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Resumen

En los animales, distintos aspectos de la reproduccion sexual se encuentran regulados
por el sistema nervioso y muchas de las propiedades y funciones del mismo se
encuentran a su vez determinadas genéticamente. Utilizando el sistema GAL4/UAS se
encontrd una linea de moscas que tiene la insercion GAL4, la L 75, en la que al expresar
la cadena ligera de la toxina de tétanos (TNT), tanto las hembras como los machos
presentan problemas motores y estos ultimos son incapaces de copular aunque si
realizan el ritual de cortejo pero con la diferencia de que pasan una mayor proporcion
del cortejo cantando con respecto a los controles. Expresando GFP y GFP-MCDS8 en
esta linea, se mapearon las neuronas que expresan GAL4, las cuales se distribuyen en
varias regiones tanto en el cerebro como en el ganglio toracico abdominal y mediante
PCR inverso se determin6 que la insercion de GAL4 se encuentra en un intrén del gen
squid, un gen que codifica para una ribonucleoproteina involucrada en el

establecimiento de la polaridad del huevo en Drosophila.



Introduccion

El sistema nervioso central (SNC) controla practicamente todas las funciones en los
animales, manteniendo la homeostasis del organismo mediante la regulacion del
metabolismo y la coordinacién de la actividad de distintos 6rganos y estructuras a la vez
que permite responder a distintos estimulos y adaptarse al entorno mediante la
programacion de comportamientos y la generacion de procesos cognitivos. E1 SNC se
organiza en redes neuronales, conjuntos de neuronas que se coordinan para realizar
funciones especificas como la respuesta a estimulos, el control de movimientos o la
estimulacion de o6rganos particulares. Muchas de las caracteristicas de las redes
neuronales, incluso en numerosos casos su conectividad, se encuentran a su vez
determinadas por la expresion de diversos genes (Yamamoto et al., 1998, Sokolowski

M. B., 2001, Shirangi y McKeown, 2007 y Dickson, 2008).

Uno de los muchos procesos que es regulado por el SNC y que puede ser usado como
modelo para estudiar la forma en que éste determina y controla funciones complejas, es
la reproduccion sexual. En los animales, la reproduccion sexual puede clasificarse de
acuerdo al tipo de fertilizacion involucrada. En algunos casos la fertilizacion es externa
y el ovulo es fecundado fuera del cuerpo del animal, mientras que en otros casos la
fertilizacion es interna y el ovulo es fecundado dentro del cuerpo del animal. La
reproduccion sexual en los animales que llevan a cabo fertilizacion interna, como es el
caso del humano y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, es mas compleja ya
que por lo general involucra algun tipo de comportamiento de cortejo por parte de los
machos, competencia entre éstos y un proceso de seleccion de pareja por parte de las

hembras, lo que lleva finalmente al apareamiento.

Debido a que el cortejo y el apareamiento requieren de la percepcion de distintas sefales
producidas por ambos sexos, de la integracion de las mismas y de la generacion de una
respuesta adecuada, las redes neuronales involucradas en el proceso reproductivo estan
constituidas por diversos tipos de neuronas con funciones distintas. Es en este aspecto

neurologico de la reproduccion en el que se centra el presente trabajo.

La mosca de la fruta es un modelo animal que ha sido muy utilizado para estudiar
diversos fendémenos bioldgicos debido a la facilidad que ofrece para realizar
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experimentos genéticos ya que tiene un ciclo de vida corto, es facil de criar y de
mantener en grandes cantidades, posee s6lo 4 cromosomas y se cuenta con cromosomas
balanceadores, cromosomas que han sufrido varias inversiones por lo que no pueden
recombinar con cromosomas silvestres, facilitando el seguimiento y el mantenimiento
de mutaciones. También se han desarrollado técnicas para la manipulacion genética de
la mosca como es el caso del sistema GAL4/UAS que permite la captura de “enhancers”
y la expresion dirigida espaciotemporalmente de cualquier gen que se desee (Brand y
Perrimon, 1993). Ademads, compartimos alrededor del 70 % de nuestros genes con este
organismo modelo y muchas de las funciones que llevan a cabo estos genes se

encuentran conservadas (Ashburner et al., 2005).

