureiro y col. 2018, Alonso y col. 2023). Al igual que



otros teledsteos, estos peces presentan caracteristicas ventajosas para la investigacion del
desarrollo embrionario tales como la oviparidad, la transparencia de los embriones, largos
periodos de reproduccién y la facilidad de mantenimiento en condiciones de laboratorio.
Asimismo, presentan algunos atributos particulares relacionados con su singular ciclo de
vida. Han desarrollado un ciclo de vida anual (menor a un afio) que les permite sobrevivir y
reproducirse en ese entorno efimero (Wourms, 1967) y son considerados uno de los grupos
de vertebrados con embriones extreméfilos mas peculiares (Berois y col. 2012).

Las especies del grupo de géneros Austrolebias presentan un tamafio genémico de
aproximadamente 5,95 + 0,45 pg/célula diploide, similar al del genoma humano, mientras
que Cynopoecilus melanotaenia, una especie anual con una distribucion geografica
restringida al sureste de Uruguay y sur de Brasil, presenta un tamafo de 2,72 + 0,06
pg/célula diploide (Garcia y col. 2014). El drastico aumento de ADN nuclear encontrado en
especies de este grupo estaria asociado con un aumento considerable en la proporcion de
elementos transponibles (ETs) (Garcia y col. 2015, Gajardo-Escobar y col. 2026). La
mayoria de estas especies son endémicas de areas geograficas muy restringidas. Su
ubicacion y distribucion limitada, junto con la grave transformacién del uso del suelo que se
esta produciendo en la region (deforestacion, cultivos de arroz y soja, mineria a cielo abierto
y turismo), sittan a muchas de ellas en la Lista Roja de la UICN (Loureiro y col. 2018;
Garcia y col. 2025).

Dentro de este grupo, Garcialebias charrua, anteriormente conocida como
Austrolebias charrua (Costa y Cheffe, 2001; Alonso y col. 2023), se distribuye en tierras
bajas que incluyen los Bafhados del Este, una Reserva de la Biosfera y Sitio Ramsar del
este de Uruguay (Probides, 1999) y el sur de Brasil. Esta especie ha mostrado una
adaptacion 6ptima a las condiciones de laboratorio, por lo tanto, ha sido posible analizarla
mediante diferentes enfoques multidisciplinarios como la proteémica (Chalar y col., 2021), la
transcriptdmica (Papa y col. 2024) y la gendmica (Gajardo-Escobar y col. 2026)

Caracteristicas particulares del desarrollo embrionario

Los embriones de los peces anuales son resistentes al estrés ambiental
(desecacion, temperaturas variables e hipoxia severa) (Podrabsky y col. 2016). Durante el
desarrollo temprano, ocurre una fase de dispersion y reagregacion (D/R) de blastomeras
que desacopla la epibolia (primer movimiento de gastrulacién en peces) del ingreso del
endomesodermo en las dimensiones temporal y espacial, a diferencia de lo que ocurre en
los teledsteos no anuales. Aunque este proceso fue descrito hace varias décadas (Wourms,
1972a,b,c), el mecanismo molecular que lo controla aun no ha sido dilucidado. Se ha
evidenciado que el ARNm del gen cordina (asociado con la formacién del eje dorso-ventral
en vertebrados y muy conservado en la evolucion), presenta un patron de expresion unico
en el pez anual sudamericano Austrofundulus limnaeus comparado con otros teledsteos.
Este hecho indicaria un posible rol de este gen durante la fase D/R especifica del desarrollo
de los peces anuales (Wagner y Podrabsky, 2015). Otra particularidad de este grupo de
peces es que los embriones son capaces de detener el desarrollo en tres estadios
diferentes: diapausa | (D), diapausa Il (DIl) y diapausa Il (DIll) (Figura 2) (Wourms, 1972c).



Diapausas en peces anuales
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Figura 2. Ubicacién de las diapausas durante el desarrollo de un pez anual, desde la fecundacion
hasta la eclosion. Las imagenes corresponden a embriones de Garcialebias charrua y representan
las etapas de fase dispersa (100 % de epibolia; DI), embridon somitico (DIl) y embridon preeclosion
(DII). S: somites; Vop: vesiculas opticas; Vot: vesiculas 6ticas. Tomada de Berois y col. (2024, p. 57).

Cada una de las diapausas presenta una duracion variable y originalmente se las
clasificé en facultativas u obligatorias dependiendo del género (Wourms 1972c¢). Sin
embargo, Podrabsky y Wagner, 2016 han sugerido que las diapausas son siempre
facultativas en peces anuales, pero se vuelven obligatorias en ciertas circunstancias
ambientales.

La DI ocurre durante la fase de dispersion total de blastomeras (100% epibolia), es
inducible por bajas temperaturas e hipoxia y ha sido interpretada como un control temprano
ejercido por el ambiente sobre el desarrollo (Wourms, 1972b; Arezo y col. 2017). En los
peces anuales africanos del género Nothobranchius, esta detencion fue descrita como
consecuencia de una senal quimica secretada por los peces adultos (Inglima y col. 1981;
Denucé 1989) hasta ahora no identificada. Asimismo, se ha demostrado, mediante
experimentos in vivo en embriones de N. furzeri, que las células dispersas en DI no se
dividen (Dolfi y col. 2019). En G. charrua se ha evidenciado la induccién de esta diapausa
en embriones cultivados en presencia de adultos, bajas temperaturas e hipoxia. Ademas, se
ha observado el ingreso a la DI de manera espontanea (en ausencia de sefiales de
induccion) y la existencia de dos fenotipos alternativos de la misma: DIA y DIB. Estos
fenotipos alternativos (Figura 3) aportarian una mayor diversidad entre la poblacién de
embriones, los cuales responderian de forma diferencial a las sefiales ambientales (Arezo y
col., 2017).



Figura 3. Fenotipos de la DI identificados en G. charrua. A) DIA: las blastomeras profundas (flechas)
se encuentran separadas unas de otras, B) DIB: las blastomeras profundas (flechas) se encuentran
formando agrupaciones. Modificado de Arezo y col. 2017 (Ld: gota lipidica, Cf: flamentos coridnicos).

Recientemente, se han identificado 695 transcriptos cuya expresion varia en
embriones de G. charrua inducidos a DI en condiciones de laboratorio, respecto al estadio
mas temprano del desarrollo embrionario (estadio materno: 1 a 16 células). Ese andlisis
transcriptdmico revelé que las vias de sefalizacion asociadas a la diapausa en otras
especies (por ejemplo: insulina/IGF, vitamina D, Wnt y polycomb), asi como las proteinas de
choque térmico, también estan involucradas en la induccién de la DI en esta especie (Papa
y col. 2024). Asimismo, se ha documentado una expresion diferencial de genes
relacionados con la replicacion del ADN, el ciclo celular y otros procesos biologicos al
comparar embriones en DI y DIll de N. guentheri (Gao y col. 2022).

La DIl ocurre durante la organogénesis (estadio de 35-40 somites). Los datos mas
significativos sobre esta etapa, que es la mas estudiada, se han obtenido en A. limnaeus
(Podrabsky y Hand, 2015; Clouser y col. 2025). Los embriones en DIl de A. limnaeus
presentan el metabolismo deprimido en un 90% y un alto nivel de tolerancia a la anoxia
(Podrabsky y Hand, 1999; Podrabsky y col. 2007). La via de sefalizacion del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), el procesamiento alternativo de ARNm y pequefos
ARNNc (no codificantes) estarian regulando esta etapa (Romney y Podrabsky, 2017; Woll y
Podrabsky, 2017). Asimismo, Romney y col. (2018) demostraron que la via de senalizacion
de la vitamina D es capaz de integrar la informacion ambiental a los programas de
desarrollo asociados con las trayectorias alternativas de estos embriones, de manera que la
sintesis de vitamina D3 promueve el desarrollo activo, mientras que su inhibicién conduce a
la entrada en DIIl. Recientemente, Clouser y col. (2025) demostraron que la condiciéon de
anoxia experimentada durante esta detencion en A. limnaeus despliega una respuesta
transcriptomica al estrés consistente con los desafios para la homeostasis celular en la
anoxia. Otros analisis transcriptdmicos de la DIl en N. furzeri revelaron que, ademas de ser
mantenida activamente por reguladores especificos de la cromatina, involucra cambios
fisiolégicos que protegen al organismo del envejecimiento, preservandolo durante periodos
prolongados (equivalentes a la vida media de los adultos), sin consecuencias en el
crecimiento, fertilidad y expectativa de vida del organismo (Hu y col. 2020). Estudios
integrativos multiomicos mostraron que la DIl evolucion6 mediante una remodelacion



reciente de elementos reguladores en duplicados de genes muy antiguos (paralogos)
presentes en todos los vertebrados. Utilizando técnicas de edicion génica basadas en
CRISPR-Cas9, identificaron los factores de transcripcion REST/NRSF y FOXO como
elementos cruciales para el programa de expresion génica en la DIl, incluyendo genes
involucrados en el metabolismo lipidico (la diapausa muestra un perfil lipidico distintivo, con
un aumento de triglicéridos con acidos grasos de cadena muy larga) (Singh y col. 2024).

La DIl ocurre en la etapa pre-eclosion (Wourms, 1972c). En esta diapausa el
metabolismo decrece progresivamente comparado con los embriones inducidos a
eclosionar (Levels y col., 1986; Podrabsky y Hand, 1999). Andlisis transcriptdmicos, han
reportado 945 genes expresados diferencialmente entre embriones en DIl y larvas del pez
anual sudamericano Nematolebias whitei (Thompson y Orti, 2016) asi como la importancia
del metabolismo de la glucosa entre embriones en etapa de eclosién y en DIIl del africano
N. guentheri (Gao y col. 2022). Un estudio enfocado en la expresion diferencial de diversas
proteinas entre embriones en DIIl y pre-eclosién de G. charrua, revelé un cambio de
expresion en varias proteinas involucradas en vias metabdlicas, tolerancia al estrés,
reparacion del ADN, modificaciones epigenéticas y cambios en proteinas del citoesqueleto
(Chalar y col. 2021).

Muchas de las vias de sefializacion implicadas en la regulacién de las diapausas en
diferentes organismos, también regulan el crecimiento durante el desarrollo activo (Karp,
2021). Se ha propuesto que la regulacion negativa de estas vias promotoras del crecimiento
es un mecanismo molecular comun en diferentes especies de invertebrados y vertebrados
que permitié la evolucion de las diapausas (Romney y col. 2018; Karp, 2021). La via de
sefalizacién de la insulina/IGF funcionaria universalmente como un mecanismo
anti-diapausa que controlaria la fisiologia celular mediante modificaciones metabdlicas.
Asimismo, la sefalizacién por receptores hormonales nucleares (NHR) también regula el
ingreso a la diapausa. Sin embargo, el tipo de receptores involucrados no se conservan
entre las distintas especies (Karp, 2021).

Las diapausas en peces anuales son una estrategia de supervivencia en un
ambiente efimero, cambiante y hostil para un teledsteo. Durante estas etapas se produce
una reduccidén o suspension de las actividades fisiolégicas hasta que las condiciones
ambientales se vuelven favorables con la llegada de las lluvias. Los embriones pueden
desarrollarse continuamente o atravesar las diapausas con duraciones variables, por lo que
embriones de un mismo desove pueden desarrollarse y eclosionar en momentos diferentes.
Esta adaptacion fisiolégica en el control del desarrollo embrionario se denomina “efecto
multiplicador” (Figura 4). Desde una perspectiva ecologica, este fendmeno introduce
diferentes tiempos de desarrollo en la trayectoria embrionaria y constituye una ventaja
adaptativa en un ambiente tan cambiante como es el de los charcos temporales (Wourms,
1972c).
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Figura 4. Esquema que representa el “efecto multiplicador”, donde se muestran las trayectorias
alternativas (A, B y C) que puede seguir un embridon de pez anual. Los tiempos de cada trayectoria
son especie-especificos. H1-H8, representan los distintos tiempos totales posibles de desarrollo.
Tomado de Berois y col. (2024, p. 60).

La respuesta embrionaria a los factores ambientales (plasticidad fenotipica) genera,
en sentido probabilistico, la reaccion apropiada a las condiciones ambientales. Embriones
de un mismo desove, cultivados en condiciones similares a su ambiente natural pero sin
informacién sobre el momento de la estacion anual, muestran variabilidad en la entrada,
duracion y salida de las diapausas lo que sugiere la influencia de factores intrinsecos como
la variabilidad genética. Este fendmeno es consistente con la estrategia de “bet-hedging”
(no apostar la eclosion de los embriones a un mismo momento) que genera un amplio rango
de fenotipos que maximizan la adaptacion a estos ambientes (Furness y col. 2015). Por
ejemplo, en N. furzeri los embriones son capaces de sobrevivir largos periodos en diapausa
obteniéndose eclosiones exitosas luego de tres anos de almacenamiento (Cellerino y col.,
2015).

Por lo planteado anteriormente, la entrada en las DI y DIl o continuacion hasta la DIl
y eclosion depende de varios factores tales como la edad materna, el fotoperiodo, la
temperatura, la hipoxia, la presencia de adultos y la variabilidad genética poblacional
(Podrabsky y col. 2016). Los mecanismos involucrados en la transferencia e integracion de
informacion de los adultos a los embriones son probablemente epigenéticos (Podrabsky y
col. 2010). La produccion de embriones diapausicos dependeria de la presencia de
determinados tipos de ARNs o proteinas mientras que variantes de procesamiento
alternativo de ARNs generarian embriones de escape (desarrollo continuo) (Romney y
Podrabsky, 2017). Sin embargo, es importante considerar que, aunque las influencias
maternas comprometerian al embrién hacia determinada trayectoria, los embriones
responderan a las claves ambientales experimentadas superando a las sefales de origen
materno (Levels y Denuce, 1988; Podrabsky y col. 2016).
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La trayectoria de desarrollo continuo es tipica de los peces no anuales del género
Cyprinodontiformes y de los teleésteos en general, y posiblemente sea el mecanismo
ancestral. La diapausa habria evolucionado por evolucién convergente (Furness y col.
2015).

Desarrollo embrionario de los peces anuales en su habitat natural

Los peces anuales actualmente estan atrayendo la atencion de los investigadores
debido a las particularidades mencionadas de su biologia, la posibilidad de mantenerlos en
condiciones de laboratorio (Berois y col. 2012), ser un valioso modelo en la investigacion
sobre las diapausas y la senescencia (Hu y col. 2020; Singh y col. 2024) y su fuerte vinculo
con los humedales como un ecosistema en peligro global de extincion, especialmente a la
luz del cambio climatico en curso (Erwin, 2009, Garcia y col. 2025).

Como se menciond anteriormente, estos peces poseen la capacidad de
desarrollarse activamente frente a condiciones ambientales muy variables, a menudo
extremas, que la mayoria de las especies no soportaria 0 que provocarian un desarrollo
embrionario anormal. Este grupo proporciona una oportunidad incomparable para estudiar
la evolucién de fenotipos alternativos del desarrollo (desarrollo directo en comparacién con
la diapausa) y la alta tolerancia a factores de estrés medioambientales. Actualmente, existe
un creciente interés en conocer como se integran estos factores extrinsecos en los
programas de desarrollo embrionario para comprender las consecuencias ecolégicas y
evolutivas de posibles patrones de desarrollo alterados. En este sentido, es esencial
trabajar con organismos en un contexto ambiental y ecoldgicamente relevante. Los
organismos tradicionalmente utilizados como modelo en estudios sobre la biologia del
desarrollo, no siempre son la mejor opcion para responder estas interrogantes, ya que
corresponden principalmente a lineas de laboratorio alejadas de su propia historia de vida
en la naturaleza. Por lo tanto, hay una creciente necesidad de expandir el enfoque hacia
estudios sobre el desarrollo embrionario en organismos que sean adecuados para
experimentar en el laboratorio pero que, a su vez, brinden la oportunidad de investigar su
historia de vida en un contexto ecolégico-ambiental. Esto habilita un marco relevante para
abordar preguntas que integran las dimensiones ecoldgica, evolutiva y de biologia del
desarrollo (Podrabsky y Arezo, 2017).

Los datos basicos sobre la historia de vida y la ecologia de las poblaciones de peces
anuales son muy escasos. En América del Sur, los humedales estan ubicados en paises en
desarrollo que juegan un papel esencial en la produccién internacional de cultivos y
contienen charcos temporales que albergan una gran diversidad de especies de peces
anuales en riesgo de extincion (Garcia y col. 2025). A su vez, la principal falta de
conocimiento en relacion a la historia de vida de los peces anuales en la naturaleza radica
principalmente en el desarrollo embrionario. Los primeros datos en esta area provienen del
pez anual de Méjico, Millerichthys robustus, en el cual se reportdé que todos los embriones
extraidos del sustrato se encontraban en DI (Dominguez-Castanedo y col. 2013).

Un estudio mas exhaustivo sobre el curso del desarrollo en el ambiente natural fue
realizado por Polacik y col. (2021) en peces anuales africanos. En ese trabajo de campo se
observé que durante la fase de inundacion y el pico de la fase seca, el banco de embriones
muestra una estricta sincronia en el desarrollo en respuesta a los factores ambientales
imperantes. Mientras los charcos estan inundados, los embriones permanecen detenidos en
DI (senal ambiental confiable: hipoxia). Durante el pico de la estacion seca, los embriones
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se encuentran en DIl (sefial ambiental confiable: aumento de oxigeno en el sustrato). Hacia
el comienzo y el final de la estacién seca, donde las sefales ambientales son mas
ambiguas, los embriones se encuentran distribuidos en DII, post-diapausa Il y DIll. En estas
fases del ciclo, los embriones podrian experimentar la estrategia de “bet-hedging” (Furness
y col. 2015) en respuesta a condiciones ambientales inciertas. Esa asincronia en el
desarrollo, durante esas fases del ciclo, seria una consecuencia del cambio en las
micro-condiciones de incubacion donde el microhabitat de cada embrién experimentaria
cambios continuos pero graduales (por ejemplo: el secado progresivo de superficie al fondo
del charco) (Polacik y col. 2021).

Si bien los datos obtenidos en el campo no demuestran un vinculo causal directo
entre los factores ambientales y el desarrollo embrionario, si revelaron patrones de
desarrollo claros asociados a cambios en determinadas condiciones ambientales (factor
ambiental unificador: inundacion/sequia). Estos hallazgos son robustos y generalizables ya
que son replicables entre poblaciones de distintos charcos y fueron observados en distintas
especies africanas de peces anuales y en regiones geograficas distantes. Asimismo, estas
observaciones estan apoyadas por disefios experimentales en el laboratorio (Polacik y col.
2021). Este mismo patrén fue corroborado en algunas especies anuales sudamericanas,
Austrolebias bellottii, Titanolebias elongatus, Argolebias nigripinnis, G. charrua, y
Acantholebias luteoflammulatus que habitan en Uruguay (Polacik y col. 2023).

Estos trabajos mostraron que el desarrollo embrionario observado en el laboratorio
difiere del identificado en la naturaleza. En el laboratorio la dinamica es principalmente
asincronica y en la naturaleza es sincrénica practicamente durante todo el ciclo (excepto en
los momentos de inicio o fin de la fase seca) (Polacik y col. 2021, 2023).

