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RESUMEN

Las hembras de Drosophila sufren cambios en el comportamiento luego del aparea-
miento. Al conjunto de estos cambios se los llama respuestas de post-copula (PMR post-
mating responses). Recientemente datos de nuestro laboratorio muestran que las hembras
apareadas pierden la capacidad de anticipar las transiciones noche-dia. Esta respuesta de
post-copula se encuentra mediada por la accion del SP (péptido sexual) en las neuronas
ppk+, ya que reducir la expresion del SPR (receptor del péptido sexual) en estas neuronas,
restablece la capacidad de anticipar la transicién noche-dia en hembras apareadas.

La actividad anticipatoria de la mafiana, es un comportamiento regulado por el reloj cir-
cadiano. Las neuronas laterales ventrales pequefias (s-LNv), también conocidas por ex-
presar el neuropéptido PDF (LNvs), son las encargadas de regular el pico de actividad de
la mafiana. Resultados de nuestro laboratorio muestran que las neuronas ppk+ establecen
contactos post-sinapticos con las neuronas pdf+.

En el presente trabajo se analizd el rol de la actividad de las neuronas ppk+ en la regula-
cion de dos respuestas de post-copula como son la anticipacion de la mafiana y la pérdida
de suefio diurno. Para ello, implementamos dos técnicas de modulacion de la actividad
neuronal; una cronica a lo largo detodoel desarrollo y la otra aguda, que permite controlar
de manera reversible y adulto-especifica la actividad neuronal. Los resultados obtenidos
muestran que el silenciamiento de las neuronas ppk+ en hembras apareadas recupera la
anticipacion de la mafiana, mientras que su activacién en hembras virgenes aumenta la
actividad general de las moscas eliminando su capacidad de anticipar la mafiana. Con
respecto a la modulacion del suefio diurno observamos que el silenciamiento de las neu-
ronas ppk+ no produjo ningn cambio significativo en hembras apareadas, mientras que
la activacion de las neuronas ppk+ en hembras virgenes gener6é una pérdida de suefio
diurno equivalente al que normalmente se observa en hembras apareadas. Finalmente,
con el objetivo de identificar la naturaleza neuroquimica de las neuronas ppk+, realiza-
mos un screen utilizando interferencias de RNA para distintos neurotransmisores, lo que
nos permitio identificar la naturaleza colinérgica de las neuronas ppk+, y su relevancia en
la disminucién del suefio diurno en hembras apareadas, fortaleciendo la idea de una co-
nexion funcional entre las neuronas encargadas de transmitir el estado de apareamiento y

el reloj circadiano.



ABSTRACT

After mating, the physiology and the behavior of Drosophila fameles undergoes several
important changes; these changes are known as post-mating responses (PMR). Recently,
data from our laboratory shows that mated females lose their ability to anticipate the
night-day transition. This post-mating response is mediated by the action of SP (sex pep-
tide) in ppk+ neurons, because reducing the expression of sex peptide receptor (SPR) in
these neurons restores the ability to anticipate the night-day transition in mated females.
Morning anticipation is a feature regulated by the circadian clock. Pigment-dispersing
factor (PDF)-positive ventral lateral neurons (SLNv) play a central role regulating the
morning activity peak. Results from our laboratory show that the ppk+ neurons establish
post-synaptic contacts with the pdf+ neurons (LNvs).

In the present work we analyze the role of the activity of ppk+ neurons in the regulation
of morning anticipation and day time sleep in mated females. We implemented two tech-
niques to modulate neuronal activity; one chronic throughout development and the other
one acute, which allows reversible and adult-specific control of neuronal activity. The
results obtained show that the silencing of ppk+ neurons in mated females recovers mor-
ning anticipation, while its activation in virgin females increases the general activity of
the flies, suppressing their ability to anticipate. Regarding the modulation of diurnal sleep,
we observed that the silencing of ppk+ neurons did not produce any significant change in
mated females, while the activation of ppk+ in virgin females generated a loos of daytime
sleep equivalent to that normally observed in mated females. Finally, in order to identify
the neurochemical nature of ppk+ neurons, we performed a screen using RNA interfe-
rence for different neurotransmitters which allowed us to identify the cholinergic nature
of ppk+ neurons and their relevance in the control of day time sleep in mated females,
strengthening the idea of a functional connection between neurons responsible for trans-

mitting the state of mating and the circadian clock.,

Palabra claves: ritmos circadianos, apareamiento, anticipacion de la mafana, termogené-
tica, suefio diurno.

Key words: circadian rhythm, mating, morning anticipation, thermogenetic, daytime
sleep.
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1 INTRODUCCION

Vivimos en un mundo que da una vuelta completa sobre su eje cada 24 hs. Esto causa
cambios en el ambiente, siendo el méas evidente los cambios entre el dia y la noche. Estos
cambios periddicos han dejado en los organismos una huella en su evolucion. Es asi que
la mayoria de los organismos desde bacterias a mamiferos manifiestan cambios fisiologi-
cos y metabolicos a lo largo del dia de manera ritmica. Cuando estos ritmos poseen un
periodo cercano a las 24hs se dice que estamos ante un ritmo circadiano (del latin
circa=cerca y diem=dia, cercano al dia). Una caracteristica distintiva de estos ritmos es
que, si bien pueden ser sincronizados por claves externas, deben persistir con un periodo
cercano a 24hs aln en ausencia de estas.

Aungue las observaciones de fendmenos periodicos en la naturaleza son muy antiguas, el
primer experimento que sugeria la presencia de un reloj biolégico endégeno con un pe-
riodo cercano a 24 hs capaz de persistir bajo condiciones constantes, fue realizado en
1729 por el cientifico francés Jean-Jacques d'Ortous de Mairan, quien describi6 el movi-
miento circadiano de las hojas de la planta Mimosa pudica. De Mairan observo que las
hojas se mantenian extendidas durante el dia y se retraian durante la noche, lo cual podia
explicarse en funcion del uso de la luz como fuente de energia. Pero De Mairan fue un
paso mas alla realizando un experimento en el cual colocé una planta dentro de un gabi-
nete donde no llegaba la luz solar y observd que las hojas seguian en movimiento, de-
mostrando asi que el movimiento de las hojas persistia en oscuridad constante, sugiriendo
la existencia de un reloj enddgeno (Figura 1A) (Touitou & Haus, 1992).

Esta observacion fue luego utilizada por el botanico sueco Carlos Linneo en 1745 para
disefiar un reloj floral publicado en “Philosophia botanica” (1751). Linneo observo que
ciertas plantas abrian y cerraban sus flores en distintos momentos del dia. Utilizando este
conocimiento confeccion6 un reloj con el cual uno era capaz de saber la hora deldia (entre
las 6hs y las 18hs) de acuerdo a que flores se encontraban abiertas o cerradas. (Figura
1B). Pese a algunos esfuerzos por abordar esta idea de los ritmos end6genos, la falta de
herramientas genéticas y moleculares, que permitieran identificar el mecanismo respon-
sable de generar estos ritmos, hizo que fuera muy poco lo que se avanzé en esta idea hasta
mediados del siglo XX.



Figura 1: A) Esquema del experimento realizado por Jean-Jacque de Mairan’s sobre el
movimiento de las hojas de la planta Mimosasp. B) Esquema del reloj floral de Linneo.

1.1 Elsistema circadiano

Los sistemas circadianos consisten basicamente de tres partes: las vias de entrada (inputs
0 zeitgebers como por ejemplo, luz, temperatura, etc), a través de las cuales llega infor-
macion del ambiente; el oscilador central (reloj molecular) encargado de marcar el paso
del tiempo, mantener el ritmo y establecer el periodo interno; y las vias desalida (outputs)
que reciben informacion del oscilador central y controlan cambios fisiologicos, metabd-
licos y comportamentales (Figura 2) (Yu & Hardin, 2006, Muraro & Ceriani, 2014).

En Drosophila, la principal clave sincronizadora es la luz, aunque también los ciclos de
alta y baja temperatura (Glaser & Stanewsky, 2007) y la actividad social (Eban-Roths-
child & Bloch, 2012), funcionan como zeitgebers.

El oscilador central reside en un grupo de neuronas del sistema nervioso central que fun-
ciona como marcapasos, comandando el ritmo enddgeno del individuo y sincronizando
la actividad de osciladores periféricos subordinados en distintos tejidos (Hall, 2005; Rep-
pert & Weaver, 2001). En Drosophila el oscilador central esta constituido por un grupo
de 150 neuronas, también llamadas neuronas relojeras. En estas neuronas tiene lugar la
expresion oscilatoria de ciertos genes, que son los responsables de generar y mantener el
periodo end6geno.

Las vias de salida desde el oscilador central incluyen procesos biolégicos de distinto
grado de complejidad que van desde el control de expresion de genes de segundo orden
por parte de componentes canonicos del reloj, hasta la modulacion de sefiales eléctricas,

endocrinas y metabolicas que impactan en la fisiologia de tejidos periféricos. Por medio



de estas vias de salida, el reloj circadiano modula procesos como los ciclos de actividad
y reposo, temperatura corporal, sintesis y liberacién de hormonas, habilidad cognitiva,

entre otros.
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Figura 2: Esquema del sistema circadiano

1.2 Elorigen genético del reloj: Drosophila un elemento clave

El origen genético del reloj circadiano fue por primera vez caracterizado por el cientifico
Bunning en 1935 (Bunning, 1935). Bunning observé que el movimiento del tallo y las
hojas de dos plantas de frijoles (Phaseolus) genéticamente distintas, mostraban periodos
distintos de 23 hs y 27 hs respectivamente. Realizando experimentos de hibridacion, Bun-
ning obtuvo plantas con un periodo intermedio al de los parentales 25hs. Este experimento
demostrd que las caracteristicas de los ritmos bioldgicos son trasmitidas genéticamente
de generacion en generacion.

Afos mas tarde, a finales de la década del 60, Konopka y Benzer, revolucionaron el
campo de la genética del comportamiento utilizando a Drosophila como modelo. En su
primer trabajo, estudiando la eclosion del pupario de la mosca de la fruta, Drosophila
melanogaster, identificaron un mutante con periodo méas largo, otro con méas periodo
corto y uno que no mostraba ningun ritmo de eclosion. Usando estas moscas mutantes, y
mediante técnicas de complementacion génica, encontraron que todas las mutaciones
afectaban la funcion del mismo gen, al que llamaron period (per) (Konopka & Benzer,
1971).

No obstante, no fue hasta la década del 90 cuando el rapido progreso en el campo de los
ritmos circadianos permitio la identificacion de otros genes involucrados en generar las

oscilaciones circadianas a nivel molecular como timeless (tim), clock (CIk), cycle (cyc),



doubletime (dbt), vrille (vri), clockwork orange (cwo), and PAR domain protein ¢
(pdple). (Allada et al., 1998; Blau and Young, 1999; Kadener et al., 2007; Price et al.,
1998; Rutila et al., 1998; Sehgal et al., 1994, 1995; Vosshall et al., 1994).