Debido a estas ventajas y al hecho de que el desarrollo y funcionamiento del sistema
nervioso estd determinado genéticamente se ha podido utilizar el sistema GAL4/UAS
para desactivar selectivamente ciertas redes neuronales especificas o sus
subcomponentes en la mosca de la fruta permitiendo deducir el papel que desempefian.
Ademas, la mosca de la fruta posee un cerebro muy pequefio y relativamente simple en
comparacion con los cerebros de los vertebrados, pero a pesar de esto, es capaz de llevar
a cabo comportamientos complejos entre los que se encuentran el cortejo y el
apareamiento y procesos como la memoria y el aprendizaje, lo que la convierte en un

buen modelo para estudiar el funcionamiento del SNC (Chittka y Niven, 2009). Fig. 1.

De esta manera, se esta llevando a cabo la diseccion genética y funcional del sistema
nervioso de Drosophila lo que nos puede ayudar a entender cémo se integran los
distintos componentes y los distintos niveles de organizacion del sistema nervioso de
este organismo desde el genético al sistémico, pasando por el neuronal para dar origen a
sus distintos comportamientos y procesos cognitivos que en ultima instancia pueden

servirnos para comprender como nuestro cerebro lleva a cabo algunas de sus funciones.
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Figura 1. SNC de Drosophila melanogaster. A) Vista lateral mostrando el cerebro central (a), el 16bulo
optico (b), el ganglio subesofagico (c) el nervio conectivo cervical (d) y el ganglio toracico abdominal (e).
B) Esquema del cerebro con algunas de sus principales estructuras, los lobulos oOpticos, el cuerpo en

forma de abanico, el cuerpo elipsoide, los cuerpos fungiformes, los lobulos antenales, el ganglio

subesofagio y regiones del protocerebro no etiquetadas, en blanco (modificado de Nichols, 2006).



Los estudios en Drosophila han demostrado, como se vera posteriormente, que
conjuntos neuronales discretos regulan distintas etapas y aspectos del proceso
reproductivo, tanto en machos como en hembras. En parte, estos estudios se han basado
en la busqueda de fenotipos estériles o que se caractericen por la modificacion de algin
parametro de su proceso reproductivo ocasionado por la desactivacion selectiva de redes
neuronales utilizando el sistema GAL4/UAS o por mutaciones que provocan un
funcionamiento anormal de ciertas neuronas que pueden estar involucradas tanto en la
conducta sexual como en el funcionamiento adecuado de los o6rganos sexuales y de
ciertos musculos involucrados en el aspecto mecanico de la reproduccion (Rodriguez-

Valentin et al, 2006, Ditch L.M. et al., 2004 y Shirangi y McKeown, 2007).

Sin embargo, a pesar de que las bases neuronales de la reproduccion sexual han sido
ampliamente estudiadas en Drosophila, probablemente mas que en cualquier otro
organismo, ain no se ha caracterizado la totalidad de las redes neuronales involucradas
ni se conocen todos los genes que participan en la regulacion de las mismas (Shirangi y

McKeown, 2007).

Cortejo y apareamiento en Drosophila

La parte conductual de la reproduccion sexual en los animales es el cortejo y el
apareamiento. En Drosophila, el macho corteja a la hembra después de haber detectado
ciertas feromonas producidas por ésta que sefialan que se encuentra lista para
reproducirse. Para esto, el macho se orienta hacia la hembra y comienza a seguirla,
después se aproxima a la hembra por detrds y golpea suavemente su abdomen con las
patas delanteras, posteriormente, el macho comienza a generar una cancion de cortejo
que es especifica de cada especie, vibrando una de sus alas. Luego, el macho lame los
genitales de la hembra e intenta copular doblando su abdomen y si la hembra accede,
procede el apareamiento (Sokolowski, 2001). Aunque el cortejo en Drosophila es un
comportamiento innato, la experiencia puede modificar la habilidad de los machos para
discriminar entre hembras que ya copularon y aquellas que no lo han hecho en base al
patron de las feromonas que éstas producen (Shirangi y McKeown, 2007 y Dickson,

2008). Fig. 2.
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Figura 2. Pasos del cortejo de Drosophila, a) orientarse, b) tocar, ¢) cantar, d) lamer, ¢) intentar copular y

f) copular (Sokolowski, 2001).