Con respecto a la DI, en condiciones de laboratorio, se ha reportado que esta
detencién es extremadamente rara o ausente en embriones de Argolebias nigripinnis
(Peters, 1963), Austrofundulus myersi, Nothobranchius furzeri (Wourms, 1972a),
Aphyosemion, Cynopoecilus melanotaenia (Wourms, 1972c), Garcialebias viarius (Arezo y
col., 2005) y A. limnaeus (Wagner y Podrabsky, 2015) cultivados a 25 °C. Sin embargo, los
trabajos de Polacik y col. (2021, 2023) mostraron que, durante la fase de inundacion, los
embriones de las especies analizadas se encuentran detenidos en DI. Estos hallazgos
evidencian la relevancia ecoldgica que presenta la DI sugerida previamente por Arezo y col.
(2017).

Genes candidatos y vias regulatorias implicadas en las diapausas

En diversos trabajos se han estudiado funciones moleculares y procesos biolégicos
de varios genes involucrados en las diapausas. En A.limnaeus, se encontré que la via de
sefalizacién de IGF podria desempefiar un papel relevante en las transiciones metabdlicas
y en la regulacion de los estadios diapausicos (Woll y Podrabsky, 2017).

En los ultimos anos, se destacan los factores de transcripcion de la familia Forkhead
box (FOX), ampliamente conocidos por su papel en la regulaciéon del ciclo celular, la
diferenciacién, el metabolismo y la respuesta al estrés (Lam y col. 2013). En los peces
anuales, los FOX han sido implicados directamente en la regulacién de distintos estadios de
diapausa. En A. limnaeus, se han identificado a miembros de la familia FOX entre los
candidatos asociados a la entrada, mantenimiento y salida de la DIl (Woll y Podrabsky.
2017). Analisis protedmicos en G. charrua también han detectado proteinas de la familia
FOX especificamente enriquecidas durante la DIIl, lo que sugiere un papel funcional en el
mantenimiento o establecimiento de esta diapausa (Chalar y col. 2021). La importancia de
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esta familia no se limita a los peces anuales. Revisiones comparadas en distintos
organismos que experimentan dormancia (incluyendo insectos, nematodos y mamiferos),
destacan que los factores FOX, en particular los subgrupos FOXO, actuan como nodos
centrales en la regulacion de vias de supervivencia, control del metabolismo, resistencia al
estrés y detencion del ciclo celular, todos procesos fundamentales en las diapausas (Webb
y Brunet, 2014; Martins y col. 2016). Esta convergencia funcional sugiere que la
participacién de los FOX en la dormancia es un rasgo evolutivamente conservado en
muchos grupos, géneros y especies (Sweet y Hu 2025).

Un trabajo reciente sugiere la existencia de un nucleo de genes conservados entre
especies de peces anuales involucrados en la regulacion de la DIl (Thompson y col. 2024).
Entre estos se encuentran genes Homeobox, una familia de factores de transcripciéon
fundamentales en la regulacién de programas de desarrollo embrionario (McGinnis vy
Krumlauf, 1992; Keynes y Krumlauf, 1994). En peces anuales del grupo de géneros
Austrolebias ya se han reportado genes Hox, destacando su posible relevancia en procesos
de desarrollo en estos peces (Gutiérrez y col. 2007). Asimismo, en otros organismos se ha
asociado la regulacion de genes Homeobox con estados de dormancia y reprogramacion
metabdlica. En insectos en diapausa se han detectado cambios en la expresion génica
relacionados con el control del desarrollo y con la regulacién metabdlica (Bradshaw vy
Holzapfel, 2010; Bao y Xu, 2011). En mamiferos, ademas, se ha demostrado la participacion
de genes Homeobox especificos en la regulacion de la diapausa embrionaria durante
etapas tempranas del desarrollo (Cha y col. 2020).

En este contexto, el presente trabajo se enfocé en estudiar los genes expresados
diferencialmente y los grupos de genes co-expresados entre embriones en DI de G. charrua
colectados en el campo y obtenidos en el laboratorio.
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Hipotesis de trabajo:

Los embriones detenidos en DI (fenotipos A y B) inducidos en condiciones de laboratorio
son similares, a nivel transcriptémico, a los colectados en su habitat natural.

Objetivo general

Aportar al conocimiento de las diapausas de Garcialebias charrua, mediante la
caracterizacion de los perfiles de expresién diferencial y genes co-expresados enla DI (Ay
B) obtenidas en condiciones naturales y en el laboratorio.

Objetivos especificos

1. Obtener ARN total de embriones de G. charrua en DI (fenotipos A y B) colectados en la
naturaleza e inducidos en el laboratorio, asi como de las etapas anteriores a la DI (materno,
epibolia) y de la etapa posterior (reagregado) en condiciones de laboratorio.

2. Realizar el ensamblado de novo del transcriptoma de referencia para los estadios
embrionarios mencionados a partir de las secuencias obtenidas.

3. Estudiar la poblacion de ARN mensajeros de los estadios embrionarios mediante
secuenciacién masiva y analizar la expresién diferencial de ARN mensajeros de embriones

en DI con respecto a los estadios del desarrollo previamente mencionados.

4. Analizar los grupos de genes co-expresados en embriones de G. charrua en la DI de
campo Yy laboratorio.

5. Identificar diferentes genes candidatos vinculados a la diapausa (via IGF, proteinas de
choque térmico, Forkhead, Homeobox) en los transcriptomas ensamblados.

6. Evaluar las diferencias y similitudes entre los embriones detenidos en DI colectados en el
campo Yy los inducidos en el laboratorio.

7. Realizar analisis filogenéticos y de seleccién en alguno de los genes de interés con
funcién relevante en la DI.
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Materiales y Métodos
1. Colecta y mantenimiento de los adultos en el laboratorio

Se colectaron hembras y machos adultos de G. charrua en agosto del 2019 en un
charco ubicado en La Coronilla (Departamento de Rocha, Uruguay, 33°53'46.5"S
53°30'56.2"W). Luego del periodo de cuarentena, se colocaron 2 o 3 hembras junto con 1
macho en los tanques de reproduccién de 20 litros, dentro del sistema de recirculacion,
siguiendo las condiciones descritas en Papa y col. (2016) y de acuerdo al protocolo
aprobado por la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal (CHEA) de la Universidad
de la Republica (codigo de protocolo 240011-002308-14). En el sistema de recirculacion, los
peces fueron mantenidos en un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y a una
temperatura del agua de 19 °C, con alimentacion viva ofrecida diariamente (Daphnia magna
y Enchytraeus sp.). El desove se realizé6 de forma natural en el sustrato ofrecido para el
mismo que contenia esferas de vidrio (500 um de diametro Thomas Scientific Swedesboro
USA) en el fondo (Papa y col. 2016). Los eventos de desove se limitaron a un periodo entre
5 a 12 horas para asegurar la recoleccion de embriones entre 1 y 16 células.

2. Diseo experimental para la obtenciéon de los estadios embrionarios en
laboratorio

Se recolectaron los huevos recién fecundados y los embriones viables se dividieron
en distintos grupos. Un grupo, denominado estadio materno (Mat), contenia embriones
entre 1 y 16 células. Otro grupo contenia embriones sin sefales de induccién a diapausa
(NolInDl), obtenidos a partir de embriones en Mat cultivados en agua de acuario sin adultos.
El agua de acuario estaba desionizada, restituida con sal sintética para acuarios marinos
Tetra Marine Salt Pro, con una conductividad de 300 uS 'y pH entre 7y 7,5 a 19 °C durante
72 horas. Posteriormente se obtuvieron los estadios de epibolia 80-90% (Epi) (Arezo y col.
2005) y reagregado Il (Reag) (Pereiro y col. 2017) cultivando los embriones desde Mat
hasta alcanzar estos estadios. En paralelo, se colocaron los embriones en Mat en los
dispositivos de induccién siguiendo el protocolo descrito por Arezo y col. (2017). A las 72
horas se obtuvo un grupo denominado induccion de diapausa | (IndDI). Transcurridos 30
dias de permanecer en los dispositivos de induccion se obtuvieron embriones en DI, en sus
dos fenotipos (DIA_Lab y DIB_Lab) (Figura 5).
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Laboratorio

No induccion a diapausa 4 dias Epibolia
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(IndDI) (DIB_Lab) (Reag)
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(DIA_Lab)

Campo
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(DIA_Camp)

Diapausa IB
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Figura 5. Diagrama que ilustra temporalmente los diferentes estadios del desarrollo embrionario de
G. charrua. Se representan los distintos caminos experimentales realizados en condiciones de
laboratorio para obtener embriones en cada estadio. Los tiempos indicados (en dias) corresponden a
la duracion entre cada etapa bajo condiciones experimentales controladas. En el campo (diagrama
abajo a la derecha), se obtuvieron embriones en diapausa IA y IB.

3. Colecta de embriones en el campo

Se realizaron tres salidas de campo para colectar embriones en DIA y DIB, en
condiciones del ambiente natural. Las muestras se obtuvieron del mismo charco donde se
capturaron los reproductores que generaron las muestras de laboratorio. Los embriones se
obtuvieron colando el barro asociado a las raices de las plantas acuaticas con un colador de
metal, utilizando un método adaptado de Polacik y col. (2023). Estos embriones se
diagnosticaron mediante microscopia fotonica en el laboratorio montado en la Colonia de
Vacaciones del Ministerio de Transporte y Obras Publicas (MTOP) en La Coronilla.

4. Flujo de trabajo para la secuenciacién de los transcriptomas embrionarios
La secuenciacion masiva de los transcriptomas de los distintos estadios

embrionarios de G. charrua se llevé a cabo mediante una serie de pasos que se describen a
continuacion (Figura 6).
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Figura 6: Esquema del flujo de trabajo para la obtencion, anotacion e interpretacion de los
transcriptomas obtenidos en los diferentes estadios del desarrollo embrionario (modificado de
(Omondiy col. 2023).

4.1 Extraccion de ARN total

Se generaron ftriplicados biolégicos para cada uno de los grupos obtenidos en el
laboratorio: Mat, IndDI, NolndDI, DIA_Lab, DIB_Lab, Epi y Reag (Figura 5), utilizando entre
28 y 33 embriones por muestra. En las muestras de campo (DIA_Camp y DIB_Camp), cada
réplica incluyé entre 11 y 24 embriones. En total, se obtuvieron 27 muestras. Se
estabilizaron los ARNs de los embriones con TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE) utilizando una relacién de volumen de 50 ul por embrién. Se almacenaron a
-80°C hasta su procesamiento para el aislamiento de ARN total.

La extraccion de ARN total se realizé de acuerdo a las instrucciones detalladas en el
prospecto del TRIzol™. La cantidad y calidad del ARN extraido se evalué mediante
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electroforesis capilar en un Bioanalyzer 2100 utilizando el kit Eukaryote Total RNA Nano
(Agilent, Santa Clara, CA). Para los analisis posteriores, se seleccionaron las muestras con
concentraciones entre 0,5 y 1,2 ug y valores de integridad (RIN, por su sigla en inglés)
superiores a 6,8.

4.2 Secuenciacion masiva del transcriptoma

Mediante la técnica de RNA-seq, se realizd la secuenciacion del transcriptoma
extraido en cada uno de los estadios embrionarios de interés (Mat, IndDI, NolndDlI,
DIA Lab, DIB_Lab, DIA Camp, DIB_Camp, Epi y Reag) (Figura 5) y sus triplicados
biolégicos, utilizando la plataforma Novaseq de 40 millones de lecturas por muestra y
fragmentos de 100 nucledtidos pareados. Se construyeron y secuenciaron bibliotecas de
ARNmM de cadena TruSeq (plataforma 2x150 Illumina HiSeq2500) en la empresa Macrogen
(Sedl, Corea).

4.3 Control de calidad y edicién de las secuencias

Se verifico la calidad de los resultados de secuenciacién obtenidos con el programa
FastQC (Andersson, 2010), donde se busco que las bases tuvieran una calidad (Q) mayor o
igual a 30 (Phred mayor o igual a 30). Esto significa que la probabilidad de que esa base
sea incorrecta es de 1 en 1000. Algo similar ocurre con el valor de Q20 que corresponde a
una probabilidad de error de 1 en 100 (precision del 99%). Estos valores permiten estimar la
confiabilidad de los datos antes del ensamblaje. Las bases con menor valor de calidad se
descartaron. Luego se eliminaron los adaptadores de secuenciacion con el programa CLC
Genomics Workbench 10.1.1 (www.qgiagenbioinformatics.com).

4.4 Ensamblado de novo para la obtencion del transcriptoma de referencia

Para realizar el ensamblado de novo, se utilizé el servidor del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE), equipado con 20 microprocesadores y
220,37 GB de memoria RAM. EIl servidor estad configurado con un entorno de linea de
comandos y configuracion de paquetes de software de Bio-Anaconda (Anaconda,Inc.
https://www.anaconda.com/products/distribution).

Se realizaron andlisis de calidad, recorte de longitud (realizado sélo en secuencias
adaptadoras) y RNA-seq utiizando CLC  Genomics  Workbench  10.1.1
(www.giagenbioinformatics.com). Las lecturas de la secuenciacion de las muestras de los
embriones (Mat, IndDI, NolndDI, DIA, DIB de campo y laboratorio, Epi y Reag) y sus
triplicados, se alinearon con el transcriptoma de referencia de G. charrua, generado y
anotado por Gajardo-Escobar y col. (2026), utilizando un conjunto de procesos (pipeline) de
RNA-seq de CLC Genomics Workbench 10.1.1.para la normalizacion TMM (Robinson vy
Oshlack 2010). EI mapeo, la reproducibilidad y las propiedades estadisticas generales se
evaluaron utilizando la correlacién de Pearson y un analisis de componentes principales
(PCA).

Las lecturas de la secuenciacion masiva depuradas en el paso anterior, se trataron
mediante un ensamblado de novo con el programa Trinity v2.8.5 (Grabherr y col. 2011).
Dentro del mismo, se utilizé el médulo “Inchworm” para construir los contigs iniciales a partir
de k-mers frecuentes (k-mer es una subsecuencia de longitud fija k a partir de una
secuencia de ADN que se usa en un algoritmo para reconstruccion de genes). Luego se
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utilizé el médulo “Chrysalis” para agrupar los contigs en componentes (o grupos) basados
en k-1-mers compartidos, generar las lecturas que los conectan y construir los grafos de
Bruijn (Compeau y col. 2011) para cada grupo. Por ultimo, se usé el médulo “Butterfly” para
procesar cada grafo, reconciliar en lecturas individuales y pareadas (paired-end), asi como
construir isoformas alternativas y genes paralogos. Finalmente, se obtuvo el ensamblado de
novo del transcriptoma (archivo FASTA con transcriptos completos) (Figura 7).

Para filtrar las secuencias correspondientes a bacterias y excluirlas del
transcriptoma, se utilizé el programa Kraken (Wood y Salzberg, 2014). El criterio utilizado
para el filtrado del ensamblado fue eliminar todo transcripto con un 45% o mas de
homologia con transcriptos de origen bacteriano. De esta manera se descartaron esas
secuencias bacterianas del ensamblado. Para visualizar los resultados se utilizé el software
de Krona (Ondov y col. 2011, Figura A1 en el anexo).
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Figura 7. Esquema del proceso de ensamblado de novo en Trinity. (a) Inchworm ensambla las
lecturas depuradas de la secuenciacion masiva (Read set) buscando con avidez los caminos en un
grafo de k-mer (medio), generando una coleccion de contigs lineales (Linear sequences) en la que
cada k-mer esta presente soélo una vez. (b) Chrysalis agrupa los contigs que comparten al menos un
k-1-mer y estan conectados por lecturas superpuestas, construyendo grafos de Bruijn individuales
para cada grupo (lineas de colores). (c) Butterfly toma cada grafo de Bruijn, elimina los bordes
espurios y compacta los caminos lineales. Luego reconcilia el grafo con las lecturas (Compact graph
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with reads) y produce una secuencia lineal para cada forma de empalme (isoforma) (Transcripts),
(tomada de Grabherr y col. 2011).

El programa Trinity incluye opciones adicionales para automatizar varios aspectos
del procesamiento de las lecturas de RNA-seq que debieron considerarse antes de ejecutar
el ensamblaje de novo (Figura 7). Esto incluyé el recorte de calidad de las lecturas mediante
Trimmomatic (Bolger y col. 2014), o la normalizacion in silico de las lecturas totales para
reducir la cantidad de lecturas que estan sujetas al ensamblaje de novo, lo que mejora el
tiempo de ejecucion del ensamblaje. Al correr: TrinityStats.pl, Trinity.fasta, se generé el
archivo fasta y luego lanzamos el ensamblado de esta forma: $ Trinity --seqType fq
--max_memory 80G --min_kmer _cov 3 --normalize_max read cov 50 --samples file
../samples9cond.txt --CPU 8 > nohup _9 cond full_ens2.txt &. Se ajustaron los
requerimientos computacionales del programa, se agregaron las rutas de acceso al archivo
que contiene las etiquetas de cada condicién en un archivo de texto (esto es 3 réplicas por
cada estadio embrionario de campo y de laboratorio), y con respecto al ensamblado
subimos el minimo de cobertura de los k-mer a 3 y bajamos la cobertura maxima a 50.
Usando este programa se realizé la normalizacion con las lecturas obtenidas de una réplica
por grupo de embriones.

El ensamblado se filtré por niveles de expresion con RSEM (Li y Dewey 2011), y
TransRate (Smith-Unna y col. 2016), para hacer los filtrados correspondientes en TPM
(transcriptos por milldon de lecturas o reads). Se anotd el transcriptoma resultante con
Transdecoder (Haas y col. 2013), herramienta que nos permitié identificar y predecir
regiones codificantes de proteinas, es decir marcos abiertos de lecturas (por sus siglas en
inglés: ORFs). TransDecoder también pudo integrar informacion de dominios de proteinas
conocidos (usando bases de datos como Pfam) para mejorar la precision de las
predicciones, generando un archivo fasta de nucleétidos (longest_orfs.cds), un fasta de
aminoacidos (longest_orfs.pep) y un archivo de anotacién (gff. longest_orfs.gff3)

4.5 Anotacion funcional del transcriptoma

La anotacion completa de las secuencias ensambladas con Trinity se realizo
utiizando los ORFs y el programa Trinotate 4.1 (Bryant y col. 2017,
http://trinotate.github.io/). Este software esta disefiado para realizar una anotacién funcional
automatica de transcriptomas, mediante la busqueda de homologias de secuencias en las
transcripciones generadas por Trinity. Para ello se realizé una busqueda blast (Altschul. y
col., 1990) contra bases de datos de proteinas como SwissProt y Uniref90. La anotacion
también incluyo la identificacion de dominios proteicos mediante HMMER sobre la base de
datos Pfam (Finn y col. 2011, Punta y col. 2012), la prediccion de péptidos sefial y dominios
transmembrana a través de las herramientas Signal y tmHMM (Krogh y col. 2001, Petersen
y col. 2011), y la comparacion con anotaciones disponibles en bases de datos muy
utilizadas como Uniprot, eggNOG, y Gene Ontology (GO) (Ashburner y col, 2000, Kanehisa
y col., 2012, Powell y col., 2012). La busqueda en todas las bases de datos se realizé con el
algoritmo de Diamond Blast (Buchfink y col. 2021).