1.3 El reloj molecular

El avance en la identificacién de genes que componen el reloj, permitié dar forma al
mecanismo molecular del oscilador, el cual como mencionamos anteriormente es funda-
mental para generar y mantener los ritmos circadianos. Hoy en dia se sabe que el reloj
circadiano depende de la regulacion transcripcional y postraduccional de la expresion de
genes candnicos del reloj en un ciclo que dura aproximadamente 24 horas. La regulacion
transcripcional se lleva a cabo por dos ciclos de transcripcion de retroalimentacion nega-
tiva que se encuentran interconectados y controlan la expresién génica a través de sus
propios productos proteicos (P. E. Hardin et al., 1990, Darlington 1998). Mientras que las
modificaciones postraduccionales realizan el control fino de la estabilidad y localizacion
subcelular de las proteinas candnicas del reloj (Ozkaya & Rosato, 2012).

En los trabajos que estudian los ritmos circadianos (cronobioldgicos), la medicion del
tiempo esta representada en ZT (Zeitgeber time), y hace referencia a las horas transcurri-
das desde la Gltima transicion luz-oscuridad. El primer ciclo inicia cuando el heterodi-
mero CLK/CYC se une a la secuencia E-box presente en los genes per y tim desencade-
nando su trascripcion y traduccion la cual alcanza su maximo al inicio dela noche (ZT14-
16). Sin embargo, las proteinas no se acumulan debido a la fosforilacion de PER via
DOUBLETIME (DBT) que lleva a la ubiquitinacion y degradacion mediada por la E3
ligasa SUPERNUMERARY LIMBS (SLIMB);y a la union duranteel diade CRY a TIM
que dirige su fosforilacion, promoviendo su degradacion via proteasoma. En ausencia de
luz, TIM se acumula uniéndose a PER, promoviendo su estabilizacion. Hacia la mitad de
la noche se alcanzan niveles de PER y TIM tales que, permiten que, el complejo PER-
TIM-DBT transloque al nucleo, en un proceso dependiente de la fosforilacion por
SHAGGY (SGG). Una vez en el nucleo, el complejo PER-TIM, o s6lo PER, se une a
CLK impidiendo la accion activadora del heterodimero, y por ende reprimiendo su propia
transcripcion. Este ciclo finaliza al comenzar el dia cuando la presencia de luz determina
la degradacion de TIM mediada por CRY (Figura 3A) (Paul E. Hardin, 2011).

El segundo ciclo interconectado con el primero se encarga del ciclado de CLOCK. En
este, la union del complejo CLK/CY C a la secuencia del E-box desencadena la transcrip-

cion de los genes vrille (vri) y Par domain protein 1 (pdpl) (Blau and Young, 1999;



Cyran et al., 2003), dos reguladores transcripcionales cuyos productos se unen al promo-

tor de Clk pero que poseen funciones opuestas; por un lado, VRI inhibe la transcripcion
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Figura 3: A) Primer ciclo de retroalimentacion negativa, expresion- represion del dimero
PER-TIM. B) Segundo ciclo de retroalimentacion negativa, expresion- represion del dimero
CLOCK-CYC. Iméagenestomadas de Paul E. Hardin, 2011.

y PDP1 la promueve (Figura 3B). VRI se acumula en fase con su ARNmteniendo su pico
en ZT14 (mitad de la noche). A medida que los niveles de VRI aumentan éste se une a la
secuencia promotora de Clk denominada VRI-PDP1-Box (V/P-BOX) inhibiendo su
transcripcion (Cyran et al., 2003; Glossop et al., 2003). Alrededor de ZT16-ZT4 la union
de PER-DBT-TIM al complejo CLK/CYC no sélo inhibe la transcripcién de per y tim
sino también de vri y pdpl, por lo que los niveles de VRI comienzan a bajar. En ese
momento la proteina PDP1, que no se acumula en fase con su ARNm, y tiene su pico de
mayor abundancia cerca de ZT 18, varias horas mas tarde que VRI, se une a la secuencia
V/P-box activando la transcripcién del Clk. De esta manera la acumulacion de los niveles
de Clk sucede en antifase con los niveles de Per y Tim. Finalmente, la degradacion de
PER libera al complejo CLK/CY C de su inhibicion, y comienza un nuevo ciclo de trans-
cripcion de per, tim, vri y pdpl. (Hardin, 2011).

Como podemos ver el correcto ritmo del reloj molecular depende de un fino control de
los niveles detranscripcion, estabilidad de mensajero, niveles defosforilacion, formacion

de complejos proteicos y cambios de localizacion subcelular (Ozkaya & Rosato, 2012).



1.4 Red neuronal circadiana en Drosophila

En la actualidad se conocen 150 neuronas ubicadas en el cerebro adulto de Drosophila
que expresan PER y TIM. Estas se denominan neuronas relojeras, y en conjunto definen
el circuito circadiano. Han sido clasificadas en grupos y subgrupos basandose principal-
mente en su distribucion anatomica y en su tamafio. A grandes rasgos se definen dos
grandes grupos, las neuronas dorsales (en inglés Dorsal Neurons DNSs) y las neuronas
laterales (en inglés Lateral Neurons LNSs). Las neuronas dorsales se dividen a su vez en
tres subgrupos, las DN1s (16 neuronas) que se dividen a su vez en dos grupos, anterior
(DN1a) y posterior (DN1p), las DN2s (2 neuronas) y las DN3s (40 neuronas aproxima-
damente). Las neuronas laterales por su parte han sido divididasen 4 grupos, las neuronas
laterales dorsales (en inglés Dorsal Lateral Neurons LNd) conformado por 6 neuronas,
las neuronas laterales posteriores (en inglés Posterior Lateral Neurons LNp) (3 neuronas)
y 9 neuronas laterales ventrales (en inglés Ventral Lateral Neurons LNvs); estas a su vez
se subdividen en dos grupos segun su tamafio: en 4 neuronas grandes que forman las
neuronas laterales ventrales grandes (en inglés Large Ventral Lateral Neurons I-LNvs) y
5 neuronas laterales ventrales pequefias (en inglés Small Ventral Lateral Neurons s-
LNvs). Las LNvs, también son conocidas como neuronas pdf+ puesto que expresan el
neuropéptido PDF (Pigment Dispersing Factor), a excepcion de una de las neuronas pe-
quefas gue se la conoce por la 5 s-LNvs. (Kaneko & Hall, 2000, Helfrich-Forster et al.,
2007) (Figura 4). Es importante destacar que cada una de las neuronas dentro de los dis-
tintos grupos puede no ser funcionalmente idéntica, ya que pueden recibir o liberar dis-
tintos neurotransmisores o neuropéptidos (Figura 5) (Muraro et al., 2013).

La actividad conjuntade la red circadiana define el comportamiento ritmico robusto pero
plastico de la actividad. Los distintos subgrupos neuronales cumplen funciones méas o
menos especificas dentro del patrén ritmico de actividad locomotora a lo largo de los
distintos momentos del diay bajo condiciones ambientales determinadas.

En este sentido las DN2y las LPN estén involucradas en el entrenamiento por tempera-
tura, un subgrupo de las DN1 en integrar tanto informacion luminica como térmica (Y os-
hii et al. 2005; Miyasako et al. 2007), las LNd y la 5% s-LNv (PDF-) controlarian la acti-
vidad locomotora durante el atardecer, mientras que las s-LNvs controlarian la actividad

locomotora ritmica durante el amanecer (Grima et al., 2004; Stoleru et al., 2004).
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Sin embargo, en condiciones de oscuridad constante (OO) existe una diferenciacion je-
rarquica entre los grupos de neuronas relojeras, siendo las LNvs las responsables de la

correcta sincronizacion del marcapasos central (Lin et al., 2004).

Figura 4: Esquema del cerebro de una mosca adulta, con la ubicacién de las neuronas reloj,
sus somas y proyecciones. Imagen tomadade Helfrich-Forster (2007).
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Figura 5: Caracterizacion neuroquimica de las neuronas del circuito circadiano. En el panel

izquierdo los neurotransmisores/ neuropéptidos liberados por cada grupo de neuronas. Del lado
derecho los neurotransmisores que reciben. Imagen toma de Muraro et al. (2013).

1.5 Actividad locomotora ritmica en Drosophila melanogaster

Drosophila es uno de los organismos mas ampliamente utilizado para el estudio del reloj
circadiano, ya que presenta una serie de ventajas entre las cuales se destacan que su ge-
noma este completamente secuenciadoy la amplia disponibilidad de herramientas de ma-

nipulacion genética, su corto ciclo de vida (10 dias a 25 °C), su facil mantenimiento y
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uno de los mas importantes la capacidad de desarrollar comportamientos complejos, entre
ellos la actividad locomotora circadiana.

Drosophila presenta un comportamiento crepuscular, caracterizado por dos picos de ac-
tividad alrededor de las transiciones luz-oscuridad, denominados pico de la tarde (en in-
glés evening peak) durante la transicion dia-nochey el pico de la mafiana (en inglés mor-
ning peak) durante el cambio noche-dia seguidos de una disminucién de la actividad du-
rante el dia (siesta) y la noche (suefio nocturno) (Figura 6). La anticipacion a estos cam-
bios de fase es uno de los comportamientos bajo condiciones de luz-oscuridad controlado
por el reloj (Grima et al., 2004). El hecho de que el aumento de la actividad suceda justo
antes del cambio de fase permite descartar efectos de enmascaramiento dados por la luz
(Chang, 2006).

Tradicionalmente, se han propuesto dos osciladores distintos responsables de controlar
cada pico de actividad: un oscilador M (en inglés Morning) conformado por las s-LNvs,
responsable decontrolar la anticipacion y el pico de actividad de la mafiana y un oscilador
E (en inglés Evening) encargado de generar la anticipacion y el pico de actividad de la
tarde, donde participarian las LNds, las DN1y la 5% s-LNvs (PDF negativa) (Heldrich-
Forster 2000, Grima et al., 2004). Actualmente se entiende que desarrollo del patron lo-
comotor no estaria inicamente restringido a las funciones del oscilador M o E, sino que
dependeria de un sistema mas complejo de regulacion, donde existen ciclos de retroali-
mentacion negativa entre las células del My E, cambios diarios en la conectividad entre
estos grupos y la participacion de otros grupos neuronales dependiendode las condiciones
ambientales (Menegazzi et al., 2020, Duhart et al., 2020, Gorostiza et al.,2014).

1.6 Comportamientos de post-copula

En Drosophila, como en muchos otros organismos, el apareamiento desencadena nume-
rosos cambios en el comportamiento que son esenciales para el éxito reproductivo.
Existe un conjunto de comportamiento descriptos en Drosophila que cambian tras el apa-
reamiento, como la receptividad de las hembras al macho, la tasa de puesta de huevos, la
arquitectura del suefio, las preferencias en la dieta, etc (Liu and Kubli, 2003; Isaac et al,
2010. Ribeiro & Dickson, 2010; J. Peng et al., 2005). Estos cambios se llaman respuestas
de post-copula y estan inducidos principalmente por un péptido, denominado Péptido Se-
xual (Sex peptide SP), producido por la glandula accesoria de los machos, que es transfe-

rido a las hembras junto con el liquido seminal durante la cépula (Chen et al.,1988;
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Figura 6: Patrén locomotor poblacional de machos de Drosophila melanogaster. Se
muestra la actividad normalizada para una poblacidn de 23 individuos en condiciones de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad, indicados por las barras blancasy negras respectivamente.

