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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 
desecación de los charcos estacionales donde habitan. Durante estas tres detenciones, las 
actividades vitales disminuyen hasta que las señales ambientales determinan su 
reactivación. 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 investigación se centra en comprender los mecanismos 
involucrados en la regulación de las diapausas con un enfoque interdisciplinario. En este 
contexto, se inició un estudio de la expresión génica diferencial mediante un análisis 
comparativo entre el repertorio de ARNm de embriones en diapausa I 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 análisis de expresión génica diferencial detectó 5760 
transcriptos que cambian su expresión entre las diapausas I obtenidas en condiciones de 
laboratorio y en el campo. Entre los fenotipos de diapausa I (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 expresión diferencial. Los análisis de componentes principales y de 
correlación de Pearson evidenciaron claras diferencias entre los embriones en diapausa I 
colectados en el campo y aquellos inducidos en el laboratorio, indicando que las 
condiciones ambientales influyen fuertemente en la expresión génica durante esta 
detención. Mediante el análisis de coexpresión se identificaron grupos de genes con 
expresión específica en embriones provenientes del campo enriquecidos en funciones 
moleculares asociadas a la regulación transcripcional, unión al ADN, protección frente al 
daño genómico y regulación enzimática. Los análisis de ontología génica y de 
enriquecimiento funcional mostraron la participación de vías de señalización como la IGF, la 
TGF-β/SMAD, y la Nodal. Entre los genes de interés identificados se destacaron los factores 
de transcripción FoxH1 y Homeobox-like 4, una proteína de choque térmico frío, el elemento 
transponible LINE1 y un integrante de la vía IGF (IGF2BP) cuya máxima expresión se 
observó en las diapausas I del campo. Estos genes representan potenciales reguladores de 
la dormancia embrionaria en respuesta a las señales ambientales. El análisis filogenético 
del gen FoxH1 mostró una fuerte conservación funcional entre especies de peces anuales. 
Los estudios de selección molecular revelaron regiones bajo presión selectiva purificadora y 
codones bajo selección diversificadora episódica. Estos resultados demuestran que la 
regulación de la diapausa I en G. charrua depende de una interacción 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 señales ambientales en el campo y en el laboratorio. El 
estudio de las diapausas en peces anuales permite plantear preguntas que entrelazan las 
dimensiones ecológica, evolutiva y de biología del desarrollo.  
 
 
Introducción 
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Los organismos extremófilos habitan regiones con condiciones adversas y presentan 
mecanismos de adaptación (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 tardígrados y rotíferos, la hibernación en un 
insecto del Ártico, la esporulación en las levaduras, el enquistamiento del crustáceo 
Artemia, la dormancia en las semillas de las plantas y las detenciones reversibles en el 
desarrollo embrionario o diapausas en más de 130 especies de mamíferos  y en los peces 
anuales (Lubzens y col. 2010;  Fenelon y col. 2014; Hand y col. 2016). 

Los peces anuales (Cyprinodontiformes) son teleósteos dulceacuícolas de América y 
África. Habitan charcos temporales con marcadas fluctuaciones en factores abióticos (pH, 
turbidez, oxígeno disuelto y temperatura) que implican para los peces una gran adaptación y 
tolerancia al estrés ambiental (Podrabsky y col. 2016) y una historia de vida que consta de 
dos fases: seca y húmeda. Durante la fase húmeda (época de lluvias), los adultos se 
reproducen en los charcos generando embriones que permanecen en el fondo de los 
mismos. Al iniciarse la estación seca, las masas de agua desaparecen causando la muerte 
masiva de la población adulta (Figura 1). Por lo tanto, la supervivencia de estas especies 
depende de los embriones enterrados en el sustrato (Wourms, 1972a).  
 

 
Figura 1. Ciclo de vida de los peces anuales en las masas de agua dulce temporales que habitan. A: 
charco inundado durante la estación lluviosa. Se muestra un macho (izquierda) y una hembra 
(derecha) de la especie Garcialebias charrua. B: el mismo charco durante la estación seca (verano), 
momento en el que los adultos han desaparecido y los embriones permanecen en una etapa de 
detención del desarrollo previa a la eclosión. 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 ríos Paraná-La Plata, en el sistema de lagunas 
costeras Patos-Merín y en la cuenca amazónica del sudoeste de América (Alonso y col. 
2023). Es uno de los grupos más extensos de peces anuales neotropicales y para Uruguay 
están citadas más 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 
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otros teleósteos, estos peces presentan características ventajosas para la investigación del 
desarrollo embrionario tales cómo la oviparidad, la transparencia de los embriones, largos 
períodos de reproducción 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 año) que les permite sobrevivir y 
reproducirse en ese entorno efímero (Wourms, 1967) y son considerados uno de los grupos 
de vertebrados con embriones extremófilos más peculiares (Berois y col. 2012).  

Las especies del grupo de géneros Austrolebias presentan un tamaño genómico de 
aproximadamente 5,95 ± 0,45 pg/célula diploide, similar al del genoma humano, mientras 
que Cynopoecilus melanotaenia, una especie anual con una distribución geográfica 
restringida al sureste de Uruguay y sur de Brasil, presenta un tamaño de 2,72 ± 0,06 
pg/célula diploide (García y col. 2014). El drástico aumento de ADN nuclear encontrado en 
especies de este grupo estaría asociado con un aumento considerable en la proporción de 
elementos transponibles (ETs) (García y col. 2015, Gajardo-Escobar y col. 2026). La 
mayoría de estas especies son endémicas de áreas geográficas muy restringidas. Su 
ubicación y distribución limitada, junto con la grave transformación del uso del suelo que se 
está produciendo en la región (deforestación, cultivos de arroz y soja, minería a cielo abierto 
y turismo), sitúan 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 Bañados 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 
adaptación óptima a las condiciones de laboratorio, por lo tanto, ha sido posible analizarla 
mediante diferentes enfoques multidisciplinarios como la proteómica (Chalar y col., 2021), la 
transcriptómica (Papa y col. 2024) y la genómica (Gajardo-Escobar y col. 2026)  

 
 

Características particulares del desarrollo embrionario 
 

Los embriones de los peces anuales son resistentes al estrés ambiental 
(desecación, temperaturas variables e hipoxia severa) (Podrabsky y col. 2016). Durante el 
desarrollo temprano, ocurre una fase de dispersión y reagregación (D/R) de blastómeras 
que desacopla la epibolia (primer movimiento de gastrulación en peces) del ingreso del 
endomesodermo en las dimensiones temporal y espacial, a diferencia de lo que ocurre en 
los teleósteos no anuales. Aunque este proceso fue descrito hace varias décadas (Wourms, 
1972a,b,c), el mecanismo molecular que lo controla aún no ha sido dilucidado. Se ha 
evidenciado que el ARNm del gen cordina (asociado con la formación del eje dorso-ventral 
en vertebrados y muy conservado en la evolución), presenta un patrón de expresión único 
en el pez anual sudamericano Austrofundulus limnaeus comparado con otros teleósteos. 
Este hecho indicaría un posible rol de este gen durante la fase D/R específica 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 I (DI), diapausa II (DII) y diapausa III (DIII) (Figura 2) (Wourms, 1972c).  
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Figura 2. Ubicación de las diapausas durante el desarrollo de un pez anual, desde la fecundación 
hasta la eclosión. Las imágenes corresponden a embriones de Garcialebias charrua y representan 
las etapas de fase dispersa (100 % de epibolia; DI), embrión somítico (DII) y embrión preeclosión 
(DIII). S: somites; Vop: vesículas ópticas; Vot: vesículas óticas. Tomada de Berois y col. (2024, p. 57).  
 
 
 

Cada una de las diapausas presenta una duración variable y originalmente se las 
clasificó 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 dispersión total de blastómeras (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 detención fue descrita como 
consecuencia de una señal química 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 inducción de esta diapausa 
en embriones cultivados en presencia de adultos, bajas temperaturas e hipoxia. Además, se 
ha observado el ingreso a la DI de manera espontánea (en ausencia de señales de 
inducción) y la existencia de dos fenotipos alternativos de la misma: DIA y DIB. Estos 
fenotipos alternativos (Figura 3) aportarían una mayor diversidad entre la población de 
embriones, los cuales responderían de forma diferencial a las señales ambientales (Arezo y 
col., 2017). 
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Figura 3. Fenotipos de la DI identificados en G. charrua. A) DIA: las blastómeras profundas (flechas) 
se encuentran separadas unas de otras, B) DIB: las blastómeras profundas (flechas) se encuentran 
formando agrupaciones. Modificado de Arezo y col. 2017 (Ld: gota lipídica, Cf: filamentos coriónicos). 
 
 

Recientemente, se han identificado 695 transcriptos cuya expresión varía en 
embriones de G. charrua inducidos a DI en condiciones de laboratorio, respecto al estadio 
más temprano del desarrollo embrionario (estadio materno: 1 a 16 células). Ese análisis 
transcriptómico reveló que las vías de señalización asociadas a la diapausa en otras 
especies (por ejemplo: insulina/IGF, vitamina D, Wnt y polycomb), así como las proteínas de 
choque térmico, también están involucradas en la inducción de la DI en esta especie (Papa 
y col. 2024). Asimismo, se ha documentado una expresión diferencial de genes 
relacionados con la replicación del ADN, el ciclo celular y otros procesos biológicos al 
comparar embriones en DI y DIII de N. guentheri (Gao y col. 2022). 

La DII ocurre durante la organogénesis (estadio de 35-40 somites). Los datos más 
significativos sobre esta etapa, que es la más estudiada, se han obtenido en A. limnaeus 
(Podrabsky y Hand, 2015; Clouser y col. 2025). Los embriones en DII 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 vía de señalización del factor de 
crecimiento similar a la insulina (IGF), el procesamiento alternativo de ARNm y pequeños 
ARNnc (no codificantes) estarían regulando esta etapa (Romney y Podrabsky, 2017; Woll y 
Podrabsky, 2017). Asimismo, Romney y col. (2018) demostraron que la vía de señalización 
de la vitamina D es capaz de integrar la información ambiental a los programas de 
desarrollo asociados con las trayectorias alternativas de estos embriones, de manera que la 
síntesis de vitamina D3 promueve el desarrollo activo, mientras que su inhibición conduce a 
la entrada en DII. Recientemente, Clouser y col. (2025) demostraron que la condición de 
anoxia experimentada durante esta detención en A. limnaeus despliega una respuesta 
transcriptómica al estrés consistente con los desafíos para la homeostasis celular en la 
anoxia. Otros análisis transcriptómicos de la DII en N. furzeri revelaron que, además de ser 
mantenida activamente por reguladores específicos de la cromatina, involucra cambios 
fisiológicos que protegen al organismo del envejecimiento, preservándolo durante períodos 
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 multiómicos mostraron que la DII evolucionó mediante una remodelación 
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reciente de elementos reguladores en duplicados de genes muy antiguos (parálogos) 
presentes en todos los vertebrados. Utilizando técnicas de edición génica basadas en 
CRISPR-Cas9, identificaron los factores de transcripción REST/NRSF y FOXO como 
elementos cruciales para el programa de expresión génica en la DII, incluyendo genes 
involucrados en el metabolismo lipídico (la diapausa muestra un perfil lipídico distintivo, con 
un aumento de triglicéridos con ácidos grasos de cadena muy larga) (Singh y col. 2024). 
 ​ La DIII ocurre en la etapa pre-eclosión (Wourms, 1972c). En esta diapausa el 
metabolismo decrece progresivamente comparado con los embriones inducidos a 
eclosionar (Levels y col., 1986; Podrabsky y Hand, 1999). Análisis transcriptómicos, han 
reportado 945 genes expresados diferencialmente entre embriones en DIII y larvas del pez 
anual sudamericano Nematolebias whitei (Thompson y Orti, 2016) así como la importancia 
del metabolismo de la glucosa entre embriones en etapa de eclosión y en DIII del africano 
N. guentheri (Gao y col. 2022). Un estudio enfocado en la expresión diferencial de diversas 
proteínas entre embriones en DIII y pre-eclosión de G. charrua, reveló un cambio de 
expresión en varias proteínas involucradas en vías metabólicas, tolerancia al estrés, 
reparación del ADN, modificaciones epigenéticas y cambios en proteínas del citoesqueleto 
(Chalar y col. 2021). 

