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Peces anuales   (Cyprinodontiformes, Aplocheloidei)

Cynopoecilus melanotaenia

Nothobranchius rachovii
Ambiente efímero: charco temporal (Rocha, ruta 9 Km 272) 

Austrolebias charrua

- Estrategias únicas de desarrollo embrionario

- Plasticidad frente a ambientes variables

- Interés: investigación y acuarismo



Distribución

Africa y América



Peces anuales: ciclo de vida

Desecación de su hábitat: 

ambiente extremo para un pez

¿clave de la supervivencia?



Vida en ambientes extremos

Selección natural - mecanismos de adaptación



TiempoEspacio

Migración

Criptobiosis Estivación Hibernación

Embriones

Diapausa

Dormancia

Adultos

Ejemplos de estrategias de escape a condiciones ambientales adversas

Dormancia

Vida en ambientes extremos: mecanismos de adaptación



Embriones:

- resistentes al estrés ambiental

tolerancia a la anoxia y desecación

- patrón de desarrollo embrionario peculiar con diapausas

Desecación de su hábitat ¿clave de la supervivencia?



Organismo ampliamente utilizado en investigación

Danio rerio (Cyrpiniformes)

- pequeño

- fácil de mantener en el laboratorio

- reproducción todo el año

- tiempo de desarrollo corto (2-3 días)

- embriones transparentes 

- desarrollo externo: patrón representativo de los teleósteos no anuales

- disponibilidad de herramientas (pérdida/ganancia de función)

mutantes, transgénicos y genoma disponible

- estudio de procesos vertebrado-específicos (desarrollo, patología – biomedicina,

ecotoxicología)

Desarrollo embrionario temprano

en peces teleósteos



Desarrollo embrionario temprano

en peces teleósteos

0,5 mm

Seki y col. 2008

10 µm

Zhang y col. 2014

+
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Durante maduración

proteínas (vitelo = telolecito)

ribosomas
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factores morfogenéticos

filtros UV

enzimas reparación ADN
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Desarrollo de un nuevo organismo

Proceso altamente conservado

en los vertebrados:

- secuencial

- unidireccional

- sin interrupciones (mayoría)

Patrón de clivaje: meroblástico discoidal

PA: polo animal (blastodisco)

PV: polo vegetal (vitelo)

PA

PV



MPF regula ciclo bifásico

- activación transición fecundación / clivaje

- 2 subunidades

- actividad alta en M

- no detectable en S 

Ciclina B

- comportamiento ciclíco

- codificada por ARNm materno

- reguladores almacenados

Clivaje
Control materno*: 

primeras divisiones sincrónicas, rápidas, no aumenta el volumen celular

*excepto mamíferos

Gilbert, 2013



Danio rerio

Fundulus heteroclitus

Transición de la blastula media

- Se inicia la transcripción cigótica

- Asincronía división celular

- Adquisición de motilidad celular

Ciclo 10 
Kane y Kimmel, 

1993

Ciclo 10 
Trinkaus, 1992



RO Karlstrom, R.O.  y Kane, D.A. 1996. A flipbook of zebrafish embryogenesis. Development 123:461

Desarrollo embrionario en pez cebra

Danio rerio

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/ac/Zebrafisch.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/ac/Zebrafisch.jpg


Desarrollo embrionario en peces con ciclo

de vida anual

Particularidades

1.Dispersión/Reagregación

2.Diapausas

1972

(1935 – 2013)

43 especies analizadas

Nicolaus Peters, 1963: define estas particularidades, publicación en alemán – según Wourms: incompleto



Mag. Soledad de la Piedra

Lab de Ontogenia Experimental

PI: Dr. Miguel Concha

Austrolebias charrua

Fase D/R: separación espacio-temporal epibolia /ingreso

endomesodermo: carácter derivado (Dolfi y col. 2014)

(eventos simultáneos en peces teleósteos no anuales)

Desarrollo embrionario en peces anuales



Berois y col. 2012

Inicio de epibolia

200 a 1.000 blastómeras profundas

(Wourms, 1972b)

50 a 350 en Nothobranchius
(van Haarlem, 1983 )

Austrolebias viarius = 100 células

(Arezo y col. 2005)

Poblaciones celulares

Particularidad 3

*



4.000 células
(Marrable, 1965)

27.500 células
(Richards y Porter, 1935)

Danio rerio

Fundulus heteroclitus

Inicio de epibolia



2018

Capa celular envolvente:

- Barrera osmótica

- Sustrato principal migración

blastómeras profundas



Epibolia: capa celular envolvente dirige migración de blastómeras profundas
(adhesión mediada por cadherina E, señales mecánicas en bordes CCE)

- Fenómeno descrito por Wourms: 1972

- Hipótesis sugerida por Carter y Wourms: 1990, 1991

- Detalles moleculares: 2017 (Reig y col.)