Chapman et al., 2003, H. Liu & Kubli, 2003). Recientemente se ha identificado un recep-
tor acoplado a proteina G llamado Receptor del Péptido Sexual (Sex peptide Receptor
SPR), fundamental para que se desencadenen las respuestas de post- apareamiento en las
hembras (Yapici et al., 2008).

La principal via desefializacion del SP es a través de un grupo de 4-6 neuronas sensoriales
denominadas SPSN (en inglés sex peptide sensory neurons) presentes en el (tero, que se
caracterizan por la co-expresion de los genes doublesex (dsx), fruitless (fru), marcadores
que tiene funciones sexo-especificas, y pickpocket (ppk), un marcador para neuronas no-
ciceptivas (Yang et al., 2009, Hasemeyer et al., 2009, Rezaval et al., 2012). Se ha demos-
trado que las SPSN se contactan con neuronas del ganglio abdominal (Sex Peptide abdo-
minal ganglion (SAG)) que son dsx+ y que estas a su vez proyectan sus terminales al
protocerebro dorsal (Feng et al., 2014).

Asi mismo, se ha demostrado que la union del SP inhibe la actividad de las SAG por
medio de la inhibicion de las SPSN (Figura 7) y que el cambio en la actividad de estas
neuronas resulta critico para que se desencadenen distintas respuestas de post-aparea-

miento (Feng et al, 2014). Sin embargo, existen evidencias que muestran que el SP es
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también capaz de llegar hasta el cerebro a través de la hemolinfa y desencadenar respues-

tas de post-copula (Haussmann, et al.,2013).

s
A" —
SAG SAG
activity mating activity
SP
SPSN SPSN
activity activity

Figura 7: llustracion esquematica del efecto del SP sobre la actividad neuronal de las SPSN -
SAG, tomada de Fengetal 2014.

Como mencionamos anteriormente las moscas, tanto machos como hembras, al menos en
el laboratorio, se muestran particularmente activas alrededor del amanecer y del atarde-
cer. Luego del pico deactividad de la tarde se evidencia un comportamiento de tipo suefio
(las moscas se encuentran inmaviles por tiempos prolongados durante la noche) en ambos
sexos, mientras que la extension del periodo de suefio que ocurre entre los picos de la
mafana y la tarde, “siesta”, puede variar de acuerdo al sexo, edad de las moscas y del
estado de apareamiento. En particular, se ha observado que las hembras apareadas tienen
mayor actividad durante el dia que las hembras virgenes y que los machos, reduciendo
hasta en un 70% la cantidad de suefio diurno, es decir tienen menos siesta (Isaac et al.,
2010; Zimmerman et al., 2012). Esto se ha descripto como un comportamiento post-co-
pula y se ha observado también en hembras de otra especie de Drosophila como Droso-
phila suzukii (Ferguson et al., 2015). Se ha demostrado que la pérdida de la siesta en
hembras apareadas esta mediada por el SP y que sigue la misma via de sefializacion
SPSN-SAG, vinculada con otras respuestas de post-copula (Garbe et al., 2016). Sin em-
bargo, recientemente se ha demostrado que los cambios en el suefio diurno tras el aparea-
miento no estan mediados exclusivamente por el SP, surgiendo la posibilidad de que exis-
tan otros mecanismos involucrados (Dove et al., 2017). En conjunto esto indica que si

bien la via de sefializacion SPSN-SAG parece cumplir un rol principal en la comunicacién

14



del estado de apareamiento, otras neuronas y mecanismos también contribuyen en esta
funcién y en otras respuestas de apareamiento. (Haussmann et al., 2013; Rezaval et al.,
2012, 2014). El suefio es un pardmetro que esta regulado no sélo por el reloj circadiano
sino también por procesos homeostaticos. Por eso, la reduccién del suefio diurno obser-
vado en hembras apareadas puede deberse a una interferencia en cualquiera de estos dos
procesos.

Son de particular interés en este trabajo las neuronas denominadas ppk+ que se encuentras
inervando el tracto uterino, el ganglio subesofagico y el cerebro. Estas han sido vincula-
das con distintas respuestas de post-copula (Zelle et al., 2013; Yang et al., 2009; Grueber
etal., 2007; Haussmann et al., 2013; Hasemeyer et al., 2009; Nallasivan et al., 2021). Las
neuronas ppk+ pertenecen a un grupo de neuronas multidendriticas y como se menciond
anteriormente estan principalmente vinculadas a funciones nocioceptivas y mecanosen-
soriales (Adams et al., 1998), recientemente se las ha vinculado también con otras fun-
ciones como la neurotransmision (Zhong et al., 2010; Alvarez de la Rosa et al., 2000).
Resultados obtenidos por nuestro laboratorio, muestran que el apareamiento cambia el
comienzo de la actividad diaria de las hembras enmascarando una de las funciones cen-
trales del reloj, que es regular el aumento de actividad antes de la transicion noche-dia
(anticipacién de la mafiana) (Figura 8). Esta respuesta se encuentra mediada por el SPR
principalmente en las neuronas ppk+, ya que la disminucion de su expresion en estas
neuronas restablece la capacidad de anticipar la transicién de la mafiana en hembras apa-
readas, teniendo un efecto mayor que la disminucién de la expresion del SPR en las neu-
ronas dsx+ o fru+. Mas aun, estos resultados previos muestran que las neuronas ppk+
establecen contactos post-sinapticos con las neuronas pdf+ (LNvs) las cuales cumplen un
rol central en la organizacion temporal de la actividad. Asimismo, estos resultados mues-
tran que los niveles de PDF se ven disminuidos en hembras apareadas y que éstos se
recuperan a niveles parecidos a los presentes en machos cuando se expresa el SPR en las
neuronas ppk+ (Riva et al, 2022).

En resumen, estos resultados indicarian que el reloj es capaz de integrar sefiales internas,
como el estado de apareamiento de las hembras, modificando la organizacion temporal
de los ritmos de actividad, haciendo que estos no sean los mismo antes y después de la
copula.

Teniendo en cuenta los resultados preliminares antes mencionados en el presente trabajo
se propone evaluar la hipétesis de que la actividad de las neuronas ppk+ es la encargada

de generar los cambios en el patron locomotor en las hembras luego del apareamiento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Analizar el rol de la actividad de las neuronas ppk+ en el control de la
actividad locomotora en hembras de Drosophila melanogaster.

Con el objetivo de analizar el rol de la actividad de las neuronas ppk+ en el control de la
actividad locomotora, silenciamos o activamos crdnica o agudamente (en el estadio

adulto) a estas neuronas, en hembras apareadas y virgenes, utilizando distintas herramien-
tas genéticas. En particular analizamos el indice de anticipacion y la pérdida del suefio

aspectos de la actividad que cambian con el apareamiento.

2.2 ldentificar la naturaleza neuroquimica de las neuronas ppk+
Con el objetivo de identificar mediante qué neurotransmisor las neuronas ppk+ se

comunican con sus blancos post-sinapticos, realizamos de manera constitutiva, es decir
durante todo el desarrollo de la mosca, la deplecion de distintos transportadores vesicu-
lares de diferentes neurotransmisores empleando interferencias de RNAs tanto en

hembras virgenes como en apareadas y evaluamos su actividad locomotora

Mated (n=22) ———
Virgins (n=24)
Males (n=22) ———

Activity (normalized)

o

§ e
|.|_|

Activity (normalized)

¢ Males
Virgin females
»  Mated females

;!-lv-ﬁ:’. -

o
Y

o
o

Morning Anticipation Index

o
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Figura 8: Pérdida de anticipacién de la mafiana desencadena por el apareamiento. A) Ac-
tividad locomotora normalizada para machos (azul), hembras virgenes (naranja) y hembras apa-
readas (rojo). B) Detalle del periodo encerrado por el cuadrado punteado, que enmarcael mo-
mento donde transcurre la actividad anticipatoriade la mafiana. C) Cuantificacion del indice de
anticipacion de la mafana.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Sistema GAL4-UAS:

El sistema heterélogo GAL4/UAS proveniente de levaduras se utiliza como herra-
mienta para direccionar la expresion de un gen deinterés en un tejidodeterminado (Brand
and Perrimon, 1993). La base de este sistema es la afinidad del factor de transcripcién
GAL4, asociado a un promotor de tejido especifico, por la secuencia regulatoria en cis
UAS (Upstream Activation Sequence), presente rio arriba del gen de interés. Una linea
transgénica expresa el GAL4 bajo un promotor especifico de tejido (Promotor X), deno-
minada linea inductora, se cruza con otra linea que expresa un gen Y bajo la secuencia
UAS (lineas UAS-genY). Luego en la progenie solo en aquellos individuos que posean
ambas construcciones se expresara el gen Y bajo el promotor X (figura 9A). Esto permite
activar un gen de interés en numerosos tipos de células y tejidos simplemente cruzando
una sola linea que lleva el gen de interés por lineas que expresan el promotor en tejidos
distintos. (Brand & Perrimon, 1993).

3.2 Mantenimiento de las lineas utilizadas:

Las lineas utilizadas en este proyecto (detalladas en la Tabla 1), fueron mantenidas en
viales de plastico de 2cm de didmetro por 10cm de altura, con medio estandar de maiz
(Agar 10gr, Levadura 20gr, Sacarosa 40gr, Polenta 66,5gr, Acido Propionico 4ml, Nipa-
gin 7ml por cada 1 litro de agua), a 25 °C, humedad 60% y ciclos de luz-oscuridad de
12hs:12hs (LO 12 hs:12hs). Para los experimentos en lo que se utilizd la termo-genética,
los cruzamientos se realizaron y mantuvieron a 20°C para evitar su activacion.

Para todos los experimentos se utilizaron hembras virgenes de entre 1y 7 dias post- eclo-
sién. Para asegurarse que las hembras no se hayan apareado, estas son separadas de los
machos inmediatamente después de su eclosion. La separacion se realizd bajo lupa sobre
una platina porosa que filtra CO2 que en Drosophila tiene efecto anestésico. Las moscas
virgenes, tanto hembras como machos, poseen una mancha en el abdomen (figura 9B)
caracteristica solo de las moscas que acaban de eclosionar.

Para el apareamiento de las hembras, se colocaron por vial 10 hembras de 0-5 dias con 5
machos durante 24/48 hs. Después de este periodo los machos fueron descartados y las

hembras utilizadas para los experimentos de actividad locomotora.
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Figura 9: A) Esquema explicativo del sistema GAL4-UAS utilizado para el cruzamiento de

moscas transgénicas. B) Imagen ilustrativade una hembrarecién eclosionada, presenciade una

mancha negra en el abdomen (meconio).