Muchas de las vías de señalización implicadas en la regulación de las diapausas en 
diferentes organismos, también regulan el crecimiento durante el desarrollo activo (Karp, 
2021). Se ha propuesto que la regulación negativa de estas vías promotoras del crecimiento 
es un mecanismo molecular común en diferentes especies de invertebrados y vertebrados 
que permitió la evolución de las diapausas (Romney y col. 2018; Karp, 2021). La vía de 
señalización de la insulina/IGF funcionaría universalmente como un mecanismo 
anti-diapausa que controlaría la fisiología celular mediante modificaciones metabólicas. 
Asimismo, la señalización 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 efímero, cambiante y hostil para un teleósteo. Durante estas etapas se produce 
una reducción o suspensión de las actividades fisiológicas 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 adaptación fisiológica en el control del desarrollo embrionario se denomina “efecto 
multiplicador” (Figura 4). Desde una perspectiva ecológica, este fenómeno 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 embrión de pez anual. Los tiempos de cada trayectoria 
son especie-específicos. 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 fenotípica) genera, 
en sentido probabilístico, la reacción apropiada a las condiciones ambientales. Embriones 
de un mismo desove, cultivados en condiciones similares a su ambiente natural pero sin 
información sobre el momento de la estación anual, muestran variabilidad en la entrada, 
duración y salida de las diapausas lo que sugiere la influencia de factores intrínsecos como 
la variabilidad genética. Este fenómeno es consistente con la estrategia de “bet-hedging” 
(no apostar la eclosión de los embriones a un mismo momento) que genera un amplio rango 
de fenotipos que maximizan la adaptación a estos ambientes (Furness y col. 2015). Por 
ejemplo, en N. furzeri los embriones son capaces de sobrevivir largos períodos en diapausa 
obteniéndose eclosiones exitosas luego de tres años de almacenamiento (Cellerino y col., 
2015).  

Por lo planteado anteriormente, la entrada en las DI y DII o continuación hasta la DIII 
y eclosión depende de varios factores tales como la edad materna, el fotoperíodo, la 
temperatura, la hipoxia, la presencia de adultos y la variabilidad genética poblacional 
(Podrabsky y col. 2016). Los mecanismos involucrados en la transferencia e integración de 
información de los adultos a los embriones son probablemente epigenéticos (Podrabsky y 
col. 2010). La producción de embriones diapáusicos dependería de la presencia de 
determinados tipos de ARNs o proteínas mientras que variantes de procesamiento 
alternativo de ARNs generarían embriones de escape (desarrollo continuo) (Romney y 
Podrabsky, 2017). Sin embargo, es importante considerar que, aunque las influencias 
maternas comprometerían al embrión hacia determinada trayectoria, los embriones 
responderán a las claves ambientales experimentadas superando a las señales de origen 
materno (Levels y Denuce, 1988; Podrabsky y col. 2016). 
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La trayectoria de desarrollo continuo es típica de los peces no anuales del género 

Cyprinodontiformes y de los teleósteos en general, y posiblemente sea el mecanismo 
ancestral. La diapausa habría evolucionado por evolución convergente (Furness y col. 
2015).  

 
Desarrollo embrionario de los peces anuales en su hábitat natural 
 

Los peces anuales actualmente están atrayendo la atención de los investigadores 
debido a las particularidades mencionadas de su biología, la posibilidad de mantenerlos en 
condiciones de laboratorio (Berois y col. 2012), ser un valioso modelo en la investigación 
sobre las diapausas y la senescencia (Hu y col. 2020; Singh y col. 2024) y su fuerte vínculo 
con los humedales como un ecosistema en peligro global de extinción, especialmente a la 
luz del cambio climático en curso (Erwin, 2009, García y col. 2025).  

Como se mencionó anteriormente, estos peces poseen la capacidad de 
desarrollarse activamente frente a condiciones ambientales muy variables, a menudo 
extremas, que la mayoría de las especies no soportaría o que provocarían un desarrollo 
embrionario anormal. Este grupo proporciona una oportunidad incomparable para estudiar 
la evolución de fenotipos alternativos del desarrollo (desarrollo directo en comparación con 
la diapausa) y la alta tolerancia a factores de estrés medioambientales. Actualmente, existe 
un creciente interés en conocer cómo se integran estos factores extrínsecos en los 
programas de desarrollo embrionario para comprender las consecuencias ecológicas y 
evolutivas de posibles patrones de desarrollo alterados. En este sentido, es esencial 
trabajar con organismos en un contexto ambiental y ecológicamente relevante. Los 
organismos tradicionalmente utilizados como modelo en estudios sobre la biología del 
desarrollo, no siempre son la mejor opción para responder estas interrogantes, ya que 
corresponden principalmente a líneas 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 ecológico-ambiental. Esto habilita un marco relevante para 
abordar preguntas que integran las dimensiones ecológica, evolutiva y de biología del  
desarrollo (Podrabsky y Arezo, 2017). 

Los datos básicos sobre la historia de vida y la ecología de las poblaciones de peces 
anuales son muy escasos. En América del Sur, los humedales están ubicados en países en 
desarrollo que juegan un papel esencial en la producción internacional de cultivos y 
contienen charcos temporales que albergan una gran diversidad de especies de peces 
anuales en riesgo de extinción (Garcia y col. 2025). A su vez, la principal falta de 
conocimiento en relación a la historia de vida de los peces anuales en la naturaleza radica 
principalmente en el desarrollo embrionario. Los primeros datos en esta área provienen del 
pez anual de Méjico, Millerichthys robustus, en el cual se reportó que todos los embriones 
extraídos del sustrato se encontraban en DI (Domínguez-Castanedo y col. 2013).  

Un estudio más 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 
observó que durante la fase de inundación y el pico de la fase seca, el banco de embriones 
muestra una estricta sincronía en el desarrollo en respuesta a los factores ambientales 
imperantes. Mientras los charcos están inundados, los embriones permanecen detenidos en 
DI (señal ambiental confiable: hipoxia). Durante el pico de la estación seca, los embriones 
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se encuentran en DII (señal ambiental confiable: aumento de oxígeno en el sustrato). Hacia 
el comienzo y el final de la estación seca, donde las señales ambientales son más 
ambiguas, los embriones se encuentran distribuidos en DII, post-diapausa II y DIII. En estas 
fases del ciclo, los embriones podrían experimentar la estrategia de “bet-hedging” (Furness 
y col. 2015) en respuesta a condiciones ambientales inciertas. Esa asincronía en el 
desarrollo, durante esas fases del ciclo, sería una consecuencia del cambio en las 
micro-condiciones de incubación donde el microhábitat de cada embrión experimentaría 
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 vínculo causal directo 
entre los factores ambientales y el desarrollo embrionario, sí revelaron patrones de 
desarrollo claros asociados a cambios en determinadas condiciones ambientales (factor 
ambiental unificador: inundación/sequía). 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 geográficas distantes. Asimismo, estas 
observaciones están apoyadas por diseños experimentales en el laboratorio (Polacik y col. 
2021). Este mismo patrón 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 dinámica es principalmente 
asincrónica y en la naturaleza es sincrónica prácticamente 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 
detención 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 inundación, los 
embriones de las especies analizadas se encuentran detenidos en DI. Estos hallazgos 
evidencian la relevancia ecológica que presenta la DI sugerida previamente por Arezo y col. 
(2017). 
 
Genes candidatos y vías regulatorias implicadas en las diapausas 
 

En diversos trabajos se han estudiado funciones moleculares y procesos biológicos 
de varios genes involucrados en las diapausas. En A.limnaeus, se encontró que la vía de 
señalización de IGF podría desempeñar un papel relevante en las transiciones metabólicas 
y en la regulación de los estadios diapáusicos (Woll y Podrabsky, 2017).  

En los últimos años, se destacan los factores de transcripción de la familia Forkhead 
box (FOX), ampliamente conocidos por su papel en la regulación del ciclo celular, la 
diferenciación, el metabolismo y la respuesta al estrés (Lam y col. 2013). En los peces 
anuales, los FOX han sido implicados directamente en la regulación 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 DII (Woll y Podrabsky. 
2017). Análisis proteómicos en G. charrua también han detectado proteínas de la familia 
FOX específicamente enriquecidas durante la DIII, 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, nemátodos y mamíferos), 
destacan que los factores FOX, en particular los subgrupos FOXO, actúan como nodos 
centrales en la regulación de vías de supervivencia, control del metabolismo, resistencia al 
estrés y detención del ciclo celular, todos procesos fundamentales en las diapausas (Webb 
y Brunet, 2014; Martins y col. 2016). Esta convergencia funcional sugiere que la 
participación 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 núcleo de genes conservados entre 
especies de peces anuales involucrados en la regulación de la DII (Thompson y col. 2024). 
Entre estos se encuentran genes Homeobox, una familia de factores de transcripción 
fundamentales en la regulación de programas de desarrollo embrionario (McGinnis y 
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 regulación de genes Homeobox con estados de dormancia y reprogramación 
metabólica. En insectos en diapausa se han detectado cambios en la expresión génica 
relacionados con el control del desarrollo y  con la regulación metabólica (Bradshaw y 
Holzapfel, 2010; Bao y Xu, 2011). En mamíferos, además, se ha demostrado la participación 
de genes Homeobox específicos en la regulación de la diapausa embrionaria durante 
etapas tempranas del desarrollo (Cha y col. 2020). 

En este contexto, el presente trabajo se enfocó 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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Hipótesis de trabajo: 
 
Los embriones detenidos en DI (fenotipos A y B) inducidos en condiciones de laboratorio 
son similares, a nivel transcriptómico, a los colectados en su hábitat natural. 
 
 
 
Objetivo general 
 
Aportar al conocimiento de las diapausas de Garcialebias charrua, mediante la 
caracterización de los perfiles de expresión diferencial y genes co-expresados en la DI (A y 
B) obtenidas en condiciones naturales y en el laboratorio. 
 
 
 
Objetivos específicos 
 
 
1. Obtener ARN total de embriones de G. charrua en DI (fenotipos A y B) colectados en la 
naturaleza e inducidos en el laboratorio, así 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 población de ARN mensajeros de los estadios embrionarios mediante 
secuenciación masiva y analizar la expresión 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 y laboratorio. 
 
5. Identificar diferentes genes candidatos vinculados a la diapausa (vía IGF, proteínas 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 y los inducidos en el laboratorio. 
 
7. Realizar análisis filogenéticos y de selección en alguno de los genes de interés con 
función 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 período de cuarentena, se colocaron 2 o 3 hembras junto con 1 
macho en los tanques de reproducción de 20 litros, dentro del sistema de recirculación, 
siguiendo las condiciones descritas en Papa y col. (2016) y de acuerdo al protocolo 
aprobado por la Comisión Honoraria de Experimentación Animal (CHEA) de la Universidad 
de la República (código de protocolo 240011-002308-14). En el sistema de recirculación, 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 alimentación viva ofrecida diariamente (Daphnia magna 
y Enchytraeus sp.). El desove se realizó de forma natural en el sustrato ofrecido para el 
mismo que contenía esferas de vidrio (500 μm de diámetro Thomas Scientific Swedesboro 
USA) en el fondo (Papa y col. 2016). Los eventos de desove se limitaron a un período entre 
5 a 12 horas para asegurar la recolección de embriones entre 1 y 16 células. 
 

2.​ Diseño experimental para la obtención 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), contenía embriones 
entre 1 y 16 células. Otro grupo contenía embriones sin señales de inducción a diapausa 
(NoInDI), 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 μS y pH entre 7 y 7,5 a 19 ºC durante 
72 horas. Posteriormente se obtuvieron los estadios de epibolia 80-90% (Epi) (Arezo y col. 
2005) y reagregado II (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 inducción siguiendo el protocolo descrito por Arezo y col. (2017). A las 72 
horas se obtuvo un grupo denominado inducción de diapausa I (IndDI). Transcurridos 30 
días de permanecer en los dispositivos de inducción se obtuvieron embriones en DI, en sus 
dos fenotipos (DIA_Lab y DIB_Lab) (Figura 5). 
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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 días) corresponden a 
la duración 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 raíces de las plantas acuáticas con un colador de 
metal, utilizando un método adaptado de Polacik y col. (2023). Estos embriones se 
diagnosticaron mediante microscopía fotónica en el laboratorio montado en la Colonia de 
Vacaciones del Ministerio de Transporte y Obras Públicas (MTOP) en La Coronilla. 
 
 

4.​ Flujo de trabajo para la secuenciación de los transcriptomas embrionarios 
 

La secuenciación masiva de los transcriptomas de los distintos estadios 
embrionarios de G. charrua se llevó a cabo mediante una serie de pasos que se describen a 
continuación (Figura 6). 
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Figura 6: Esquema del flujo de trabajo para la obtención, anotación e interpretación de los 
transcriptomas obtenidos en los diferentes estadios del desarrollo embrionario (modificado de 
(Omondi y col. 2023). 
 