Todas las busquedas se realizaron con el programa SQLite, que integra todos los
métodos de anotacion como el blast-tx y el blast-n de la base de datos Swiss-prot, n-Prot.
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4.6 Busqueda de genes con expresion diferencial

La busqueda de genes con expresién diferencial (GED) se realizé con el programa
EdgeR (Robinson y col. 2010), que estima el parametro de dispersién comun utilizando un
promedio ponderado de las dispersiones entre todos los genes, proporcionando un valor
unico que representa la dispersion asumida para todos los genes. Utilizando esta dispersién
comun, EdgeR ajusta un modelo binomial negativo a los datos, por lo que considera la
dispersién comun estimada y los niveles de expresion promedio de cada gen (Robinson y
col. 2010; Chen y col. 2014). Este analisis se realizé para cada una de las réplicas
biolégicas. Como se describié anteriormente, cada una de ellas esta compuesta por un
grupo de embriones, y esta estrategia de agrupacion reduce eficazmente la variacién y con
el uso del método EdgeR, redundan en la obtencién de resultados robustos (Schurch y col.
2016; Takele Assefa y col. 2020).

Las lecturas pareadas de cada muestra se mapearon utilizando como referencia el
ensamblado obtenido en el paso anterior mediante RSEM. Los resultados cuantitativos
fueron comparados estadisticamente utilizando el programa EdgeR (Robinson y col. 2010).
Se realizaron comparaciones entre pares o entre mas condiciones, generando listas de
genes a partir de las cuales se obtuvieron aquellos con expresion diferencial. Las
expresiones diferenciales surgieron de la comparacion entre las diapausas (DIA y DIB) de
campo y de laboratorio. Ademas, estos transcriptos se contrastaron con los identificados
previamente como especificos de DI (GED entre DI y los estadios activos de desarrollo,
Papa, 2025).

Para determinar los GED se aplicaron los parametros de la tasa de falsos
descubrimientos (FDR), una metodologia estadistica empleada para corregir los resultados
de pruebas multiples y controlar la proporcion de falsos positivos en los analisis de
expresion génica, estableciendo un umbral < 0,05; el p-value < 0,01 y el Fold Change (FC,
cambio en pliegues), que es una medida que describe la variacion en la expresion de un
gen entre dos condiciones experimentales, se calcula como la razon entre los niveles de
expresion en una condicién respecto a la otra y se expresa en logaritmo base dos (log.FC)
para facilitar su interpretacion y simetrizar los valores de aumento o disminucion. Esta
medida se utilizé para identificar genes diferencialmente expresados, los cuéles se
emplearon posteriormente en los analisis de enriquecimiento funcional para evaluar si
determinados conjuntos de genes estan asociados a categorias o funciones bioldgicas
especificas.

Finalmente, utilizando el programa web Venny 2.0 (Oliveros y col. 2015) se
obtuvieron representaciones graficas globales en diagramas de Venn a partir del
cruzamiento de las listas de los GED entre las DI de campo y las de laboratorio. Se
obtuvieron mapas de calor usando el programa Morpheus
(https://software.broadinstitute.org/morpheus) para los GED vy listas de genes derivadas de
los diagramas de Venn compartida anteriormente.

En los siguientes analisis de expresion diferencial y de anotacion, se seleccioné el
transcriptoma obtenido con el filtrado mas robusto (10 TPM) que contenia sélo genes
correspondientes a G. charrua. Para analizar la gran cantidad de transcriptos, se eligio
utilizar solamente los genes que se expresan, sin considerar sus isoformas. De esta
manera, se evito la redundancia en los andlisis de ontologia génica y enriquecimiento, asi
como en el estudio de las redes y vias metabdlicas posiblemente involucradas. Ademas, se
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realizaron anotaciones utilizando el filtrado de 5 TPM, con el objetivo de analizar las
isoformas de los genes de interés en una segunda etapa de analisis a mayor profundidad.

4.7 Construccion y analisis de redes de co-expresiéon génica ponderadas

El método WGCNA (Weighted Gene Co-expression Network Analysis) (Langfelder y
col. 2008), es una técnica utilizada para analizar datos de expresion génica dentro del
programa R (Rstudio Posit Software, PBC, http://www.posit.co/). Su objetivo principal es
identificar y caracterizar redes de genes que estan co-expresados, es decir, aquellos que
muestran patrones similares de expresion bajo diferentes condiciones.

En el analisis WGCNA se construyeron redes de co-expresiéon génica a partir de
datos de expresién de alta dimension. De forma predeterminada, el método organiza estos
datos en grupos que contienen genes con patrones de expresion similares. Esta
clasificacion permite identificar conjuntos de genes que probablemente participan en
procesos bioldgicos relacionados o estan regulados de manera conjunta.

Para este analisis se utilizé la matriz que contenia unicamente genes, a la cual se le
realizé un filtrado para eliminar todos los genes cuya expresion fuera igual a cero en al
menos 15 de las condiciones analizadas. Otro criterio considerado fue mantener solo los
genes cuya expresion fuera mayor o igual a 5 TPM en 4 condiciones de DI (sin importar el
fenotipo, o si provenian del campo o del laboratorio).

Las 27 muestras se sometieron a la construccion de esas redes de co-expresion.
Para ello, se calculd la correlacién entre todos los pares de genes utilizando la correlacion
de Pearson. Esto generd una matriz de correlacion (gen x gen), que reflejaba la similitud en
los perfiles de expresion entre pares de genes en todas las muestras. Luego se realizé un
analisis de agrupamiento jerarquico sobre la matriz de topologia de red (TOM, por sus siglas
en inglés que significa matriz de solapamiento topoldgico) para agrupar los genes en
modulos.

Los genes con altos valores de co-expresion (altos TOM) se agruparon mas
cercanamente. Se utilizaron las funciones cutreeDynamic o cutreeHybrid para cortar el
dendrograma y definir los grupos de genes. Se ajusté el parametro minModuleSize (tamafo
minimo de mdédulo, por defecto) a un valor de 30 y se activé la opcion deepSplit para mayor
sensibilidad en la deteccién de moédulos pequeinos. Por ultimo se ajustd el parametro
mergeCutHeight, que indica el umbral de fusidon de grupos de interés, seleccionando un
valor 0,25.

Los graficos resultantes se generaron en Rstudio. El resultado principal fue un mapa
de calor con los indices de correlacion calculados a partir del valor promedio dado por un
gen hipotético representativo de ese grupo en cada condicion (réplica de cada estadio), y la
primera componente del analisis del PCA, empleando la correlacion biserial puntual
(https://datatab.net/tutorial/point-biserial-correlation) como método matematico integrandose
con las ya mencionadas anteriormente.

4.8 Ontologia génica y analisis de enriquecimiento de genes

Se examinaron las vias regulatorias relacionadas a los genes diferenciales y
co-expresados mediante paquetes especializados en analisis de ontologia génica (GO)
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como Panther (Thomas y col. 2003) y String enrichment analysis (Szklarczyk y col. 2019),
con el fin de comprender la relevancia bioléogica de los GED. Posteriormente, se
seleccionaron las secuencias de algunos transcriptos de mayor relevancia bioldgica, para
analisis filogenéticos y de seleccion.

En la entrada al programa String, se ingresaron las secuencias aminoacidicas de los
transcriptos en formato FASTA (no se utilizaron los nombres de las anotaciones de Trinotate
para evitar errores de nomenclatura). El organismo de referencia para los estudios de
ontologia genética fue el pez anual A. limnenus, lo que permitié incrementar la confiabilidad
en la asignaciéon funcional de las proteinas del enriquecimiento. Se usaron parametros
matematicos de vinculaciéon de genes con procesos bioldgicos y funciones moleculares, y
altos grados de similitud. String genera redes de interaccion basadas en evidencia
experimental, bases de datos de coexpresion, y predicciones computacionales. Para los
andlisis se seleccionaron parametros estdndar de alto grado de confianza (score = 0.7),
para garantizar que los enlaces representaran asociaciones biolégicas robustas. Se
descartaron interacciones de baja confianza (< 0.4) para reducir la inclusiéon de falsos
positivos. A partir de las redes obtenidas, se realizé el enriquecimiento funcional en las
categorias: procesos biolégicos (BP) y funciones moleculares (MF). Se emplearon pruebas
estadisticas internas de String (enriquecimiento de tipo Fisher exact test) y correccion por
falsos descubrimientos (FDR < 0.05) para determinar la significancia.

De los grupos de genes con las caracteristicas de interés, se seleccionaron 5 genes
diferencialmente expresados, de acuerdo a la bibliografia (Karp 2021, Thompson y col.
2024). Uno de los GED seleccionado fue el correspondiente a la proteina de choque térmico
frio (csde1) ya que esta asociado con respuestas a bajas temperaturas, un factor crucial
para especies que experimentan variaciones ambientales extremas. Otros fueron, el
Forkhead box H1 (FoxH1), que participa en la regulacién de rutas de senalizacion
embrionarias fundamentales para el desarrollo temprano y un Homeobox (Alx4) por ser
reguladores maestros del desarrollo corporal y morfogénesis, procesos criticos para la
viabilidad de especies con ciclos de vida acelerados como los peces anuales. Se utilizaron
criterios estadisticos de enriquecimiento como puntuacion GO minima de interacciones
requerida, alto grado de confidencia y un nimero maximo de interacciones por gen de 10.

Se procedio a graficar los analisis de GO con el programa ShinyGo v.0.82 (Ge y col.
2020), a partir de las listas de genes y sus respectivos valores de GO obtenidos en
Trinotate. De este modo, se visualizaron las agrupaciones de funciones moleculares mas
enriquecidas y sus respectivos valores de fold change. Para las muestras de laboratorio, se
consideraron los genes resultantes del analisis de expresion diferencial realizado en EdgeR
(=10 TPM), el cual fue sometido a un filtrado adicional, eliminando todos los transcriptos
que exhibieron un valor de cero en al menos 24 de las 27 réplicas biologicas, con el fin de
establecer un criterio mas riguroso y evitar la sobrerrepresentacion de genes diferenciales.
Finalmente, se repitid el procedimiento antes descrito para elaborar la tabla correspondiente
de categorias, familias génicas y estudio de GO.

5. Analisis filogenético y de seleccién

De los genes de interés mencionados anteriormente, se eligié profundizar en el
analisis del gen FoxH1, por ser miembro de la familia Forkhead box, un grupo de factores
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de transcripcion con roles fundamentales en la regulacién del desarrollo temprano y el
destino celular (Golson y Kaestner, 2016) y por su rol durante el desarrollo temprano en el
pez cebra (Pei y col. 2007). De las diferentes isoformas observadas de este gen, se
selecciond aquella cuya expresion aumentaba en los embriones en diapausa obtenidos en
el campo (DIA_Camp y DIB_camp). Mediante un blast-n, se obtuvieron del GenBank
(https://www.ncbi.nlm.gov/genbank) 10 secuencias homdlogas a esa isoforma en otras
especies de Cyprinodontiformes, incluidos algunos peces anuales, seleccionando aquellas
con valor E de 0.0. Como grupo externo se incluyé la secuencia homdloga de Oryzias
latipes (Tabla 1) (Setiamarga y col. 2008).

Se realizé un alineamiento mudltiple en el programa ClustalWW implementado en el
MEGA11 (Tamura y col. 2021). Luego, se editaron las secuencias manualmente y se realizo
un analisis de polimorfismos, determinando el nimero de sitios conservados (C), variables
(V) y filogenéticamente informativos segun el criterio de parsimonia (Pi). El analisis
filogenético de Maxima Verosimilitud (ML) se realizé en el programa MEGA11 utilizando la
opcion de busqueda del mejor modelo de sustitucién nucleotidica en base al criterio de
informacion de Akaike (AIC). El andlisis se llevo a cabo bajo el modelo de sustitucion de
Tamura 3-parametros (T92) con dos categorias gamma. El soporte de los nodos se estimé
por el método bootstrap y se descartaron aquellos valores inferiores al 75%. El parametro
de forma del modelo gamma obtenido para FoxH1 (a), que describe cuanta variacién de
tasas de evoluciéon hay entre los sitios de la secuencia, se calculé mediante la maxima
verosimilitud durante la optimizacion del arbol filogenético en MEGA11.

Tabla 1. Especies de Cyprinodontiformes y nimero de acceso de las secuencias nucleotidicas
seleccionadas del GenBank homdlogas a la isoforma de FoxH1, (*) especies de la familia Rivulidae,
(**) especies de peces anuales.

Especie N° de acceso

Nematolebias whitei (*) (**) XM_037693925.1
Austrofundulus limnaeus (*) (**) | XM_014018757 .1
Kryptolebias marmoratus (*) XM_017428403.2
Nothobranchius furzeri (**) XM_054751106.2
Poeciliopsis prolifica XM_055037648.1
Gambusia affinis XM_044103936.1
Poecilia formosa XM_016669359.1
Fundulus heteroclitus XM_012863178.3
Girardinichthys multiradiatus XM_047350151.1
Cyprinodon variegatus XM_015386601.1
Oryzias latipes NM_001160471.1
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Posteriormente, se realizé un analisis de polimorfismos y divergencia genética en el
programa DnaSP v.6.12.03 (Rozas y col. 2017). Se estimé la divergencia inter e
intraespecifica mediante los valores de Ka y Ks, correspondientes a las tasas de
sustituciones no sinénimas (provocan cambios en la secuencia de aminoacidos) y
sinbnimas (no alteran la secuencia aminoacidica) por sitio, respectivamente.
Adicionalmente, se calculé Ka/Ks para inferir el tipo de presion selectiva actuante sobre la
secuencia codificante. Asimismo, se estimaron los niveles de diversidad nucleotidica
promedio en sitios sindnimos (Pi(s)) y aquella en sitios no sinbnimos (Pi(a)) mediante el
mismo programa (Nei y Li 1979).

A continuacion, se procedié a identificar los codones bajo seleccion diversificadora
episddica utilizando la plataforma web Datamonkey (http://www.datamonkey.org/)
(Kosakovsky y col. 2020). Con el objetivo de detectar procesos evolutivos asociados a la
seleccion natural, se analizé la presencia de presidon selectiva a nivel de sitios individuales
dentro del gen. Para ello, se empled el modelo MEME (del inglés Mixed Effects Model of
Evolution), recomendado por Datamonkey para la deteccidén de seleccién episddica, aquella
que actua de manera intermitente en ciertos sitios y linajes evolutivos.

Posteriormente, se construyd una matriz con las secuencias aminoacidicas
correspondientes a las 4 especies de peces anuales analizadas (Tabla 1), las cuales se
alinearon con el programa ClustalW implementado en MEGA11. En los casos en que se
detectaron cambios en la secuencia, se consultdé la base de datos UniProt
(https://doi.org/10.1093/nar/gkae1010) con el objetivo de identificar la regién especifica de
la isoforma del gen FoxH1 en la que se encontraba dicho cambio aminoacidico, utilizando la
plataforma grafica InterProScan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Por ultimo, se realizo el
modelado tridimensional de FoxH1 con el programa AlphaFold2 (Jumper y col. 2021) en la
plataforma de Google Colab, usando la version modificada ColabFold (Mirdita y col. 2022).
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Resultados

Ensamblado de novo del transcriptoma embrionario de Garcialebias charrua

Las muestras de ARN obtenidas de cada uno de los 9 estadios embrionarios y sus
triplicados biolégicos, presentaron valores de concentracion e integridad aceptables para la
construccién de bibliotecas y posterior secuenciacion. El control de calidad de las lecturas
obtenidas mediante RNAseq, evaluado con el programa FastQC, reveld una alta calidad de
secuenciacion en cada condicion y en casi todas sus réplicas bioldgicas (Figura 8). En cada
muestra, se obtuvieron valores Q > 30 en la mayoria de las bases, ausencia de
contaminantes, y una distribucién uniforme del contenido de nucledtidos. Estos resultados
indican que las lecturas obtenidas son confiables para el ensamblado de novo del
transcriptoma embrionario de G. charrua.
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Figura 8. a. Conteo de lecturas totales en las 27 muestras secuenciadas. En el eje Y cada barra
corresponde a una muestra (Sample1, Sample2, etc.) y el eje X corresponde al numero total de
lecturas (reads) obtenidas después de la secuenciacion. b. Relacion entre la cantidad de bases con
calidad Q20 y las bases con calidad Q30 en un conjunto de datos de secuenciacion. En el eje Y se
representa cada muestra secuenciada y en el eje X el porcentaje de bases que alcanzan los valores
de calidad (azul Q20, anaranjado Q30). c. Diagrama de fastQC de la calidad de las secuencias. En el
eje Y, se representa el valor de calidad Phred asignado a cada base (escala Q) y en el eje X se
representa la posicion dentro de la lectura (desde el primer nucleétido hasta el ultimo). Las areas del
grafico representan: verde, buena calidad (Q = 30), amarillo, calidad moderada (Q20-Q30) y rojo,
baja calidad (< Q20).
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En una primera instancia, la anotacién del ensamblado (Ensamblado_2 Comp) con
diferentes bases de datos (SwissProt y UniProtKB), revel6 que en el transcriptoma habia
una alta proporcién de transcriptos correspondientes a bacterias y arqueas en todos los
estadios del desarrollo embrionario analizados (Figura 9). Las réplicas de DI obtenidas en
condiciones de laboratorio presentaron una mayor proporcién de transcriptos con alta
homologia a secuencias bacterianas (Figura 9, numeros del 1 al 21), en comparacion con
las réplicas de las DI colectadas en el campo (Figura 9, niumeros del 22 al 27). Por este
motivo, se procedid a depurar la base de datos utilizando el programa Kraken (Tabla 2,
columnas verdes) a fin de obtener un transcriptoma libre de secuencias contaminantes de
bacterias, donde el programa con su propia base de datos, anotdé un 24,53% de los
transcriptos del ensamblado que se detalla en la tabla 1A en anexos.