La conducta sexual de la hembra es menos elaborada y consiste principalmente en
acciones receptivas o de rechazo cuando el macho intenta copular. Cuando es receptiva,
la hembra abre sus alas exponiendo la parte dorsal del abdomen para permitir que el
macho la monte. Después la hembra abre su placa vaginal permitiendo el contacto
genital con el macho. El rechazo por su parte, puede darse de dos formas dependiendo
del estado fisiologico de la hembra. Las hembras virgenes no receptivas tienden a
levantar su abdomen para evitar el contacto genital con el macho, mientras que las
hembras no receptivas previamente fertilizadas bajan la punta de su abdomen y sacan el

ovopositor. (Sokolowski, 2001).



Antecedentes

Genes que regulan el desarrollo sexualmente dimoérfico del sistema nervioso y la

conducta sexual

Para entender coémo el sistema nervioso regula distintos aspectos de la reproduccion
sexual es importante entender como es que éste se diferencia sexualmente y qué genes

son responsables de este dimorfismo sexual.

El principal gen responsable del dimorfismo sexual en Drosophila es Sex lethal (SxlI), el
cual funciona como el interruptor maestro de la cascada de diferenciacion sexual que
lleva al desarrollo de las hembras y s6lo se expresa en éstas en respuesta a la proporcion
de cromosomas sexuales con respecto a los autosdmicos, si ésta es igual o mayor a 1, el
individuo se diferencia como hembra, si es igual a 0.5 se diferencia como macho. SxI
por un lado funciona como un inhibidor del procesamiento alternativo de su propio
transcrito primario, lo que hace que se exprese una isoforma especifica de hembra que
se une al mMRNA de transformer (tra) para producir un transcrito funcional de este gen.
El producto de tra, a su vez es un regulador del procesamiento alternativo, modifica el
transcrito primario de otro gen de la cascada de diferenciacion sexual, doublesex (dsx).
Los transcritos femeninos y masculinos de dsx codifican para factores transcripcionales
que promueven la activacion o inhibicion de distintos genes para desarrollar estructuras

morfologicas especificas a cada sexo (Yamamoto et al., 1998).

Se han encontrado estructuras del sistema nervioso central (SNC) en las que se da un
dimorfismo sexual dependiente de dsx. Una de estas estructuras se localiza en la region
abdominal terminal del ganglio fusionado en la cual unos pocos neuroblastos presentan
patrones de proliferacion especificos del sexo. Otro ejemplo se localiza en un nervio
ventral causado por muerte celular dependiente del transcrito femenino de dsx y una
tercer estructura se localiza en el cerebro posterior debido a una mayor division celular
en esta region dependiente del transcrito masculino de este gen (Sanders y Arbeitman,

2008).

Un gen importante en la cascada de diferenciacion sexual en las moscas que repercute
en la conducta sexual y que también codifica para un factor transcripcional es el gen
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fruitless (fru). Este gen, cuya expresion se limita al sistema nervioso, puede dar origen a
transcritos sexo especificos como resultado de las modificaciones de su transcrito
primario en las hembras ocasionado por la presencia de TRA (Charalambos, 2005). Tal
es el caso del transcrito fruM, que so6lo se encuentra en los machos y es necesario para
generar el patron de conducta sexual de éstos, al grado que hembras alteradas
genéticamente para expresar este transcrito presentan ciertos aspectos de la conducta de
los machos, no son receptivas al cortejo y producen huevos pero no los depositan
(Demir y Dickson, 2005). Por esto se considera que fru funciona como un interruptor
genético que es necesario para determinar el funcionamiento dimorfico del SNC
(Charalambos, 2005). Distintas mutaciones en este gen generan fenotipos relacionados
con la conducta sexual en machos, pueden generan comportamiento homosexual,

bisexual o una reduccion en la frecuencia de cortejo (Shirangi y McKeown, 2007).