 
 
 
 
 

4.1 Extracción de ARN total 
 

Se generaron triplicados biológicos para cada uno de los grupos obtenidos en el 
laboratorio: Mat, IndDI, NoIndDI, 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 incluyó 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 relación de volumen de 50 μl por embrión. Se almacenaron a 
-80ºC hasta su procesamiento para el aislamiento de ARN total. 

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

4.2 Secuenciación masiva del transcriptoma  
 

Mediante la técnica de RNA-seq, se realizó la secuenciación del transcriptoma 
extraído en cada uno de los estadios embrionarios de interés (Mat, IndDI, NoIndDI, 
DIA_Lab, DIB_Lab, DIA_Camp, DIB_Camp, Epi y Reag) (Figura 5) y sus triplicados 
biológicos, utilizando la plataforma Novaseq de 40 millones de lecturas por muestra y 
fragmentos de 100 nucleótidos pareados. Se construyeron y secuenciaron bibliotecas de 
ARNm de cadena TruSeq (plataforma 2x150 Illumina HiSeq2500) en la empresa Macrogen 
(Seúl, Corea). 
 

4.3 Control de calidad y edición de las secuencias 
 

Se verificó la calidad de los resultados de secuenciación obtenidos con el programa 
FastQC (Andersson, 2010), donde se buscó 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 (precisión 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 secuenciación con el programa CLC 
Genomics Workbench 10.1.1 (www.qiagenbioinformatics.com). 
 

4.4 Ensamblado de novo para la obtención del transcriptoma de referencia  
 
Para realizar el ensamblado de novo, se utilizó el servidor del Instituto de 

Investigaciones Biológicas Clemente Estable (IIBCE), equipado con 20 microprocesadores y 
220,37 GB de memoria RAM. El servidor está configurado con un entorno de línea de 
comandos y configuración de paquetes de software de Bio-Anaconda (Anaconda,Inc. 
https://www.anaconda.com/products/distribution). 

Se realizaron análisis de calidad, recorte de longitud (realizado sólo en secuencias 
adaptadoras) y RNA-seq utilizando CLC Genomics Workbench 10.1.1 
(www.qiagenbioinformatics.com). Las lecturas de la secuenciación de las muestras de los 
embriones (Mat, IndDI, NoIndDI, 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 normalización TMM (Robinson y 
Oshlack 2010). El mapeo, la reproducibilidad y las propiedades estadísticas generales se 
evaluaron utilizando la correlación de Pearson y un análisis de componentes principales 
(PCA). 

Las lecturas de la secuenciación 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 utilizó el módulo “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 reconstrucción de genes). Luego se 
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utilizó el módulo “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 último, se usó el módulo “Butterfly” para 
procesar cada grafo, reconciliar en lecturas individuales y pareadas (paired-end), así como 
construir isoformas alternativas y genes parálogos. 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 utilizó el programa Kraken (Wood y Salzberg, 2014). El criterio utilizado 
para el filtrado del ensamblado fue eliminar todo transcripto con un 45% o más de 
homología con transcriptos de origen bacteriano. De esta manera se descartaron esas 
secuencias bacterianas del ensamblado. Para visualizar los resultados se utilizó 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 secuenciación masiva (Read set) buscando con avidez los caminos en un 
grafo de k-mer (medio), generando una colección de contigs lineales (Linear sequences) en la que 
cada k-mer está presente sólo una vez. (b) Chrysalis agrupa los contigs que comparten al menos un 
k-1-mer y están conectados por lecturas superpuestas, construyendo grafos de Bruijn individuales 
para cada grupo (líneas 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 incluyó el recorte de calidad de las lecturas mediante 
Trimmomatic (Bolger y col. 2014), o la normalización in silico de las lecturas totales para 
reducir la cantidad de lecturas que están sujetas al ensamblaje de novo, lo que mejora el 
tiempo de ejecución del ensamblaje. Al correr: TrinityStats.pl, Trinity.fasta, se generó 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 condición 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 mínimo de cobertura de los k-mer a 3 y bajamos la cobertura máxima a 50. 
Usando este programa se realizó la normalización con las lecturas obtenidas de una réplica 
por grupo de embriones. 

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

 
 
 ​ 4.5 Anotación funcional del transcriptoma 
 

La anotación completa de las secuencias ensambladas con Trinity se realizó 
utilizando los ORFs y el programa Trinotate 4.1 (Bryant y col. 2017, 
http://trinotate.github.io/). Este software está diseñado para realizar una anotación funcional 
automática de transcriptomas, mediante la búsqueda de homologías de secuencias en las 
transcripciones generadas por Trinity. Para ello se realizó una búsqueda blast (Altschul. y 
col., 1990) contra bases de datos de proteínas como SwissProt y Uniref90. La anotación 
también incluyó la identificación de dominios proteicos mediante HMMER sobre la base de 
datos Pfam (Finn y col. 2011, Punta y col. 2012), la predicción de péptidos señal y dominios 
transmembrana a través de las herramientas Signal y tmHMM (Krogh y col. 2001, Petersen 
y col. 2011), y la comparación 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 búsqueda en todas las bases de datos se realizó con el 
algoritmo de Diamond Blast (Buchfink y col. 2021). 

Todas las búsquedas se realizaron con el programa SQLite, que integra todos los 
métodos de anotación como el blast-tx y el blast-n de la base de datos Swiss-prot, n-Prot. 
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4.6 Búsqueda de genes con expresión diferencial 
 
La búsqueda de genes con expresión diferencial (GED) se realizó con el programa 

EdgeR (Robinson y col. 2010), que estima el parámetro de dispersión común utilizando un 
promedio ponderado de las dispersiones entre todos los genes, proporcionando un valor 
único que representa la dispersión asumida para todos los genes. Utilizando esta dispersión 
común, EdgeR ajusta un modelo binomial negativo a los datos, por lo que considera la 
dispersión común estimada y los niveles de expresión promedio de cada gen (Robinson y 
col. 2010; Chen y col. 2014). Este análisis se realizó para cada una de las réplicas 
biológicas. Como se describió anteriormente, cada una de ellas está compuesta por un 
grupo de embriones, y esta estrategia de agrupación reduce eficazmente la variación y con 
el uso del método EdgeR, redundan en la obtención 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 estadísticamente utilizando el programa EdgeR (Robinson y col. 2010). 
Se realizaron comparaciones entre pares o entre más condiciones, generando listas de 
genes a partir de las cuales se obtuvieron aquellos con expresión diferencial. Las 
expresiones diferenciales surgieron de la comparación entre las diapausas (DIA y DIB) de 
campo y de laboratorio. Además, estos transcriptos se contrastaron con los identificados 
previamente como específicos de DI (GED entre DI y los estadios activos de desarrollo, 
Papa, 2025). 

Para determinar los GED se aplicaron los parámetros de la tasa de falsos 
descubrimientos (FDR), una metodología estadística empleada para corregir los resultados 
de pruebas múltiples y controlar la proporción de falsos positivos en los análisis de 
expresión 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 variación en la expresión de un 
gen entre dos condiciones experimentales, se calcula como la razón entre los niveles de 
expresión en una condición respecto a la otra y se expresa en logaritmo base dos (log₂FC) 
para facilitar su interpretación y simetrizar los valores de aumento o disminución. Esta 
medida se utilizó para identificar genes diferencialmente expresados, los cuáles se 
emplearon posteriormente en los análisis de enriquecimiento funcional para evaluar si 
determinados conjuntos de genes están asociados a categorías o funciones biológicas 
específicas. 

 
Finalmente, utilizando el programa web Venny 2.0 (Oliveros y col. 2015) se 

obtuvieron representaciones gráficas 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 y listas de genes derivadas de 
los diagramas de Venn compartida anteriormente. 
 

En los siguientes análisis de expresión diferencial y de anotación, se seleccionó el 
transcriptoma obtenido con el filtrado más robusto (10 TPM) que contenía sólo genes 
correspondientes a G. charrua. Para analizar la gran cantidad de transcriptos, se eligió 
utilizar solamente los genes que se expresan, sin considerar sus isoformas. De esta 
manera, se evitó la redundancia en los análisis de ontología génica y enriquecimiento, así 
como en el estudio de las redes y vías metabólicas posiblemente involucradas. Además, 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 análisis a mayor profundidad. 

 
 
 
4.7 Construcción y análisis de redes de co-expresión génica ponderadas  

 
El método WGCNA (Weighted Gene Co-expression Network Analysis) (Langfelder y 

col. 2008), es una técnica utilizada para analizar datos de expresión génica dentro del 
programa R (Rstudio Posit Software, PBC, http://www.posit.co/). Su objetivo principal es 
identificar y caracterizar redes de genes que están co-expresados, es decir, aquellos que 
muestran patrones similares de expresión bajo diferentes condiciones. 

En el análisis WGCNA se construyeron redes de co-expresión génica a partir de 
datos de expresión de alta dimensión. De forma predeterminada, el método organiza estos 
datos en grupos que contienen genes con patrones de expresión similares. Esta 
clasificación permite identificar conjuntos de genes que probablemente participan en 
procesos biológicos relacionados o están regulados de manera conjunta. 

Para este análisis se utilizó la matriz que contenía únicamente genes, a la cual se le 
realizó un filtrado para eliminar todos los genes cuya expresión fuera igual a cero en al 
menos 15 de las condiciones analizadas. Otro criterio considerado fue mantener solo los 
genes cuya expresión fuera mayor o igual a 5 TPM en 4 condiciones de DI (sin importar el 
fenotipo, o si provenían del campo o del laboratorio). 

Las 27 muestras se sometieron a la construcción de esas redes de co-expresión. 
Para ello, se calculó la correlación entre todos los pares de genes utilizando la correlación 
de Pearson. Esto generó una matriz de correlación (gen x gen), que reflejaba la similitud en 
los perfiles de expresión entre pares de genes en todas las muestras. Luego se realizó un 
análisis de agrupamiento jerárquico sobre la matriz de topología de red (TOM, por sus siglas 
en inglés que significa matriz de solapamiento topológico) para agrupar los genes en 
módulos. 

Los genes con altos valores de co-expresión (altos TOM) se agruparon más 
cercanamente. Se utilizaron las funciones cutreeDynamic o cutreeHybrid para cortar el 
dendrograma y definir los grupos de genes. Se ajustó el parámetro minModuleSize (tamaño 
mínimo de módulo, por defecto) a un valor de 30 y se activó la opción deepSplit para mayor 
sensibilidad en la detección de módulos pequeños. Por último se ajustó el parámetro 
mergeCutHeight, que indica el umbral de fusión de grupos de interés, seleccionando un 
valor 0,25. 

Los gráficos resultantes se generaron en Rstudio. El resultado  principal fue un mapa 
de calor con los índices de correlación calculados a partir del valor promedio dado por un 
gen hipotético representativo de ese grupo en cada condición (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 matemático integrándose 
con las ya mencionadas anteriormente. 
 
 

4.8 Ontología génica y análisis de enriquecimiento de genes 
 

Se examinaron las vías regulatorias relacionadas a los genes diferenciales y 
co-expresados mediante paquetes especializados en análisis de ontología 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 biológica de los GED. Posteriormente, se 
seleccionaron las secuencias de algunos transcriptos de mayor relevancia biológica, para 
análisis filogenéticos y de selección. 

En la entrada al programa String, se ingresaron las secuencias aminoacídicas 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 
ontología genética fue el pez anual A. limnenus, lo que permitió incrementar la confiabilidad 
en la asignación funcional de las proteínas del enriquecimiento. Se usaron parámetros 
matemáticos de vinculación de genes con procesos biológicos y funciones moleculares, y 
altos grados de similitud. String genera redes de interacción basadas en evidencia 
experimental, bases de datos de coexpresión, y predicciones computacionales. Para los 
análisis se seleccionaron parámetros estándar de alto grado de confianza (score ≥ 0.7), 
para garantizar que los enlaces representaran asociaciones biológicas robustas. Se 
descartaron interacciones de baja confianza (< 0.4) para reducir la inclusión de falsos 
positivos. A partir de las redes obtenidas, se realizó el enriquecimiento funcional en las 
categorías: procesos biológicos (BP) y funciones moleculares (MF). Se emplearon pruebas 
estadísticas internas de String (enriquecimiento de tipo Fisher exact test) y corrección por 
falsos descubrimientos (FDR < 0.05) para determinar la significancia. 