3.3 Nomenclatura de Drosophila

Drosophila es un organismo diploide que cuenta con un par de cromosomas sexuales (el
par 1 que es, XX en hembras y XY en machos) y 3 autosomas (el par 2,3y 4). El cromo-
soma Y suele presentar estructura heterocromatica por lo que no expresa muchos genes.
De los 3 autosomas, el cuarto es muy pequefio, contiene muy pocos genes 'y por eso mu-

chas veces es ignorado.

En Drosophila el genotipo de cada mosca se escribe de una manera estandarizada. El
detalle de cada cromosoma se separa con punto y comas’;”y de izquierda a derecha se
nombra desde el par 1 al 4. Cromosomas homologos se separan por una barra inclinada /
y los cromosomas que corresponden a cada parental se colocan ordenados hacia la
izquierda y la derecha de dicha barra. Si el genotipo de un cromosoma es el mismo para
ambos parentales, se lo indica s6lo unavez sin poner la barra. Por otra parte, si el genotipo
para un cromosoma es salvaje se indica con un +. Si el genotipo de los pares de

cromosomas hacia los extremos es salvaje no se indica en el genotipo para resumir. A
continuacion se presenta un ejemplo de genotipo extendido y resumido.

Cromosoma X I 111 1V
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+/+;pdf-GAL4/pdf-GAL4 ;UAS-CD8GFP/UAS-CD8GFP;+/+ (genotipo extendido)

pdf-GAL4;UAS-CD8GFP (genotipo resumido)

A su vez, cuando se quiere indicar mas de un gen o transgen en un mismo cromosoma se

indica separando con una coma. En el ejemplo presentado a continuacion los transgenes

pdf-GAL4 y UAS- CD8GFP se encuentran en el mismo cromosoma (11 del mismo

parental) mientras que el transgen UAS-MMPL1 se encuentra en el par homologo (11 pero

del otro parental).

pdf-GAL4,UAS-CD8GFP/UAS-MMP1

Por ultimo, los genes se escriben en mindscula e italica (gen) mientras que las proteinas

se indican en mayuscula y letra reqular (PROTEINA).

3.4 Lineas Utilizadas:

shi[ts1].K}3

Linea Fuente Identificador
D. melanogaster: w1118 VDRC CG2759

D. melanogaster: w[*]; Bloomington Drosophila | BDSC: 32079
P{w[+mC]=ppk- Stock Center

GAL4.G}3

D. melanogaster: Bloomington Drosophila | BDSC: 32078
w[*];P{w[+mC]=ppk- Stock Center

GAL4.G}2

D. melanogaster Bloomington Drosophila | BDSC:28838
W[*];P{w[+mC]=UAS- Stock Center

TeTxLC.tnt}G2

D. melanogaster Donacién de Fernanda
UAS-NachBac-GFP Ceriani

D .melanogaster: w[*]; Bloomington Drosophila | BDSC: 44222
P{w[+mC]=UAS- Stock Center
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D. melanogaster: w[*]; Bloomington Drosophila | BDSC: 26263
P{y[+t7.7] w[+mC]=UAS- | Stock Center
TrpAl(B).K}attP16

D. melanogaster Bloomington Drosophila | BDSC:40927
1]sc[*]v[1]sev[21];

)FCF{)}H;]?] [v[]+t1.[8]:] TRip. | Stock Center

HMS02175%}attP40

D. melanogaster W!!8; | Vienna Stock Center GD13480

P{GD3579}v13480

D. melanogaster Bloomington Drosophila | BDSC:29422

y[1]v[1];P{y[+t7.7]v[+t1.8 | Stock Center
]=TRIiP.JF03358}attP2

D. melanogaster Vienna Stock Center GD 3666
wiild: prGD972}v3666

Tabla 1: Lineas transgénicas utilizadas.

3.5 Termo-genética:

Ademas de la induccion tejido especifica, en ocasiones es necesario regular temporal-
mente la expresion deun gen, por lo que en los ultimos afios ha habido un creciente interés
por lograr manipular la actividad neuronal de manera precisa y dentro de una ventana
temporal acotada, lo que ha llevado al desarrollo de distintas herramientas, como es el
caso de la termo-genética.

Los genes termo-sensibles permiten modificar la actividad eléctrica del grupo de neuro-
nas de interés a través del direccionamiento espacial dado por el sistema GAL4-UASy
del condicionamiento temporal mediado por el aumento o disminucion de la temperatura
(Bernstein, et al.,2012)

Las dos lineas utilizadas en este proyecto son las herramientas termosensibles mas em-
pleadas en Drosophila. Por un lado tenemos el gen termo-sensible shibiest, el cual esta
involucrado en la endocitosis y es fundamental para la reincorporacion de vesiculas si-
napticas en las terminales axonales. Bajo la temperatura restrictiva (29°C) este muestra
un reciclado de vesiculas deficiente, generando una deplecion de las vesiculas sinapticas,
que impide la liberacion de neurotransmisores, lo que resulta en una rapida inhibicion de
la transmision sinéptica (Kosaka. T, lkeda. K, 1983). La segunda linea utilizada en este
trabajo es un canal cationico, perteneciente a la familia TPR (Transient Receptor Poten-

tial), denominado TrpA, capaz de cambiar su conductancia drasticamente dependiendo
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de la temperatura. Al aumentar la temperatura estos canales permiten el ingreso de calcio
al interior de la célula, despolarizando la membrana, lo cual activa canales dependientes
de voltaje, desencadenando el disparo de potenciales de accion, logrando asi que la neu-
rona pase de un estado inactivo a altamente activado (Minke 2010; Ermakova, Y. G et al.
2016).

3.6 Registro de la actividad locomotora por sistema de video:

Para el registro de la actividad locomotoras, hembras virgenes o apareadas entre 3y 7
dias post-eclosion fueron colocadas individualmente en una pista transparente de 80 mm
(longitud)X 8 mm (ancho) x 8 mm (altura) , que contiene en un extremo 1 ml aproxima-
damente de medio estandar de banana (bananas maduras 40% m/v, azlcar negra 7% m/v,
agar bacterioldgico 2,5% m/v, cebada 5% m/v, levadura 7,2% m/v, alcohol etilico 4,4%
v/v, nipagin 0,4% m/v), mientras que el otro extremo es cerrado con un tapén de algodon.
Las pistas estan formadas por dos placas de acrilico transparente que hacen de base y
techo y cada recamara esta separada por una pared de acrilico blanco para evitar el con-
tacto visual entre los individuos (figura 10A). Estas pistas son colocadas dentro de una
incubadora que se encuentraa 25°C, y son iluminadas desde abajo por luces blancas (200
lux, leds blancos) e infrarrojas (850nm) que estan fuera del rango visible de las moscas y
permite grabar la actividad de las moscas durante las horas de oscuridad. Cada pista es
captada por dos camaras web que se encuentran a una distancia de aproximadamente
18cm y que permiten registrar la actividad de la mosca, tanto durante el diacomo durante
la noche, ya que son sensibles al infrarrojo (850 nm) (figura 10B). La grabacién de la
actividad se realiza por 4 0 5 dias en condiciones de 12 horas de luz: 12 horas de oscuridad
(LO) a 25 °C. Para los experimentos en los que se utiliza termo-genética se registra la
actividad de las moscas durante dos dias en LO a 22°C y luego un tercer dia donde se
eleva la temperatura a 30°C en LO.

La informacion del video es enviada a una computadora, donde es analizada por un pro-
grama generado por nuestro laboratorio (escrito en python3 y usando una libreria
openCV, usado en Riva et al.,2022), que permite registrar la posicion de la mosca en
tiempo real. Con esta informacion el software de seguimiento genera un archivo de texto
que contiene la posicion de la mosca por segundo. Al restar los resultados de lecturas
consecutivas, se pueden transformar en una serie de tiempo discreta donde cada valor

representa el desplazamiento de la mosca durante un segundo. Estos archivos de texto son
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analizados con otro software, también desarrollado en nuestro laboratorio que nos permite

generar diferentes cuantificaciones de la actividad (distancia recorrida, anticipacion de la

mafana, anticipacion de la tarde, etc) o estadisticas para el suefio (cantidad de suefio du-

rante el dia, la noche, nimero de episodios de suefio, cantidad de episodios).

Cuantificacion del suefio: en Drosophila melanogaster el suefio se define como
aquellos intervalos de tiempo de mas de 5 minutos en los que la mosca ha
permanecido inmovil, o se ha movido menos que cierto valor umbral (2mm por
segundo o un cuerpo de mosca (body lenght)). Se cuantifica el tiempo total que la
mosca ha permanecido en ese estado en intervalos (bines) de media hora.
(Pfeiffenberger et al., 2010)

Cuantificacion de la Actividad: Se cuantifica como la distancia recorrida por
cada mosca, cada bin de media hora. Luego se normaliza, para evitar que las

moscas con mucha actividad dominen el actograma promedio

Actividad moscas;; =

1 & Distancia recorrida mosca,
N2

‘ Promedio distancia recorrida total;,
=

indice de Anticipacion de la mafiana (MAI): esta dada por la relacion entre la
actividad observada en ZT: 21-24 y la actividad total entre ZT: 18-24. Dada la
variabilidad de este pardmetro a lo largo de los dias para la misma mosca, se
realizd el MAI promedio de los tres primeros dias para cada mosca (Shafer &
Taghert, 2009). Valores > 0.5 indican que las hembras anticipan; valores < 0.5

indican que las hembras no anticipan
N

TAM. . — 1 Z Promedio de la actividad ZT 21-24 mosca;i,
*TN — Promedio de la actividad ZT 18-24 mosca;,,

j=1,2,3,...,)(dias del experimento)
k=1,2,3 (genotipos o tratamientos)

n=1,2,3,....,N (moscas)
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Figura 10: A) Foto del sistema de pistas utilizado, cada pista contiene una mosca que es moni-
toreada individualemente. B) Foto ilustrativa del montaje experimental dentro de la incubadora

para la grabacion por sistema de video.

3.7 Analisis Estadistico:

El analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el programa GraphPad Prims 8.
Se comprobd la distribucion normal de los datos utilizando el test D’ Agostino & Pear-
son, Anderson-Darling, Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov.