El ensamblado inicial contenia un total de 522.611 contigs, con una longitud
promedio de 757 pb y un GC% de 48 (Tabla 2, columna anaranjada). La depuracion de las
secuencias bacterianas con Kraken redujo el numero a 48.065 secuencias, de las cuales
aproximadamente el 60% incluian ORFs, indicando una fraccidon considerable de
transcriptos potencialmente codificantes (Tabla 2, columna verde oscuro). Las métricas de
longitud (N50 ~1.500-1.800 pb) reflejaron buena continuidad del ensamblado. Los filtrados
posteriores por abundancia (1, 2, 5 y 10 TPM) disminuyeron el niumero de transcriptos
retenidos, pero aumentaron la longitud promedio, conservando principalmente transcriptos
mas confiables y expresados (Tabla 2, columnas verde claro y azul).
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Figura 9. Porcentaje de secuencias clasificadas en la base de datos de Kraken. Transcriptos
eucariotas (% seq. barras azules) y bacterianos (% bacterias, barras naranjas), en las muestras
analizadas por triplicado: 1, 2, 3 (Mat), 4, 5, 6, (NoIndDl), 7, 8, 9, (IndDI), 10, 11, 12, (Epi), 13, 14, 15,
(DIA_lab), 16, 17, 18, (DIB_lab), 19, 20 ,21, (Reag), 22, 23, 24 (DIA_Camp), 25, 26, 27, (DIB_Camp).
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Luego de eliminar todas las secuencias bacterianas segun este criterio de filtrado,
se cred6 un nuevo ensamblado. Este procedimiento mejord la resolucion en cuanto a la
cantidad total de secuencias que Trinity logré6 ensamblar (Tabla 2, columnas verdes). Por
ejemplo, se obtuvo una mejora en el valor de N50, una mayor cantidad de transcriptos
ensamblados con mas de 1000 y 10000 pares de bases, y una mayor cantidad de ORFs en
las secuencias, entre otros.

Posteriormente, al ensamblado curado (Sin Bacteria) se le realizaron filtrados de 1
TPM, 5 TPM (que contenian varias isoformas de cada gen) y un filtrado mas riguroso de 10
TPM que solo contenia a los genes. De esta forma, se obtuvo un transcriptoma con un total
de 30.736 genes, representando el 7% del transcriptoma original sin bacterias (Tabla 2,
columnas verdes claro y azul).

Tabla 2. Resultados obtenidos con el programa TransRate de las caracteristicas del ensamblado y
sus respectivos filtrados.

TransRate Ensamblado_2 Comp|Sin Bacteria-Sin filtro|Sin Bacteria-1TPM  |Sin Bacteria-2TPM  |Sin Bacteria-5TPM  |Sin Bacteria-10TPM
Contig metrics: Contig metrics:  |Contig metrics: Contig metrics: Contig metrics: Contig metrics:
n seqs 522611 48065 377842 259764 100068 30736
|l 164 169 169 169 169 169
largest 40832 28202 28202 28202 28202 17734
n bases 395803372 393086067 273009165 183593063 81398910 37501220
mean len 757,26 817,73 722,46 706,66 813,23 899,79
n under 200 271 199 167 151 106 50
nover 1k 98324 101418 65734 44888 22567 11386
n over 10k 350 414 270 186 76 26
n with ORF 126111 115814 83660 59145 28482 13906
mean ORF percent 62,11 59,88 63,5 65,86 65,18 63,6
n90 277 286 261 247 263 300
n70 613 721 561 562 834 1001
n50 1476 1711 1508 1587 1844 1884
n30 2759 2985 2805 2839 2906 2817
n10 5153 5295 5097 5035 4869 4601
GC 0,48 0,47 0,48 0,49 0,49 0,48
Results 522611 Retained: 480659 = 100% | 377842/480659 = 78,61% |259764/480659 = 54,04%|100068/480659 = 20,82%|30736/480659 = 7,00%

TRANSCRIPT

n seqgs: Numero de secuencias o tamafo del ensamblado en numero total de contigs. smallest: Longitud (en pb)
del contig mas corto del ensamblado. largest: Longitud (en pb) del contig mas largo. n bases: Suma total de
bases de todos los contigs (tamafio total del ensamblado). mean len: Longitud media de los contigs (promedio
del largo). n under 200: Numero de contigs menores a 200 pb. n over 1k: Numero de contigs mayores a 1000 pb.
n over 10k: Numero de contigs mayores a 10 000 pb. n with ORF: Contigs que contienen un marco de lectura
abierto (ORF) identificado, indica potencial codificante. mean ORF percent: Porcentaje promedio de longitud del
contig ocupado por un ORF, mide cuan “codificantes” son las secuencias. N50: Longitud del fragmento mas corto
en un conjunto de fragmentos -contigs o scaffolds- que, al sumarse, representan al menos el 50% del total de la
longitud del ensamblaje. Similar a lo que sucede con n90 / n70 / n50 / n30 / n10, variando el porcentaje. GC:
Contenido de GC en el transcriptoma. Results: indica el porcentaje de transcriptos retenidos respecto al total
inicial tras cada filtrado.

Analisis preliminares de la expresion génica en la diapausa |

Los resultados obtenidos del PCA muestran un claro agrupamiento de las diapausas
del campo que presentan entre si una similitud muy estrecha en sus niveles de expresion
génica. Las diapausas inducidas en el laboratorio exhiben una marcada lejania en el
diagrama, respecto a las muestras del campo, e incluso entre si, sugiriendo una mayor
variabilidad en los niveles de expresion (Figura 10).
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Figura 10. PCA de los niveles de expresion en las diferentes condiciones de DIA Lab, DIB_Lab,
DIA_Camp y DIB_Camp. Imagen obtenida con el programa RSEM desde Trinity. Los diferentes
colores y formas representan a los diferentes fenotipos y condiciones segun la leyenda. Los ejes del
grafico representan dos componentes principales: PC1, con un 45% de varianza, indica cuanta de la
variacion total explican las diferencias entre campo y laboratorio; PC2, con un 13% de varianza indica
las diferencias entre los fenotipos de DI.

El analisis de correlaciéon de Pearson, obtenido a partir de los niveles de expresion
de cada muestra, reafirma los resultados del analisis anterior. Las correlaciones entre las
muestras de DI del campo son mas altas entre si, mientras que las DI del laboratorio
presentan menores valores de correlacion (Figura 11).
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Figura 11. Matriz de correlacion de Pearson basada en los niveles de expresion génica promedio por
muestra. Los tonos rojos indican alta correlacion positiva entre muestras (r = 0,9), mientras que los
tonos verdes representan baja correlacion o ausencia de correlacion (r < 0,4). Los valores
intermedios corresponden a correlaciones moderadas (0,4 < r < 0,9), con una transicién gradual de
verde a rojo.

Anotacién del transcriptoma mediante el programa Trinotate

La anotacién del transcriptoma de la DI de G. charrua mostrd que en el filtrado de 10
TPM, aproximadamente la mitad de los genes ensamblados presentaron coincidencias en
las bases de datos utilizadas (Tabla 3). En las anotaciones correspondientes al ensamblado
del filtrado de 5 TPM, se observé un patron similar, indicando una consistencia en la
representacion de los transcriptos entre ambos niveles de filtrado (Tabla 3). Estos resultados
reflejan una cobertura significativa de la informacién funcional obtenida a partir del analisis
de las secuencias ensambladas.

Tabla 3. Comparacion entre dos procesos de anotacidon con Trinotate, de la cantidad de genes (10
TPM genes) o transcriptos (5 TPM transcriptos) anotados en distintas bases de datos, sobre el total
de transcriptos.

ANOTACIONES: BLASTX infernal | Pfam |eggnog| Kegg | gene_ontology BLASTX |de un total de:
5TPM transciptos 14925 5522 11606 | 18873 | 34234 61620 100068
10TPM genes 13681 2257 8704 | 4571 | 11726 13462 30735
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Genes con expresion diferencial entre los fenotipos de diapausa | y los ambientes

Se realizaron diferentes combinaciones de expresion diferencial comparando las DIA
y DIB obtenidas en el laboratorio y en el campo. En los graficos de volcan (Figura 12), los
analisis de expresion diferencial realizados con EdgeR mostraron que, comparando el
numero de GED entre los fenotipos DIA y DIB del campo (Figura 12a) y los fenotipos DIA 'y
DIB del laboratorio (Figura 12b), éstos resultaron muy reducidos en relacién con el total de
genes analizados. En contraste, la comparacion entre las DI obtenidas en el campo y las
inducidas en el laboratorio evidenciaron una gran cantidad de genes expresados
diferencialmente (GED) en ambos fenotipos (Figura 12 c y d), especialmente en el analisis
del transcriptoma filtrado por 10 TPM.

a) DIA_Camp_vs_DIB_Camp b) DIA_Lab_vs_DIB_Lab
Volcano plot Volcano plot
TR‘N‘TYJN.G%UJU TRINTTY _DN35757_c0_g7 TRINTTY _DN20747_c0)
- . .
g TRIMITY_DN43SETS_cO)
TRINITY_DN3®886_c0_g
© .
©w
~N
© - TRINITY_DN45706_c0_g1 TRINITY_DN13645_c0_g
Tgmrggw TRINITY_DN443_c0_g1 TRRUIYYDBIS095168_o8_o1
R . - -9 TRINITY_DN12385_cO_g3RINITY_DN2#0#1_c0_g1
o T o« TRINITY_DN25961_c0_g2 . .
(=) < —| TRINITY_DN8424_c0_g2 =) bd TRIRIMYTDNDNTGBE cd0 od 1
g ’ s . . o eoge o
b= TRINITY_DN68: =} ° . e o e o
o U 2 w . .
[Ep . :% - ¢
' 1 o N . *
H . L . « o
TRINITY_DN63480_c0_g: . .
Tv_ A RS TRINITY_DN9539_c0_g1 . e . . . * .
N~ TRINITY_DN623_¢0_g1 . v 1622 <0 g1 . - . - . e o oe
° TRINITY_ 09, . N -
%wf%.smrj Tot . - * .
® % . . >
B TRINITY_DN4329_c4_g1 @ . . . D
* el A ¥s "2 o
TR\N\TV_DN1Mmsl_'bw_gm345&[‘0‘3!;’)'?52‘57“0793 o g -,
. oo o 1]
o - e weome s can 3 - . o | * s o . _h'-.‘.'. .
o
T T T T T T T T T
-10 -5 0 S 10 -10 -5 0 5 10
logFC logFC
) DIA_Lab_vs_DIA_Camp ) DIB_Lab_vs_DIB_Camp
Volcano plot Volcano plot
o
~ TRINITY _DNE5271_c0_:
o ] .
©
TRINITY_DN3BE5eb b0y 2
o _| .
©
8 -
TRINITY_DN2819_c0_g3
o | TRATRMNOWARREET 476001 91
© TRINITY_DN26960_c0_g5 ?%MW%;%‘Z%&%‘
. .
S - TRINTY_DN142815 c1_gt
.
Z < 3
T [a)
=4 w
S S 3
g o | 2
N el -
- -
! |
o
o N
IS .
B
o | o
o o -
T T T T T T T T T T T
-15 -10 -5 0 5 10 15 -10 0 10 20
logFC logFC

Figura 12. Graficos de volcan obtenidos del analisis de expresion diferencial con los programas
EdgeR y RSEM. En el eje y, -1*log10(FDR) y en el eje x, logFC. Se compararon los genes
expresados en DI (transcriptoma de genes 10 TPM) en las siguientes condiciones: a) Fenotipo A
contra fenotipo B en el campo; b) Fenotipo A contra fenotipo B en el laboratorio; ¢) Fenotipo A de
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laboratorio contra el campo; d) Fenotipo B de laboratorio contra el campo. Los puntos rojos
representan los genes diferencialmente expresados y los puntos negros representan los genes que
no alcanzan valores diferenciales de expresion entre las condiciones analizadas.

Los ajustes aplicados a los valores de FDR y FC (log:FC) permitieron optimizar la
identificacion de los GED, reduciendo la probabilidad de falsos positivos y asi mejorar la
confiabilidad de los resultados obtenidos. En la Tabla 4 se detallan los parametros
empleados en los filtrados y el nimero de genes retenidos tras la correccién estadistica. La
referencia a los genes que aumentan su expresién en cada condicién indica que el signo del
log:FC es positivo para las DI inducidas en el laboratorio sobre las DI obtenidas en el campo
y para el fenotipo DIA sobre el DIB.

Es importante destacar que estos resultados muestran una clara similitud entre los
fenotipos de DI, considerando el niumero de transcriptos expresados diferencialmente dentro
de cada condicién, lo que también es coherente con los resultados preliminares de los PCA.
Este grupo de transcriptos representa el 0,04% del total de genes expresados (30736
genes) en los embriones obtenidos del campo y el 0,16% de los genes expresados en los
embriones inducidos en condiciones de laboratorio.

Con respecto a la variable ambiente (campo o laboratorio), el numero de genes
diferencialmente expresados entre las DI del campo y del laboratorio evidencian que es muy
significativo, sin importar el fenotipo. Esto sugiere que las diapausas, en distintas
condiciones, responden de manera muy diferente. La cantidad de genes diferencialmente
expresados entre DIA_Camp en relacion con DIA_Lab es del 17,57%, mientras que entre
DIB_Camp y DIB_Lab es del 12,03% (Tabla 4).

En la tabla 4, donde se encuentran discriminados los genes y transcriptos que se
expresan al alza en una condicién o en la otra, se evidencia que la expresioén diferencial no
es equilibrada. En DIA_Lab aumentan su expresién 4854 genes (se expresan a la inversa
en la DIA_Camp) y solo se expresan positivamente en DIA_Camp 554 genes (se expresan
a la inversa en DIA Lab). Asimismo, en DIB _Lab se expresan al alza 3058 genes y en
DIB_Camp aumentan su expresion 640 genes. Esta tendencia refleja que la respuesta
transcripcional en el laboratorio fue mas amplia y diversa, mientras que en el campo se
concentrd en un conjunto mas reducido de genes.

Tabla 4. Datos del analisis de expresion diferencial de los filtrados de 5 TPM (transcriptos) y 10 TPM
(genes). Ambos analisis se hicieron aplicando parametros ajustados de FDR<0,05 y FC (log-FC).
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Diferenciales 5 TPM CONDICIONES| amentanenDIA aumentan en DIB TOTAL | % DEL TOTAL | GENES TOTALES
conlog2FCyFDR<0.05 | DIAcampvs 30 32 62 0.06 100068
DIB camp
DIA Labvs
. 100068
DIBLab 35 25 60 0.06
aumentan en DIAlab| aumentan en DIAcamp 100068
DIA lab vs
4926 804 5730 5.73 100068
DIAcampo
aumentan en DIBlab| aumentan en DIBcamp 100068
DIB lab
ab v 5731 1008 6739 | 6.73 100068
DIB campo
DIFERENCIALES 10 TPM |CONDICIONES| aumentan en DIA aumentan en DIB TOTAL | % DEL TOTAL | GENES TOTALES
DIAcampo
con log2FC y FDR<0.05 3 10 13 0.04 30736
vs DIB
DIAlabvs
35 13 48 0.16 30736
DIB lab
aumentan en DIAlab| aumentan en DIAcamp
DIAlabvs
4845 554 5399 17.57 30736
DIA campo
aumentan en DIBlab| aumentan en DIBcamp
DIB lab vs
3058 640 3698 12.03 30736
DIB campo

En la Figura 13 se muestran los cambios en los patrones de expresion resultantes
de la aplicacion de los filtrados mas estrictos en la categoria de genes (Tabla 4, filas azules).
El grafico de cajas muestra la distribucion de los genes que aumentan su expresion en cada
condicion analizada. En términos proporcionales, hay mas genes que aumentan su
expresion en las DI inducidas en el laboratorio en comparacion con las DI del campo. En
cuanto al fenotipo, hay muy pocos genes expresados diferencialmente en general, siendo
DIB_Camp y DIA_Lab las condiciones con mayor el nimero de GED.
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Figura 13. Graficos de Fold Change (log.FC) del analisis de expresiéon diferencial realizado en
EdgeR sobre el transcriptoma filtrado por 10 TPM , aplicando el filiro de FDR < 0,05. Se comparan
las diapausas de campo y laboratorio, asi como los fenotipos DIA y DIB. En azul oscuro se
representan las comparaciones entre DI de campo y laboratorio. En celeste se representan los genes

expresados diferencialmente entre los fenotipos de DI.

Otra manera de visualizar de forma grafica estos resultados fue con un analisis de
correlacion utilizando los mismos parametros de FC y de FDR que figuran en la tabla 4
(Figura 14). Este analisis confirmé la alta correlacién entre las DI del campo, y la gran
diferencia que existe entre las DI del campo y del laboratorio, independientemente del

fenotipo.
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Figura 14. Diagrama de correlacién de los transcriptos filtrados en 10 TPM y normalizados con el
método TMM. Los transcriptos fueron filtrados aplicando FDR < 0,05 y log.FC. Se muestra la similitud
y la divergencia en la expresion génica entre las diferentes condiciones y fenotipos de DI. La
clusterizaciéon euclidiana a la izquierda y en la parte superior del mapa de calor, representan el
agrupamiento jerarquico de las muestras segun la similitud de sus perfiles de expresion génica global
(basada en correlaciones de Pearson). Las barras de colores (celeste, violeta, rojo, verde) que
aparecen en esos arboles son etiquetas visuales de grupos experimentales, que representan: en
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celeste, campo, en violeta, laboratorio, en rojo DIA y en verde DIB. Abajo y a la derecha del mapa de
calor, estan los nombres de las diferentes muestras analizadas por triplicado. Arriba a la izquierda se
encuentra la escala de colores, desde el violeta (menor correlacion) hasta el amarillo intenso
(maxima correlacion).

Los diagramas de Venn evidenciaron la cantidad de genes en comun existentes
entre los fenotipos de DI con respecto a los genes diferenciales entre las DI del campo y
del laboratorio (Figura 15). Esto sugiere que las condiciones ambientales generan grandes
diferencias de expresion entre el campo y el laboratorio, mientras que entre fenotipos dentro
de un mismo ambiente los perfiles de expresién son muy similares.

En el primer diagrama de Venn, el conjunto de 2708 GED es comun entre los dos
fenotipos de DI, con un valor de FDR< 0.05 y un log,FC significativo (Figura 15, diagrama
superior). Al discriminar el sentido de la regulacién génica, se observa que un total de 5419
genes presentaron un aumento en la expresion en las DI del laboratorio, mientras que 970
genes mostraron un incremento en las DI del campo (Figura 15, diagramas inferiores). Este
resultado permite definir un primer grupo de genes candidatos que caracterizan los perfiles
de expresion génica asociados a los ambientes (laboratorio y campo) durante la DI, sin
distincion del fenotipo.

Ademas de la identificacion de los genes diferenciales, los diagramas de Venn
permiten visualizar el grado de superposicion entre los transcriptos regulados en las DI del
laboratorio y del campo. El solapamiento observado entre las DIA y DIB confirma que una
proporcion importante de genes es compartida en ambos fenotipos, mientras que un
numero menor de genes se regula de manera exclusiva en cada uno.

Estos patrones permiten establecer listas especificas de genes candidatos,
diferenciando entre aquellos compartidos y los que son exclusivos de un unico fenotipo.
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DIAGRAMAS DE VENN DE DIFERENCIALES DE DIAPAUSAS IAY IB
DE LABORATORIO CONTRA CAMPO

2691 2708 9%0

SOLO AUMENTAN EN LABORATORIO|SOLO AUMENTAN EN CAMPO

2361 2484 574

Figura 15. Diagramas de Venn de los genes con expresion diferencial mediante EdgeR de las DI del
laboratorio contra las DI del campo de ambos fenotipos. Diagrama superior: total de los genes
diferenciales con FDR< 0.05 y log2FC. En los diagramas inferiores se discriminan los genes
expresados positivamente (aumentan) en cada ambiente (a la izquierda: laboratorio, y a la derecha:
campo).