De los grupos de genes con las características de interés, se seleccionaron 5 genes 
diferencialmente expresados, de acuerdo a la bibliografía (Karp 2021, Thompson y col. 
2024). Uno de los GED seleccionado fue el correspondiente a la proteína de choque térmico 
frío (csde1) ya que está 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 regulación de rutas de señalización 
embrionarias fundamentales para el desarrollo temprano y un Homeobox (Alx4) por ser 
reguladores maestros del desarrollo corporal y morfogénesis, procesos críticos para la 
viabilidad de especies con ciclos de vida acelerados como los peces anuales. Se utilizaron 
criterios estadísticos de enriquecimiento como puntuación GO mínima de interacciones 
requerida, alto grado de confidencia y un número máximo de interacciones por gen de 10. 

Se procedió a graficar los análisis 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 más 
enriquecidas y sus respectivos valores de fold change. Para las muestras de laboratorio,  se 
consideraron los genes resultantes del análisis de expresión 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 biológicas, con el fin de 
establecer un criterio más riguroso y evitar la sobrerrepresentación de genes diferenciales. 
Finalmente, se repitió el procedimiento antes descrito para elaborar la tabla correspondiente 
de categorías, familias génicas y estudio de GO.  
 
 
 
 

5.​ Análisis filogenético y de selección 
 

De los genes de interés mencionados anteriormente, se eligió profundizar en el 
análisis del gen FoxH1, por ser miembro de la familia Forkhead box, un grupo de factores 
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de transcripción con roles fundamentales en la regulación 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 
seleccionó aquella cuya expresión 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 homólogas a esa isoforma en otras 
especies de Cyprinodontiformes, incluídos algunos peces anuales, seleccionando aquellas 
con valor E de 0.0. Como grupo externo se incluyó la secuencia homóloga de Oryzias 
latipes (Tabla 1) (Setiamarga y col. 2008). 

Se realizó un alineamiento múltiple en el programa ClustalW implementado en el 
MEGA11 (Tamura y col. 2021). Luego, se editaron las secuencias manualmente y se realizó 
un análisis de polimorfismos, determinando el número de sitios conservados (C), variables 
(V) y filogenéticamente informativos según el criterio de parsimonia (Pi). El análisis 
filogenético de Máxima Verosimilitud (ML) se realizó en el programa MEGA11 utilizando la 
opción de búsqueda del mejor modelo de sustitución nucleotídica en base al criterio de 
información de Akaike (AIC). El análisis se llevó a cabo bajo el modelo de sustitución de 
Tamura 3-parámetros (T92) con dos categorías gamma. El soporte de los nodos se estimó 
por el método bootstrap y se descartaron aquellos valores inferiores al 75%. El parámetro 
de forma del modelo gamma obtenido para FoxH1 (α), que describe cuánta variación de 
tasas de evolución hay entre los sitios de la secuencia, se calculó mediante la máxima 
verosimilitud durante la optimización del árbol filogenético en MEGA11. 
 
 
Tabla 1. Especies de Cyprinodontiformes y número de acceso de las secuencias nucleotídicas 
seleccionadas del GenBank homólogas 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 realizó un análisis de polimorfismos y divergencia genética en el 
programa DnaSP v.6.12.03 (Rozas y col. 2017). Se estimó la divergencia inter e 
intraespecífica mediante los valores de Ka y Ks, correspondientes a las tasas de 
sustituciones no sinónimas (provocan cambios en la secuencia de aminoácidos) y 
sinónimas (no alteran la secuencia aminoacídica) por sitio, respectivamente. 
Adicionalmente, se calculó Ka/Ks para inferir el tipo de presión selectiva actuante sobre la 
secuencia codificante. Asimismo, se estimaron los niveles de diversidad nucleotídica 
promedio en sitios sinónimos (Pi(s)) y aquella en sitios no sinónimos  (Pi(a)) mediante el 
mismo programa (Nei y Li 1979). 

A continuación, se procedió a identificar los codones bajo selección diversificadora 
episódica utilizando la plataforma web Datamonkey (http://www.datamonkey.org/) 
(Kosakovsky y col. 2020). Con el objetivo de detectar procesos evolutivos asociados a la 
selección natural, se analizó la presencia de presión selectiva a nivel de sitios individuales 
dentro del gen. Para ello, se empleó el modelo MEME (del inglés Mixed Effects Model of 
Evolution), recomendado por Datamonkey para la detección de selección episódica, aquella 
que actúa de manera intermitente en ciertos sitios y linajes evolutivos. 

Posteriormente, se construyó una matriz con las secuencias aminoacídicas 
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 consultó la base de datos UniProt 
(https://doi.org/10.1093/nar/gkae1010) con el objetivo de identificar la región específica de 
la isoforma del gen FoxH1 en la que se encontraba dicho cambio aminoacídico, utilizando la 
plataforma gráfica InterProScan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). Por último, se realizó el 
modelado tridimensional de FoxH1 con el programa AlphaFold2 (Jumper y col. 2021) en la 
plataforma de Google Colab, usando la versión 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 biológicos, presentaron valores de concentración e integridad aceptables para la 
construcción de bibliotecas y posterior secuenciación. El control de calidad de las lecturas 
obtenidas mediante RNAseq, evaluado con el programa FastQC, reveló una alta calidad de 
secuenciación en cada condición y en casi todas sus réplicas biológicas (Figura 8). En cada 
muestra, se obtuvieron valores Q > 30 en la mayoría de las bases, ausencia de 
contaminantes, y una distribución uniforme del contenido de nucleótidos. Estos resultados 
indican que las lecturas obtenidas son confiables para el ensamblado de novo del 
transcriptoma embrionario de G. charrua. 
 
  

 
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 número total de 
lecturas (reads) obtenidas después de la secuenciación. b. Relación entre la cantidad de bases con 
calidad Q20 y las bases con calidad Q30 en un conjunto de datos de secuenciación. 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 posición dentro de la lectura (desde el primer nucleótido hasta el último).  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 anotación del ensamblado (Ensamblado_2 Comp) con 
diferentes bases de datos (SwissProt y UniProtKB), reveló que en el transcriptoma había 
una alta proporción 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 proporción de transcriptos con alta 
homología a secuencias bacterianas (Figura 9, números del 1 al 21), en comparación con 
las réplicas de las DI colectadas en el campo (Figura 9, números del 22 al 27). Por este 
motivo, se procedió 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, anotó un 24,53% de los 
transcriptos del ensamblado que se detalla en la tabla 1A en anexos.  

El ensamblado inicial contenía un total de 522.611 contigs, con una longitud 
promedio de 757 pb y un GC% de 48 (Tabla 2, columna anaranjada). La depuración de las 
secuencias bacterianas con Kraken redujo el número a 48.065 secuencias, de las cuales 
aproximadamente el 60% incluían ORFs, indicando una fracción 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 número de transcriptos 
retenidos, pero aumentaron la longitud promedio, conservando principalmente transcriptos 
más confiables y expresados  (Tabla 2, columnas verde claro y azul). 
 
 
 

 

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, (NoIndDI), 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 según este criterio de filtrado, 
se creó un nuevo ensamblado. Este procedimiento mejoró la resolución en cuanto a la 
cantidad total de secuencias que Trinity logró ensamblar (Tabla 2, columnas verdes). Por 
ejemplo, se obtuvo una mejora en el valor de N50, una mayor cantidad de transcriptos 
ensamblados con más 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 contenían varias isoformas de cada gen) y un filtrado más riguroso de 10 
TPM que sólo contenía 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 características del ensamblado y 
sus respectivos filtrados.  
 

 
n seqs: Número de secuencias o tamaño del ensamblado en número total de contigs. smallest: Longitud (en pb) 
del contig más corto del ensamblado. largest: Longitud (en pb) del contig más largo. n bases: Suma total de 
bases de todos los contigs (tamaño total del ensamblado). mean len: Longitud media de los contigs (promedio 
del largo). n under 200: Número de contigs menores a 200 pb. n over 1k: Número de contigs mayores a 1000 pb. 
n over 10k: Número 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 cuán “codificantes” son las secuencias. N50: Longitud del fragmento más 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. 
 
 
 
Análisis preliminares de la expresión génica en la diapausa I  
 

Los resultados obtenidos del PCA muestran un claro agrupamiento de las diapausas 
del campo que presentan entre sí una similitud muy estrecha en sus niveles de expresión 
génica. Las diapausas inducidas en el laboratorio exhiben una marcada lejanía en el 
diagrama, respecto a las muestras del campo, e incluso entre sí, sugiriendo una mayor 
variabilidad en los niveles de expresión (Figura 10). 
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Figura 10. PCA de los niveles de expresión 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 según la leyenda. Los ejes del 
gráfico representan dos componentes principales: PC1, con un 45% de varianza, indica cuánta de la 
variación total explican las diferencias entre campo y laboratorio; PC2, con un 13% de varianza indica 
las diferencias entre los fenotipos de DI. 
 
 
 

El análisis de correlación de Pearson, obtenido a partir de los niveles de expresión 
de cada muestra, reafirma los resultados del análisis anterior. Las correlaciones entre las 
muestras de DI del campo son más altas entre sí, mientras que las DI del laboratorio 
presentan menores valores de correlación (Figura 11). 
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Figura 11. Matriz de correlación de Pearson basada en los niveles de expresión génica promedio por 
muestra. Los tonos rojos indican alta correlación positiva entre muestras (r ≥ 0,9), mientras que los 
tonos verdes representan baja correlación o ausencia de correlación (r ≤ 0,4). Los valores 
intermedios corresponden a correlaciones moderadas (0,4 < r < 0,9), con una transición gradual de 
verde a rojo. 
 
 
Anotación del transcriptoma mediante el programa Trinotate 
 

La anotación del transcriptoma de la DI de G. charrua mostró 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 observó un patrón similar, indicando una consistencia en la 
representación de los transcriptos entre ambos niveles de filtrado (Tabla 3). Estos resultados 
reflejan una cobertura significativa de la información funcional obtenida a partir del análisis 
de las secuencias ensambladas. 

 
Tabla 3. Comparación entre dos procesos de anotación 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. 
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Genes con expresión diferencial entre los fenotipos de diapausa I y los ambientes 
 

Se realizaron diferentes combinaciones de expresión diferencial comparando las DIA 
y DIB obtenidas en el laboratorio y en el campo. En los gráficos de volcán (Figura 12), los 
análisis de expresión diferencial realizados con EdgeR mostraron que, comparando el 
número 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 relación con el total de 
genes analizados. En contraste, la comparación 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 análisis 
del transcriptoma filtrado por 10 TPM. 

 
Figura 12. Gráficos de volcán obtenidos del análisis de expresión 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; c) Fenotipo A de 

 
32 



 
 

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 (log₂FC) permitieron optimizar la 

identificación de los GED, reduciendo la probabilidad de falsos positivos y así mejorar la 
confiabilidad de los resultados obtenidos. En la Tabla 4 se detallan los parámetros 
empleados en los filtrados y el número de genes retenidos tras la corrección estadística. La 
referencia a los genes que aumentan su expresión en cada condición indica que el signo del 
log₂FC 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 número de transcriptos expresados diferencialmente dentro 
de cada condición, 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 número 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 relación 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 condición o en la otra, se evidencia que la expresión diferencial no 
es equilibrada. En DIA_Lab aumentan su expresión 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 expresión 640 genes. Esta tendencia refleja que la respuesta 
transcripcional en el laboratorio fue más amplia y diversa, mientras que en el campo se 
concentró en un conjunto más reducido de genes. 
 
Tabla 4. Datos del análisis de expresión diferencial de los filtrados de 5 TPM (transcriptos) y 10 TPM 
(genes). Ambos análisis se hicieron aplicando parámetros ajustados de FDR<0,05 y FC (log₂FC).  
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En la Figura 13 se muestran los cambios en los patrones de expresión resultantes 

de la aplicación de los filtrados más estrictos en la categoría de genes (Tabla 4, filas azules). 
El gráfico de cajas muestra la distribución de los genes que aumentan su expresión en cada 
condición analizada. En términos proporcionales, hay más genes que aumentan su 
expresión en las DI inducidas en el laboratorio en comparación 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 número de GED. 
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Figura 13. Gráficos de Fold Change (log₂FC) del análisis de expresión diferencial realizado en 
EdgeR sobre el transcriptoma filtrado por 10 TPM , aplicando el filtro de FDR < 0,05. Se comparan 
las diapausas de campo y laboratorio, así 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 gráfica estos resultados fue con un análisis de 
correlación utilizando los mismos parámetros de FC y de FDR que figuran en la tabla 4 
(Figura 14). Este análisis confirmó la alta correlación entre las DI del campo, y la gran 
diferencia que existe entre las DI del campo y del laboratorio, independientemente del 
fenotipo. 
 