Para el analisis de los datos se utilizaron los siguientes test estadisticos: ANOVA de una
via y ANOVA de dos vias seguido de un Tukey’s post-hoc test, para hacer multiples
comparaciones en los datos paramétricos. Para los datos no paramétricos se realizé un
test de Kruskal-Wallis seguido de un Dunn’s post-hoc test. En todos los experimentos el
numero de individuos se refiere con la letra “n” y el nimero de experimentos individuales
con la letra “N”. El cédigo de referencia para la significancia en las figuras se detalla a

continuacion: * p-value < 0.1,** p-value < 0.05, *** p-value < 0.001, ns- value > 0.1
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4 RESULTADOS

4.1 Inhibicion cronica de las neuronas ppk+ en hembras apareadas.

Mdltiples trabajos han mostrado que el SP induce respuestas de post-cépula al menos a
través de dos vias diferentes. Por un lado, Yang et al. y Hasemeyer et al. mostraron que
inhibir la actividad neuronal de las neuronas ppk+ y fru+ reduce la receptividad y au-
menta la puesta de huevos en hembras virgenes, es decir causa que se comporten como
apareadas (Yang et al., 2009 Hasemeyer et al., 2009). De igual manera Rezaval et al,
muestra en su trabajo que un subgrupo de neuronas dsx+ octopaminergicas que se en-
cuentran en el ganglio abdominal, son estimulatorias de las respuestas de post-aparea-
miento, ya que inhibir su actividad en hembras virgenes no lleva a un aumento de la puesta
de huevos ni a una disminucion de la receptividad (Rezaval et al, 2014). Teniendo en
cuenta estos resultados queda asentado que el SP puede generar respuestas de post-apa-
reamiento a través de dos mecanismos opuestos, por un lado estimulando la actividad de
las neuronas dsx+ que lleva a una reduccion de la receptividad y un aumento de la puesta
de huevos y por otro inhibiendo la actividad de las neuronas ppk+/ fru+ del tracto genital
(Haussmann et al., 2013).

Resultados del laboratorio muestran que la anticipacion de la mafiana se pierde en hem-
bras apareadas y que estos niveles se recuperan cuando se expresa un RNA de interferen-
cia para el SPR en las neuronas ppk+. (Riva et al, 2022). Con el objetivo de identificar
mediante qué mecanismo, (inhibicion o activacion), las neuronas ppk+ modifican los ni-
veles de anticipacion de la mafiana, decidimos testear si el SP inhibe la actividad sinaptica
de las neuronas ppk+, generando la pérdida de la anticipacion. Para probar esto, silencia-
mos las neuronas ppk+ a través de la expresion constitutiva de la toxina tetanica (TNT)
que bloquea la transmision sinaptica, evitando la liberacién de vesiculas sinapticas (Swee-
ney et al., 1995), en hembras virgenes y en hembras apareadas y analizamos la actividad
locomotora en ciclos de 12 horas de luz: 12 horas de oscuridad durante 3 dias.

El silenciamiento de las neuronas ppk+ en hembras virgenes no generd alteraciones en el
patron locomotor ni en la anticipacion de la mafiana con respecto a las hembras controles
(Figura 11A, 11B). Més aun, las hembras virgenes ppkGal4>TNT presentaron altos nive-

les de anticipacion (cercanos al valor de 0.8) al igual que ambos controles.
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Por otro lado, la expresién de TNT en las neuronas ppk+ en hembras apareadas produjo
un aumento gradual de la actividad antes del encendido de las luces y por lo tanto generd
un aumento significativo de los niveles de anticipacion de la mafiana en comparacion con

ambos controles. (Figura 11C,11D).
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Figura 11: El silenciamiento cronico de las neuronas ppk+ revierte la pérdida de
anticipacion de la mafiana en hembras apareadas.
a) Actograma representativo de Hembras virgenes: Actividad locomotora normalizada. En azul la

actividad del control UAS-TNT>+ (n=23), en negro el control ppk-Gal4>+ (n=24) y en rojo el genotipo
tratamiento ppk-Gal4>UAS-TNT (n=25). Los periodos de luz y oscuridad estan representados con las
barras blancas y grises respectivamente.

b) indice promedio de Anticipacién de la mafiana de los tres primeros dias en hembras virgenes. En azul

el control UAS-TNT>+ (n=47),en negro el control ppk-Gal4>+ (n=24)y en rojo el genotipo tratamiento
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ppk-Gald>UAS-TNT (n=47).). Las barras corresponden al SEM. Se realizo un Anovade una via (F=3.486,
p-valor=0.0339), seguido de un tukey test de multiples comparaciones.

c¢) Actograma representativo de Hembras Apareadas: Actividad locomotora normalizada. En azul la
actividad del control UAS-TNT>+ (n=24), en negro el control ppk-Gald>+ (n=22) y en rojo el genotipo
tratamiento ppk-Gal4>UAS-TNT (n=24). Los periodos de luz y oscuridad estan representados con las
barras blancas y grises respectivamente.

d) indice promedio de Anticipacién de la mafiana de los tres primeros dias Hembras Apare adas. En azul
el control UAS-TNT>+ (n=45), en negro el control ppk-Gal4>+ (n=22) y en rojo el tratamiento ppk-
Gal4>UAS-TNT (n=48). Las barras corresponden al SEM. Se realizo un Anova de una via (F=12.99, p-
valor=0.0001) seguido de un Tukey test de multiples comparaciones.

N=2

Las hembras, luego de la copula con el macho, aumentan su actividad y consecuentemente
pierden su suefio diurno, que se considera como otra respuesta de post-copula (Isaac et al
2010). Teniendo en cuenta esto evaluamos si el silenciamiento cronico de las neuronas
ppk+ en hembras apareadas o virgenes afectaba la pérdida del suefio diurno. La figura 12
muestra que los patrones de suefio y el porcentaje de suefio diurno en hembras virgenes y
apareadas ppkGal4>TNT no varian significativamente con respecto a sus controles.

En conjunto estos resultados sugieren que el apareamiento activa a las neuronas ppk+ ya
que su silenciamiento crénico recupera la anticipacion en hembras apareadas. Estos re-
sultados muestran también, que la actividad de las neuronas ppk+ es dispensable para el
control de la pérdida de suefio diurno ya que su silenciamiento no revierte esta pérdida.
Mostrando una participacion diferencial de estas neuronas en el control de distintos com-

portamientos de post-cépula.

4.2 Inhibicion aguda de las neuronas ppk+ en hembras apareadas.

Dados los resultados obtenidos en el experimento anterior, donde la inhibicion cronica de
las neuronas ppk+ llevé a una recuperacion de la actividad anticipatoria de la mafiana,
decidimos evaluar los efectos de la inhibicion aguda sobre el patron de actividad locomo-
tory de suefio en hembras apareadas. Esto trae como ventaja la restriccion temporal de la
inhibicion, los que permite evaluar el efecto exclusivo del silenciamiento neuronal evi-
tando efectos compensatorios o deletéreos que se puedan desencadenar por la pérdida

durante todo el desarrollo de la funcionalidad del grupo neuronal de interés.
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Figura 12: Elsilenciamiento cronico de las neuronas ppk+ no modifica la pérdida de

suefio diurno en hembras apareadas

a) Suefiograma representativo de hembras virgenes: cantidad de suefio acumulado en minutos por cada
bin de media hora. En negro el control UAS-TNT>+ (n=23) en amarillo el control ppk-Gald>+ (n=24)y
en rojo el genotipo tratamiento ppk-Gald>UAS-TNT (n=25). Los periodos de luz y oscuridad estan
representados con las barras blancas y grises respectivamente.

b) Suefio Diurno total ZT0-12, para los primeros 3 dias expresado en porcentaje en hembras virgenes.
En negro el control UAS-TNT>+ (n=47),en amarillo el control ppk-Gal4d>+ (n=24)y enrojo el genotipo
tratamiento ppk-Gald>UAS-TNT (n=47). Las barras representan el SEM. Se realizo un Se realizo un
Anova de una via (F=9.055, p-valor=0.0002).

c) Suefiograma representativo de hembras apareadas: cantidad de suefio acumulado en minutos por

cada bin de media hora. En negro el control UAS-TNT>+ (n=23), en amarillo el control ppk-Gald>+
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(n=24) y en rojo el genotipo tratamiento ppk-Gal4>UAS-TNT (n=25). Los periodos de luz y oscuridad
estan representados con las barras blancas y grises respectivamente.

d) Suefio Diurno total (ZT0-12) de los tres primeros dias, expresado en porcentaje hembras apareadas
En negroel control UAS-TNT>+ (n=45) en amarillo el control ppk-Gal4>+ (n=22)y en rojo el genotipo
tratamiento ppk-Gald>UAS-TNT (n=48). Las barras corresponden al SEM. Se realizo un Anova de una

via (F=33.06, p-valor=0.0001) seguido de un Tukey test de multiples comparaciones.
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Figura 13: Inhibicion aguda de la actividad de las neuronas ppk+ en hembras apa-
readas
a) Actograma representativo: actividad locomotora normalizada. En azul la actividad del control UAS-

Shibire>+ (n=20) en negro el control ppk-Gal4>+ (n=24) y en rojo el genotipo tratamiento ppk-
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Gal4>UAS-Shibire (n=25). Los periodos de luz y oscuridad estan representados con las barras blancas

y grises respectivamente. La barra roja indica las horas de restriccién temperatura ZT0-24.

b) indice de anticipacién de la mafiana para el dia control (22°C) y el dia de estimulacién (28°C). En azul
la actividad del control UAS-Shibire>+ (n=44) en negro el control ppk-Gald>+ (n=49) y en rojo el
genotipo tratamiento ppk-Gal4>UAS-Shibire (n=48). La barra roja indica el dia de estimulacién por
aumento de la temperatura. Se realizo un test de Anova de dos vias y un post-test Sidak de
comparaciones multiples.

C) Suefiograma representativo: cantidad de suefio acumulado en minutos por cada bin de media hora
para el dia control (22°C) y el dia de estimulacién (28°C).En negro el control UAS-Shibire>+ (n=20),
en amarillo el control ppk-Gald>+ (n=24)y en rojo el tratamiento ppk-Gal4>UAS-Shibire (n=25). Los
periodos de luz y oscuridad estdn representados con las barras blancas y grises
respectivamente. Labarraroja indica el dia de restriccion por temperatura ZT0-24.

d) Suefio diurno: Suefio total ZT (0-12) expresado en porcentaje, para el dia control (22°C) y el dia de
estimulaciéon (28°C). En negro el control UAS-Shibire>+ (n=44) en amarillo el control ppk-Gal4>+
(n=49) y en rojo el genotipo tratamiento ppk-Gal4>UAS-Shibire (n=48). La barra roja indica el dia de
estimulacién por aumento de la temperatura. Se realizo un Anova de dos vias seguido de un post-
test Tukey de comparaciones multiples.

N=2

Para esto expresamos el mutante dominante negativo termosensible de dinamina (shibire
) que inhibe la transmision sinaptica (Kosaka. T, Ikeda. K, 1982; Kitamoto, T. 2001).
Bajo la temperatura control de 22°C, las hembras tratadas se comportaron de modo indis-
tinguible de los controles, tanto en el patrén locomotor como en la anticipacion de la
mafiana (figura 13A, 13B): ninguna presentd un aumento gradual de la actividad antes
del encendido de las luces, como era de esperarse en hembras apareadas. Al elevarse la
temperatura a 28°C (temperatura de restriccion), se observa un aumento de la actividad
anticipatoria de la mafiana tanto para las hembras ppk-GAL4>UAS-Shibire * como para
los respectivos controles, no mostrando diferencias significativas entre si para este para-
metro.