Finalmente, se realizaron mapas de calor con los genes expresados
diferencialmente considerando la expresion en todos los estadios secuenciados (Figura 16).
En rasgos generales, los mapas de calor (Figura 16) muestran que los GED presentan una
alta expresion en las DI y una baja o nula expresion en los otros estadios del desarrollo. Los
genes que aumentan su expresion en las DI del laboratorio muestran una fuerte
especificidad por esa condicion (Figura 16b). En cuanto a los genes expresados al alza en
el campo, muestran cierta expresion en otros estadios del desarrollo, incluso en las DI del
laboratorio (Figura 16c¢). Estos resultados permitieron definir conjuntos de genes candidatos
asociados diferencialmente a las condiciones ambientales (campo o laboratorio),
proporcionando informacién clave sobre la regulacién génica durante la DI de G. charrua.
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Figura 16. Mapas de calor de los genes expresados diferencialmente entre todos los estadios
embrionarios secuenciados. Se aplico clusterizacion euclidiana para correlacionar los estadios y los
genes. En la parte superior de la figura se muestran los diagramas de Venn obtenidos en el paso
anterior y en la parte inferior los diagramas de calor obtenidos para cada caso: a) Comparacién de
las DIA y DIB del laboratorio y del campo. b) Genes que aumentan su expresion en las DI del
laboratorio. ¢) Genes que aumentan su expresion en las DI del campo. La escala corresponde a un
gradiente de colores que indica los niveles de expresion.

Analisis de redes de co-expresion génica ponderadas (WGCNA)

La aplicacion de los criterios de filtrado (eliminacion de los genes con valores de
expresion iguales a cero en al menos 15 condiciones y mantenimiento de aquellos con
expresion mayor o igual a 5 TPM en 4 condiciones de diapausa sin importar el fenotipo y el
ambiente) permitié disminuir de 30735 a 12031 la cantidad de genes a analizar. Con este
grupo de genes filtrados se realizd el agrupamiento mediante el método WGCNA, donde se
asociaron los genes que presentan similitud de expresion, arrojando como resultado 12
grupos con diferentes genes cada uno (Figura 17).
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GRUPOS DE WGCNA
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Figura 17. Diagrama de torta que grafica el nUmero de genes en cada grupo del WGCNA. El grupo
gris representa a los genes que no se agrupan (no exhiben correlacion). Dentro de cada grupo esta
escrito el numero de genes correspondiente.

En la figura 18 se observan los 12 grupos de genes que se coexpresan en los
distintos estadios. Se seleccionaron aquellos que poseen expresiones al alza o a la baja con
un p-valor menor a 0,05 en los estadios de DI del campo. El primer grupo que relne estas
caracteristicas es el grupo azul, el cual contiene un grupo de genes de interés de acuerdo
con el objetivo de este trabajo. En este grupo, el indice de correlacién entre las diapausas
de campo es positivo, agrupando genes que se expresan al alza en las DI (A y B). El grupo
marrén también presenta expresiones positivas y con alta correlacién en todos los estadios
de DI (A y B), tanto en los embriones obtenidos en el campo como en los inducidos en el
laboratorio. En sentido opuesto, el grupo rojo presenta correlaciones negativas, o genes que
se expresan a la baja en todos los estadios de DI, pero con un valor de correlacion mayor
en las DI del laboratorio. Esto podria indicar un perfil de expresion génica exclusivo de las
condiciones de laboratorio, por lo cual los grupos marrén y rojo se descartaron para los
analisis posteriores.
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Figura 18. Mapa de calor obtenido del programa WGCNA llamado: Module-trail relationships. A la
izquierda del mapa se encuentran los grupos discriminados con colores y la cantidad de genes
presentes en cada uno. En el eje x se encuentran los estadios del desarrollo embrionario estudiados
en este trabajo. A la derecha, la escala de color indica el gradiente de niveles de expresion génica:
los genes que aumentan su expresién en un determinado estadio se representan en tonos
anaranjados y los que se expresan a la baja se muestran en tonos azules. En cada estadio se
consideraron las tres réplicas biolégicas para construir la correlacion.

Considerando lo expuesto anteriormente, el analisis de ontologia génica se centré
en los grupos azul y magenta, ya que ambos presentan correlaciones positivas en las
diapausas del campo, aunque el magenta contiene un nimero menor de genes (Figura 19).
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Graficos de expresion génica obtenidos en el WGCNA. En

el eje y: nivel de expresion

génica; eje x: muestras analizadas. Los recuadros azul y magenta indican las muestras
correspondientes a las DI de campo en cada grupo.

En ambos grupos, es posible apreciar una maxima expresion génica en ambos
fenotipos de DI del campo en comparacién con las DI del laboratorio y con los demas

estadios del desarrollo.

Estudios de ontologia génica (GO) y enriquecimiento

Con el objetivo de conocer las implicancias biolégicas de los genes que aumentan
su expresion en las DI del campo, se realizé el anadlisis de GO, utilizando los programas
ShinyGO y String, de los grupos de genes azul y magenta obtenidos en el WGCNA.
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En el grupo azul, de los 2817 genes, solo 329 estan anotados en la base de datos
de Trinotate. A partir de los genes anotados, se realizo el analisis de GO y enriquecimiento
arrojando como resultado los procesos y funciones bioldgicas de estos grupos de genes que
se expresan al alza en las DI del campo (Figura 20; tabla A2 en el anexo). Este grupo esta
compuesto por categorias de funciones moleculares que, en su mayoria, estan vinculadas
al nucleo celular, por ejemplo en funciones enzimaticas relacionadas con la polimerasa Il
Se identificaron ademas categorias muy relevantes para este estudio relacionadas con la
actividad de factores de transcripcion y reguladores transcripcionales entre otros. Dentro de
la via mas enriquecida en este estudio (factores de transcripcion con motivos de unién al
ADN), se encontraron genes de las familias Homeobox y Forkhead box (Figura 20a, primera
via enriquecida). En una categoria, con un bajo enriquecimiento, denominada proteinas
citosdlicas de unién a enzimas relacionadas con la proteccion frente al estrés ambiental, se
detectaron dos genes de interés. Uno de ellos es el gen que codifica la proteina de choque
térmico frio y el otro gen perteneciente a la via de IGF (Tabla A3 en el anexo).

En el grupo magenta, que contiene 74 genes, solo 42 estan anotados. Las funciones
moleculares asignadas a éstos muestran un vinculo con la actividad de proteinas
reguladoras del metabolismo en general (Figura 20b). Ademas, se encontraron
retrotransposones de la familia LINE1 (elemento nuclear largo disperso-1), que esta
vinculado con la regulacion de respuesta al estrés celular a través del vinculo con brca1. Sin
embargo en el grafico de enriquecimiento no figura ninguna categoria en la que participe
este elemento transponible (Tabla A3 en el anexo).
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Figura 20. Graficos de enriquecimiento de genes involucrados en algunas funciones moleculares. a)
Grupo azul; b) Grupo magenta. En el eje y se encuentran las funciones moleculares a las que
pertenecen los distintos genes. En el eje x, el “fold enrichment” corresponde a la comparacion de la
frecuencia observada de un conjunto de genes con la frecuencia esperada, tomando como referencia
el conjunto base (el subconjunto de genes de este grupo). A la derecha de la figura se encuentran las
escalas empleadas: arriba (el tamafio de los puntos al final de cada linea, es proporcional al nimero
de genes con esa funcion), abajo (los colores del grafico varian segun el logaritmo en base 10 de
FDR (False discovery rate) que indica, en escala numérica, la tasa de falsos positivos). Grafico
realizado en el programa ShinyGO v0.741 (valores del analisis en la tabla A3 en el anexo).

Genes seleccionados de interés

De las listas de genes que componen los grupos azul y magenta, surgieron algunos
candidatos que han sido reportados en otros trabajos como genes involucrados en los
procesos biolégicos que regulan a las diapausas en peces anuales y otros organismos
segun la bibliografia mencionada en materiales y métodos. Este grupo de 5 genes son: la
proteina de unidon al ARNm del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF2BP) de
la via de IGF, los factores de transcripcion Forkhead H1 (FoxH1), el Homeobox tipo 4
(ALX4), la proteina de choque térmico frio (csde1) y el retrotransposon LINE1. El patron de
expresion de estos genes en los distintos estadios embrionarios muestra que se encuentran
mayoritariamente en las diapausas, principalmente en las DI del campo (Figura 21).
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Para los 5 genes seleccionados, el ensamblado generé varias isofomas que
muestran distintos perfiles de expresion en los diferentes estadios del desarrollo y en las DI
del campo y del laboratorio. El gen IGF2BP, presenta cuatro isoformas con perfiles similares
entre ellas, pero con una variacién en sus niveles de expresion (Figura 21a). El gen FoxH1,
contiene tres isoformas que varian en sus niveles de expresidon pero con similares
caracteristicas (Figura 21b). El gen ALX4, cuenta con dos isoformas con perfiles de
expresion antagonicos, principalmente en las DI del campo y del laboratorio (Figura 21c).
Con respecto al gen csdel, se identificaron cuatro isoformas que mantienen perfiles
similares de expresion en los diferentes estadios (Figura 21d). Por ultimo, el LINE1 posee
dos isoformas con perfiles similares pero con pequefias variaciones en las DI del laboratorio
(Figura 21e).
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Figura 21. Graficos de cajas de los niveles de expresion de las isoformas de los 5 genes de interés
por triplicado en cada estadio del desarrollo. El eje y corresponde a TPM y el eje x a los diferentes
estadios embrionarios (columnas coloreadas). A la derecha de la imagen se encuentra la leyenda
correspondiente a los colores de las isoformas de cada gen: a) IGF2BP; b) FoxH1; ¢) ALX4; d) csde1
y e) LINE1.
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Analisis de redes vinculadas con los genes de interés

Con el objetivo de indagar, segun la bibliografia, en qué procesos bioldgicos,
funciones moleculares y vias de sefalizacion estan vinculados los 5 genes de interés, se
realiz6 un andlisis de enriquecimiento. Los resultados obtenidos evidencian la participacion
de estos genes en procesos de desarrollo embrionario de vertebrados, tales como la
regulacién del desarrollo de los ovocitos, vias de sefalizacion nodal y otros procesos
involucrados en el desarrollo de la placa neural, segun un orden jerarquico. En cuanto a las
funciones moleculares, los genes de interés y las vias asociadas a éstos presentan
funciones de union a proteinas SMAD y al ADN principalmente (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de enriquecimiento funcional para los 5 genes de interés seleccionados. Tabla
superior: procesos biolégicos asociados; tabla inferior: funciones moleculares vinculadas. A la
derecha de la tabla se muestra una escala con un gradiente de color (rojo a blanco) de acuerdo con
el nivel de asociacion de mayor a menor.
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Enriquecimientos funcionales en su red

v Proceso biolégico (Ontologia genética)
GO-term descripcion
G0:0060282 Regulacién positiva del desarrollo de los ovocitos
G0:0038092 Via de senalizacion nodal
G0:0021999 Regionalizacién anterior/posterior de la placa neural
G0:0009880 Especificaciéon de patrones embrionarios
G0:0010212 Respuesta a la radiacion ionizante
G0:0045739 Regulacién positiva de la reparacion del ADN
G0:0007095 Senalizacion del punto de control de dano del ADN mitéti...
G0:0007179 Via de sefializacion del receptor del factor de crecimient...
G0:0060395 Transduccion de sefiales de la proteina SMAD
G0:0030509 Via de senalizacion de BMP
G0:0006302 Reparacion de rotura de doble hebra
G0:0009952 Especificacion del patron anterior/posterior
G0:0051052 Regulacién del proceso metabolico del ADN
G0:0045934 Regulacién negativa del proceso metabdélico de compue...
G0:0045892 Regulacién negativa de la transcripcion, con plantilla de ...
G0:0000122 Regulacién negativa de la transcripcion por la ARN polim...
G0:0035556 Transduccion de sefales intracelulares
G0:1903047 Proceso del ciclo celular mitético
G0:0006325 Organizacion de la cromatina
A Funcién molecular (ontologia genética)
Término GO descripcion
G0:0070411 Union I-SMAD
G0:0046332 Union SMAD
G0:0005545 Union de 1-fosfatidilinositol
G0:0000976 Unién a la region cis-reguladora de la transcripcion
G0:0140110 Actividad reguladora de la transcripcion
G0:0000977 Unién especifica de ADN a la secuencia de la region ...
G0:0000978 Unién especifica de ADN a la secuencia de la region ...
G0:0000981 Actividad del factor de transcripcion de unién al AD...

El andlisis de las interacciones de los genes de interés (Figura 22), permite apreciar
en el diagrama las redes formadas por cada gen seleccionado. El gen que presenta la
mayor cantidad de conexiones es el FoxH1. Este se conecta con genes relacionados con la
regulacion del desarrollo de ovocitos, la via de senalizacion nodal y la uniéon a proteinas
SMAD, entre otras, que se encuentran dentro de las vias mas enriquecidas de este analisis
(Tabla 5). El segundo grupo con mayor enriquecimiento es el grupo al que pertenece el
retrotransposén LINE1 que se relaciona con proteina brcal presente en las categorias de
respuesta al dafio del ADN vy el estrés celular. Finalmente, el csde1 se interrelaciona con el
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gen rasal que esta vinculado con procesos de transduccion de sefales intracelulares y el
ciclo celular.

alx4
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IGF2BP

drap1
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\ babam1
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a / rnfa\ LINE1

Figura 22. Analisis de redes de enriquecimiento utilizando el programa String. Cada circulo
corresponde a la funcion del respectivo gen. En rojo se indican los genes de la via mas enriquecida
del estudio GO que corresponde a la regulacién positiva del desarrollo de ovocitos que comprende
genes de la familia TGF-B. Los circulos coloreados mitad rojo y mitad violeta, involucran a la segunda
via mas enriquecida que corresponde a la via de sefializacién nodal. Los circulos blancos
corresponden al resto de los genes. Las lineas que conectan los circulos corresponden a la relacion y
al rol de cada gen en la via, mientras mas lineas coloreadas, mayor cantidad de funciones se le
atribuye a esas conexiones. Los diferentes colores de las lineas indican diferentes articulos
bibliograficos que relacionan y forman las redes de enriquecimiento.

Posteriormente, se realizé6 un mapa de calor para visualizar los niveles de expresion
de los genes involucrados en la via mas enriquecida que vincula a FoxH1 (Figura 23). El
objetivo fue conocer cuando se expresan en los estadios estudiados los genes; SMAD2
(coactivador transcripcional de la via de sefializacion TGF-f3), Drap1 (factor nuclear que se
une al complejo DR1/NC2, actuando como represor general de la transcripcion) y
Homeobox AKR-like (proteina de la familia de las Homeobox).

Paralelamente se realizé una busqueda bibliografica de aquellos genes que tienen
relevancia en la via de TGF- y Nodal, y de esta busqueda quienes estan expresados en el
transcriptoma de G. charrua. De esta busqueda surgen dos genes de importancia para este
proceso que son: NODAL2A (es un gen paralogo del gen nodal, es un ligando que activa la
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via Nodal-SMAD2/3) (Schier y Talbot 2005) y TGF-B1 (factor de crecimiento transformante
B1) (Massagué, 2012).

El mapa de calor revela que estos genes presentan una alta expresion en el estadio
de induccion a la DI (IndDl). Sin embargo, en las DI del campo y del laboratorio, su
expresion es practicamente nula y en los demas estadios del desarrollo, es baja en la
mayoria de las réplicas (Figura 23).
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Figura 23. Mapa de calor de la expresién de los 5 genes (a la derecha) relacionados a FoxH1 en los
diferentes estadios del desarrollo embrionario (parte superior del grafico). En en la parte inferior de la
figura se muestra la escala de colores, como se menciona en las figuras anteriores.
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Analisis filogenético de FoxH1

Considerando el perfil de expresion y la relevancia documentada en diferentes
organismos que experimentan diapausa (Karp, 2021; Pei y col. 2007), se realiz6é un analisis
filogenético de la isoforma 7 (i7) de FoxH1 ya que es la mas expresada en las DI de los
embriones del campo (Figura 21b).

Para el analisis, se obtuvieron del GenBank secuencias nucleotidicas homodlogas a
FoxH1_i7 de G. charrua correspondientes a otros Cyprinodontiformes y al grupo externo O.
latipes. El alineamiento multiple resultante presenté una longitud total de 1209 pb (Anexo
A2).

El analisis de polimorfismos efectuado en las 11 secuencias nucleotidicas de los
Cyprinodontiformes (Tabla 1), mostrd variacién en los 1209 pb (Tabla 6). El analisis de los
cuatro rivulidos (G. charrua, N. whitei, A. limnaeus y K. marmoratus), asi como de los peces
anuales (G. charrua, N. whitei, A. limnaeus y N. furzeri) revelaron que la secuencia del gen
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FoxH1 se encuentra altamente conservada dentro de estos grupos, posiblemente debido a
su funcién bioldgica, particularmente en la diapausa.

Tabla 6. Analisis de polimorfismos del gen FoxH1, isoforma 7, en todos los grupos analizados.

Pi (Sitios
Grupo C (Conservados) | V(Variables) |filogenéticamente
informativos)
Cyprinodontiformes 594 615 356
Rivulidos 874 290 70
No anuales 771 396 106
Anuales 801 366 58

La topologia del arbol filogenético resultante (Figura 24), se obtuvo usando el
modelo de sustitucién nucleotidica T92 con un valor de verosimilitud logaritmica -logL =
-6951.53 y una distribucion gamma discreta con dos categorias (+G), con un parametro de
forma a = 0.5291. Esto indica una alta heterogeneidad, lo que sugiere que algunos sitios
estan fuertemente conservados mientras que otros evolucionan mas rapidamente. En el
arbol se observan dos grandes clados. Uno de ellos, con un soporte de bootstrap de 100%
(Figura 24, circulo azul), incluye las 4 especies de peces anuales y el rivulido no anual K.
marmoratus. Dentro de este grupo, G. charrua se ubica como especie hermana de N. withei
con un soporte de bootstrap del 100%. Este subclado se agrupa con A. limnaeus con un
soporte del 81% de bootstrap y éste con K. marmoratus con un soporte del 100%. En una
posicibn mas basal, se encuentra el pez anual africano N. furzeri. El otro clado, con un
soporte de bootstrap del 99%, esta integrado por otros Cyprinodontiformes no anuales,
donde las especies de la familia Poeciliidae forman un grupo monofilético con 100% de
soporte (Figura 24).
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Figura 24. Arbol filogenético de MV (bajo el modelo T92) de las secuencias nucleotidicas del gen
FoxH1 para las especies de Cyprinodontiformes analizadas. Oryzias latipes se empleé como grupo
externo. Los valores de bootstrap mayores al 75% estan indicados sobre las ramas. Se muestran las
longitudes de rama a escala, expresadas como numero de sustituciones por sitio. Triangulo rojo:
indica a la especie de estudio G. charrua. Circulos verdes: indican otras especies de peces anuales.
El circulo azul sefiala el nodo que abarca las especies de interés.