 
 

 
Figura 14. Diagrama de correlación de los transcriptos filtrados en 10 TPM y normalizados con el 
método TMM. Los transcriptos fueron filtrados aplicando FDR ≤ 0,05 y log₂FC. Se muestra la similitud 
y la divergencia en la expresión génica entre las diferentes condiciones y fenotipos de DI. La 
clusterización euclidiana a la izquierda y en la parte superior del mapa de calor, representan el 
agrupamiento jerárquico de las muestras según la similitud de sus perfiles de expresión génica global 
(basada en correlaciones de Pearson). Las barras de colores (celeste, violeta, rojo, verde) que 
aparecen en esos árboles 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, están los nombres de las diferentes muestras analizadas por triplicado. Arriba a la izquierda se 
encuentra la escala de colores, desde el violeta (menor correlación) hasta el amarillo intenso 
(máxima correlación). 
 

Los diagramas de Venn evidenciaron la cantidad de genes en común 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 expresión entre el campo y el laboratorio, mientras que entre fenotipos dentro 
de un mismo ambiente  los perfiles de expresión son muy similares. 

En el primer diagrama de Venn, el conjunto de 2708 GED es común entre los dos 
fenotipos de DI, con un valor de FDR< 0.05 y un log2FC significativo (Figura 15, diagrama 
superior). Al discriminar el sentido de la regulación génica, se observa que un total de 5419 
genes presentaron un aumento en la expresión 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 expresión génica asociados a los ambientes (laboratorio y campo) durante la DI, sin 
distinción del fenotipo. 

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

Estos patrones permiten establecer listas específicas de genes candidatos, 
diferenciando entre aquellos compartidos y los que son exclusivos de un único fenotipo. 
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Figura 15. Diagramas de Venn de los genes con expresión 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 expresión en todos los estadios secuenciados (Figura 16). 
En rasgos generales, los mapas de calor (Figura 16) muestran que los GED presentan una 
alta expresión en las DI y una baja o nula expresión en los otros estadios del desarrollo. Los 
genes que aumentan su expresión en las DI del laboratorio muestran una fuerte 
especificidad por esa condición (Figura 16b). En cuanto a los genes expresados al alza en 
el campo, muestran cierta expresión 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 información clave sobre la regulación 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 aplicó clusterización 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) Comparación de 
las DIA y DIB del laboratorio y del campo. b) Genes que aumentan su expresión en las DI del 
laboratorio. c) Genes que aumentan su expresión en las DI del campo. La escala corresponde a un 
gradiente de colores que indica los niveles de expresión. 
 
 
 
Análisis de redes de co-expresión génica ponderadas (WGCNA) 
 

La aplicación de los criterios de filtrado (eliminación de los genes con valores de 
expresión iguales a cero en al menos 15 condiciones y mantenimiento de aquellos con 
expresión mayor o igual a 5 TPM en 4 condiciones de diapausa sin importar el fenotipo y el 
ambiente) permitió disminuir de 30735 a 12031 la cantidad de genes a analizar. Con este 
grupo de genes filtrados se realizó el agrupamiento mediante el método WGCNA, donde se 
asociaron los genes que presentan similitud de expresión, arrojando como resultado 12 
grupos con diferentes genes cada uno (Figura 17). 
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Figura 17. Diagrama de torta que grafica el número de genes en cada grupo del WGCNA. El grupo 
gris representa a los genes que no se agrupan (no exhiben correlación). Dentro de cada grupo está 
escrito el número 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 reúne estas 
características 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 índice de correlación entre las diapausas 
de campo es positivo, agrupando genes que se expresan al alza en las DI (A y B). El grupo 
marrón también presenta expresiones positivas y con alta correlación 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 correlación mayor 
en las DI del laboratorio. Esto podría indicar un perfil de expresión génica  exclusivo de las 
condiciones de laboratorio, por lo cual los grupos marrón y rojo se descartaron para los  
análisis 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 expresión génica:  
los genes que aumentan su expresión 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 biológicas para construir la correlación. 
 
 

Considerando lo expuesto anteriormente, el análisis de ontología génica se centró 
en los grupos azul y magenta, ya que ambos presentan correlaciones positivas en las 
diapausas del campo, aunque el magenta contiene un número menor de genes (Figura 19). 
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Figura 19. Gráficos de expresión génica obtenidos en el WGCNA. En el eje y: nivel de expresión 
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 máxima expresión génica en ambos 
fenotipos de DI del campo en comparación con las DI del laboratorio y con los demás 
estadios del desarrollo. 
 
 
Estudios de ontología génica (GO) y enriquecimiento 
 

Con el objetivo de conocer las implicancias biológicas de los genes que aumentan 
su expresión en las DI del campo, se realizó el análisis 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 están anotados en la base de datos 
de Trinotate. A partir de los genes anotados, se realizó el análisis de GO y enriquecimiento 
arrojando como resultado los procesos y funciones biológicas de estos grupos de genes que 
se expresan al alza en las DI del campo (Figura 20; tabla A2 en el anexo). Este grupo está 
compuesto por categorías de funciones moleculares que, en su mayoría, están vinculadas 
al núcleo celular, por ejemplo en funciones enzimáticas relacionadas con la polimerasa II. 
Se identificaron además categorías muy relevantes para este estudio relacionadas con la 
actividad de factores de transcripción y reguladores transcripcionales entre otros. Dentro de 
la vía más enriquecida en este estudio (factores de transcripción con motivos de unión al 
ADN), se encontraron genes de las familias Homeobox y Forkhead box (Figura 20a, primera 
vía enriquecida). En una categoría, con un bajo enriquecimiento, denominada proteínas 
citosólicas de unión a enzimas relacionadas con la protección frente al estrés ambiental, se 
detectaron dos genes de interés. Uno de ellos es el gen que codifica la proteína de choque 
térmico frío y el otro gen perteneciente a la vía de IGF (Tabla A3 en el anexo). 

En el grupo magenta, que contiene 74 genes, solo 42 están anotados. Las funciones 
moleculares asignadas a éstos muestran un vínculo con la actividad de proteínas 
reguladoras del metabolismo en general (Figura 20b). Además, se encontraron 
retrotransposones de la familia LINE1 (elemento nuclear largo disperso-1), que está 
vinculado con la regulación de respuesta al estrés celular a través del vínculo con brca1. Sin 
embargo en el gráfico de enriquecimiento no figura ninguna categoría en la que participe 
este elemento transponible (Tabla A3 en el anexo). 
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Figura 20. Gráficos 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 comparación 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 tamaño de los puntos al final de cada línea,  es proporcional al número 
de genes con esa función), abajo (los colores del gráfico varían según el logaritmo en base 10 de 
FDR (False discovery rate) que indica, en escala numérica, la tasa de falsos positivos). Gráfico 
realizado en el programa ShinyGO v0.741 (valores del análisis 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 biológicos que regulan a las diapausas en peces anuales y otros organismos 
según la bibliografía mencionada en materiales y métodos. Este grupo de 5 genes son: la 
proteína de unión al ARNm del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF2BP) de 
la vía de IGF, los factores de transcripción Forkhead H1 (FoxH1), el Homeobox tipo 4 
(ALX4), la proteína de choque térmico frío (csde1) y el retrotransposón LINE1. El patrón de 
expresión 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 generó varias isofomas que 
muestran distintos perfiles de expresión 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 variación en sus niveles de expresión (Figura 21a). El gen FoxH1, 
contiene tres isoformas que varían en sus niveles de expresión pero con similares 
características (Figura 21b). El gen ALX4, cuenta con dos isoformas con perfiles de 
expresión antagónicos, principalmente en las DI del campo y del laboratorio (Figura 21c). 
Con respecto al gen csde1, se identificaron cuatro isoformas que mantienen perfiles 
similares de expresión en los diferentes estadios (Figura 21d). Por último, el LINE1 posee 
dos isoformas con perfiles similares pero con pequeñas variaciones en las DI del laboratorio 
(Figura 21e). 
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Figura 21. Gráficos de cajas de los niveles de expresión 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; c) ALX4; d) csde1 
y e) LINE1. 
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Análisis de redes vinculadas con los genes de interés  
 

Con el objetivo de indagar, según la bibliografía, en qué procesos biológicos, 
funciones moleculares y vías de señalización están vinculados los 5 genes de interés, se  
realizó un análisis de enriquecimiento. Los resultados obtenidos evidencian la participación 
de estos genes en procesos de desarrollo embrionario de vertebrados, tales como la 
regulación del desarrollo de los ovocitos, vías de señalización nodal y otros procesos 
involucrados en el desarrollo de la placa neural, según un orden jerárquico. En cuanto a las 
funciones moleculares, los genes de interés y las vías asociadas a éstos presentan 
funciones de unión a proteínas SMAD y al ADN principalmente (Tabla 5).  

 
 
Tabla 5. Análisis de enriquecimiento funcional para los 5 genes de interés seleccionados. Tabla 
superior: procesos biológicos 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 asociación de mayor a menor.  
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El análisis 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. Éste se conecta  con genes relacionados con la 
regulación del desarrollo de ovocitos, la vía de señalización nodal y la unión a proteínas 
SMAD, entre otras, que se encuentran dentro de las vías más enriquecidas de este análisis 
(Tabla 5). El segundo grupo con mayor enriquecimiento es el grupo al que pertenece el 
retrotransposón LINE1 que se relaciona con proteína brca1 presente en las categorías de 
respuesta al daño del ADN y el estrés celular. Finalmente, el csde1 se interrelaciona con el 
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gen rasa1 que está vinculado con procesos de transducción de señales intracelulares y el 
ciclo celular.  
 

 
Figura 22. Análisis de redes de enriquecimiento utilizando el programa String. Cada círculo 
corresponde a la función del respectivo gen. En rojo se indican los genes de la vía más enriquecida 
del estudio GO que corresponde a la regulación positiva del desarrollo de ovocitos que comprende 
genes de la familia TGF-β. Los círculos coloreados mitad rojo y mitad violeta, involucran a la segunda 
vía más enriquecida que corresponde a la vía de señalización nodal. Los círculos blancos 
corresponden al resto de los genes. Las líneas que conectan los círculos corresponden a la relación y 
al rol de cada gen en la vía, mientras más líneas coloreadas, mayor cantidad de funciones se le 
atribuye a esas conexiones. Los diferentes colores de las líneas indican diferentes artículos 
bibliográficos que relacionan y forman las redes de enriquecimiento. 
 
 

Posteriormente, se realizó un mapa de calor para visualizar los niveles de expresión 
de los genes involucrados en la vía más enriquecida que vincula a FoxH1 (Figura 23). El 
objetivo fue conocer cuándo se expresan en los estadios estudiados los genes; SMAD2 
(coactivador transcripcional de la vía de señalización TGF-β), Drap1 (factor nuclear que se 
une al complejo DR1/NC2, actuando como represor general de la transcripción) y 
Homeobox AKR-like (proteína de la familia de las Homeobox).  

Paralelamente se realizó una búsqueda bibliográfica de aquellos genes que tienen 
relevancia en la vía de TGF-β y Nodal, y de esta búsqueda quienes están expresados en el 
transcriptoma de G. charrua. De esta búsqueda surgen dos genes de importancia para este 
proceso que son: NODAL2A (es un gen parálogo del gen nodal, es un ligando que activa la 
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vía Nodal-SMAD2/3) (Schier y Talbot 2005) y TGF-β1 (factor de crecimiento transformante 
β1) (Massagué, 2012).  

El mapa de calor revela que estos genes presentan una alta expresión en el estadio 
de inducción a la DI (IndDI). Sin embargo, en las DI del campo y del laboratorio, su 
expresión es prácticamente nula y en los demás estadios del desarrollo, es baja en la 
mayoría de las réplicas (Figura 23).  

 
 

 
 

 
Figura 23. Mapa de calor de la expresión de los 5 genes (a la derecha) relacionados a FoxH1 en los 
diferentes estadios del desarrollo embrionario (parte superior del gráfico). En en la parte inferior de la 
figura se muestra la escala de colores, como se menciona en las figuras anteriores. 
 
 
 
Análisis filogenético de FoxH1 
 

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

Para el análisis, se obtuvieron del GenBank secuencias nucleotídicas homólogas a 
FoxH1_i7 de G. charrua correspondientes a otros Cyprinodontiformes y al grupo externo O. 
latipes. El alineamiento múltiple resultante presentó una longitud total de 1209 pb (Anexo 
A2). 