fru se expresa en unas 2000 neuronas, que corresponden aproximadamente al 2 % del
total de neuronas de la mosca, porcentaje que incluye a neuronas sensoriales,
interneuronas, motoneuronas y neuronas de regiones superiores del sistema nervioso
que integran sefiales sensoriales y coordinan respuestas adecuadas a estimulos sexuales
(Manoli y Baker, 2004). Interesantemente, existen evidencias de que el RNA de fruF, el
transcrito femenino de este gen, no es funcional y no se traduce (Shirangi y McKeown,

2007).

Con base en los estudios antes mencionados, se ha propuesto que dsx contribuye
principalmente a la determinacion sexual de mecanismos vitales y a la determinacién de
la morfologia especifica de cada sexo mientras que fru proporciona flexibilidad en el
comportamiento sexual de los machos (Yamamoto et al., 1998). Recientemente se ha
determinado que se requiere de la expresion de ambos genes en ciertas regiones del
SNC para que éstas se desarrollen de manera adecuada dependiendo del sexo del

individuo (Kimura et al., 2008 y Rideout et al., 2007).

Otro gen importante para la reproduccion en moscas es dissatisfaction (dsf) que codifica
para un receptor nuclear y que muestra un patron de expresion diferente al patron de
expresion de fru manifestandose en conjuntos pequeiios de neuronas (Finley K. M. et al.
1998). Las hembras mutantes en este gen son estériles debido a defectos en la
ovoposicion, lo cual se ha correlacionado con la pérdida de inervaciones de neuronas
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motoras a los musculos del utero; ademads, presentan una mayor resistencia durante el
cortejo y la copula, mientras que los machos mutantes en este gen son conductualmente
bisexuales, defectuosos para doblar el abdomen adecuadamente durante el apareamiento
y presentan sinapsis anormales en los musculos ventrales del segmento AS del abdomen
(Finley K. M. et al. 1998). La expresion de este gen es independiente de dsx y fru, por lo
que podria tratarse de una tercera rama en la cascada de diferenciacion sexual a partir de
tra, aparte de la rama de dsx y la de fru (Finley K. M. et al. 1998 y Yamamoto et al.,
1998). No obstante, es poco probable que dsf sea directamente regulado por tra ya que
no existe evidencia de transcritos sexo-especificos de dsf ni las secuencias blanco para
el splicing alternativo mediado por tra, por lo que se ha propuesto que es regulado por
algun gen blanco de tra o que la proteina DSF es parte comin de un complejo dimérico

con componentes sexo-especificos (Finley K. M. et al. 1998).

Otro gen que también contribuye al comportamiento sexual de las moscas es el factor
transcripcional retained (retn) el cual actua en diferenciacion y control de la expresion
genética a lo largo de los ejes anteroposterior y dorsoventral en los embriones, asi como
en la formacion de estructuras tubulares como los ductos salivares y los intestinos y
también se expresa en pequeios conjuntos de neuronas localizados en varias regiones
del SNC que incluyen los cuerpos fungiformes, el ganglio subesofagico, el ganglio
ventral y los fotoreceptores (Ditch L.M. et al., 2004). Este gen sufre splicing alternativo
pero no es sexualmente dimoérfico y su patron de expresion en el SNC no se sobrepone
con el de fru (Ditch L.M. et al., 2004). Las hembras con mutaciones en este gen
muestran un fenotipo que no ocurre con mutaciones en ninguno de los genes antes
mencionados, se resisten al cortejo y muestran ellas mismas conductas de cortejo tanto
hacia hembras como hacia machos que se acentian conforme envejecen, incluso en
ausencia de fruM y de dsxM, mientras que los machos con esas mutaciones muestran un
comportamiento normal aunque presentan defectos en la transferencia de esperma y son

parcialmente estériles (Ditch L.M. et al., 2004).

