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Definición de anualidad

Las especies con ciclo de vida anual pertenecen al orden Cyprinodontiformes. Se trata de peces que habitan masas de agua dulce temporales de América y África las cuales se secan durante el verano. Ocurre entonces la muerte masiva de todas las formas juveniles y adultas. Los mecanismos que han permitido sobrevivir a la extinción de estos peces se encuentran en características especiales de los embriones. Éstos permanecen enterrados en el sustrato, son resistentes a la desecación y presentan un patrón de desarrollo embrionario diferente al documentado en peces teleósteos no anuales (incluso aquellos que pertenecen al mismo orden y área geográfica). Este patrón de desarrollo se caracteriza por presentar: 

a) una fase de dispersión y reagregación de blastómeras interpuesta entre los estadios de clivaje e internalización del endomesodermo.  

b) la capacidad de experimentar detenciones en el desarrollo en tres momentos particulares (diapausas). 
Estas características están relacionadas con la capacidad de sobrevivir la estación seca, lo cual constituye una peculiar estrategia adaptativa en la colonización exitosa de masas de aguas temporales.

Considerando las particularidades mencionadas y la posibilidad de mantenimiento en el laboratorio, estos peces resultan ser muy interesantes para analizar, en forma comparada, la expresión de genes y abordar temas tales como interacciones entre blastómeras, migración celular, factores ambientales que incidirían en la regulación de las diapausas y en eventos relacionados con la reproducción (revisado Berois y col. 2012).
En el presente módulo trabajaremos con peces anuales de la especie Austrolebias charrua, endémica de América del Sur (Uruguay y sur de Brasil). 
Objetivos

1. Aproximación al ciclo de vida de los peces anuales y sus particularidades.

2. Conocer la metodología de mantenimiento y reproducción de ejemplares de peces anuales en condiciones de laboratorio. 

3. Analizar datos transcriptómicos obtenidos de un experimento de inducción de la diapausa I en condiciones de laboratorio.

Actividades DÍAS 1 y 2:
A) Analizar la importancia de registrar los datos del GPS, condiciones abióticas y bióticas del charco, fecha de colecta y demás anotaciones de la planilla de campo. Una vez en el laboratorio, los ejemplares son transferidos al acuario mediante las botellas de adaptación y pocos días después se seleccionan tríos (1 macho + 2 hembras) por acuario. Éste contiene un recipiente con sustrato para desove. 
B) Diseño experimental: inducción de diapausa I, obtención y clasificación de los embriones, fijación y extracción de ARN total, análisis de integridad y concentración (requerimientos mínimos para secuenciación masiva)
C) Análisis de los transcriptomas obtenidos: método de secuenciación, análisis de calidad de secuenciación (PCA) y mapeo contra referencia, expresión diferencial y parámetros de validación estadística, comparación por diagrama de Venn y listas de transcriptos expresados diferencialmente, elección de subgrupo de transcriptos con relevancia biológica.
D) Análisis de ontología génica (GO) de listados de expresión diferencial: análisis mediante programas en línea de categorías génicas y su agrupamiento dentro de las listas de expresión diferencial, plataforma Panther (http://www.pantherdb.org/). 

Ver instructivo en pág. 4 de este archivo
E) Revisión de genes candidatos con relevancia biológica dentro de las categorías y genes identificados, respecto a la condición a analizar o problema biológico planteado (ingreso a diapausa I)

DÍA 3: Actividades 
A) Presentación de los resultados de los análisis de secuencias propuestos en el Día 1.
B) Discusión grupal de los resultados y aproximaciones complementarias. 
INFORME
El informe implica responder las siguientes preguntas en un plazo de una semana a partir de la finalización del módulo.
1) ¿Qué particularidad, durante el desarrollo embrionario, resulta esencial como adaptación al ciclo de vida anual (fases de lluvia y sequía) que deben superar los embriones de estos peces? 
2) ¿En qué etapa del desarrollo embrionario de los peces anuales comienza la gastrulación? ¿En qué etapa finaliza? 
3) ¿Qué información nos brinda el análisis transcriptómico planteado en esta actividad?

4) El análisis transcriptómico planteado ¿alcanza para responder cuál es el mecanismo de ingreso a la diapausa I en A. charrua? Explique brevemente.

5) ¿Qué estrategia experimental elegiría para identificar un posible marcador molecular de la diapausa I? Fundamente su respuesta.
La respuesta completa a esta pregunta debe incluir:

· Sobre el diseño experimental: selección de estadios a utilizar y por qué, cómo se obtienen los embriones y las condiciones de cultivo. Fundamentar la elección de la aproximación experimental.
· Cómo se demuestra si efectivamente ese candidato está o no relacionado con la inducción y/o mantenimiento de la diapausa (incluir controles y discutir posibles resultados)
Instructivo básico para el uso de las plataformas en línea de análisis de Ontología génica (GO):

Se enviará por correo un archivo de Excel con los listados de transcriptos expresados diferencialmente en la condición seleccionada. Los valores a identificar serán: Fold change (nivel de cambio de expresión), valores estadísticos como FDR, código del transcripto en referencia de Austrolebias charrua, código UNIPROT del gen identificado con mayor homología y nombre del gen identificado por anotación.

A. PANTHER 

a) En el explorador de internet que utilicen, deberán ingresar a la dirección http://www.pantherdb.org/
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Se desplegará la siguiente página:

c) Copiar del archivo Excel (Expresión Diferencial Austrolebias charrua Inducción Diapausa I) los códigos de UNIPROT (ID UNIPROT) de los transcriptos seleccionados para analizar y pegarlos en ventana de PANTHER

d)  Seleccionar botón ID List
e) Seleccionar botón “Functional classification viewed in graphic charts”

f) Seleccionar botón “Bar chart” o “Pie chart”, para seleccionar estilo de representación gráfica de resultados, “Barras” o “Torta”, respectivamente.

g) Seleccionar botón “submit”

h) De la pantalla desplegada, revisar las categorías asignadas a los diferentes genes ¿se están analizando todos los genes ingresados al análisis? ¿cuál cree que puede ser el motivo?

i) Seleccionar dentro del desplegable de “Select Ontology” entre las diferentes opciones de categorías y comparar con la observada inicialmente.

j) Seleccionar dentro de las áreas de las gráficas cada categoría y observar las subcategorías desplegadas.

k) Considere que al seleccionar el nombre de la categoría o subcategoría del listado de la izquierda se despliegan los genes incluidos dentro de la misma.

l) Generar una lista de categorías y genes con relevancia biológica para el estudio de la diapausa I para discutir en la clase de Discusión de Resultados.
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