El análisis de polimorfismos efectuado en las 11 secuencias nucleotídicas de los 
Cyprinodontiformes (Tabla 1), mostró variación en los 1209 pb (Tabla 6). El análisis de los 
cuatro rivúlidos (G. charrua, N. whitei, A. limnaeus y K. marmoratus), así 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 función biológica, particularmente en la diapausa.  
 
 

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

 
 
 

La topología del árbol filogenético resultante (Figura 24), se obtuvo usando el 
modelo de sustitución nucleotídica T92 con un valor de verosimilitud logarítmica -logL = 
-6951.53 y una distribución gamma discreta con dos categorías (+G), con un parámetro de 
forma α = 0.5291. Esto indica una alta heterogeneidad, lo que sugiere que algunos sitios 
están fuertemente conservados mientras que otros evolucionan más rápidamente. En el 
árbol se observan dos grandes clados. Uno de ellos, con un soporte de bootstrap de 100% 
(Figura 24, círculo azul), incluye las 4 especies de peces anuales y el rivúlido 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 
posición más basal, se encuentra el pez anual africano N. furzeri. El otro clado, con un 
soporte de bootstrap del 99%, está integrado por otros Cyprinodontiformes no anuales, 
dónde las especies de la familia Poeciliidae forman un grupo monofilético con 100% de 
soporte  (Figura 24). 
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Figura 24. Árbol filogenético de MV (bajo el modelo T92) de las secuencias nucleotídicas del gen 
FoxH1 para las especies de Cyprinodontiformes analizadas. Oryzias latipes se empleó como grupo 
externo. Los valores de bootstrap mayores al 75% están indicados sobre las ramas. Se muestran las 
longitudes de rama a escala, expresadas como número de sustituciones por sitio. Triángulo rojo: 
indica a la especie de estudio G. charrua. Círculos verdes: indican otras especies de peces anuales. 
El círculo azul señala el nodo que abarca las especies de interés. 

 
 

Análisis de selección 
 

Los datos de las secuencias nucleotídicas de FoxH1 se analizaron evaluando la 
diversidad nucleotídica y las tasas de divergencia sinónima y no sinónima (Tabla 7). 

El análisis de las sustituciones sinónimas (Ks) y no sinónimas (Ka) mostró 
consistentemente que la relación Ka/Ks es menor a 1 en todos los grupos estudiados, lo 
que indica que el gen FoxH1 está bajo selección purificadora (Tabla 7). Esto sugiere que las 
sustituciones no sinónimas son eliminadas evolutivamente, preservando la función proteica 
esencial de FoxH1 dentro de los Cyprinodontiformes. Aunque los valores de Ka/Ks varían 
levemente entre grupos, la tendencia general indica una fuerte conservación funcional. Los 
patrones de diversidad nucleotídica muestran que en todos los grupos la diversidad 
sinónima (Pi(s)) es mayor que la no sinónima (Pi(a)), reflejando un predominio de cambios 
nucleotídicos que no afectan la secuencia aminoacídica. 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. Análisis de selección en el gen FoxH1, isoforma 7, en todos los grupos analizados. 
 

 
 

 
Profundizando en este análisis, el programa Datamonkey reveló que 8 codones se 

encuentran bajo selección diversificadora episódica 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. Gráfica del análisis de selección episódica 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 selección diversificadora en cada codón. 
Los círculos rojos del gráfico representan los codones bajo selección diversificadora episódica, y los 
círculos grises, son codones donde predomina la selección purificadora o la neutralidad. Las líneas 
que conectan los puntos muestran cómo varían 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 selección. La línea horizontal gris representa el umbral de significancia estadística de 
qué se considera selección purificadora (con p ≤ 0.1). 
 
 
Análisis del codón 102 
 

En la estructura primaria de la proteína FoxH1 de G. charrua, de los 8 codones con 
selección diversificadora episódica, se analizó con mayor profundidad el codón ubicado en 
la posición 102 dónde se observó un cambio respecto al aminoácido que posee esta 
proteína en otros peces anuales (Figura 26). El resto de los codones encontrados con 
selección diversificadora episódica no revisten gran relevancia respecto a cambios de 
aminoácidos con propiedades fisicoquímicas diferentes (Figura A2 en el anexos). 

En las especies comparadas, los aminoácidos presentes en esta posición 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 aminoácidos contienen carga positiva (básicos) y 
son hidrofílicos (polares), mientras que la valina (V) es neutro (no polar) e hidrofóbico. Esto 
implica que se está sustituyendo un aminoácido cargado y polar por uno no cargado y no 
polar, lo que podría modificar propiedades estructurales y funcionales de la proteína.  
 

 
Figura 26. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de FoxH1 de las cuatro especies de peces 
anuales. TRINITY DN12722 C0 G1 I7 corresponde a FoxH1 de G. charrua. La flecha negra marca la 
posición del aminoácido donde se encuentra el codón del codón 102.  

 
 
 

Para analizar en qué región de la proteína FoxH1 se ubica este aminoácido se utilizó 
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 unión 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 
codón 102 se ubica en la región de unión al ADN. En A. limnaeus está 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 región de unión al ADN (datos no 
mostrados).   

Por último, se realizó un modelado tridimensional de FoxH1 marcando el codón 102 
donde se presenta la estructura tridimensional de la región de la proteína 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 región con mayor confianza en la predicción. Dentro de 
este núcleo estructurado se localiza la valina, situada en un segmento compacto que forma 
parte del pliegue interno del dominio Fork Head 3. La posición de la valina es la 161 en la 
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estructura primaria de la proteína y está en la zona del núcleo hidrofóbico del dominio, 
probablemente contribuyendo a la estabilidad estructural de la proteína. Además, su 
ubicación en una región conservada sugiere que cambios en este residuo podrían afectar el 
empaquetamiento del dominio. 

 
 

 
Figura 27. a) Secuencia aminoacídica de FoxH1 en cuatro especies de peces anuales. Resaltado en 
amarillo se encuentra el aminoacido del codon 102 en N. furzeri y en A. limnaeus. En G. charrua es la 
valina 161 y está marcada con un recuadro rojo. La barra verde indica la región de unión 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 posición del aminoácido. b) 
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Modelado de la estructura tridimensional de la proteína 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 codón 102. A la derecha de la figura se encuentra una escala que corresponde a 
la medida de confianza en la predicción de cada parte del modelo (plDDT, por sus siglas en inglés 
predicted Local Distance Difference Test). 
 
 

Discusión 
 

En este trabajo se realizó un análisis transcriptómico comparativo  entre embriones 
en DI en dos condiciones ambientales diferentes (campo y laboratorio) con el objetivo de 
explorar la existencia de una expresión génica diferencial entre ambas condiciones. 
Asimismo, se analizó la coexpresión de genes candidatos y de las vías relevantes 
mencionadas que surgen de la bibliografía, las cuales están involucradas en la diapausa II 
en peces anuales y en otras diapausas caracterizadas. 
 
Análisis de los genes con expresión diferencial entre las diapausas I del campo y del 
laboratorio 
 

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

En relación 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 expresión, según las 
condiciones de cultivo, podrían explicarse por señales ambientales que inciden en los 
embriones y generan una respuesta celular diferente a factores como la temperatura, 
niveles de oxígeno u otros factores bióticos y abióticos que varían dependiendo del entorno.  

Una posible hipótesis es que el factor principal que podría explicar estas diferencias 
sea la temperatura. En el diseño experimental de inducción de la DI en el laboratorio se 
utilizaron tres señales inductoras: hipoxia, presencia de adultos y una temperatura 
constante de aproximadamente 19ºC (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 varían entre 6.0 y 28.8º C en el ciclo anual (Errea y 
Danulat, 2001). Es importante destacar que la temperatura de 19º C, no es informativa para 
el embrión en relación a la estación del año ya que ésta se registra en dos fases: al 
comienzo del ciclo (otoño) 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 19ºC, conduciría a los embriones a expresar una mayor diversidad de 
vías de señalización con respecto a las inducidas en la naturaleza ya que ese factor 
ambiental (temperatura de 19ºC) no es informativo sobre el momento del ciclo anual que 
está 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 hipótesis, se realizó una  
exploración de los genes expresados diferencialmente al alza en las DI obtenidas en el 
laboratorio y a la baja en las del campo. El análisis de GO (Tabla 8), reveló las vías 
bioquímicas y funciones biológicas de estos genes. Se encontró que los embriones en DI en 
condiciones de laboratorio presentan una elevada expresión de genes relacionados con 
procesos metabólicos, como la fosforilación oxidativa, así cómo una gran actividad de ARN 
polimerasas y la activación de vías que favorecen un alto nivel de actividad celular de los 
embriones en DI (Tabla 8). En el campo, estos mismos genes, presentan una regulación a la 
baja o ausencia de expresión, 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. 

 
 

Las condiciones ambientales juegan un papel clave en la regulación molecular de la 
diapausa. En los embriones en DI obtenidos en el campo se observó una mayor expresión 
de genes relacionados con la regulación transcripcional, la protección del ADN y la 
disminución de vías metabólicas (Figura 20 y Tabla A3, anexos), coincidiendo con un estado 
más profundo de dormancia adaptado a un conjunto de señales específicas y diferentes a 
las recibidas en el laboratorio (Tabla 8). Por consiguiente, se propone que las señales en la 
naturaleza configuran molecularmente a los embriones permitiéndoles enfrentar condiciones 
más extremas del hábitat, mientras que en el laboratorio la ausencia de tales señales 
conduce a un programa de expresión más activo que presenta mayor diversidad de vías 
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disponibles, probablemente debido a la falta de certeza sobre el momento del ciclo anual 
(temperatura de 19 ºC).  

Otra posible hipótesis es que la composición 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 
modulación de la inmunidad, el metabolismo y la reactivación post-diapausa, sugiriendo que 
los microorganismos ambientales actúan como señales externas capaces de afectar el 
estado fisiológico del embrión. En A. limnaeus, se planteó la hipótesis de que los 
microorganismos simbióticos contribuirían a sustentar a los embriones durante la DII al 
proporcionarles rutas metabólicas que favorecen la supervivencia y que no están 
codificadas en los genomas de los vertebrados (Camara-Lavadores y col. 2022). Así, la 
exposición diferencial de los embriones a comunidades microbianas naturales frente a las 
detectadas en el laboratorio (Figura 9) podría contribuir a las diferencias transcriptómicas 
observadas, afectando la percepción de las señales ambientales. 

Este enfoque integrado, que combina la transcriptómica con un contexto 
ecológico–ambiental, refuerza la necesidad de interpretar la diapausa no sólo como un 
fenómeno fisiológico en sí mismo, sino también como una estrategia de supervivencia 
moldeada por la interacción entre los componentes físicos, químicos y biológicos 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 hipótesis inicial y a pesar de la similitud morfológica 
en las DI de ambos ambientes, a nivel transcriptómico 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 ontología génica  
 

El análisis del grupo azul (Figura 20a), muestra genes involucrados en la regulación 
de la expresión génica, factores de transcripción y otras proteínas de unión al ADN. Esto 
sugiere que, aunque la actividad celular general está disminuida, se mantiene una 
regulación específica de ciertos genes clave. La presencia de factores relacionados con la 
ARN polimerasa II implicaría que los embriones presentan componentes listos para 
activarse rápidamente en la salida de la DI. Esto puede deberse a que las condiciones en el 
campo activan este perfil de expresión en los embriones de G. charrua. Contrariamente, 
cuando las condiciones externas no son informativas en relación al momento del ciclo anual 
(temperatura de 19 ºC en el laboratorio) estos reguladores transcripcionales no se expresan 
en el mismo nivel que en el campo (Tabla 5). Asimismo, se observan factores de 
transcripción 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 
expresión. En esta categoría, 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). Además, se encontró un grupo de genes que están 
involucrados en la protección del ADN frente a daños durante el estrés ambiental, de mayor 
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relevancia en el ambiente natural donde se exponen a la presencia de radiación ultravioleta 
y otras posibles toxicidades del ambiente. Las proteínas de choque térmico frío, 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 expresión ha sido 
asociada con procesos de estrés celular, silenciamiento epigenético y cambios en la 
regulación génica (Cappucci y col. 2018, Li y col. 2025). Posiblemente la activación de 
elementos transponibles, como LINE1, en condiciones naturales represente un mecanismo 
de plasticidad adaptativa frente al estrés ambiental (Teefy y col. 2023), una hipótesis que 
merece ser explorada profundamente. La regulación de LINE1 podría estar mediada por las  
proteínas inhibidoras de peptidasas detectadas en el análisis GO, sugiriendo una posible 
interacción funcional entre la maquinaria epigenética y estas proteínas inhibidoras. Esto 
concuerda con lo propuesto por Singh y col. (2024), sobre la inserción de los elementos 
transponibles como posible origen de nuevas isoformas génicas que podrían contribuir a la 
plasticidad transcriptómica adaptativa de varios genes esenciales en la DI. 