Debido a que los mutantes de dsx en ambos sexos se desarrollan morfologicamente
como inter-sexos, es decir, que presentan caracteristicas morfologicas de ambos sexos, y
a que pueden presentar conducta sexual masculina en ausencia de fruM e incluso en
ausencia de fruM y dsxM, como en el caso de las hembras con mutaciones en retn,
actualmente se cree que existe una via neural intrinseca a ambos sexos con capacidad
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para comportamiento masculino y femenino (Shirangi y McKeown, 2007). En este
modelo, en los machos, fruM y dsxM masculinizan esta via neural bipotencial
suprimiendo el comportamiento femenino y activando completamente el masculino
(Shirangi y McKeown, 2007). retn funciona en ambos sexos como un factor
constitutivo pro-femenino/anti-masculino mientras que un supuesto factor ain no
descubierto que funciona como un factor constitutivo pro-masculino/anti-femenino
explica el comportamiento masculino de cortejo observado en hembras mutantes en retn
y en machos mutantes en fruM (Shirangi y McKeown, 2007). dsf, por su parte,
funciona debajo de tra, via fru u otro gen para promover el comportamiento masculino
en machos (Shirangi y McKeown, 2007). En las hembras, la presencia de dsxF y la
ausencia tanto de fruM como de dsxM feminizan la via neural intrinseca para inducir el
comportamiento femenino y suprimir el masculino mientras que dsf funciona para

promover el comportamiento femenino (Shirangi y McKeown, 2007). Fig. 3.

A 1X:2A
¥

¥
tra OFF

dsxM d;f fruM ON

Comportamiento masculino OFF Comportamiento masculino ON
Comportamiento femenino ON \ Comportamiento femenino OFF

B 2X2A
v
tra ON

Y
dsxF dsf fruM OFF

Comportamiento masculino QFF I . Comportamiento masculino ON
Comportamiento femenino ON Comportamiento femenino OFF

retn x

Figura 3. Modelo de diferenciacion sexual de la red neuronal que regula la conducta sexual en Drosophila
en el que una via neural intrinseca con capacidad para comportamiento masculino y femenino es
modulada por distintos factores genéticos para dar origen ya sea a un comportamiento masculino (fruM,
dsxM, dsf y un supuesto factor masculinizante constitutivo X) o femenino (tra, dsxF, dsf y el factor

feminizante constitutivo retn) (Shirangi y McKeown, 2007).
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De esta manera, las interacciones entre estos genes determinan el desarrollo y funcién
de las neuronas fru-P1, determinantes de la conducta sexual. En el caso de fru y dsx esta
interaccion puede ser intracelular, mientras que dsf y retn regulan la actividad de estas
neuronas de manera indirecta, por interaccion célula-célula, ya que el patron de
expresion de estos dos genes en el SNC no se sobrepone con el de fru (Shirangi y

McKeown, 2007, Shirangi et al., 2006 y Finley K. M. et al. 1998).

Genes que regulan la copula y la conducta postcopulatoria de los machos

La culminacion del cortejo es la copula y también se han encontrado algunos genes
involucrados en la regulacion de este evento de la reproduccion. Los machos con
mutaciones en estos genes son capaces de cortejar a las hembras y de ejecutar la cancion

de cortejo, sin embargo no son exitosos para copular (Yamamoto, 1997).

Uno de estos genes es celibate (cel), cuyas mutaciones ocasionan que solo un 16% de
los machos realicen intentos de copula con una débil contraccion del abdomen sin hacer
contacto con las hembras mientras que el 95% cortejan y no son capaces de copular
(Yamamoto, 1997). Otros mutantes con un fenotipo similar a los mutantes cel son
aquellos que tienen mutaciones en el gen platonic (plt) (Yamamoto, 1997). Las hembras
con mutaciones en estos dos genes no presentan alteraciones en su comportamiento

sexual (Yamamoto, 1997).