A.nigripinnis



(Reig y col. 2017)

Blástula tardía - 60% epibolia,  Lifeact-GFP

Película: 18 hs (54 a 72 hpf). Imágenes tomadas cada 10 minutos.

Vista: PA CCE

BP



(Reig y col. 2017)Imágenes tomadas cada 10 minutos.



Austrofundulus

Pterolebias

Rachovia

Nothobranchius

Patrones de migración

de las blastómeras 

profundas

Austrolebias, Cynolebias

Nothobranchius guentheri

Nothobranchius



Particularidad 4

Clivaje hasta la 6ta división: 64 células



Duración del ciclo celular

anuales vs. no anuales

varía dramáticamente

Tiempo promedio no anuales:   

34,8 min (rango 23 - 48)

Tiempo promedio anuales: 

75,6 min (rango de 66 - 100)

En los 3 clados: transición ciclo de vida =

fuerza directriz cambio fenotípico

¿Ventaja evolutiva?

Dolfi y col. 2014



Escenario 1

Pérdida de restricción evolutiva

Disminución de la velocidad del ciclo celular

en respuesta a debilitamiento en la selección direccional

desarrollo rápido (anules: meses/años)

Dolfi y col. 2014



Escenario 2

Ganancia de una nueva restricción

ciclo celular se extiende como resultado de una adaptación 

específica prolongando un período donde el embrión puede 

responder con plasticidad fenotípica 

a condiciones ambientales

Dolfi y col. 2014



¿Cómo es posible que ocurra un 

enlentecimiento del ciclo celular?



Hipótesis 1) Fases S y M más lentas

2)  Presencia de G1

(Dolfi y col. 2014)

ARNm reportero S/G2

ARNm reportero G1 

FUCCI: 

fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator

Transición G1/S

licensing factor Cdt1

Geminin 



26⁰C

No hay G1 hasta 5ta%

Hipótesis 1 válida Sincronía hasta ciclo 4
A-H sincronía señal amarilla

I-L   asincronía verde y roja

Dolfi y col. 2014



Reducción progresiva de fracción de células

en fase S durante epibolia

(Desventaja FUCCI: no discrimina entre G1 y G0)

(Dolfi y col. 2014)

100% epibolia: todas las células en G1



La pérdida de sincronía en las divisiones celulares

¿coincide con la activación del genoma cigótico?



Incubación con actinomicina D = detención en estadio 12

Bloqueo de expansión del blastodermo y migración de blastómeras profundas

Activación del genoma cigótico: división 7/8 (antes mov epibolia pero después de diferenciación inicial BP/CCE) 

Podrabsky y col. 2017



¿Existen diferencias a nivel molecular 

entre embriones con tasas de desarrollo

rápido vs. lento?

Transcriptomas 1-2 células A. limnaeus y D. rerio

Esta historia continuará……….



Internalización del 

ensomesodermo

Fases de D/R: específicas de los peces anuales

Berois y col. 2012

Dos grandes preguntas….



¿Cuál es la ventaja evolutiva de la 

fase de dispersión?

La internalización del endomesodermo: 

¿ocurre de manera similar al resto de los 

teleósteos no anuales?



Fase de reagregación

Esta historia continuará….



Posible ventaja evolutiva de la fase de dispersión

Embriones evitan posibles daños provocados por el ambiente

“escapando” en el tiempo

Fase de dispersión

- blástula extendida en tiempo y espacio

- fase “insensible” (≠ gástrula, néurula, organogenesis)

- posible entrada en diapausa I

Blastómeras profundas: 

- indiferenciadas totipotentes
(estrés ambiental – pérdida de algunas células no afecta embrión)

(Berois y col. 2014)

Hipótesis (Wourms, 1972b)



Fase dispersa  = ¿blástula?
(100% epibolia)

Esta pregunta la discutiremos en la instancia de Seminarios:

Considerar:     - la definición de gastrulación en peces teleósteos

- los argumentos planteados por Pereiro y col. 2017



…las blastómeras profundas en etapa

100% de epibolia

¿son células totipotentes?