Además, 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 tamaño genómico en G. charrua. La expresión de LINE1 
podría estar relacionada con la modulación de la expresión génica a través de interacciones 
como por ejemplo la alteración de regiones cromatínicas en la diapausa, como fue sugerido 
por Gajardo-Escobar y col. (2026). 
 
 
Redes de enriquecimiento de FoxH1 
 

El factor de transcripción FoxH1 fue identificado originalmente como un mediador 
crítico en la vía de señalización Nodal a través de su interacción con las proteínas Smad2/3 
y Smad4 y desempeña un papel central en la diferenciación de los linajes celulares 
mesodérmicos y endodérmicos durante la gastrulación (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 transcripción dependiendo de los factores 
co-reguladores reclutados de acuerdo con el contexto fisiológico. En Xenopus, FoxH1, actúa 
como un factor de transcripción materno pionero que se une al genoma embrionario durante 
el clivaje (32 a 64 células), etapa previa a la activación del genoma cigótico, participando en 
esta activación (Pluta y col. 2022; Charney y col. 2017). En asociación con los factores de 
transcripción Otx1 y Vegt expresados en el endodermo, regula las respuestas 
transcripcionales de los genes del desarrollo y desempeña un papel importante en la 
coordinación 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 desempeñando un papel crucial 
en la inhibición de la expresión prematura de genes relacionados con la diferenciación. 

En D. rerio, al igual que en Xenopus, FoxH1 presenta expresión materna y cigótica. 
Los transcriptos maternos se localizan en el polo animal durante la ovogénesis. Al inicio de 
la gastrulación, su expresión se detecta como un gradiente dorsoventral en dominios 
específicos del mesodermo del escudo embrionario (región del embrión por donde se inicia 
el ingreso del endomesodermo en la gastrulación de los peces), la notocorda y la placa 
lateral del mesodermo (Pogoda y col. 2000). Además, Pei y col. (2007) demostraron que en 
los embriones inyectados con oligonucleótidos antisentido (morfolinos) diseñados para 
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impedir la traducción de FoxH1, se interrumpen los movimientos de epibolia, internalización 
y convergencia durante la gastrulación generando un embrión no viable en el primer día de 
desarrollo. 

En G. charrua los procesos biológicos identificados incluyen el desarrollo de la placa 
neural, la regulación de ovocitos y la señalización de la vía Nodal (Tabla 5). En la misma 
tabla se menciona a las proteínas SMAD, claves por su relación con FoxH1. Estas proteínas 
están involucradas en la regulación del ciclo celular, la diferenciación celular y la 
organización del eje embrionario como se ha mencionado (Schier y col. 2003). 

En peces anuales, donde la DI ocurre en la fase de dispersión total de blastómeras 
(100% de epibolia), estos procesos podrían no sólo ralentizarse, sino también 
reprogramarse transcripcionalmente. La diapausa implica un control activo de la expresión 
génica, lo que podría permitir al embrión mantener su viabilidad en un estado de adaptación  
metabólica que conserva las fuentes de energía 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 vías como TGF-β/Nodal entre otras (revisado por 
Sweet y Hu, 2025). Estas vías podrían ejercer un papel regulador en la entrada o salida de 
la diapausa, actuando como interruptores moleculares que permiten detener o reactivar el 
desarrollo en función de las señales ambientales y/o internas (Podrabsky y col. 2015; 
Wagner y col. 2018). Concretamente, el análisis de las redes de enriquecimiento (Figura 
22), relaciona fuertemente a FoxH1 con estas vías, lo sugiere que este conjunto de genes 
también estarían directamente involucrados en la modulación de la expresión génica, 
posiblemente reprimiendo o activando a otros genes según la trayectoria de desarrollo 
(ingreso a la DI o continuación del desarrollo activo). En conjunto, estos resultados indican 
que los genes estudiados podrían estar actuando como nodos clave en la red reguladora 
que controla la DI, ya sea manteniendo el estado dormante o preparándose 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 anóxico con algunos factores de transcripción como SMAD1 en 
la DII de A. limnaeus (Clouser y col. 2025). Este estudio también sugiere que en las 
diapausas, las vías de estrés metabólico se modulan por factores de transcripción, como 
por ejemplo PPARA (factor activador del receptor alfa de proliferación de peroxisomas). 
Este factor presenta múltiples 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 DII 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 según el código de Trinity. Arriba, los 
diferentes estadios del desarrollo embrionario. En la parte inferior de la figura se encuentra la escala 
de expresión. 

 
 
En síntesis, los embriones en DI del campo están sometidos a un mayor estrés 

ambiental con respecto al que experimentan en el laboratorio reflejando diferencias en la 
expresión génica entre ambas condiciones. En este trabajo, al igual que en otros, se 
observan similitudes en la expresión de determinados genes y procesos biológicos entre las 
DI y DII de peces anuales (Wagner y col. 2018, Podrabsky y col. 2015, Sweet y Hu 2025) 
así 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 
propósito de preservar la vida en condiciones adversas (Sweet y Hu, 2025). 

La participación de las diferentes vías como la de la IGF/insulina, TGF-β, SMAD, 
PPARA y FOXO, entre otras, en la regulación metabólica y en la detención 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 expresión de las 
diapausas descritas (Sweet y Hu 2025), así como en la DI de G. charrua.  
 
 
Análisis filogenético de FoxH1 
 

El gen FoxH1, fue detectado  en las listas de los genes expresados diferencialmente 
en la DI según el ambiente (campo o laboratorio). El estudio filogenético de FoxH1 podría 
contribuir en la interpretación de su rol adaptativo en la DI de G. charrua y posiblemente a la 
comprensión 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 biológica, en un conjunto de 
rutas moleculares conservadas que regulan la detención del ciclo celular, la regulación 
metabólica y la protección del genoma. En este contexto, la expresión diferencial de FoxH1 
observada en G. charrua podría reflejar la activación de componentes de este programa 
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molecular conservado, reforzando su papel potencial en la regulación del desarrollo y la 
adaptación a condiciones ambientales variables. 

Quienes destacan que múltiples taxones comparten un conjunto conservado de 
rutas de dormancia que incluyen factores de señalización de TGF-β, SMAD y FOXO, 
indican que la expresión diferencial de FoxH1 como un mediador clave de la vía SMAD 
(Eustice y col. 2022), en G. charrua podría representar la activación de un mecanismo 
molecular ancestral asociado a la entrada o mantenimiento de la diapausa. Este resultado 
refuerza la hipótesis de que la regulación de la diapausa comparte elementos con otros 
tipos de dormancia observados en vertebrados e invertebrados (Martin y Podrabsky, 2017). 

El análisis filogenético presentado en la figura 24 evidencia una estrecha relación 
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 agrupación. 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 características reproductivas comunes (Gutiérrez y col. 2015). Asimismo, se 
ha señalado 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 eclosión de los embriones (revisado por 
Martin y Podrabsky, 2017). 

El análisis de polimorfismos y divergencia genética en especies de 
Cyprinodontiformes y en particular de los Rivulidae (Tabla 6), revela patrones de diversidad 
nucleotídica y tasas de sustitución sinónima y no sinónima que ofrecen información sobre 
las presiones selectivas que actúan sobre el gen FoxH1 en diferentes contextos ecológicos 
y evolutivos. En general, se observa que la diversidad nucleotídica sinónima (Pi(s)) es 
mayor que la no sinónima (Pi(a)) en las especies analizadas. Este patrón sugiere que la 
mayoría de los cambios en la secuencia estudiada son neutros, indicando una conservación 
funcional del gen FoxH1 en estas especies. Asimismo, la relación Ka/Ks, es menor a 1 en 
todas las categorías analizadas, indicando una fuerte presión 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 relación Pi(a)/Pi(s) es baja, lo que 
indica que la mayoría de las mutaciones son no sinónimas. Además, la relación Ka/Ks 
sugiere una moderada presión selectiva que limita las mutaciones no sinónimas, lo que 
podría estar relacionado con las adaptaciones específicas de estas especies a ambientes 
temporales y condiciones de vida extremas. En las especies no anuales, la baja relación 
Pi(a)/Pi(s) sugiere que la mayoría de las mutaciones son no sinónimas. La baja relación 
Ka/Ks refuerza la idea de que las secuencias están siendo conservadas evolutivamente, lo 
que podría reflejar una menor presión selectiva en estos linajes. Estos resultados son 
consistentes con estudios previos que han documentado la alta diversidad genética y la 
adaptación a ambientes temporales en especies de Rivulidae (Garcia y col. 2004). 

El análisis de selección episódica realizado con el programa DataMonkey ha 
identificado ocho codones que han experimentado presión selectiva diversificadora, con 
valores de p ≤ 0.1. La selección diversificadora episódica se refiere a eventos de selección 
positiva que ocurren en momentos específicos de la historia evolutiva, favoreciendo la 
variabilidad genética en lugar de la conservación de características funcionales (Murrell y 
col. 2012). La identificación de estos sitios sugiere que las mutaciones en estos codones 
podrían haber sido favorecidas en determinados linajes o períodos evolutivos, posiblemente 
en respuesta a cambios ambientales o ecológicos que requirieron adaptaciones específicas. 
Es importante destacar que el valor de p ≤ 0.1 indica una evidencia moderada de selección 
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diversificadora. Aunque este umbral es más laxo que el convencional p ≤ 0.05, sigue siendo 
relevante para identificar posibles sitios bajo selección. Sin embargo, es necesario 
considerar que valores de p más 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 selección purificadora 
 

La sustitución de una arginina o lisina (residuos básicos y cargados positivamente) 
por una valina (residuo apolar e hidrofóbico) en el codón 102  de FoxH1 en G. charrua 
(Figura 22),  representa un cambio drástico en propiedades fisicoquímicas de la proteína.. 
Esta mutación podría afectar la estabilidad, la estructura terciaria, o su función (Betts y 
Russell 2003, Teng y col. 2011). La afinidad de unión al ADN se puede reducir 
drásticamente si la interacción proteína-ADN depende de cargas positivas que estabilizan la 
unión. Reemplazar una arginina o lisina por una valina podría alterar esa interacción 
conduciendo a  la inactivación de los factores de transcripción, represores o activadores, 
según el rol de la proteína. Las consecuencias funcionales podrían incluir la pérdida de su 
función, un cambio en la especificidad por genes blanco, o también modificar la interacción 
con las proteínas SMAD involucradas en la alteración de la transcripción de genes 
específicos (Fisher y col. 2019). En síntesis, la sustitución de residuos básicos por 
hidrofóbicos en la proteína FoxH1 de G. charrua  podría ejercer cambios en su capacidad 
para unirse al ADN y regular la transcripción de genes esenciales para el desarrollo. Esto 
resalta la importancia de la conservación de la composición de aminoácidos en regiones 
funcionales importantes de las proteínas (Dai y col. 2021).  

El codón 102 se encuentra en la región denominada Fork Head 3, un dominio de 
unión al ADN conservado, también conocido como hélice alada (Clark y col. 1993). Esa 
estructura proteica de hélice interactúa  con el surco mayor del ADN, permitiendo el acople 
del sitio de unión específicamente (Littler y col. 2010). Además, estudios recientes muestran 
que la dinámica, conformación y modo de unión al ADN de los dominios Fork Head pueden 
variar entre subfamilias de FOX (por ejemplo entre FOXO1, FOXO3, FOXO4), lo que 
sugiere una flexibilidad estructural y por ende de reconocimiento de secuencias blanco del 
ADN (Li y col. 2021).  

 
En conjunto, la evidencia obtenida para G. charrua indica que la sustitución 

detectada en el codón 102 de FoxH1 en embriones en DI del campo, localizado dentro del 
dominio Fork Head 3, una región 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 
selección diversificadora episódica en un codón que se encuentra en una región de 
reconocimiento del ADN. Esto permite sugerir que la variante ejercería un papel esencial en 
la función de FoxH1 de G. charrua. 
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Conclusiones 
 

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

 
El análisis transcriptómico 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 expresión génica. Los embriones del campo 
muestran un estado de mayor represión metabólica y activación selectiva de vías 
reguladoras sugiriendo una adaptación específica a las señales ambientales 
experimentadas, mientras que los embriones del laboratorio mantienen una mayor 
diversidad de vías activas, probablemente debido a la ausencia de señales ambientales 
confiables existentes  en su entorno natural.  
 