En cuanto al suefio, bajo la temperatura control (22°C), no se observan diferencias entre
la linea tratamiento (ppk-Gal4>UAS-Shibire®) y los controles tanto en el suefiograma
como en la cantidad de suefio diurno. De igual manera bajo la temperatura de restriccion,

no se observan diferencias en estos parametros.
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En conjunto estos resultados indicarian que la inhibicion aguda al menos por 24 horas no
genera un aumento de la anticipacion de la mafiana, ni cambios en el patron y cantidad de

suefio diurno.

4.3 Activacion cronica de las neuronas ppk+ en hembras virgenes

Si el silenciamiento cronico de las neuronas ppk+ en hembras apareadas conduce a una
recuperacion de los niveles de anticipacion de la mafiana, pensamos que la activacion de
las mismas en hembras virgenes conduciria a una pérdida de este comportamiento. Para
activar cronicamente las neuronas ppk+ expresamos NachBac, un canal que aumenta la
excitabilidad de la membrana que lo expresa (Ren et al., 2001), para analizar las conse-
cuencias de la despolarizacion en los patrones de actividad de hembras virgenes.
Laactivacion de las neuronas ppk+ durantetodoel desarrollo (ppk-Gal4>UAS-NachBac)
genero alteraciones en el patron de actividad locomotor como la pérdida del pico de acti-
vidad de la tarde en las hembras tratadas. La linea control UAS-NachBach>+ también
mostro alteraciones en el patron de actividad que no se observaron en el control ppk-
Gal4>+ (Figura 14 A/B). En cuanto a la anticipacion de la mafiana no se encontraron
diferencias significativas entre las moscas tratadasy los controles.

Asi mismo, no se encontraron diferencias en el patron de suefio y el porcentaje de suefio
diurno entre hembras tratadasy controles (Figura 14 C/D).

En conjunto estos resultados muestran que la activacion de las neuronas ppk+ en hembras
virgenes no llevo a la pérdida de la anticipacion de la mafiana tal como se esperaba. A su
vez sugieren que la activacion de las neuronas ppk+ no influye en los patrones de suefio

diurno.

4.4  Activacion aguda de las neuronas ppk+ en hembras virgenes.

Debido a que la activacion constitutiva no permitié sacar conclusiones sobre el efecto
de la activacion de las neuronas ppk+ en hembras virgenes, decidimos realizar la activa-
cion aguda de estas neuronas, mediante la expresion del transgen UAS que expresa el
canal de Ca 2* termosensible TrpA y analizar las consecuencias de la despolarizacion
transiente en el patron de actividad de hembras virgenes en ciclos de luz y oscuridad.
Esta estrategia permite restringir temporalmente la activacion neuronal, que como men-
cionamos anteriormente tiene como ventaja que disminuye los efectos compensatorios,

0 no deseados que podria llegar a tener la activacion neuronal durante todo el desarrollo.
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Figura 14: Activacion crénica de las neuronas ppk+ en hembras virgenes.

a) Actograma: Actividad locomotora normalizada. En azul la actividad del control UAS-NAchBac>+
(n=25) en negro el control ppk-Gal4>+ (n=26) y en rojo el genotipo tratamiento ppk-Gal4>UAS-
NachBac (n=23). Los periodos de luz y oscuridad estan representadoscon las barras blancas y grises
respectivamente. La flechaazul indica la pérdida del pico de actividad de la tarde.

b) indice promedio de Anticipacién de la mafiana de lostres primeros dias. En gris oscuro el control UAS-
NachBac>+ (n=25), en gris claro el control ppk-Gal4>+ (n=26) y en rojo el tratamiento ppk-Gal4>UAS-
NachBac (n=25). Las barras corresponden al SEM. Se realizo un test de Anova de unavia (F=11.87,p-
valor=0.0001) y un post-test Tukey de comparaciones multiples.

c) Suefiograma: cantidad de suefio acumulado en minutos por cada bin de media hora. En negro el
control UAS-NachBac>+ (n=25), en amarillo el control ppk-Gal4>+ (n=26) y en rojo el tratamiento ppk-

Gal4>UAS-NachBac.
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d) Suefio total diurno (ZT0-12) de los primero tres dias expresado en porcentaje de cada genotipo
indicado. Las corresponden al SEM. Se realizo un test de Anova de una via (F=11.82, p=0.0001)y un
post-test Tukey de comparaciones multiples.

N=1

En la temperatura control de 22°C las hembras virgenes ppk-Gal4>UAS-TrpA se com-
portaron indistinguiblemente de los controles y todas anticiparon (Figura 15A, 15B). En
la temperatura de activacion de 30 °C la estimulacion agudade las neuronas ppk+, en un
periodo de 24 horas (ZT 0-24), produjo un aumento de la actividad durante el diay la
noche y tal como se esperaba, una disminucion significativa del indice de anticipacion de
la mafiana que no se observd en los controles (Figura 15A, 15B). A pesar de que no se
muestran diferencias significativas con el control de genotipo ppk-Gal4>+ se observa una
tendenciaa la disminucion (p-valor=0.0748).

El analisis del patron de suefio mostré que a 22 °C las hembras ppkGal4>UAS-TrpA des-
plegaron el mismo patrén de suefio que los genotipos controles (Figura 16A) y no pre-
sentaron diferencias significativas en el porcentaje de suefio diurno y nocturno (Figura
16B, 16C). Sin embargo, el aumento de temperatura desencadend una despolarizacion
agudadelas neuronas ppk+ lo que provoco una disminucién tanto del suefio diurno como
nocturno (Figura 16B, 16C).

En conjuntos estos resultados muestran que la activacion de las neuronas ppk+ de manera
aguda en hembras virgenes produce profundos cambios en el patron de actividad loco-
motora y el suefio y una disminucion del indice deanticipacion de la mafiana como el que

se observa en las hembras luego del apareamiento.

4.5 Neurotransmisores liberados por las neuronas ppk+.

Con el objetivo de identificar mediante la liberacion de qué neurotransmisor las neuronas
ppk+ se comunican con su blanco post-sinaptico para regular el indice de anticipacion de
la mafiana expresamos de manera constitutiva en las neuronas ppk+ de hembras apareadas
interferencias de RNA (Tijsterman & Plasterk, 2004), para transportadores vesiculares de
distintos neurotransmisores y analizamos los patrones de actividad locomotora en ciclos
de luz y oscuridad durante 4 dias. Cuantificamos el efecto en los dos comportamientos de

post-apareamiento de interés; el indice de anticipacion de la mafiana y el suefio diurno.
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Figura 15: La activacion aguda de las neuronas ppk+ en hembras virgenes aumenta
la actividad e induce la pérdida de la anticipacion de la mafiana.

a) Actograma: actividad locomotora normalizada. En azul la actividad del control UAS-TprA>+ (n=24) en
negro el control ppk-Gal4d>+ (n=24) y en rojo el genotipo tratamiento ppk-Gal4>UAS-TrpA (n=25).Los
periodos de luz y oscuridad estan representados con las barras blancas y grises respectivamente. La

barra roja indica las horas de estimulacién por el aumento de la temperatura ZT0-24.
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b) indice de anticipacién de la mafiana para el dia control (22°C)y el dia de estimulacién (30°C). En azul
la actividad del control UAS-TprA>+ (n=24) en negro el control ppk-Gal4>+ (n=24) y en rojo el genotipo
tratamiento ppk-Gal4>UAS-TrpA (n=25). La barra roja indica el dia de estimulacion por aumento de
la temperatura. Se realizo un test de Anova de dos vias y un post-test Sidak de comparaciones
multiples.
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Figura 16: Laactivacion termo-genética de las neuronas ppk+ en hembras virgenes
reduce el suefio
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a) Suefiograma: cantidad de suefio acumulado en minutos por cada bin de media hora. En negro el
control UAS-TrpA>+ (n=24), en amarillo el control ppk-Gal4>+ (n=24)y en rojo el tratamiento ppk-
Gal4>UAS-TrpA (n=25).

b) Suefiodiurno: Suefio total ZT (0-12) para el dia control (22°C)y el dia de estimulacion (30°C). En negro
el control UAS-TprA>+ (n=24) en amarillo el control ppk-Gal4>+ (n=24) y en rojo el genotipo
tratamiento ppk-Gal4>UAS-TrpA (n=25). La barra roja indica el dia de estimulacion por aumento de
la temperatura. Se realizo un Anova de dos vias seguido de un post- test Tukey de comparaciones
multiples.

€) Suefio Nocturno: Suefio total ZT (12-24) para el dia control (22°C) y el dia de estimulacién (30°C). En
azul la actividad del control UAS-TprA>+ (n=24) en amarillo el control ppk-Gal4>+ (n=24)y en rojo el
genotipo tratamiento ppk-Gal4>UAS-TrpA (n=25). La barra roja indica el dia de estimulaciéon por
aumento de temperatura. Se realizo un Anova de dos vias seguido de un post- test Tukey de
comparaciones multiples.

N=1

La figura 17A muestra que la disminucién de los distintos transportadores vesiculares de
neurotransmisores en las neuronas ppk+ no generd un cambio significativo en la recupe-
racion de la anticipacion de la mafiana con respecto a los genotipos controles (ppk-Gal4/+
y los respectivos UAS).

Por otro lado, el suefio diurno se vio afectado por la inhibicion de la liberacion de acetil-
colina en las neuronas ppk+. Como podemos ver en la figura 17B las hembras apareadas-
del genotipo ppk-Gal4>UAS-RNAiAcetilcolina mostraron un aumento muy significativo
del suefio diurno con respecto a los controles.

A continuacion, para comprobar si el efecto observado en el suefio diurno era dependiente
o independiente del estado de apareamiento de las hembras, realizamos el mismo proce-
dimiento, pero analizamos la actividad locomotora de hembras virgenes. Como se puede
ver en la figura 18 el analisis de los patrones de suefio en hembras virgenes mostro que la
inhibicion de liberacién de acetilcolina por parte de las neuronas ppk+ no genera un cam-
bio significativo del porcentaje de suefio diurno con respecto a los controles.

Estos resultados sugieren entonces que las neuronas ppk+ se activan por sefiales gatilla-
das por el apareamiento y liberan acetilcolina lo cual provoca el aumento de actividad

observado en hembras apareadas y la pérdida de suefio diurno.
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ppk2-Gald/+
UAS-RMAIAcetiicolina/+
ppk-Gald/uAS-RNAIAcetIicolina
UAS-RNAIGIutamato/+
ppk-Gald/UAS-RNAIGIutamato
UAS-RNAIGlicina/+
ppk-Gald/UAS-RNAIGicina
UAS-RNAIGABA/+
pok-Gald/UAS-RNAIGABA

ppk1-Galdi+
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UAS-RNAIGIutamato/+
ppr-Gald/UAS-RNAIGIutamato
UAS-RNAIGlicina/+
ppx-Gald/UAS-RNAIGIlicina
UAS-RNAIGABA/+
ppk-Gald/UAS-RNAIGABA

Figura 17: Screen de neurotransmisores liberados por las neuronas ppk+ en hem-

bras apareadas y su efecto en el indice de anticipacion de la mafiana y el suefio

diurno.

indice de anticipacién de la mafiana de los tres primeros dias, correspondiente a cada genotipo

indicado. Se realizo un Anova de una via (F=8.157, p-valor=0.0001) y un test Tukey de comparaciones

multiples. Entre paréntesis en cada columna el nimero de individuos para cada genotipo.
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b) Suefio diurno total ZT0-12 expresado en porcentaje, para cada genotipo correspondiente. Se realizo

un test de Kruskal-Wallis y un test Dunn de comparaciones multiples.
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Figura 18: Inhibicion de la liberacion de Acetilcolina en hembras virgenes.

a)

Porcentaje de suefio diurno total ZT0-12, de los tres primeros dias de los genotipos indicados. En gris
el control ppk-Gal4>+ (n=54), en naranja claro el control UAS-RNAACcetilcolina>+ (n=23) y en naranja
oscuro el tratamiento ppk-Gal4>UASAcetilcolina (n=24). Entre paréntesis en cada columna elndmero
de individuos para cada genotipo.