Los mutantes en el gen Nerd también muestran una reduccion en los intentos de copula
y presentan un éxito de apareamiento disminuido, el cual puede explicarse en parte por
la baja produccién de la hormona cuticular T-7 que ocasiona un mayor rechazo por

parte de las hembras (Ferveur y Jallon, 1996).

El gen cuckold (cuc) también estd involucrado en la copula ya que los machos
homoézigos para dos alelos mutantes de cuc son incapaces de copular y también
muestran un cortejo defectuoso asi como una longevidad reducida, muriendo a los 8

dias después de eclosionar (Castrillon, et al., 1993).
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Una vez realizada la copula, el macho debe mantenerla el tiempo suficiente para que la
transferencia de esperma y fluido seminal sea exitosa. En machos silvestres esto dura
alrededor de 19 min y requiere un control neural que es disociable de aquel responsable
del establecimiento de la copula (Yamamoto, 1997). El gen coitus interruptus (coi) esta
involucrado en este proceso ya que los machos con mutaciones en este gen presentan un
tiempo de copula 40% mas corto que los silvestres lo cual aunado a que so6lo 60% de

estos mutantes poseen esperma funcional los vuelve estériles (Yamamoto, 1997).

Los machos con mutaciones en el gen fickle (fic), que codifica para una tirosin-cinasa de
la familia src que se sabe participa en el desarrollo neural y en la modulacidn sinéptica,
presentan un tiempo de apareamiento muy variable que va desde 1 min a 40 min y las
hembras silvestres con las que copulan con frecuencia repiten la copula después de un
corto intervalo, en contraste con las hembras silvestres recién fertilizadas por machos
silvestres las cuales exhiben una conducta de rechazo hacia los machos (Yamamoto,

1997).

La ultima fase en la reproduccion de las moscas lo constituye la separacion del macho
de la hembra para finalizar la copula. Este evento, en el cual el macho debe retraer el
pene y liberar los genitales de la hembra, se considera un paso discreto en términos de
control neural (Yamamoto, 1997). Las mutaciones en stuck (sk) y lingerer (lig) causan
defectos en este proceso con la consecuencia de que los machos con mutaciones en Sk
presentan dificultades para desmontarse de la hembra, en ocasiones permaneciendo
unidos por dias e incluso hasta que ambos mueren (Yamamoto, 1997). Los machos con
mutaciones en lig presentan un fenotipo similar pero menos severo (Yamamoto, 1997).
Cabe destacar que se desconoce la funcion de estos genes y su patroén de expresion en el

sistema nervioso de Drosophila.
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Redes neuronales involucradas en la reproduccion de Drosophila

A pesar de las diferencias morfologicas y conductuales presentes entre ambos sexos, los
estudios que se han realizado para tratar de caracterizar las redes neuronales
responsables de regular el proceso reproductivo en Drosophila, especialmente aquellas
que expresan fru, han revelado que existe poco dimorfismo sexual en la anatomia del

SNC de la mosca (Yu Jai y Dickson, 2005).

Algunas de las neuronas involucradas en el proceso reproductivo de las moscas son
aquellas que conforman los sistemas olfativo y gustativo. En el sistema olfativo, existen
distintos tipos de neuronas sensoriales olfativas (NSO), unas de las cuales expresan
receptores especificos para feromonas (Dickson, 2008). Las NSO de una clase
especifica envian proyecciones axonales a un glomérulo discreto de los lobulos
antenales que convierten el mapa periférico de los receptores olfativos a un mapa
espacial de activacion glomerular que a su vez envia la informacion olfativa al
protocerebro, que constituye el centro superior del cerebro de las moscas, a través de las
neuronas olfativas de segundo orden (NP’s) (Dickson, 2008). Las NSO especificas para
una feromona masculina, la vis-vaccenil acetato (cVA), y las NP’s del glomérulo DA1
que inervan, responden de la misma manera a esta feromona en ambos sexos. Sin
embargo, éstas ultimas forman arborizaciones sexo especificas en el protocerebro y son
responsables de las respuestas diferentes de ambos sexos a esta misma feromona (Datta
et al.,, 2008). La via de DAl y la de otro glomérulo, VAlv, que recibe respuestas
evocadas por feromonas producidas por ambos sexos, convergen en una region del
protocerebro sexualmente dimorfica separada de la region que recibe NP’s que
responden a olores de comida y se cree que las respuestas producidas por estas dos vias

codifican el sexo y la especie de otros individuos (Dickson, 2008).

