PEDECIBA

Actividad Taller Dia |

Biologia del Desarrollo en peces anuales:
caracteristicas particulares
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Llegada al laboratorio de experimentacion animal
y adaptacién




Laboratorio de experimentacion animal 2004
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Ciclo en cautiverio

Crecimiento y maduracién sexual
2 meses minimo

Se completa el ciclo vital en cautiverio: 6 meses
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Secado
3 a 10 dias

Eclosion
1a12 horas

Sistema de mantenimiento
recirculacion y filtraciéon |

(Responsable del disefio y mantenimiento: Maduracién

Mag. Nicolas Papa) 3 meses minimo




los de peces anuales

Ejemp




Desafio

Objetivo General

Contribuir a la caracterizacion de |la diapausa | en Austrolebias
charrua, organismo representativo de peces anuales, mediante

aproximaciones en el laboratorio y en la naturaleza.

Conocimientos adquiridos en A. charrua
Herramientas moleculares disponibles / genoma y transcriptomas
Diapausa | en fase D/R exclusiva de peces anuales

Relevancia ecoldgica DI: sustrato hipoxico severo (expresion de genes supervivencia estrés ambiental)



Sistema de induccion de Diapausa |

.

l 1 a 16 células

Arezo y col. 2017



DEVELOPMENTAL DYNAMICS 246:848-857, 2017
DOI: 10.1002/DVDY.24580

PATTERNS & PHE-

Annual Killiish Adaptations to Ephemeral Environments:
Diapause | in Two Austrolebias Species

Maria José Arezo 2,'# Nicolas G. Papa,’ Nibia Berois =)' Graciela Clivio,' Jimena Montagne," and Soledad De la Piedra?

'Seccién Biologia Celular, Facultad de Ciencias, Montevideo, Uruguay. Depto, de Biologia Celular y Molecular

*Independent researcher, Vina del Mar, Chile

- Estandarizar un protocolo de induccion de diapausa |I:
Senales: temperatura, hipoxia, presencia de adultos

- Caraterizacion morfologica de la diapausa |



Diapausa | fenotipo A fenotipo B

Arezo y col. 2017



Exploring the molecular basis of diapause | induction in the annual
killifish Austrolebias charrua: a transcriptomic approach
Papa, N.!, Sotelo-Silveira, J.»> Valdivieso, C.%> Pereiro, L.>» Gajardo F.?,
Di Genova, A.%%, Chalar, C. 4, Berois, N.%, Allende, M-2*, Arezo, M. J. 1*

1 Laboratorio de Biologia Molecular de Organismos Acuaticos. Seccion Biologia Celular, Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

2 Center for Genome Regulation, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile.

3 Departamento de Gendmica. Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable. Montevideo, Uruguay
4 Seccidon Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

5 Seccion Biologia Celular, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

6 Centro de Modelamiento Matematico, Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas, Universidad de Chile.

En preparacion...



Diseflo de obtencion de muestras

Desove todos los dias  Diagndstico

Yamamoto 19°C
Pecera de Induccion




Desarrollo embrionario en peces anuales

PI: Dr. Miguel Concha

ACULTATD D E

MEDICINA

UNIVERSIDAD DE CHILE

Austrolebias charrua



Salida de diapausa |




Disefo experimental

Fijacion de ARN en duplicados biolégicos

MaternollinduccionDI)fSininduccionD) | Post-DlI

Materno (1) = : : - :
-y 4 ST a a a
| L J ::‘ | . ‘ | | A : Jrl,‘ < -." : v‘.:v E ? E ? ? ? ? E

Pecera de
Induccidon 72 hs

Aislamiento de ARN
Materno [nduccénD] SinlnducciénDl
a b

a b a b
/ v UV )

Pv: Espacio perivitelino 2 ; R &
Y: vitelo 3 b oo :.-‘_
Pn: pronucleos ; ' B - Control de calidad y cantidad de ARN

/
/
/

Estadios analizado

Confirmacion de
diapausaly 3 hs
de activacion

Pecera de ' :
Induccién 30 di O 32 w o :
Ee = ! 7 ST Obtencidon de libreria PoliA

* La induccion de la diapausa | fue realizado segin Arezo y col. 2017




Disefio experimental

Secuenciacion lllumina HiSeq2500,
secuencias pareadas 2x150

Mapeo de reads Transcriptoma de
* Referencia

Transcriptos identificados filtrados por
> 600 pb *

Analisis de Control de calidad*

Analisis PCA y Correlacion *

Analisis de expresion diferencial *

Expresion diferencial vs. Materno *

Comparacion de transcriptos
diferenciales mediante diagrama de
Venn*

Analisis de expresion (heatmap) de

transcriptos exclusivos de Induccion DI
%%k

Analisis de Otologia Génica (GO) de
transcriptos de cambio especifico en
Induccién de DI ***

Anadlisis de expresion (heatmap) de
transcriptos destacados **

Genoma de A. charrua generado a partir de:

Programas utilizados para los analisis:

*CLC Genomics Workbench version
10.1.1 QIAGEN
https://www.qiagenbioinformatics.co
m/products/clc-genomics-workbench

**IDEP.90
http://bioinformatics.sdstate.edu/idep

*** PANTHER
http://www.pantherdb.org

El Transcriptoma de Referencia se obtuvo mediante el ensablado, prediccion de genes y anotacion del

* 2 lanes lllumina HiSeq2500, de secuencias de extremos pareados superpuestos 2x150
* 1 lane Illumina HiSeq2500, de secuencias de extremos pareados 2x150, con incerto de 5 kb
* 1 Secuenciacién Pac-Bio, con segmentos entre 10-15 kb

(Gajardo y col. en preparacion)




Muestras

Porcentajes mapeados en referencia

i Abreviacion de . Reads por
Nombre de la Estadio . Embriones p ] Reads
: i replica . muestra(millo Reads mapeados Reads no
muestra embrionario C s . por replica mapeados en
bioldgica nes de reads) en pares mapeados

pares rotos

m
72hsinduccionde | IdDla | 43 | 31 | 4262 | 424 | 5314
diapausal | IndDIb | 43 | 309 | 4191 | 434 | 5375

72hs sin induccion m
dediapausal | SinndDIb | 29 | 42 | 2862 | 351 | 6787




Control de calidad de las muestras

Principal component scatter plot

Sinind
¢ Sinindbl_a Mat.a  Mat_b SinindDI_a SinindDI_b IndDl_a IndDI_b PosDI_a PosDI_b

SinindDl_a

LRV 02583 | 0.2510 04983 | 03528 | 0.3034
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® PostDIl b

Analisis de Componentes Principales (PCA) y tabla de
-100 50 0 50 oo c
Principal component 1 (39,6%) correlacion de Pearson de las muestras analizadas.




Analisis de Expresion Diferencial con
Materno como control

Transcriptos diferenciales entre muestras

Comparacién FDR < 0,05 FDR < 0,01

muestras Grupos
Fold change Fold change Fold change Fold change

abs > 4 abs > 16 abs > 4 abs > 16

InDI vs. Mat 2211 481 1761 293

NolndDI vs.Mat 4279 1474 3458 1032
PDI vs. Mat 8024 3498 6942 2897




Comparacion entre las muestras

Post-DI vs. Mat (8024)

512
767

695

237 1155

Induccion DI vs.

Materno (2211) Sin Induccidn DI vs.

Materno (4279)

——_

412 Transcriptos

~— que disminuyen

Su expresion
entre Materno e
Induccion de DI

283 Transcriptos
~— que aumentan
su expresion
entre Materno e
Induccidn de DI

_

F
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