N=1
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5 DISCUSION Y CONCLUSION

En este trabajo analizamos algunos aspectos del rol de las neuronas ppk+ en la regulacion
de la anticipacion de la mafiana en hembras apareadas y su participacion en la regulacion
del suefio diurno. Implementamos dos técnicas diferentes para la modulacion de la acti-
vidad neuronal, una cronica a lo largo de todo el desarrollo de la mosca y la otra aguda,
que permite controlar de manera reversible y temporalmente acotada la actividad neuro-
nal. Los resultados obtenidosapoyan nuestra hipétesis de que la actividad de las neuronas
ppk+ modifica los patrones de actividad de las hembras dado que su silenciamiento en
hembras apareadas recupera la anticipacion de la mafiana, mientras que su activacion en
hembras virgenes aumenta la actividad general de las moscas eliminando el aumento pro-
gresivo que sucede antes del encendido de las luces, desapareciendo asi la anticipacién
de la manana (Figura 11B, C- Figural5A, B).

Luego para identificar la naturaleza neurogquimica de las neuronas ppk+ y su relevancia
en el control de la actividad en hembras, realizamos un screen utilizando interferencias
de RNAs para disminuir la liberacion de distintos neurotransmisores en estas neuronas.
Nuestros resultados indican que las neuronas ppk+ liberan acetilcolina provocando el au-
mento de actividad durante el diay la pérdida de suefio observado en hembras apareadas.
La relevancia de cada uno de estos experimentos en contexto de los datosde la literatura,

asi como las perspectivas a futuro se discuten a continuacion.

5.1 EIl silenciamiento crénico de las neuronas ppk+ en hembras apareadas
recupera la anticipacion de la mafiana.
Lamayoria de los trabajos realizados sobre efectos de post-apareamiento estan enfocados
en los comportamientos de oviposicion y receptividad al macho. Neuronas ppk+ pertene-
cientes al grupo SPSN que se expresan en el sistema reproductivo de las hembras han
sido descriptas y caracterizadas como uno de los grupos responsables de regular esas res-
puestas de post-copula (Lee et al., 2016.). Experimentos fisiolégicos demuestran que el
SP regula negativamente la excitabilidad de las neuronas SPSN y reduce la actividad del
circuito SPSN-SAG (Feng et al,2014). Asi mismo, antecedentes previos mostraban que
bloquear la transmision sinéptica de las neuronas ppk+ que se expresan en el tracto re-

productivo en hembras virgenes desencadenaba respuestas similares a las de hembras
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apareadas, como el aumento de la puesta de huevos y una disminucion de la receptividad
(Lee et al., 2016, Yang et al., 2009).

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo muestran que la disminucion de los nive-
les de expresion del SPR (sex peptide receptor) especificamente en las neuronas ppk+
recupera la anticipacion de la mafiana en hembras apareadas (Riva et al,2022). Teniendo
en cuenta estas evidencias, es posible hipotetizar que, al disminuir la expresion del SPR
en las neuronas ppk+, éstas no sean inhibidas por el SPy por lo tanto es posible recuperar
la anticipacion de la mafiana en hembras apareadas. Para testear esta hipotesis, la estrate-
gia que adoptamos fue silenciar constitutivamente las neuronas ppk+, tanto en hembras
virgenes como apareadas (Figura 11). De acuerdo a esta hipétesis el silenciamiento de
estas neuronas en hembras virgenes llevaria a una pérdidade la anticipacion de la mafiana
y no modificaria la anticipacion en las hembras apareadas. Sin embargo, para nuestra
sorpresa, los resultados obtenidos en este trabajo muestran exactamente el escenario in-
verso, el silenciamiento de las neuronas ppk+ en hembras apareadas produjo una recupe-
racion de la anticipacion de la mafiana (Figura 11C-D), mientras que no se vio ningun
efecto en la actividad anticipatoria en hembras virgenes tras el silenciamiento (Figura
11A-B).

Esta idea se alinea con resultados reportados en otros trabajos, que sugieren multiples
vias de sefializacion, por las cuales el SP genera los cambios comportamentales de post-
copula, como es el caso de la puesta de huevos y la receptividad, que se ven afectados de
manera diferencial por la manipulacion de los distintos subgrupos neuronales que expre-
san dsx, fru o ppk (Rideout et al., 2010, Feng et al., 2014, Haussmann et al.,2013). Por
ejemplo, el silenciamiento detodaslas neuronas ppk+ inhibe la puesta de huevos en hem-
bras apareadas (Yang et al., 2009); de manera similar, el silenciamiento de las neuronas
dsx inhibe la puesta de huevos en hembras apareadasy su activacion en hembras virgenes
disminuye la receptividad, imitando el comportamiento de una hembra apareada (Rezaval
et al., 2014, Rideout et al., 2010). En contraste, bloguear la transmision sinaptica de las
SPSN en hembras virgenes, simula la exposicion al SP, comportandose estas como apa-
readas, tanto para la puesta de huevos como a receptividad (Hasemeyer et al.,2009, Yang
et al.,2009). Estas evidencias refuerzan la idea de que distintos subgrupos de neuronas
que son ppk+ o fru+ o dsx+ podrian controlar distintas respuestas de post-apareamiento.
Las neuronas s-LNvs y I-LNvs son encargadas de la correcta sincronizacion de los dis-
tintos grupos neuronales que componen la red circadiana y son necesarias para un correcto

ritmo locomotor general. Se caracterizan por ser las unicas que liberan el neuropéptido
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PDF (Peng et al., 2003). La liberacion circadiana de PDF por parte de las s-LNvs es res-
ponsable de la actividad anticipatoria de la mafiana, (Renn et al., 1999, Stoleru etal., 2005
Stoleru et al., 2004). Datos de nuestro laboratorio muestran que el apareamiento dismi-
nuye los niveles de PDF en las terminales axonales y que esta respuesta se encuentra
mediada por las neuronas ppk+ ya que disminuir la expresion de SPR en estas neuronas
en hembras apareadas recupera los niveles de PDF (Riva et al, 2022).

Recientemente se reportd que un grupo de neuronas ppk+ que se localizan en el cerebro
se encuentran activas tras el apareamiento y tienen un rol esencial en la induccion de la
puesta de huevos y un rol parcial en la receptividad en respuesta al SP (Nallasivan et al.,
2021). Teniendo en cuenta estos antecedentes, que las neuronas encargadas de controlar
la anticipacion de la mafiana (s-LNvs) se encuentran en el cerebro y los resultados obte-
nidos en este trabajo, que muestran una recuperacion de la anticipacion en hembras apa-
readas tras el silenciamiento de las neuronas ppk+, podriamos sugerir que el cambio en
la actividad anticipatoria se encuentra dado por la activacion tras el apareamiento de este
subgrupo de neuronas ppk+ que se encuentra en el cerebro que podrian estar inhibiendo
la actividad de las neuronas PDF y no por el silenciamiento de las neuronas ppk+ perte-
necientes al grupo de las SPSN. Seria interesante como primer paso para comprobar esta
hipétesis, realizar un experimento en el cual se silencie exclusivamente las neuronas ppk+
del cerebro y evaluar los niveles de anticipacion de la mafiana. A su vez se podria realizar
mediante inmunofluorescencia y el uso de la linea CaLexA (Masuyama et al., 2012), la
medicion de los niveles de calcio en las neuronas ppk+ del cerebro en hembras virgenes
y apareadas, y asi inferir niveles de actividad.

La falta de efecto del silenciamiento crénico en los niveles de suefio diurno observado en
hembras apareadas, podria deberse a que el suefio a diferencia de la anticipacion de la
mafiana se encuentra regulado por dos mecanismos distintos, el reloj y homeostéatica-
mente (Borbély, 1982; Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000). Un factor a tener en
cuenta cuando se modifica la actividad de un grupo neuronal durante todo el desarrollo
es que esto puede inducir cambios homeostaticos para compensar o tratar de devolver a

la neurona su actividad normal (Marder and Prinz, 2002; Davis, 2006; Turrigiano, 2008).
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5.2 El silenciamiento agudo de las neuronas ppk+ en hembras apareadas no
muestra efectos en los patrones de actividad y suefio.
Luego de los experimentos de inhibicion crénica realizados para identificar las funciones
que desempefian las neuronas ppk+ en los comportamientos de post-cépula, pérdida de
anticipacion de la mafiana/ pérdida del suefio diurno, y los resultados obtenidos y consi-
derando que este tipo de manipulaciones durante todo el desarrollo, pueden ocasionar
efectos deletéreos o compensatorios, decidimos evaluar el efecto de la inhibicion aguda
de las neuronas ppk+ sobre el patron locomotor y de suefio en hembras apareadas, con
este fin utilizamos el canal termosensible Shibire.
No observamos diferencias significativas en el patrén locomotor, ni en el indice de anti-
cipacion de la mafiana. De igual manera no se observan diferencias significativas en los
niveles de suefio diurno.
La falta de efecto observado en este experimento tras el silenciamiento agudo, podria
deberse o bien, a que, la inhibicion de las neuronas ppk+ haya sido parcial, por no haber
alcanzado una temperatura de restriccion suficientemente alta, o a que la inhibicion aguda
de las neuronas ppk+ en hembras apareadas no tiene un efecto sobre los parametros ana-
lizados. La falta de un control positivo en este trabajo, para verificar la eficiencia de la
inhibicion, imposibilita discernir cual de las dos situaciones mencionadas més arriba, es
la que esta sucediendo. Para la realizacion deun control positivo sugerimos los siguientes
experimentos: realizar una inmunofluorescencia utilizando el 1EGs (inmediate early
gene) Hr38, cuya expresion aumenta de manera rapida y transitoria en relacion con la
actividad neuronal. En esta técnica se asocia un aticuerpo primario a la proteina Hr38
(anti-Hr38) y un anticuerpo secundario asociado a un fluoroforo que permite inferir la
actividad neuronal en relacion a los niveles de fluorescencia (Fujita et al., 2013). Otro
control de la actividad neuronal podria realizarse mediante el uso de imagenes de calcio
(calcium imaging). Teniendo en cuenta que el aumento de los niveles de calcio esta aso-
ciados al aumento de la actividad neuronal se puede expresar un sensor de calcio asociado
a un reportero fluorescente (GcaMPs) en las neuronas de interés y evaluar su activacion
en comparacion a sus respectivos controles (Yao et al., 2012).
Proponemos también la repeticion deeste experimento utilizando una temperatura de res-
triccion méas elevada o usando alguna otra herramienta que permita el silenciamiento
agudo de estas neuronas. Una posibilidad seria utilizar la técnica GeneSwitch (GS) que
permite una modulacion tejido especifica y temporal (McGuire, Mao, et al., 2004). GS es

una fusion del dominio de reconocimiento al ADN de GAL4 al dominio de unién del
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ligando del receptor de progesterona humana. La union de progesterona, o de analogos,
como el esteroide RU486, activa el GAL4 permitiendo la activacion de genes rio abajo
de la secuencia UAS. Otra opcién seria usar la expresion de la proteina Gal80" en con-
junto con el sistema Gal4. Gal80® es un inhibidor termosensible de la expresion del Gal4,
bajo la temperatura control (20 °C) esta proteina Gal80 se expresa e inhibe la expresion
del Gal4, cuando se cambia a la temperatura de restriccion (29 °C), el Gal80 se inactiva,
permitiendo la expresion del Gal4 y la activacion del gen rio abajo de la secuencia UAS
(McGuire et al., 2004).