En el caso de las hembras, la principal sefial en la que se basan para el apareamiento, es
la cancidn de cortejo producida por el macho, la cual detectan con las antenas y cuyo
movimiento activa neuronas receptoras en una estructura en la base de la antena
conocida como el 6rgano de Johnston. Distintas neuronas del o6rgano de Johnston
responden a distintos estimulos mecanicos y se proyectan a distintas regiones del
cerebro, algunas de las cuales deben responder especificamente a la cancion de cortejo
(Dickson, 2008).
13



Por otro lado, la receptividad de las hembras asi como el patron de feromonas que
producen es modificado por un pequefio péptido de unos 36 aminoacidos conocido
como péptido sexual, el cual se transfiere a las hembras en el fluido seminal de los
machos durante el apareamiento, estimulando también la ovoposicion (Yapici N. et al.,
2008). La respuesta a este péptido estd mediada por un conjunto de 6 neuronas
sensoriales que expresan su receptor e inervan el utero y el oviducto y se conectan con
el ganglio subesofagico, cerca del lugar donde terminan las proyecciones de las
neuronas auditivas (Hasemeyer et al., 2009). La desactivacion de estas neuronas
provoca que las hembras actiien como si hubieran recibido el péptido sexual, mientras
que la represion de la expresion del receptor del péptido sexual en estas neuronas
ocasiona que las hembras mantengan una receptividad similar a la que poseen las
hembras virgenes (Hasemeyer et al., 2009). No obstante, se sabe que el péptido sexual
pasa del tracto reproductivo de la hembra a la hemolinfa y es capaz de atravesar la
barrera entre la hemolinfa y el cerebro y muchas neuronas en regiones superficiales del

cerebro expresan el receptor de este péptido (Yapici N. et al., 2008).

Por lo tanto, debe haber redes neuronales en las hembras que integren sefiales del
sistema olfativo, auditivo y de su tracto reproductivo para decidir si aparearse o rechazar

a un macho (Dickson, 2008).

La conducta reproductiva de la hembra no consiste tinicamente en el apareamiento,
también debe realizar la ovoposicion de los huevos fertilizados en un sitio seleccionado
adecuadamente. Unas neuronas importantes en la ovoposicion en la mosca de la fruta
son aquellas que expresan el neuropéptido tipo insulina ILP7, similar a la hormona
reproductiva de mamiferos relaxina, el cual se expresa en unas pocas neuronas del SNC
que se proyectan al ganglio subesofagico, al nervio ventral y al tracto reproductivo de la
mosca. La desactivacion de estas neuronas provoca esterilidad mediante la abolicion de

los programas motores de ovoposicion (Yang Ch. et al., 2009)

Muchas de las redes neuronales mencionadas se caracterizan por expresar fru. No
obstante, a pesar de que los distintos transcritos de este gen determinan en gran parte el
comportamiento sexual dimoérfico en la mosca, los machos y las hembras presentan
poco dimorfismo sexual con respecto a estas redes, inclusive se ha visto que si se
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activan artificialmente mediante optogenética las redes que expresan fru del ganglio
toracico abdominal en hembras decapitadas, el cuerpo de éstas lleva a cabo la cancion
de cortejo (Dylan y Miesenbo, 2008). Por lo que las diferencias entre sexos mediadas
por esta red podrian derivarse no tanto de la anatomia de las redes en esta region sino

mas bien de la modulacion de las mismas (Kvitsiani y Dickson, 2005).