Analisis de seleccion

Los datos de las secuencias nucleotidicas de FoxH1 se analizaron evaluando la
diversidad nucleotidica y las tasas de divergencia sinénima y no sinénima (Tabla 7).

El analisis de las sustituciones sindnimas (Ks) y no sindénimas (Ka) mostré
consistentemente que la relacion Ka/Ks es menor a 1 en todos los grupos estudiados, lo
que indica que el gen FoxH1 esta bajo seleccion purificadora (Tabla 7). Esto sugiere que las
sustituciones no sindénimas son eliminadas evolutivamente, preservando la funcion proteica
esencial de FoxH1 dentro de los Cyprinodontiformes. Aunque los valores de Ka/Ks varian
levemente entre grupos, la tendencia general indica una fuerte conservacion funcional. Los
patrones de diversidad nucleotidica muestran que en todos los grupos la diversidad
sinénima (Pi(s)) es mayor que la no sinénima (Pi(a)), reflejando un predominio de cambios
nucleotidicos que no afectan la secuencia aminoacidica. Las relaciones Pi(a)/Pi(s)
confirman esta tendencia, consistente con un escenario en el que FoxH1 mantiene regiones
funcionalmente importantes en las diferentes especies de Cyprinodontiformes.
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Tabla 7. Analisis de seleccion en el gen FoxH1, isoforma 7, en todos los grupos analizados.

Ndmero de Ndmero de sitios . i i
. . s Pi(a) (no Relacion Ks Ka (no Relacion
Grupo secuencias segregantes Pi(s) (sinénima) L, . . L L

) s . s sinénima) | Pi(a)/Pi(s) | (sinénima) | sinénima) Ka/Ks

intraspecificas (intraspecificos)
Cyprinodontiformes| 11 516 0.423 0.100 0.172 0.543 0.129 0.147
Rivulidos 4 280 0.293 0.092 0.263 0.566 0.166 0.178
Anuales 4 337 0.355 0.116 0.261 0.565 0.158 0.169
No anuales 7 398 0.366 0.065 0.136 0.537 0.115 0.132

Profundizando en este analisis, el programa Datamonkey revelé que 8 codones se
encuentran bajo seleccién diversificadora episddica en los Cyprinodontiformes (con p < 0.1),
en las posiciones: 102, 148, 149, 189, 197, 199, 236 y 266 (Figura 25).
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Figura 25. Grafica del analisis de selecciéon episddica en el programa web de Datamonkey. Se
muestran todas las comparaciones del gen FoxH1 en los Cyprinodontiformes seleccionados. En el
eje X se representan los codones a lo largo de la secuencia del gen analizado (1-420), mientras que
el eje Y se indica el valor de p asociado a la probabilidad de seleccion diversificadora en cada codén.
Los circulos rojos del grafico representan los codones bajo seleccion diversificadora episédica, y los
circulos grises, son codones donde predomina la seleccion purificadora o la neutralidad. Las lineas
que conectan los puntos muestran como varian los valores de p entre codones consecutivos,
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permitiendo visualizar con claridad los descensos abruptos hacia valores bajos de p que indican
evidencia de seleccién. La linea horizontal gris representa el umbral de significancia estadistica de
qué se considera seleccion purificadora (con p < 0.1).

Analisis del codén 102

En la estructura primaria de la proteina FoxH1 de G. charrua, de los 8 codones con
seleccion diversificadora episédica, se analizé con mayor profundidad el codén ubicado en
la posicion 102 dénde se observé un cambio respecto al aminoacido que posee esta
proteina en otros peces anuales (Figura 26). El resto de los codones encontrados con
seleccion diversificadora episddica no revisten gran relevancia respecto a cambios de
aminoacidos con propiedades fisicoquimicas diferentes (Figura A2 en el anexos).

En las especies comparadas, los aminoacidos presentes en esta posicion son
arginina (R) en A. limnaeus y N. furzeri, y lisina (K) en N. whitei, mientras que en G. charrua
se encuentra una valina (V). Los primeros aminoacidos contienen carga positiva (basicos) y
son hidrofilicos (polares), mientras que la valina (V) es neutro (no polar) e hidrofébico. Esto
implica que se esta sustituyendo un aminoacido cargado y polar por uno no cargado y no
polar, lo que podria modificar propiedades estructurales y funcionales de la proteina.

r
codon:102
#1. TRINITY DN12722 c0 g1 i7 FOXH1 VIDVISRVPLELLK|VIQNTAVS RQD K
¥12. PREDICTED: Austrofundulus limnaeus forkhead box H1 (foxh1) VB L /S R V P L ' E|L L K|(R|@ N T A VIS RQ D E
3. PREDICTED: Nematolebias whitei forkhead box H1 (foxh1)mRNYV /B L[S R V P LIE|IL L K|IKIQ N T A V'S RQ D K
4. PREDICTED: Nothobranchius furzeri forkhead box H1 (foxh1) DIV /B LS R V P P'E|IL L K|IRI@Q N T A V'S RQ D E

Figura 26. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de FoxH1 de las cuatro especies de peces
anuales. TRINITY DN12722 CO G1 I7 corresponde a FoxH1 de G. charrua. La flecha negra marca la
posicion del aminoacido donde se encuentra el codén del codén 102.

Para analizar en qué regién de la proteina FoxH1 se ubica este aminoacido se utilizd
la base de datos Uniprot (https://doi.org/10.1093/nar/gkae1010), donde se detectaron
diferencias entre los distintos organismos analizados. En FoxH1 de G. charrua se
encuentra fuera del dominio de unién al ADN, pero dentro de un dominio denominado Fork
Head 3, también conocido como dominio de hélice alada (Clark y col. 1993). En N. furzeri el
coddn 102 se ubica en la region de unidn al ADN. En A. limnaeus esta posicionado de forma
muy similar a G. charrua dentro del dominio Fork Head 3 (Figura 27a). En especies de
peces no anuales y otros organismos, se encuentra en la regién de union al ADN (datos no
mostrados).

Por ultimo, se realizé un modelado tridimensional de FoxH1 marcando el codén 102
donde se presenta la estructura tridimensional de la region de la proteina en la que se
encuentra la valina (Figura 27b).

El modelo estructural con alto nivel de confianza en el modelado (Figura 3A de
anexos) muestra un dominio central altamente ordenado, representado en color azul oscuro
(pLDDT > 90), correspondiente a la region con mayor confianza en la prediccion. Dentro de
este nucleo estructurado se localiza la valina, situada en un segmento compacto que forma
parte del pliegue interno del dominio Fork Head 3. La posicion de la valina es la 161 en la
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estructura primaria de la proteina y estd en la zona del ndcleo hidrofébico del dominio,
probablemente contribuyendo a la estabilidad estructural de la proteina. Ademas, su
ubicacién en una regidén conservada sugiere que cambios en este residuo podrian afectar el
empaquetamiento del dominio.
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Figura 27. a) Secuencia aminoacidica de FoxH1 en cuatro especies de peces anuales. Resaltado en
amarillo se encuentra el aminoacido del codon 102 en N. furzeriy en A. limnaeus. En G. charrua es la
valina 161 y estda marcada con un recuadro rojo. La barra verde indica la region de union al ADN, la
barra anaranjada corresponde al dominio Fork Head 3, que se conoce como dominio de hélice alada.
La escala en la parte superior de cada secuencia corresponde a la posicion del aminoacido. b)

55



Modelado de la estructura tridimensional de la proteina FoxH1 de G. charrua generada en el
programa AlphaFold2. En formato de bolas rojas se encuentran en el centro de la figura la valina 161
correspondiente al codén 102. A la derecha de la figura se encuentra una escala que corresponde a
la medida de confianza en la prediccién de cada parte del modelo (pIDDT, por sus siglas en inglés
predicted Local Distance Difference Test).

Discusion

En este trabajo se realizé un analisis transcriptdmico comparativo entre embriones
en DI en dos condiciones ambientales diferentes (campo y laboratorio) con el objetivo de
explorar la existencia de una expresion génica diferencial entre ambas condiciones.
Asimismo, se analizé la coexpresidn de genes candidatos y de las vias relevantes
mencionadas que surgen de la bibliografia, las cuales estan involucradas en la diapausa I
en peces anuales y en otras diapausas caracterizadas.

Analisis de los genes con expresion diferencial entre las diapausas | del campo y del
laboratorio

Con respecto a los GED entre los fenotipos de DI (A y B), se observa que el nUumero
detectado de genes es muy bajo (Tabla 3). Este resultado confirma que ambos fenotipos
son estados de DI en concordancia con la hipotesis sugerida por Arezo y col. (2017) donde
se describid al fenotipo B morfolégicamente.

En relaciéon a los ambientes, se obtuvo una gran cantidad de GED en los embriones
en DI obtenidos en el campo con respecto a los inducidos en condiciones de laboratorio en
ambos fenotipos. Considerando que estos embriones se encuentran en el mismo estadio
dormante (DI) del desarrollo embrionario, las diferencias de expresion, segun las
condiciones de cultivo, podrian explicarse por sefiales ambientales que inciden en los
embriones y generan una respuesta celular diferente a factores como la temperatura,
niveles de oxigeno u otros factores bidticos y abidticos que varian dependiendo del entorno.

Una posible hipétesis es que el factor principal que podria explicar estas diferencias
sea la temperatura. En el disefio experimental de induccion de la DI en el laboratorio se
utilizaron tres sefales inductoras: hipoxia, presencia de adultos y una temperatura
constante de aproximadamente 19°C (Arezo y col. 2017). En condiciones naturales, los
embriones también experimentan hipoxia y se encuentran en presencia de adultos, pero los
rangos de temperatura experimentados varian entre 6.0 y 28.8° C en el ciclo anual (Errea y
Danulat, 2001). Es importante destacar que la temperatura de 19° C, no es informativa para
el embrién en relacion a la estacion del afio ya que ésta se registra en dos fases: al
comienzo del ciclo (otofio) y al final del mismo (primavera). Considerando que los embriones
de peces anuales en diapausa son capaces de tolerar ambientes adversos pero a su vez
retienen la capacidad de sensar y responder a claves ambientales (Podrabsky y col. 2016),
una temperatura de 19°C, conduciria a los embriones a expresar una mayor diversidad de
vias de sefializacién con respecto a las inducidas en la naturaleza ya que ese factor
ambiental (temperatura de 19°C) no es informativo sobre el momento del ciclo anual que
esta atravesando. Esta respuesta a dicha incertidumbre es consistente con la estrategia
“bet-hedging” anteriormente mencionada.
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Con el objetivo de encontrar alguna evidencia para esta hipotesis, se realizé una
exploraciéon de los genes expresados diferencialmente al alza en las DI obtenidas en el
laboratorio y a la baja en las del campo. El andlisis de GO (Tabla 8), reveld las vias
bioquimicas y funciones biolégicas de estos genes. Se encontré que los embriones en DI en
condiciones de laboratorio presentan una elevada expresién de genes relacionados con
procesos metabdlicos, como la fosforilacion oxidativa, asi como una gran actividad de ARN
polimerasas y la activacion de vias que favorecen un alto nivel de actividad celular de los
embriones en DI (Tabla 8). En el campo, estos mismos genes, presentan una regulacion a la
baja o ausencia de expresion, reflejando un estado de actividad celular reducida.

Tabla 8. Tabla de enriquecimiento de genes que se expresan positivamente en los dos fenotipos de
la DI obtenidos en el laboratorio.

ST L nGenes | Genes de la via Enrlquemmlt_ento en Funciones biologicas
FDR categorias
8.50E-25 35 273 10.8 Citoplasma
1.40E-25 31 175 14.9 Mixta, incluye ribonucleoproteina y biosintesis de
proteinas.
1.10E-10 28 483 4.9 Unién de nucledtidos
7.30E-09 23 395 4.9 Encuadernacién de metal
1.90E-16 22 146 12.6 Proteina ribosomica y biosintesis de proteinas
7.70E-09 21 326 54 Membrana celular
| 9.40E-11 16 123 10.9 Magnesio
4.40E-08 16 200 6.7 Mixto, incluye metabolismo del carbono y
fosforilacién oxidativa.
4.40E-09 14 117 10 Fosforilacion oxidativa y ciclo del citrato (ciclo
TCA)
8.30E-09 14 126 9.3 Ciclo mixto, que incluye fosforilacién oxidativa y
ciclo del citrato (ciclo del TCA)
4.70E-09 13 97 11.2 Proteina ribosémica y biosintesis de proteinas
1.10E-07 10 65 12.9 NAD
3.10E-10 8 16 41.9 Quinona y ferredoxina similar a la tiorredoxina
[2Fe-2S]
6.20E-09 8 23 29.2 Translocasa
6.20E-10 7 11 53.4 Mixto, incluye ARN polimerasa y factor sigma-
70, region 1.2
6.20E-10 7 11 53.4 Quinona
8.10E-09 ) 9 559 Sintesis de ATP
1.60E-08 5 10 50.3 Transporte de iones de hidrogeno
1.60E-08 6 10 50.3 Transporte de proteinas
1.60E-08 6 10 50.3 Translocacion
3.30E-08 6 11 45.8 Quinona y transportador de membrana
conductor de protones
8.30E-09 5 5 839 ARN polimerasa

Las condiciones ambientales juegan un papel clave en la regulacion molecular de la
diapausa. En los embriones en DI obtenidos en el campo se observé una mayor expresion
de genes relacionados con la regulacién transcripcional, la proteccion del ADN vy la
disminucion de vias metabdlicas (Figura 20 y Tabla A3, anexos), coincidiendo con un estado
mas profundo de dormancia adaptado a un conjunto de sefales especificas y diferentes a
las recibidas en el laboratorio (Tabla 8). Por consiguiente, se propone que las sefales en la
naturaleza configuran molecularmente a los embriones permitiéndoles enfrentar condiciones
mas extremas del habitat, mientras que en el laboratorio la ausencia de tales sefiales
conduce a un programa de expresion mas activo que presenta mayor diversidad de vias
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disponibles, probablemente debido a la falta de certeza sobre el momento del ciclo anual
(temperatura de 19 °C).

Otra posible hipotesis es que la composicion del ambiente microbiano sea un
componente potencialmente relevante. Mushegian y col. (2019) plantearon que las
interacciones entre animales y microorganismos durante las diapausas pueden influir en la
modulacion de la inmunidad, el metabolismo y la reactivacion post-diapausa, sugiriendo que
los microorganismos ambientales actian como sefales externas capaces de afectar el
estado fisiolégico del embrién. En A. limnaeus, se planted la hipotesis de que los
microorganismos simbioticos contribuirian a sustentar a los embriones durante la DIl al
proporcionarles rutas metabdlicas que favorecen la supervivencia y que no estan
codificadas en los genomas de los vertebrados (Camara-Lavadores y col. 2022). Asi, la
exposicion diferencial de los embriones a comunidades microbianas naturales frente a las
detectadas en el laboratorio (Figura 9) podria contribuir a las diferencias transcriptomicas
observadas, afectando la percepcion de las sefiales ambientales.

Este enfoque integrado, que combina la transcriptdbmica con un contexto
ecologico—ambiental, refuerza la necesidad de interpretar la diapausa no sélo como un
fendmeno fisiolégico en si mismo, sino también como una estrategia de supervivencia
moldeada por la interaccién entre los componentes fisicos, quimicos y biolégicos del
ambiente, incluida su microbiota asociada.

En suma, los resultados de este estudio mostraron diferencias claras en la cantidad
y en los perfiles de los genes expresados diferencialmente entre los embriones en DI
obtenidos en el laboratorio y los colectados en el ambiente natural. Este hallazgo evidencia
que, a diferencia de lo planteado en la hipdtesis inicial y a pesar de la similitud morfolégica
en las DI de ambos ambientes, a nivel transcriptdmico existen diferencias significativas.
Esto refuerza la importancia de no extrapolar los resultados obtenidos en condiciones de
laboratorio a lo que sucede en el ambiente natural.

Estudios de ontologia génica

El analisis del grupo azul (Figura 20a), muestra genes involucrados en la regulacion
de la expresion génica, factores de transcripcion y otras proteinas de union al ADN. Esto
sugiere que, aunque la actividad celular general esta disminuida, se mantiene una
regulacién especifica de ciertos genes clave. La presencia de factores relacionados con la
ARN polimerasa Il implicaria que los embriones presentan componentes listos para
activarse rapidamente en la salida de la DI. Esto puede deberse a que las condiciones en el
campo activan este perfil de expresion en los embriones de G. charrua. Contrariamente,
cuando las condiciones externas no son informativas en relacion al momento del ciclo anual
(temperatura de 19 °C en el laboratorio) estos reguladores transcripcionales no se expresan
en el mismo nivel que en el campo (Tabla 5). Asimismo, se observan factores de
transcripcién que pueden estar implicados en un silenciamiento transcripcional selectivo,
sustentando la idea de que las diferencias entre las condiciones experimentadas por los
embriones en el campo y en el laboratorio son clave para generar esta diferencia de
expresion. En esta categoria, se detectaron genes de gran interés identificados en otras
diapausas como los genes de la familia Homeobox y los Forkhead (Podrabsky y col. 2015,
Chalar y col. 2021, Sweet y Hu 2025). Ademas, se encontré un grupo de genes que estan
involucrados en la proteccion del ADN frente a dafnos durante el estrés ambiental, de mayor
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relevancia en el ambiente natural donde se exponen a la presencia de radiacion ultravioleta
y ofras posibles toxicidades del ambiente. Las proteinas de choque térmico frio, se ha
sugerido que forman parte de un grupo selecto de genes involucrados en el mantenimiento
de la diapausa (Thompson y col. 2024)

En el grupo magenta se encuentra el retrotransposon LINE1. Su expresion ha sido
asociada con procesos de estrés celular, silenciamiento epigenético y cambios en la
regulacion génica (Cappucci y col. 2018, Li y col. 2025). Posiblemente la activacion de
elementos transponibles, como LINE1, en condiciones naturales represente un mecanismo
de plasticidad adaptativa frente al estrés ambiental (Teefy y col. 2023), una hipétesis que
merece ser explorada profundamente. La regulacion de LINE1 podria estar mediada por las
proteinas inhibidoras de peptidasas detectadas en el analisis GO, sugiriendo una posible
interaccion funcional entre la maquinaria epigenética y estas proteinas inhibidoras. Esto
concuerda con lo propuesto por Singh y col. (2024), sobre la insercidén de los elementos
transponibles como posible origen de nuevas isoformas génicas que podrian contribuir a la
plasticidad transcriptomica adaptativa de varios genes esenciales en la DI.

Ademas, es importante destacar que en un trabajo reciente (Gajardo-Escobar y col.
2026), se ha demostrado que este tipo de retrotransposones son los principales
contribuyentes al aumento del tamafo gendmico en G. charrua. La expresion de LINE1
podria estar relacionada con la modulacion de la expresion génica a través de interacciones
como por ejemplo la alteracion de regiones cromatinicas en la diapausa, como fue sugerido
por Gajardo-Escobar y col. (2026).