3´UTR ARNm vasa D.rerio-GFP (0,3 ng)

ARNm Histona H2B-RFP (0,3 ng)

3´UTR ARNm nanos D.rerio -GFP (0,3 ng)

ARNm Histona H2B-RFP (0,3 ng)

5 nl

5 nl

(Arezo, 2012)

Ensayos de microinyección: caracterización de CGPs



Fase dispersión total (100% epibolia)

Mecanismo de regulación:

- Degradación gradual (cél. somáticas) 

y estabilización (CGP)

- Conservación (7 especies)

(Kopruner y col. 2001; Wolke y col. 2002;   

Herpin y col. 2007)

Inmunodetección de células 

Vasa-positivas

(Arezo y col. 2016)

(Arezo, 2012)

Microinyección de  

3´UTR vasa - GFP/ H2B - RFP



20 µm

Fase dispersa: 

CGPs determinadas (GFP+)

…las blastómeras profundas en etapa

100% de epibolia no son totipotentes…..

(Arezo, 2012)



¿podrían ser células pluripotentes?



Son pluripotentes Wagner y Podrabsky, 2015



2015

…otro experimento que apoya la hipótesis de 

Wourms…..

Embriones A. limnaeus en fase dispersa muy alta tolerancia a 

daño en el ADN inducido por UV 



Particularidad 5

Alta tolerancia embrionaria al estrés ambiental extremo

(hipoxia severa y anoxia, radiación, etc.)



I diapausa II diapausa III diapausa larva

Diapausa I

dispersión

Diapausa II

somite medio

Diapausa III

pre eclosión

EclosiónFecundación

Diapausas

(De la Piedra, no publicado)

Innovación evolutiva: adaptación a ambientes efímeros / extremos



Hipoxia / anoxia

Variabilidad

genética

Fotoperíodo

I                II                III

- fisiológicamente diferentes (Peters 1963; Wourms 1972 c) 

- claves ambientales anulan influencia maternal (Podrabsky y col. 2010, 2016 ) 

Temperatura

(Peters 1963; Wourms 1972 c) 

Diapausas

Programación epigenética (DII)
(Podrabsky y col. 2010, 2016 ) 

(Inglima y col. 1981

Levels y Denucé, 1986) 

Presencia

de adultos

(DI)



(Wourms, 1972 c)

(281 ± 35) días

Concepto de trayectorias alternativas
(asociado a particularidad 2 = diapausas)



Efecto multiplicador
(281 ± 35) días *

40 días

(Wourms, 1972 c)

Estrategia “ bet hedging”  no apostar la eclosión de los 

embriones a un mismo momento (Furness y col. 2015)

Tiempos

Especie-específicos
(este ejemplo: Austrofundulus myersi)

Ventaja adaptativa en un ambiente cambiante
Skúlason y col. 2019



Diapausas

Disminución de la tasa metabólica

Actividades vitales: se reducen o interrumpen

Síntesis proteica  ↓ 

Actividad de bombas iónicas ↓

Estabilización de macromoléculas

Son características generales de la dormancias



Esta historia continuará….



Diapausa II / algunos datos sobre DIII

Referente desde1999



Dorn, A.Fishbase

Anne Brunet



Regulación diapausas: distintos mecanismos, algunos compartidos

- mecanismos epigenéticos (pequeños ARNs, modificación histonas) 

- Preservación integridad de proteínas: actividad tipo chaperonas

- vía de señalización insulina/IGF regulada a la baja = detención en G1 

rol central control fisiología celular en depresión metabólica

Datos peces anuales DII en A. limnaeus (Podrabsky Lab)

2016





Esta historia continuará….



Nuestro organismo de estudio…



Distribución: Departamento de Rocha “Bañados del Este” y sur de Brasil

Dimensiones:      4,7 – 4,17 cm

Hábitat: agua dulce

Interés: acuarístico / investigación

Austrolebias charrua

Posible biomarcador
(Papa y col 2019)

cuencas Paraná-Plata / Patos-Merín / Amazonas
Loureiro, de Sá, 2016; Costa y col., 2017

Volcan y col. 2017Alonso y col. 2018

Tamaño genoma inusualmente grande
(García y col. 2014)

Austrolebias (Cyprinodontiformes)



Un poco de historia…

1918 - 2006

Eco-etología y taxonomía de peces anuales



SistemáticaBiología Reproductiva 

y del Desarrollo

Genética Evolutiva

Responsable: 