El uso de análisis de correlación y enriquecimiento funcional permitió identificar 
grupos de genes esenciales, entre los que se destacan los factores de transcripción de las 
familias Homeobox y Forkhead, así como proteínas relacionadas con la protección frente al 
estrés ambiental (choque térmico frío) y factores reguladores de las vías de crecimiento y 
diferenciación celular, como IGF2BP. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la diapausa 
no constituye un estado de inactividad pasiva, sino un proceso regulado dinámicamente por 
redes moleculares que aseguran las trayectorias de la dormancia y la preparación para la 
reactivación del desarrollo. 
 

El análisis filogenético y de selección del gen FoxH1 evidenció una fuerte 
conservación funcional bajo presión selectiva purificadora, aunque con señales de selección 
diversificadora episódica en sitios específicos. Esto sugiere que, si bien la función básica del 
gen se preserva, ciertas variaciones podrían haber sido favorecidas en contextos 
ambientales particulares, contribuyendo a la adaptación evolutiva de los peces anuales a 
ecosistemas temporales. 
​  

En conjunto, estos resultados demuestran que la regulación de la DI en G. charrua 
depende de una interacción 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 
señales 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 comprensión de los mecanismos moleculares que sustentan a la DI en G. charrua y 
probablemente en otros peces anuales. 
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Perspectivas 
 
Análisis bioinformáticos 
 

Profundizar en el análisis 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 están disponibles en la anotación 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 (Friedländer y 
col. 2012), IntaRNA (Mann y col. 2017) o miRTarBase (Cui y col. 2025). Es necesario 
realizar consultas en las bases de datos más actualizadas para verificar su clasificación y 
profundizar sobre la posible relación de estos ARNs con la regulación de la diapausa  en 
condiciones de inducción 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 ontología génica (Hernández-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 transcripción y 
regulación (TRRUST), para identificar posibles genes reguladores importantes, que 
posiblemente aportarán gran cantidad de información valiosa para ampliar el conocimiento 
de este organismo y su respuesta al ambiente.  
 

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

Realizar análisis de secuencias promotoras, buscando elementos de unión 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 predicción de interacción proteína-proteína en los análisis de 

enriquecimiento ampliando las redes con STRING, IntAct o BioGRID para visualizar la  
interconección de  los genes detectados en DI, principalmente en aquellos evidenciados en 
este trabajo (IGF2BP, Alx4, CS). 
 

Realizar estudios de epigenética y regulación no codificante. Predicción de 
metilación de ADN o histonas. Explorar si los genes con expresión diferencial presentan 
motivos CpG o regiones ricas en histonas modificadas (H3K4me3, H3K27me3). 
 

Realizar una integración multiómica (si hay datos disponibles) combinando las 
aproximaciones de la transcriptómica con la metabolómica y/o la proteómica para validar las 
vías metabólicas activas (fosforilación oxidativa, inhibición enzimática, etc.). Este análisis  
puede efectuarse mediante herramientas como MixOmics, MOFA+ o OmicsNet. 
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Extender análisis  filogeneticos y de seleccion a otros genes, complementar los 

análisis de selección incorporando metodologías adicionales, como aBSREL, que permitan 
una detección más robusta de selección a nivel de ramas, así como evaluar el impacto del 
uso de umbrales de significancia más estrictos y ampliar el análisis a conjuntos más 
extensos de genes ortólogos, con el fin de capturar patrones evolutivos que podrían no ser 
evidentes a nivel de secuencias codificantes. 

 
 
 

 
Estudiar la evolución de las isoformas disponibles en el ensamblado y analizar si 

presentan un perfil de expresión diferencial entre ellas, bajo condiciones de inducción 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 permitirá distinguir 
si dichos patrones representan mecanismos conservados o innovaciones recientes propias 
de G. charrua. 
 
 
Ensayos experimentales en el laboratorio 
 

Realizar la validación funcional y de expresión con técnicas como la transcripción 
reversa y cuantificación en tiempo real (RT-qPCR), de los genes estudiados (FoxH1, IF2B2, 
csde1, Alx4 y LINE1) en las vías enriquecidas de la DI en el campo para consolidar la 
evidencia transcriptómica. 
 

Determinar los patrones espacio-temporales de expresión, por ejemplo de FoxH1, en 
el embrión mediante hibridación in situ. 
 

Realizar ensayos de exposición ambiental controlada induciendo la DI  con distintos 
gradientes de temperatura, oxígeno o radiación UV y evaluar los cambios de expresión 
mediante RNAseq con el objetivo de validar la hipótesis de “plasticidad fenotípica” frente a 
las señales ambientales. 
 

Realizar experimentos de pérdida  (CRISPR/Cas9) y ganancia de función en genes 
como FoxH1 o IF2B2 para evaluar si afectan la inducción, el mantenimiento y/o la salida de 
la DI. 
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ANEXOS: 
 
 
 
 
 
 
Kraken 
 
 
Krona : gráfico de anotaciones por el programa Kraken: 

 
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 está enfocado en análisis de 
metagenómica y encontrar bacterias y arqueas en análisis genómicos. 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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Estudio de Ontología Génica y enriquecimiento. 
 
 
Tabla A2. Listado de genes grupos azul y magenta 
 
Grupo azul  
 

número de 
genes Categoría GO Genes 

47 Unión de compuestos 
cíclicos orgánicos 

myh9 eif1b gata4 abca1 rad51c aacs cpsf6 hnf4a 
clcn5 papolg matr3 tanc2 hip1r gfi1b incenp alx4 gnl3l 
ddx21 acaca pif1 limk1 lrp1 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 

47 Unión de compuestos 
heterocíclicos 

myh9 eif1b gata4 abca1 rad51c aacs cpsf6 hnf4a 
clcn5 papolg matr3 tanc2 hip1r gfi1b incenp alx4 gnl3l 
ddx21 acaca pif1 limk1 lrp1 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 

33 Unión de iones myh9 gata4 abca1 rad51c aacs hnf4a pcdh1 clcn5 
papolg fhl2 matr3 hip1r incenp gnl3l lsr ddx21 acaca 
pif1 limk1 lrp1 tyk2 rab38 rab1a calm1 csrp1 fmo5.2 
myh11 blk rap2a ube2b iscu nr6a1 rac1 

29 Unión de proteínas myh9 itprid2 slc26a7 tanc2 hip1r pkp3 cd2ap ano5 
ankrd28 wdr75 limk1 lrp1 slc6a6 cav1 tfg nphs1 birc6 
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fhod3 myh11 nfyb blk fmnl2 hic2 crk sf3b3 rac1 cpsf7 
naca hbegf 

24 Unión de moléculas 
pequeñas 

myh9 abca1 rad51c aacs clcn5 papolg hip1r incenp 
gnl3l ddx21 acaca pif1 limk1 tyk2 rab38 rab1a fmo5.2 
myh11 blk rap2a ube2b nr6a1 gapdh rac1 

22 Unión de derivados de 
carbohidratos 

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

12 Actividad del factor de 
transcripción que se 
une al ADN 

Gata4 HNF4A GFI1B ALX4 LRP1 SLC6A6 NPHS1 
NFYB FOXH1 HIC2 ATF4 SNAIL1 

11 Actividad de hidrolasa abca1 rad51c hip1r incenp pif1 rab38 rab1a angel2 
rap2a nr6a1 rac1 

10 Actividad de la 
transferasa 

dgat1 papolg limk1 tyk2 cers5 peli2 birc6 blk ube2b 
gcn1 

7 Actividad del 
transportador 

abca1 clcn5 ano5 slc6a6 XB5730115 uaca clic5 

6 Actividad del 
transportador 
transmembrana 

abca1 clcn5 ano5 slc6a6 XB5730115 clic5 

5 Actividad de la 
oxidorreductasa 

limk1 rdh7 fmo5.2 XB5730115 gapdh 

5 Unión de complejos 
que contienen 
proteínas 

myh9 eif1b fhod3 myh11 fmnl2 
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4 Actividad del 
transductor molecular 

hnf4a il1r2 tshr tyk2 

4 Actividad del receptor 
de señalización 

hnf4a il1r2 tshr tyk2 

2 Actividad reguladora de 
la traducción 

eif1b eif3d 

2 Regulador de la función 
molecular 

birc6 rap2a 

2 Actividad de la ligasa aacs acaca 

2 Actividad reguladora de 
la traducción, unión de 
ácidos nucleicos 

eif1b eif3d 

1 Actividad de la proteína 
G 

rap2a 

1 Actividad de 
transferencia de 
electrones 

XB5730115 

1 Actividad del reservorio 
de nutrientes 

uaca 

1 Actividad de la 
citocromo-c oxidasa 

XB5730115 

1 Actividad del receptor 
nuclear 

hnf4a 

1 Unión de lípidos cadera1r 
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1 Actividad de la 
isomerasa 

pin4 

1 Actividad reguladora de 
enzimas 

birch6 

1 Actividad del 
transportador 
transmembrana 
xenobiótico 

slc6a6 

1 Encuadernación de 
grupos metálicos 

escu 

1 Actividad adaptadora 
molecular 

Cav1 

 
 
Grupo magenta: 
 

Número 
de genes Categoría GO de alto nivel Genes 

4 unión de proteínas timp2 timp3 
ppib xbp1 

4 Unión de enzimas timp2 timp3 
ppib xbp1 

3 Unión de iones timp2 as timp3 

3 Unión de cationes timp2 as timp3 

2 actividad reguladora enzimática timp2 timp3 
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2 Actividad catalítica, que actúa sobre una proteína as ppib 

2 actividad inhibidora de enzimas timp2 timp3 

2 actividad reguladora de la peptidasa timp2 timp3 

1 unión de la cromatina xbp1 

1 actividad del factor de transcripción de unión al ADN xbp1 

1 actividad hidrolasa as 

1 actividad de isomerasa ppib 

1 unión amida ppib 

1 unión de compuestos cíclicos orgánicos xbp1 

1 unión de compuestos heterocíclicos xbp1 

1 Actividad de factor de transcripción con unión al ADN, 
específica de la ARN polimerasa II. 

xbp1 

1 Unión de ácidos nucleicos xbp1 

1 actividad peptidasa as 

1 actividad de la isomerasa cis-trans ppib 

1 Unión de péptidos ppib 

1 Unión de proteínas idéntica xbp1 
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1 Unión de aniones as 

1 Actividad de dimerización de proteínas xbp1 

1 Respuesta al daño del ADN line1 

 
 
 
Tabla A3. Datos de los análisis GO y enriquecimiento de genes de grupo azul y magenta 
respectivamente. 
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Figura A2: Alineamientos en Mega X, de el resto de los codones que poseen selección 
diversificadora  episódica  
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Figura A3: Resultados de la predicción estructural de la proteína FoxH1-i7, obtenidos mediante 
AlphaFold2–ColabFold, incluyendo las matrices de contactos, la cobertura del alineamiento múltiple 
de secuencias (MSA) y los puntajes de confianza por posición (pLDDT). a) Mapas de distancia / 
contacto (rank_1 a rank_5). La fila superior presenta los cinco modelos estructurales generados por 
AlphaFold, ordenados según 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 
patrón consistente de contactos (zona azul intensa), lo que indica un núcleo estructural estable, 
correspondiente al dominio Forkhead de FoxH1. El resto de la proteína se muestra con menor 
densidad de contactos, coherente con regiones intrínsecamente desordenadas típicas de factores de 
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transcripción. 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 número de 
secuencias obtenidas por MMseqs2 (más de 10.000 secuencias). Las líneas horizontales muestran la 
presencia o ausencia de cada residuo en esas secuencias. El color indica la identidad con respecto a 
la proteína consultada (rojo = baja identidad; verde = alta). La curva negra indica cuántas secuencias 
contribuyen para cada posición. Se observa una cobertura muy alta entre los residuos ~50–180, 
coincidiendo con el dominio Foldhead, lo cual refuerza la robustez de la predicción estructural en esa 
región. c) pLDDT por posición (Predicted IDDT). El panel inferior derecho muestra el puntaje pLDDT, 
una medida de confianza del modelo (0–100): > 90, región muy confiable, estructura rígida, 70–90, 
buena confianza, 50–70, probable región flexible, < 50, desorden intrínseco 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 típico 
en factores de transcripción con múltiples regiones reguladoras flexibles. 
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