Redes de enriquecimiento de FoxH1

El factor de transcripcion FoxH1 fue identificado originalmente como un mediador
critico en la via de senalizacién Nodal a través de su interaccion con las proteinas Smad2/3
y Smad4 y desempefia un papel central en la diferenciacion de los linajes celulares
mesodérmicos y endodérmicos durante la gastrulacion (Chen y col, 1997; Chiu y col., 2014).

Zhou y col. (2022) sugieren que, en ratones, FoxH1 participa en diversos procesos
epigenéticos que pueden activar o reprimir la transcripcion dependiendo de los factores
co-reguladores reclutados de acuerdo con el contexto fisioldgico. En Xenopus, FoxH1, actua
como un factor de transcripcion materno pionero que se une al genoma embrionario durante
el clivaje (32 a 64 células), etapa previa a la activacion del genoma cigético, participando en
esta activacion (Pluta y col. 2022; Charney y col. 2017). En asociacién con los factores de
transcripcion Otx1 y Vegt expresados en el endodermo, regula las respuestas
transcripcionales de los genes del desarrollo y desempefia un papel importante en la
coordinacion de las modificaciones epigenéticas de las histonas H3K4me1 (Paraiso y col.
2025). Su y col. (2025) demostraron que FoxH1 es un factor esencial para mantener la
pluripotencia en las células madre embrionarias porcinas desempefiando un papel crucial
en la inhibicion de la expresion prematura de genes relacionados con la diferenciacion.

En D. rerio, al igual que en Xenopus, FoxH1 presenta expresién materna y cigoética.
Los transcriptos maternos se localizan en el polo animal durante la ovogénesis. Al inicio de
la gastrulacidon, su expresion se detecta como un gradiente dorsoventral en dominios
especificos del mesodermo del escudo embrionario (regidon del embriéon por donde se inicia
el ingreso del endomesodermo en la gastrulacion de los peces), la notocorda y la placa
lateral del mesodermo (Pogoda y col. 2000). Ademas, Pei y col. (2007) demostraron que en
los embriones inyectados con oligonucleétidos antisentido (morfolinos) disefiados para
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impedir la traduccion de FoxH1, se interrumpen los movimientos de epibolia, internalizacion
y convergencia durante la gastrulacion generando un embridn no viable en el primer dia de
desarrollo.

En G. charrua los procesos bioldgicos identificados incluyen el desarrollo de la placa
neural, la regulacion de ovocitos y la sefalizacion de la via Nodal (Tabla 5). En la misma
tabla se menciona a las proteinas SMAD, claves por su relacién con FoxH1. Estas proteinas
estan involucradas en la regulacion del ciclo celular, la diferenciacion celular y la
organizacioén del eje embrionario como se ha mencionado (Schier y col. 2003).

En peces anuales, donde la DI ocurre en la fase de dispersion total de blastdmeras
(100% de epibolia), estos procesos podrian no sélo ralentizarse, sino también
reprogramarse transcripcionalmente. La diapausa implica un control activo de la expresion
génica, lo que podria permitir al embrién mantener su viabilidad en un estado de adaptacion
metabdlica que conserva las fuentes de energia durante la dormancia. Los mismos genes
han sido identificados como reguladores y efectores de la diapausa en diferentes estadios
del desarrollo en invertebrados (por ejemplo los genes daf, dauer formation, en
Caenorhabditis elegans) y en vertebrados, sugiriendo la presencia de un programa
molecular conservado que involucra a las vias como TGF-f/Nodal entre otras (revisado por
Sweet y Hu, 2025). Estas vias podrian ejercer un papel regulador en la entrada o salida de
la diapausa, actuando como interruptores moleculares que permiten detener o reactivar el
desarrollo en funcion de las sefales ambientales y/o internas (Podrabsky y col. 2015;
Wagner y col. 2018). Concretamente, el analisis de las redes de enriquecimiento (Figura
22), relaciona fuertemente a FoxH1 con estas vias, lo sugiere que este conjunto de genes
también estarian directamente involucrados en la modulacion de la expresion génica,
posiblemente reprimiendo o activando a otros genes segun la trayectoria de desarrollo
(ingreso a la DI o continuacién del desarrollo activo). En conjunto, estos resultados indican
que los genes estudiados podrian estar actuando como nodos clave en la red reguladora
que controla la DI, ya sea manteniendo el estado dormante o preparandose para reiniciar el
desarrollo cuando las condiciones sean favorables, al igual que en otras diapausas
estudiadas.

Con respecto al ambiente, un estudio reciente destaca un fuerte acoplamiento de las
rutas de respuesta al estrés andxico con algunos factores de transcripcién como SMAD1 en
la DIl de A. limnaeus (Clouser y col. 2025). Este estudio también sugiere que en las
diapausas, las vias de estrés metabdlico se modulan por factores de transcripcion, como
por ejemplo PPARA (factor activador del receptor alfa de proliferacion de peroxisomas).
Este factor presenta multiples isoformas en el transcriptoma de G. charrua expresados en el
estadio de IndDI (Figura 28). Cabe destacar que PPARA se expresa al ingreso de la DIl en
A. limnaeus como respuesta celular a la anoxia, sugiriendo la importancia de este factor en
las diapausas en los peces anuales.
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Figura 28. Mapa de calor de las seis isoformas de PPARA obtenidas en el transcriptoma de G.
charrua. A la derecha, cada una de las isoformas identificadas segun el cddigo de Trinity. Arriba, los
diferentes estadios del desarrollo embrionario. En la parte inferior de la figura se encuentra la escala
de expresion.

En sintesis, los embriones en DI del campo estan sometidos a un mayor estrés
ambiental con respecto al que experimentan en el laboratorio reflejando diferencias en la
expresidn génica entre ambas condiciones. En este trabajo, al igual que en otros, se
observan similitudes en la expresion de determinados genes y procesos bioldgicos entre las
DI y DIl de peces anuales (Wagner y col. 2018, Podrabsky y col. 2015, Sweet y Hu 2025)
asi como en otros organismos que experimentan diapausa (Karp, 2021; Sweet y Hu, 2025)
y en células tumorales dormantes resistentes a la quimioterapia que comparten el mismo
propésito de preservar la vida en condiciones adversas (Sweet y Hu, 2025).

La participacion de las diferentes vias como la de la IGF/insulina, TGF-B, SMAD,
PPARA y FOXO, entre otras, en la regulacion metabdlica y en la detencion del ciclo celular
durante la diapausa, son esenciales en los procesos moleculares de la dormancia. Esto
sugiere la presencia de un programa molecular conservado, compuesto por el mismo
conjunto de genes clave, detectados repetidamente en el perfil de expresién de las
diapausas descritas (Sweet y Hu 2025), asi como en la DI de G. charrua.

Analisis filogenético de FoxH1

El gen FoxH1, fue detectado en las listas de los genes expresados diferencialmente
en la DI segun el ambiente (campo o laboratorio). El estudio filogenético de FoxH1 podria
contribuir en la interpretacion de su rol adaptativo en la DI de G. charrua y posiblemente a la
comprension de su papel en otros peces anuales.

En concordancia con lo propuesto por Sweet y Hu (2025), la diapausa puede
considerarse una plataforma para comprender la dormancia biolégica, en un conjunto de
rutas moleculares conservadas que regulan la detencion del ciclo celular, la regulacién
metabdlica y la proteccion del genoma. En este contexto, la expresion diferencial de FoxH1
observada en G. charrua podria reflejar la activacién de componentes de este programa
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molecular conservado, reforzando su papel potencial en la regulacién del desarrollo y la
adaptacion a condiciones ambientales variables.

Quienes destacan que multiples taxones comparten un conjunto conservado de
rutas de dormancia que incluyen factores de sefalizacion de TGF-B, SMAD y FOXO,
indican que la expresion diferencial de FoxH1 como un mediador clave de la via SMAD
(Eustice y col. 2022), en G. charrua podria representar la activacion de un mecanismo
molecular ancestral asociado a la entrada o mantenimiento de la diapausa. Este resultado
refuerza la hipétesis de que la regulacién de la diapausa comparte elementos con otros
tipos de dormancia observados en vertebrados e invertebrados (Martin y Podrabsky, 2017).

El analisis filogenético presentado en la figura 24 evidencia una estrecha relacion
evolutiva entre FoxH1 de G. charrua, otros peces anuales y K. marmoratus con un valor de
bootstrap del 100%, lo que indica un alto nivel de confianza en esta agrupacion. Este
hallazgo es coherente con estudios previos que han sugerido una proximidad filogenética
entre estos taxones, posiblemente derivada de adaptaciones similares a ambientes
temporales y caracteristicas reproductivas comunes (Gutiérrez y col. 2015). Asimismo, se
ha sefalado que K. marmoratus, aunque no es un pez anual, comparte con estos cierta
plasticidad durante el desarrollo embrionario. Por ejemplo, frente a determinadas
condiciones ambientales, es capaz de retrasar la eclosion de los embriones (revisado por
Martin y Podrabsky, 2017).

El andlisis de polimorfismos vy divergencia genética en especies de
Cyprinodontiformes y en particular de los Rivulidae (Tabla 6), revela patrones de diversidad
nucleotidica y tasas de sustitucién sindnima y no sinénima que ofrecen informacién sobre
las presiones selectivas que actuan sobre el gen FoxH1 en diferentes contextos ecoldgicos
y evolutivos. En general, se observa que la diversidad nucleotidica sinénima (Pi(s)) es
mayor que la no sinénima (Pi(a)) en las especies analizadas. Este patron sugiere que la
mayoria de los cambios en la secuencia estudiada son neutros, indicando una conservacion
funcional del gen FoxH1 en estas especies. Asimismo, la relacién Ka/Ks, es menor a 1 en
todas las categorias analizadas, indicando una fuerte presion selectiva conservadora que
mantiene la integridad funcional del gen FoxH1. Al analizar las especies anuales y no
anuales, se observa que en las especies anuales, la relacién Pi(a)/Pi(s) es baja, lo que
indica que la mayoria de las mutaciones son no sinénimas. Ademas, la relacién Ka/Ks
sugiere una moderada presion selectiva que limita las mutaciones no sindnimas, lo que
podria estar relacionado con las adaptaciones especificas de estas especies a ambientes
temporales y condiciones de vida extremas. En las especies no anuales, la baja relacién
Pi(a)/Pi(s) sugiere que la mayoria de las mutaciones son no sinénimas. La baja relacion
Ka/Ks refuerza la idea de que las secuencias estan siendo conservadas evolutivamente, lo
que podria reflejar una menor presion selectiva en estos linajes. Estos resultados son
consistentes con estudios previos que han documentado la alta diversidad genética y la
adaptacion a ambientes temporales en especies de Rivulidae (Garcia y col. 2004).

El analisis de seleccion episédica realizado con el programa DataMonkey ha
identificado ocho codones que han experimentado presién selectiva diversificadora, con
valores de p < 0.1. La seleccion diversificadora episddica se refiere a eventos de seleccion
positiva que ocurren en momentos especificos de la historia evolutiva, favoreciendo la
variabilidad genética en lugar de la conservacion de caracteristicas funcionales (Murrell y
col. 2012). La identificacion de estos sitios sugiere que las mutaciones en estos codones
podrian haber sido favorecidas en determinados linajes o periodos evolutivos, posiblemente
en respuesta a cambios ambientales o ecoldgicos que requirieron adaptaciones especificas.
Es importante destacar que el valor de p < 0.1 indica una evidencia moderada de seleccién
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diversificadora. Aunque este umbral es mas laxo que el convencional p < 0.05, sigue siendo
relevante para identificar posibles sitios bajo seleccion. Sin embargo, es necesario
considerar que valores de p mas altos pueden aumentar la probabilidad de falsos positivos,
por lo que se recomienda interpretar estos resultados con cautela y, de ser posible,
complementarlos con otros métodos o datos adicionales.

Mutaciones en los codones que presentan seleccion purificadora

La sustitucién de una arginina o lisina (residuos basicos y cargados positivamente)
por una valina (residuo apolar e hidrofébico) en el codén 102 de FoxH1 en G. charrua
(Figura 22), representa un cambio drastico en propiedades fisicoquimicas de la proteina..
Esta mutacion podria afectar la estabilidad, la estructura terciaria, o su funcién (Betts y
Russell 2003, Teng y col. 2011). La afinidad de unién al ADN se puede reducir
drasticamente si la interaccion proteina-ADN depende de cargas positivas que estabilizan la
union. Reemplazar una arginina o lisina por una valina podria alterar esa interaccion
conduciendo a la inactivacion de los factores de transcripcion, represores o activadores,
segun el rol de la proteina. Las consecuencias funcionales podrian incluir la pérdida de su
funcién, un cambio en la especificidad por genes blanco, o también modificar la interaccion
con las proteinas SMAD involucradas en la alteracion de la transcripciéon de genes
especificos (Fisher y col. 2019). En sintesis, la sustitucion de residuos basicos por
hidrofébicos en la proteina FoxH1 de G. charrua podria ejercer cambios en su capacidad
para unirse al ADN y regular la transcripcién de genes esenciales para el desarrollo. Esto
resalta la importancia de la conservacién de la composicion de aminoacidos en regiones
funcionales importantes de las proteinas (Dai y col. 2021).

El codéon 102 se encuentra en la regién denominada Fork Head 3, un dominio de
union al ADN conservado, también conocido como hélice alada (Clark y col. 1993). Esa
estructura proteica de hélice interactia con el surco mayor del ADN, permitiendo el acople
del sitio de unién especificamente (Littler y col. 2010). Ademas, estudios recientes muestran
que la dinamica, conformacién y modo de unién al ADN de los dominios Fork Head pueden
variar entre subfamilias de FOX (por ejemplo entre FOXO1, FOXO3, FOXO04), lo que
sugiere una flexibilidad estructural y por ende de reconocimiento de secuencias blanco del
ADN (Liy col. 2021).

En conjunto, la evidencia obtenida para G. charrua indica que la sustitucion
detectada en el codén 102 de FoxH1 en embriones en DI del campo, localizado dentro del
dominio Fork Head 3, una regién altamente conservada, responsable del reconocimiento del
ADN, constituye un cambio potencialmente importante desde la perspectiva funcional. Este
hallazgo es muy interesante ya que, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo,
este gen se posiciona como un gen muy relevante para la DI y contiene un evento de
seleccion diversificadora episddica en un coddn que se encuentra en una region de
reconocimiento del ADN. Esto permite sugerir que la variante ejerceria un papel esencial en
la funcion de FoxH1 de G. charrua.
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Conclusiones

El ensamblado del transcriptoma de Garcialebias charrua, generado a partir de la
obtencion de secuencias de alta calidad, es un aporte esencial para comprender los
mecanismos moleculares involucrados en las diapausas de los peces anuales.

El analisis transcriptomico comparativo entre los embriones de G. charrua en DI
obtenidos en la naturaleza y los inducidos en el laboratorio revela que, aunque ambos
correspondan al mismo estadio de dormancia, las condiciones ambientales ejercen una
influencia determinante sobre los perfiles de expresiéon génica. Los embriones del campo
muestran un estado de mayor represion metabdlica y activacién selectiva de vias
reguladoras sugiriendo una adaptacién especifica a las sefales ambientales
experimentadas, mientras que los embriones del laboratorio mantienen una mayor
diversidad de vias activas, probablemente debido a la ausencia de sefales ambientales
confiables existentes en su entorno natural.

El uso de analisis de correlacion y enriquecimiento funcional permitié identificar
grupos de genes esenciales, entre los que se destacan los factores de transcripcion de las
familias Homeobox y Forkhead, asi como proteinas relacionadas con la proteccién frente al
estrés ambiental (choque térmico frio) y factores reguladores de las vias de crecimiento y
diferenciacion celular, como IGF2BP. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la diapausa
no constituye un estado de inactividad pasiva, sino un proceso regulado dinamicamente por
redes moleculares que aseguran las trayectorias de la dormancia y la preparacion para la
reactivacion del desarrollo.

El analisis filogenético y de seleccion del gen FoxH1 evidencié una fuerte
conservacién funcional bajo presion selectiva purificadora, aunque con sefiales de seleccion
diversificadora episddica en sitios especificos. Esto sugiere que, si bien la funcién basica del
gen se preserva, ciertas variaciones podrian haber sido favorecidas en contextos
ambientales particulares, contribuyendo a la adaptacion evolutiva de los peces anuales a
ecosistemas temporales.

En conjunto, estos resultados demuestran que la regulacion de la DI en G. charrua
depende de una interaccion compleja entre factores ambientales y redes genéticas
altamente conservadas, pero modulables, lo que otorga a esta especie una notable
plasticidad adaptativa. Este trabajo no solo aporta evidencia sobre el efecto que ejercen las
sefales ambientales en los diferentes contextos (campo y laboratorio), sino que también
posiciona a genes como FoxH1, IGF2B2, ALX4, csde1 y LINE1 como candidatos centrales
en la comprension de los mecanismos moleculares que sustentan a la DI en G. charrua y
probablemente en otros peces anuales.
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Perspectivas

Analisis bioinformaticos

Profundizar en el analisis de las anotaciones del transcriptoma. En este estudio
contamos con datos muy significativos en cuanto a la cantidad de transcriptos identificados
como ARNs no codificantes con los datos que ya estan disponibles en la anotacién de
Trinotate con la base de datos Infernal. Buscar reguladores no codificantes que modulen los
genes de DI. Complementar este estudio con programas como miRDeep2 (Friedlander y
col. 2012), IntaRNA (Mann y col. 2017) o miRTarBase (Cui y col. 2025). Es necesario
realizar consultas en las bases de datos mas actualizadas para verificar su clasificacion y
profundizar sobre la posible relacion de estos ARNs con la regulacion de la diapausa en
condiciones de induccién en el laboratorio y en el campo.

Integrar los datos obtenidos con el programa Trinotate 4.1, que nuclea una gran
cantidad de anotaciones consultadas en diversas bases de datos tales como: EggNogg con
anotaciones de ontologia génica (Hernandez-Plaza y col. 2023),y otras bases de datos
como Pfam (Finn y col. 2014).

Continuar con los estudios de GO en plataformas con bases de datos como la
enciclopedia de Kioto de genes y genomas (KEGG) y la base de datos de transcripcién y
regulacion (TRRUST), para identificar posibles genes reguladores importantes, que
posiblemente aportaran gran cantidad de informacion valiosa para ampliar el conocimiento
de este organismo y su respuesta al ambiente.

Reconstruir las redes de co-expresion, usando el programa de WGCNA expandido
(mayor cantidad de grupos) o analisis de red de co-expresion génica integrada multiescala
(MEGENA) (Song y col. 2015), para inferir redes mas completas de co-expresion.

Realizar analisis de secuencias promotoras, buscando elementos de uniéon de
FoxH1, SMAD, Homeobox o PPARA en promotores de genes diferencialmente expresados,
por ejemplo con MEME Suite (Timothy y col. 2015) o HOMER (Heinz y col. 2010).

Estudiar la prediccibn de interaccion proteina-proteina en los analisis de
enriqguecimiento ampliando las redes con STRING, IntAct o BioGRID para visualizar la
interconeccion de los genes detectados en DI, principalmente en aquellos evidenciados en
este trabajo (IGF2BP, Alx4, CS).