5.3 Laactivacion aguda de las neuronas ppk+ disminuye el indice de anticipacion
de la mafiana.

Laimposibilidad de realizar inferencias sobre el experimento de activacion crénica de las
neronas ppk+ en hembras virgenes, debido a que el control UAS-NachBac>+ se com-
portaba de igual manera que la linea tratada, perdiendo ambas el pico de la tarde, nos
llevé a realizar la activacion neuronal Unicamente en el estadio adulto y por un periodo
de tiempo acotado, con el fin de lograr una evaluacion mas apropiada del funcionamiento
de las neuronas ppk+ en el control de los comportamiento de post-copula. Para esto, uti-
lizamos nuevamente la termo-genética, que como mencionamos anteriormente tiene
como ventaja disminuir los efectos no deseados que podria tener la activacion cronica.

Para lograrlo expresamos un canal de termosensible (TrpA) que estimula la actividad
neuronal ya que permite el ingreso de Ca?* bajo la temperatura de restriccion (lIslas, 2017).
En este experimento pudimos observar una disminucion del indice de anticipacion de la
mafiana en hembras virgenes, a la vez que un aumento de la actividad tanto diurna como
nocturna, que se refleja también en la disminucion del suefio (Figura 15-16). Dada la
naturaleza nociceptiva de las neuronas ppk+ (Adamset al.,1998; Zhong et al., 2010) su-
mado a que estas naturalmente expresan canales TrpA y que han sido vinculadas con la
modificacion del suefio diurno dado por el aumento de temperatura a través de su cone-
xion con las neuronas relojeras DN1p (Lamaze et al., 2017), seria interesante comprobar
lo observado en la actividad locomotora a través de otras técnicas que no sean mediante
la sobreexpresion del canal TrpA y el aumento de la temperatura y asi descartar un efecto
sinérgico. Datos de nuestro laboratorio descartan la posibilidad de utilizar optogenética

con este fin, ya que se observa un efecto startle en la actividad locomotora dado por los
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pulsos de luz roja durante la noche. (Perez, 2022). Una posibilidad interesante seria utili-
zar latécnica GeneSwitch, mencionado anteriormente, que permite una modulacion tejido

especifica y temporal (McGuire, Mao, et al., 2004).

5.4 Naturaleza quimica de de las neuronas ppk+: Acetilcolina como modulador del
suefio dependiente del estado de apareamiento.

El uso de interferencia de RNA (RNAI), para disminuir la expresion de genes involucra-
dos en la biosintesis y liberacion de distintos neurotransmisores, especificamente en las
neuronas ppk+, permitio la identificacion de acetilcolina como candidato liberado por
estas neuronas, que tiene su efecto sobre los niveles de suefio diurno (Figura 17B). Méas
aun, pudimos constatar que este efectoes dependiente del estado de apareamiento, ya que,
la inhibicién de liberacion de acetilcolina en hembras virgenes no tiene un efecto sobre
los niveles de suefio diurno (Figura 18).

La liberacion de acetilcolina por parte de las neuronas ppk+ ha sido vinculada con otras
respuestas de post-apareamiento y con el control de suefio (Yoshinari et al., 2020; Seidner
etal., 2015; Lamaze et al., 2017). Recientemente se caracterizd que la via de sefializacion
encargada de inducir el aumento en la produccion de células germinales femeninas (hue-
vos) luego del apareamiento, se encuentra mediada por la liberacion de acetilcolina por
un grupo de neuronas ppk+ presentes en el oviducto (Yoshinari et al., 2020). Existen
evidencias de al menos otro subgrupo de neuronas ppk+ colinérgicas que se encuentras
involucradas en la regulacion de suefio homeostatico (Seidner et al., 2015). Dentro de las
neuronas relojeras que podrian llegar a estar afectando el suefio diurno de las moscas
apareadas a través de acetilcolina se encuentran las pdf+, ya que estas reciben inputs co-
linérgicos (Duhart et al., 2020). Dado que resultados del laboratorio (Riva et al., 2022)
muestran que las neuronas ppk+ establecen contactos post-sinapticos con las neuronas
pdf+, este resultado refuerza la hipétesis de una posible conexidn funcional entre el estado
de apareamiento Y el reloj. Se requieren mas experimentos para corroborar esta hipotesis,
sugerimos realizar un ensayo de estimulo- respuesta asociado a un indicador de calcio,
donde buscariamos activar las neuronas ppk+ y medir niveles de calcio en las neuronas
pdf+.

Una observacion interesante, respecto a lamodulacion del suefio por parte de las neuronas
ppk+ es la dualidad de las respuestas observadas al impedir la liberacion de vesiculas y
por ende silenciar su actividad en contraste con la inhibicion especifica de la liberacién

de acetilcolina. Mientras que en el primer caso no observamos diferencias en el suefio
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diurno, con la segunda estrategia observamos un aumento. Estos resultados sugieren que
las neuronas ppk+ podrian estar contactandose con multiples regiones del cerebro encar-
gadas de controlar distintas funciones, o bien que existen subpoblaciones de neuronas
ppk+ que expresan distintos neurotransmisores o neuropéeptidos.

En cuanto a la anticipacion nuestros resultados muestran que la disminucion de la expre-
sién de distintos neurotransmisores en las neuronas ppk+ no produjo una reversion en el
indice de anticipacion de la mafiana en hembras apareadas. Seria importante ampliar este
screen utilizando distintas lineas de RNAI para los mismos neurotransmisores, dado que
la técnica se basa en la expresion de fragmentos de RNA doble cadena, que se unen por
complementariedad de bases al ARNm de la proteina de interés. Existen maltiples lineas
que interfieren la expresion del mismo gen pero uniéndose en distintas regiones del
ARNM, lo cual puede llevar a que existan variaciones en el grado de respuesta segun la
linea utilizada.

Este resultado también alienta a continuar con la busqueda de otros posibles neurotrans-
misores/neuropéptidos liberados por estas neuronas encargados de modificar la anticipa-
cion de la mafana. Proponemos dos candidatos que creemos interesantes estudiar: por un
lado, MIP (en inglés Myoinhibitory peptide), dado que es un ligando alternativo del SPR
y que se ha demostrado que media otras respuestas de post- apareamiento a través de su
union al SPR, como la receptividad o la sensibilidad a las poliaminas en hembras aparea-
das (Jang et al., 2017; Hussain et al., 2016). Asi mismo, se ha reportado que existe una
diferencia en la expresion de MIP en el cerebro de hembras virgenes con respecto a hem-
bras apareadas, siendo mayor en estas Ultimas (Hussain et al., 2016). Asi como también
existen reportes del papel de los MIPs en la regulacion del suefio homeostéatico, mediante
la inhibicion de las neuronas pdf+ a través de la unién del SPR expresado en estas neuro-
nas (Oh et al., 2014).

En segundo lugar, seria interesante analizar si las neuronas ppk+ liberan octopamina ya
gue numerosos trabajos previos han revelado que la sefializaciéon a través de octopamina
estd vinculada con distintas respuestas dadas por el apareamiento, como la maduracion
de los foliculos, promocion de la ovulacion y generacion de las contracciones de los
musculos del ovario (Deady and Sun, 2015; Heifetz et al., 2014; Rubinstein, 2013;

Lee et al., 2009; Middleton et al., 2006; Rezaval et al., 2014). Asi mismo, se ha des-
cripto que las neuronas I-LNvs, uno de los grupos que conforman las neuronas pdf+, se

caracterizan por presentar receptores de octopamina (Kula-Eversole et al., 2010). Por lo
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tanto, seria interesante probar si las neuronas ppk+ del cerebro liberan octopamina, y si
a traves de este neuropéptido son capaces de modular la anticipacion de la mafiana.

Se ha demostrado que la co-transmision de neuropéptidos/neurotransmisores aumenta la
flexibilidad y el rango dindmico de sefializacion dentro de las redes neuronales o incluso
las reconfigura y por lo tanto altera las respuestas de la red (Marder, 2012, Nusbaum et
al., 2017). Teniendo en cuenta la reversibilidad de las respuestas de post-apareamiento, y
el corto plazo en el cual se aprecia la pérdida de la anticipacion de la mafiana y la siesta
(Isaac et al., 2010, Riva et al 2022), se podria explorar la posibilidad de que exista la co-
liberacion de neurotransmisores/neuropéptidos por parte de las neuronas ppk+ colinérgi-
cas, Yy que estas regulen tanto la perdidade la anticipacién de la mafiana como la dismi-

nucion del suefio registrada en este trabajo.

55 CONCLUSION FINAL

Los resultados de este trabajo se alinean con el papel ampliamente establecido de las
neuronas ppk+ en controlar distintas respuestas de post-apareamiento (H&semeyer et al.,
2009; H. Lee et al., 2016; Ribeiro & Dickson, 2010; Kubli & Bopp, 2012; Yang et al.,
2009). Especificamente muestran que la activacion de estas neuronas disminuye la capa-
cidad de anticipar la mafiana en hembras apareadas, mientras que su silenciamiento la
promueve, reforzando la hipotesis de una conexion directay funcional entre las neuronas
ppk+ y la red circadiana, probablemente a través de la conexion con las neuronas pdf+.
Aportando a la idea de que multiples subgrupos neuronales se encargan de distintos as-
pectos de las respuestas de post-apareamiento por medio de mecanismos distintos (inhi-
bicion-activacion). Por ultimo, establece la identidad de al menos un neurotransmisor
(acetilcolina) liberado por estas neuronas por sefiales gatilladas por el apareamiento que
tiene un efecto sobre la regulacion del suefio diurno, uno de los dos comportamientos de

post-copula de interés en este trabajo.
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