Dra. Graciela García 

Responsable: 

Dr. Marcelo Loureiro
Responsable:

Dra. Nibia Berois

Grupo interdisciplinario: Proyecto CSIC1999-2000



Austrolebias en el laboratorio

• biogeografía de las especies del este de Uruguay

• infraestructura de acuarios

• mantenimiento

• reproducción

• cultivo de embriones

• desarrollo embrionario



Ecología

Neurobiología
Genética Evolutiva

Responsable:

Dra. Graciela García 

Dr. Marcelo Loureiro

Dra. Anabel Fernández

Dra. Verónica Gutiérrez

Mag.Gabriela Casanova

Investigadores nacionales

Singularidades de los peces anuales: enfoque interdisciplinario

Etología

Dra. Bettina Tassino

Dr. Matías Arim

Sistemática

FilogeografíaEnvejecimiento



Nibia Berois
Nicolás Papa

Cora Chalar

Bioquímica

Equipo de investigación
Biología de la reproducción y desarrollo en peces anuales

“Análisis de los mecanismos subyacentes a la diapausa en peces anuales”
Responsale: MJ Arezo

Hellen Schlueb
Daniel Blanco

Expresión génica

transcriptómica

proteómica

PCR/inmunodetección

Historia de vida

eco-evo-devoJosé Sotelo Silveira

Dpto. Genómica IIBCE

Biología Celular FC

Colaboraciones nacionales



Colaboraciones internacionales

Dres. Miguel Allende y Luisa Pereiro

Departamento de Biología

Facultad de Ciencias

Universidad de Chile

Dr. Jason Podrabsky

Departamento de Biología

Portland State University

Dr. Rafael de Sá

Departamento de Biología

University of Richmond

Austrolebias charrua

Genoma

Transcriptomas

Historia de vida

Moléculas de adhesión

Dr. Matej Polacik

Institute of Vertebrate Biology

República Checa

Dr. Germán Reig



… ¿qué claves moleculares están

involucradas en la diapausa I?



- Estandarizar un protocolo de inducción de diapausa I

- Caraterización morfológica de la diapausa I



Arezo y col. 2017

fenotipo A                        fenotipo BDiapausa I 



Aproximación transcriptómica

1) Expresión diferencial DI

2) Expresión diferencial

Embriones activos vs. diapausa

3) Comparación entre diferenciales

Secuenciación

(Papa y col. en preparación)



….datos obtenidos en el laboratorio …



Austrolebias nigripinnis (Peters, 1963)

Austrofundulus myersi, Nothobranchius (Wourms, 1972a)

Aphyosemion, Cynopoecilus melanotaenia (Wourms, 1972c)

Austrolebias viarius y charrua (Arezo y col. 2005, 2017)

Austrofundulus limnaeus (Wagner y Podrabsky, 2015)

cultivados a 25⁰C

Un ejemplo…ocurrencia de la diapausa I

rara o ausente



Embriones colectados del charco = 100% en DI



Monitoreo de la diapausa I en la naturaleza

Experimento piloto chequeo del dispositivo:     

evaluar la dinámica del desarrollo ciclo completo 

Dispositivos en el charco durante 78 días: 

- re-localizables

- viabilidad embrionaria: 50% (rango teleósteos 33 to 93%, Fossum, 1988)

- embriones viables en DI

Austrolebias charrua



2019

Embriones

en DI
(anoxia)

Embriones

en DII
(+ oxigenado

DI a DII)

Embriones
+ humedad

- oxígeno

DII a DIII

(primeras lluvias)

Embriones

en DIII

(eclosión: lluvias)



Austrolebias bellottii y charrua
(Polacik y col. no publicado, Arezo y col. no publicado)

Charco con agua: 

embriones en diapausa I

Entrada y salida de embriones en diapausa

en la naturaleza: control ambiental  

(≠ datos de laboratorio)

Variabilidad en avance del desarrollo:        

habitat heterogeneo

(no control intrínseco)

Reichard y Polacik, 2019



Medición de variables 

ambientales en el sustrato del charco

Sensores de temperatura y humedad
(Colaboración con el Dr. Jason Podrabsky)



Skúlason y col. 2019

Relevancia ecológica: cambios genoma - cambios adaptativos



"Nothing in biology makes sense 

except in the light of evolution." 
Theodosius Dobzhansky

The American Biology Teacher, March 1973 

Muchas gracias por su atención