Realizar estudios de epigenética y regulacién no codificante. Prediccion de
metilacién de ADN o histonas. Explorar si los genes con expresion diferencial presentan
motivos CpG o regiones ricas en histonas modificadas (H3K4me3, H3K27me3).

Realizar una integracion multidmica (si hay datos disponibles) combinando las
aproximaciones de la transcriptdmica con la metabolémica y/o la proteémica para validar las
vias metabdlicas activas (fosforilacion oxidativa, inhibicion enzimatica, etc.). Este analisis
puede efectuarse mediante herramientas como MixOmics, MOFA+ o OmicsNet.
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Extender analisis filogeneticos y de seleccion a otros genes, complementar los
analisis de seleccion incorporando metodologias adicionales, como aBSREL, que permitan
una deteccion mas robusta de seleccidén a nivel de ramas, asi como evaluar el impacto del
uso de umbrales de significancia mas estrictos y ampliar el analisis a conjuntos mas
extensos de genes ortélogos, con el fin de capturar patrones evolutivos que podrian no ser
evidentes a nivel de secuencias codificantes.

Estudiar la evolucién de las isoformas disponibles en el ensamblado y analizar si
presentan un perfil de expresion diferencial entre ellas, bajo condiciones de induccion a la
diapausa y dentro de la diapausa. Luego ver si son identificables en otras especies de
peces anuales en las diapausas del campo y del laboratorio, ya que esto permitira distinguir
si dichos patrones representan mecanismos conservados o innovaciones recientes propias
de G. charrua.

Ensayos experimentales en el laboratorio

Realizar la validacion funcional y de expresion con técnicas como la transcripcion
reversa y cuantificacion en tiempo real (RT-gPCR), de los genes estudiados (FoxH1, IF2B2,
csdel, Alx4 y LINE1) en las vias enriquecidas de la DI en el campo para consolidar la
evidencia transcriptomica.

Determinar los patrones espacio-temporales de expresion, por ejemplo de FoxH1, en
el embrién mediante hibridacion in situ.

Realizar ensayos de exposicion ambiental controlada induciendo la DI con distintos
gradientes de temperatura, oxigeno o radiacion UV y evaluar los cambios de expresién
mediante RNAseq con el objetivo de validar la hipétesis de “plasticidad fenotipica” frente a
las sefiales ambientales.

Realizar experimentos de pérdida (CRISPR/Cas9) y ganancia de funcién en genes

como FoxH1 o IF2B2 para evaluar si afectan la induccion, el mantenimiento y/o la salida de
la DI.
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ANEXOS:

Kraken

Krona : grafico de anotaciones por el programa Kraken:
Kr@na searcn x|

7 Moo Toat: 2085872
[+ Jronnsie

x
v—_——yl

— pa——— |

Fig A1. En el programa Kraken el 86% de los genes no fueron encontrados en la base de
datos del programa ya que la base de datos del programa esta enfocado en analisis de
metagendmica y encontrar bacterias y arqueas en analisis gendémicos. Aunque también
tiene bases de datos eucariotas en organismos tradicionales (homosapiens, rattus, etc.)

Tabla A1. Anotaciones de Kraken. Valores de anotaciones de bacteria y eucariotas en cada
estadio por triplicado y las proporciones porcentuales de los mismos.
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Muestra # Reads #R;::i - 9th:::::l baciéeria #Rd bact 9:an:t BacfAfotado
1 2.fastq.gz |Materno_repl 31.216.564 27.364.225 18,70 12,34 3.852.339 6,36 66%
2_2.fastq.gz |Materno_rep2 32.202.767 28.161.320 19,55 12,55 4.041.447 7,00 64%
3 2.fastg.gz |Materno rep3 25.985.177 23.729.664 15,40 8,68 2.255.513 6,72 56%
4 2 fastq.gz |Sin_Ind_repl 27.368.160 18.760.874 37,14 31,45 8.607.286 5,69 85%
5 2.fastg.gz |Sin_Ind_rep2 27.707.234 21.700.306 27,25 21,68 6.006.928 5,57 80%
6_2.fastq.gz |Sin_Ind rep3 28.803.804 21.723.829 30,94 24,58 /.079.975 6,36 79%
7_2.fastq.gz |IndDI_repl 25.316.548 24.650.723 13,54 2,63 665.825 10,91 19%
8 2.fastq.gz |IndDI_rep2 23.079.692 21.302.556 19,39 7,70 1.777.136 11,69 40%
9_2.fastq.gz |IndDI rep3 30.028.030 28.673.766 14,36 4,51 1.354.264 9,85 31%
10_2.fastq.gz | Epibolia_repl 29.160.839 22.214.727 30,64 23,82 6.946.112 6,82 78%
11_2.fastq.gz| Epibolia_rep2 30.263.788 22.882.450 41,13 24,39 7.381.338 16,74 59%
12 2.fastg.gz | Epibolia_rep3 30.662.305 19.522.690 42,12 36,33 11.139.615 5,79 86%
13_2.fastq.gz| DIA Lab repl 34.316.360 28.074.214 29,69 18,19 6.242.146 11,50 61%
14 2.fastq.gz | DIA_Lab_rep2 31.221.966 28.134.114 16,85 9,89 3.087.852 6,96 59%
15 2.fastg.gz|DIA Lab rep3 27.142.736 20.275.624 38,21 25,30 6.867.112 1291 66%
16_2.fastq.gz| DIB_Lab_repl 28.772.670 28.243.253 63,67 1,84  529.417 61,83 3%
17_2.fastq.gz| DIB_Lab_rep2 28.004.477 21.101.373 31,36 24,65 6.903.104 6,71 79%
18 2.fastq.gz|DIB Lab rep3 27.172.897 22.776.322 22,36 16,18 4.396.575 6,18 72%
19 2.fastq.gz|Reagregado repl 25.652.693 20.770.986 23,83 19,03 4.881.707 4,80 80%
20_2.fastq.gz| Reagregado_rep2 32.206.691 25.469.051 25,37 20,92 6.737.640 4,45 82%
21 2.fastq.gz|Reagregado rep3 33.438.804 23.316.878 33,41 30,27 10.121.926 3,14 91%
22 2.fastq.gz|DIA_Campo_repl 28.887.704 28.546.829 6,29 1,18 340.875 5,11 19%
23_2.fastq.gz| DIA_Campo_rep2 27.270.416 26.869.541 7,89 1,47 400.875 6,42 19%
24 2.fastq.gz|DIA Campo rep3 30.988.988 30.700.790 8,24 0,93 288.198 7,31 11%
25_2.fastq.gz | DIB_Campo_repl 25.594.172 25.271.685 6,96 1,26 322.487 5,70 18%
26_2.fastq.gz| DIB_Campo_rep2 33.553.122 33.046.470 9,19 1,51 506.652 7,68 16%
27 2.fastq.gz|DIB Campo rep3 26.759.840 26.564.493 11,81 0,73 195.347 11,08 6%
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Estudio de Ontologia Génica y enriquecimiento.

Tabla A2. Listado de genes grupos azul y magenta

Grupo azul

numero de

genes

47

47

33

29

Categoria GO

Unién de compuestos

ciclicos organicos

Unién de compuestos
heterociclicos

Unidén de iones

Unién de proteinas

Genes

myh9 eiflb gata4 abcal rad51c aacs cpsf6é hnf4a
clen5 papolg matr3 tanc2 hip1r gfi1b incenp alx4 gni3l
ddx21 acaca pif1 limk1 Irp1 slc6a6 tyk2 rab38 cers5
rab1a angel2 fmo5.2 nphs1 myh11 nfyb foxh1 csde1
blk hic2 pin4 rap2a cchcr1 atf4 ube2b eif3d snai1
nr6a1 sf3b3 gapdh rac1

myh9 eiflb gata4 abcal rad51c aacs cpsf6 hnf4a
clen5 papolg matr3 tanc2 hip1r gfi1b incenp alx4 gnl3l
ddx21 acaca pif1 limk1 Irp1 slc6a6 tyk2 rab38 cers5
rab1a angel2 fmo5.2 nphs1 myh11 nfyb foxh1 csde1
blk hic2 pin4 rap2a cchcr1 atf4 ube2b eif3d snai
nréa1 sf3b3 gapdh rac1

myh9 gatad4 abca1 rad51c aacs hnf4a pcdh1 clcn5
papolg fhl2 matr3 hip1r incenp gnl3l Isr ddx21 acaca
pif1 limk1 Irp1 tyk2 rab38 rab1a calm1 csrp1 fmo5.2
myh11 blk rap2a ube2b iscu nr6a1 rac1

myh9 itprid2 slc26a7 tanc2 hip1r pkp3 cd2ap ano5
ankrd28 wdr75 limk1 Irp1 slc6a6 cav1 tfg nphs1 birc6
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24

22

12

11

10

Unidn de moléculas

pequefias

Unién de derivados de
carbohidratos

Actividad del factor de
transcripcion que se
une al ADN

Actividad de hidrolasa

Actividad de la

transferasa

Actividad del
transportador

Actividad del
transportador
transmembrana

Actividad de la
oxidorreductasa

Union de complejos
que contienen
proteinas

fhod3 myh11 nfyb blk fmnl2 hic2 crk sf3b3 rac1 cpsf7
naca hbegf

myh9 abca1 rad51c aacs clcnb papolg hip1r incenp
gnl3l ddx21 acaca pif1 limk1 tyk2 rab38 rab1a fmo5.2
myh11 blk rap2a ube2b nr6a1 gapdh rac1

myh9 abca1 rad51c aacs clcn5 papolg hip1r incenp
gnl3l ddx21 acaca pif1 limk1 tyk2 rab38 rab1a myh11
blk rap2a ube2b nr6a1 rac1

Gata4d HNF4A GFI1B ALX4 LRP1 SLC6A6 NPHS1
NFYB FOXH1 HIC2 ATF4 SNAIL1

abca1 rad51c hip1r incenp pif1 rab38 rab1a angel2

rap2a nr6a1 rac1

dgat1 papolg limk1 tyk2 cers5 peli2 birc6 blk ube2b
geni

abca1 clen5 anob5 slc6ab XB5730115 uaca clics

abca1 clcn5 anob slc6ab XB5730115 clich

limk1 rdh7 fmo5.2 XB5730115 gapdh

myh9 eif1b fhod3 myh11 fmnl2
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Actividad del
transductor molecular

Actividad del receptor

de sefializacion

Actividad reguladora de
la traduccion

Regulador de la funcion
molecular

Actividad de la ligasa

Actividad reguladora de
la traduccién, unién de

acidos nucleicos

Actividad de la proteina
G

Actividad de
transferencia de
electrones

Actividad del reservorio

de nutrientes

Actividad de la

citocromo-c oxidasa

Actividad del receptor

nuclear

Unién de lipidos

hnf4a il1r2 tshr tyk2

hnf4a il1r2 tshr tyk2

eif1b eif3d

birc6 rap2a

aacs acaca

eif1b eif3d

rap2a

XB5730115

uaca

XB5730115

hnf4a

caderailr
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Actividad de la

isomerasa

Actividad reguladora de
enzimas

Actividad del
transportador
transmembrana

xenobidtico

Encuadernacion de

grupos metalicos

Actividad  adaptadora

molecular

Grupo magenta:

Numero

de genes

pind

birch6

slc6ab

esCu

Cav1

Categoria GO de alto nivel

union de proteinas

Unién de enzimas

Unién de iones

Unién de cationes

actividad reguladora enzimatica

Genes

timp2 timp3
ppib xbp1

timp2 timp3
ppib xbp1

timp2 as timp3

timp2 as timp3

timp2 timp3
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Actividad catalitica, que actua sobre una proteina

actividad inhibidora de enzimas

actividad reguladora de la peptidasa

unioén de la cromatina

actividad del factor de transcripcion de unién al ADN

actividad hidrolasa

actividad de isomerasa

unién amida

union de compuestos ciclicos organicos

unién de compuestos heterociclicos

Actividad de factor de transcripcion con unién al ADN,
especifica de la ARN polimerasa |l

Unién de acidos nucleicos

actividad peptidasa

actividad de la isomerasa cis-trans

Unidn de péptidos

Union de proteinas idéntica

as ppib

timp2 timp3

timp2 timp3

xbp1

xbp1

as

ppib

ppib

xbp1

xbp1

xbp1

xbp1

as

ppib

ppib

xbp1
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Unién de aniones as
Actividad de dimerizacion de proteinas xbp1
Respuesta al dafio del ADN line1

Tabla A3. Datos de los analisis GO y enriquecimiento de genes de grupo azul y magenta

respectivamente.
Enriquecimient Genes de|Enriquecimiento - - -
o FDR nGenes | Via  |en categorias Funciones biologicas
1 80E-04 14 1508 456 Actividad del factor de transcripcion de union
al ADN
5.00E-02 5 306 4.6 Union de filamentos de actina
Actividad de factor de transcripcion de union
1.50E-03 12 1423 4.2 e .
al ADN, especifica de la ARN polimerasa Il
5 50E-03 11 1373 42 Unl(?r'l de ADN especifica de sectjer.n‘:la de la
region reguladora de la transcripcion de la
1 30E-02 9 1056 3.9 Un.lf)n t!e ADN especifica de secuer.ma de la
region cis-reguladora de la ARN polimerasa Il
1 50E-02 9 1094 3.7 Union de ADN .e'specmca de se(.:uenaa dela
region reguladora cis
9.80E.03 11 1480 3.4 Union de la region c.ls-lzefguladora dela
transcripcion
9.80E.03 11 1480 34 Unidn de acidos nucleicos a.la .r?gién
reguladora de la transcripcion
5.00E-02 8 495 3 union de GTP
5.00E-02 8 525 3 Unidn de nucleétidos de guanilo
5.00E-02 8 525 3 Unidn de ribonucleétidos de guanilo
2 00E-02 11 1529 3 Unidén de ADN blcatenalrlo especifica de
secuencia
3.10E-02 12 1683 26 Unidon de ADN especifica de secuencia
4,60E-02 11 1608 26 Union de ADN de doble cadena
2.00E-02 15 1972 24 Actividad del regulador de la transcripcion
4 60E-02 19 2678 1.9 unién al ADN
3.70E-02 31 4006 16 Unidn de acidos nucleicos
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1.70E-02 1 5 346.4 .y .

Unidn de iones cloruro
1.70E-02 1 12 346.4 .. . .

actividad metalodipeptidasa

actividad inhibidora de la
2.10E-03 2 23 173.2 .

metaloendopeptidasa
2.50E-02 1 50 173.2 .. . .

actividad carboxipeptidasa
2.50E-02 1 15 173.2 .. . .

Actividad de dipeptidasa
5.70E-03 2 69 63 .

union de proteasa

actividad inhibidora de la
5.70E-03 2 144 53.3 .

endopeptidasa

actividad inhibidora de
5.70E-03 2 155 53.3 .

peptidasas

Actividad reguladora de la
5.70E-03 2 154 49.5 .

endopeptidasa

Actividad reguladora de la
6.80E-03 2 191 40.8 .

peptidasa

Actividad inhibidora de
1.70E-02 2 308 21.7 .

enzimas
3.70E-02 2 835 12.8 . . .

Union de iones de zinc
5.70E-03 4 1605 7.3 . e el

Union enzimatica

Figura A2: Alineamientos en Mega X, de el resto de los codones que poseen seleccion

diversificadora episddica
codon 148

1, TRINITY DN12722 c0 g1 i7 FOXH1

2. PREDICTED: Austrofundulus limnaeus forkhead box H1 (foxh1)
3, PREDICTED: Nematolebias whitei forkhead box H1 (foxh1) mRN;
M4, PREDICTED: Nothobranchius furzeri forkhead box H1 (foxh1) DE

codon 189

“1. TRINITY DN12722 0 g1 i7 FOXH1 L

¥I2, PREDICTED: Austrofundulus limnaeus forkhead box H1 (foxh1) H L .
L
L

B ]
U N

¥3. PREDICTED: Nematolebias whitei forkhead box H1 (foxh1) mRN H
¥4, PREDICTED: Nothobranchius furzeri forkhead box H1 (foxh1) DE

codon 199

M 1. TRINITY DN12722 c0 g1 i7 FOXH1 ? 7 AA A
2. PREDICTED: Austrofundulus limnaeus forkhead box H1 (foxh1) VA V
3. PREDICTED: Nematolebias whitei forkhead box H1 (foxh1) mRN: V AA
¥4, PREDICTED: Nothobranchius furzeri forkhead box H1 (foxh1) DE
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Plots for FoxH1_4f808_0
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Figura A3: Resultados de la prediccion estructural de la proteina FoxH1-i7, obtenidos mediante
AlphaFold2—ColabFold, incluyendo las matrices de contactos, la cobertura del alineamiento multiple
de secuencias (MSA) y los puntajes de confianza por posicion (pLDDT). a) Mapas de distancia /
contacto (rank_1 a rank_5). La fila superior presenta los cinco modelos estructurales generados por
AlphaFold, ordenados segun su puntaje de confianza (“rank”). En cada mapa, la intensidad del color
representa la distancia promedio entre residuos: Azul oscuro / celeste, contactos o distancias cortas,
indicando regiones plegadas y estructuralmente bien definidas. Rojo, distancias mayores,
generalmente regiones flexibles o desordenadas. Las primeras ~150-180 posiciones muestran un
patron consistente de contactos (zona azul intensa), lo que indica un nucleo estructural estable,
correspondiente al dominio Forkhead de FoxH1. El resto de la proteina se muestra con menor
densidad de contactos, coherente con regiones intrinsecamente desordenadas tipicas de factores de
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transcripcion. b) Cobertura del alineamiento de secuencias (MSA). El panel inferior izquierdo muestra
la cobertura del MSA utilizado como entrada para AlphaFold: El eje vertical representa el nimero de
secuencias obtenidas por MMseqs2 (mas de 10.000 secuencias). Las lineas horizontales muestran la
presencia o ausencia de cada residuo en esas secuencias. El color indica la identidad con respecto a
la proteina consultada (rojo = baja identidad; verde = alta). La curva negra indica cuantas secuencias
contribuyen para cada posicidn. Se observa una cobertura muy alta entre los residuos ~50-180,
coincidiendo con el dominio Foldhead, lo cual refuerza la robustez de la prediccion estructural en esa
region. c¢) pLDDT por posicion (Predicted IDDT). El panel inferior derecho muestra el puntaje pLDDT,
una medida de confianza del modelo (0-100): > 90, regién muy confiable, estructura rigida, 70-90,
buena confianza, 50-70, probable regién flexible, < 50, desorden intrinseco o estructura no definida.
Todos los modelos (rank_1 a rank_5) son consistentes y muestran: Altos valores de pLDDT (80-95)
en el dominio Forkhead (~70-160 aa), indicando alta confianza en su estructura. Baja confianza
(20-50) en los extremos N-terminal y C-terminal, lo que sugiere regiones desordenadas, algo tipico
en factores de transcripcion con multiples regiones reguladoras flexibles.
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