Sin embargo, a pesar de presentar pequefias diferencias, se ha encontrado un
dimorfismo sexual en varios conjuntos discretos de neuronas que expresan fru. Uno de
estos grupos neuronales es un conjunto de interneuronas del 16bulo antenal, conocido
como fru mAL, que se cree integra sefales olfativas y gustativas. Este grupo neuronal
consiste de alrededor de 30 neuronas en las moscas macho mientras que en las hembras
consiste de alrededor de 5. Ademas, en los machos estas neuronas tienen una
morfologia diferente (Kimura et al., 2005). Otro marcado dimorfismo lo constituye el
conjunto de interneuronas P1, ausente en las hembras por accion de dsx, gen que
promueve la apoptosis de los neuroblastos que dan origen a estas interneuronas. En los
machos, el conjunto P1 se compone de unas 20 neuronas en el cerebro dorsal superior
cerca de los cuerpos fungiformes y presenta arborizaciones especificas establecidas por
fru, el cual inhibe la apoptosis dirigida por dsx (Kimura et al., 2008). Estos grupos de
neuronas, aunque pequefios, son determinantes para la conducta sexual de las moscas ya
que es suficiente con masculinizar estas neuronas para que una hembra
morfoldgicamente silvestre, realice los primeros pasos del cortejo los cuales son una
conducta exclusivamente del macho (Kimura et al., 2005 y Kimura et al., 2008). Es
posible que otros de los conjuntos dimoérficos que se han encontrado participen en

etapas posteriores del cortejo y del apareamiento.

Las neuronas que expresan fru han sido las mas estudiadas en relacion a la reproduccion
ya que regulan el comportamiento sexual de los machos (Kvitsiani y Dickson, 2005). Se
ha propuesto que fru esculpe las redes neuronales que seleccionan entre acciones
alternativas mientras que, las redes motoras y sensoriales estan conservadas en ambos
sexos pero afinadas por Fru y Dsx (Dickson, 2008). Sin embargo, atin se desconoce
como las diferencias en estas redes a su vez son responsables de la diferencia en el

comportamiento de ambos sexos.
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A parte de los aspectos conductuales, existen neuronas que regulan aspectos fisioldgicos
de la reproduccion, ya sea coordinando el funcionamiento de los organos sexuales o
promoviendo la maduracion de los gametos. Tal es el caso de las neuronas
serotonérgicas del ganglio toracico abdominal de los machos que inervan la vesicula
seminal, el ducto testicular, el ducto eyaculatorio y otras estructuras reproductivas, las

cuales expresan fru y cuya desactivacion lleva a esterilidad (Billeter y Goodwin, 2004).

Se ha encontrado que la ovulacion en Drosophila, se encuentra regulada por neuronas
octopaminérgicas situadas en el ganglio toracico abdominal que inervan el tracto
reproductivo (Monastirioti, 2003 y Rodriguez Valentin et al., 2006). La octopamina
actlla como neurotransmisor, neuromodulador y neurohormona pero no es el Unico
neuroquimico que regula el funcionamiento de los organos reproductores de las
hembras de Drosophila (Monastirioti, 2003 y Rodriguez Valentin et al., 2006).
También, se ha visto que existen unas pocas neuronas dopaminérgicas y
serotoninérgicas inervando el tracto reproductivo cuya funcion es desconocida

(Monastirioti, 2003).

Anteriormente en este laboratorio, utilizando el sistema Gal4/UAS;TeTxLC se
capturaron las redes neuronales octopaminérgicas de Drosophila y se observo un
marcado dimorfismo sexual en el SNC con respecto a estas redes que se distribuyen
tanto en el cerebro como en el ganglio toracico abdominal. Las redes octopaminérgicas
son mas sencillas en las hembras, e inervan principalmente el oviducto mientras que en
los machos, en los cuales no se han caracterizado completamente, parecen mas
complejas. Se demostrd que estas redes son responsables de modular la contraccion del
oviducto de Drosophila, siendo por consiguiente esenciales para la fertilidad de las
hembras. También se demostré6 que la octopamina actua inhibiendo la contraccion
muscular mientras que el glutamato, actia induciéndola, por lo que ambos
neurotransmisores son necesarios para un correcto funcionamiento del oviducto

(Rodriguez Valentin et al., 2006).
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Hipotesis
Drosophila posee redes neuronales discretas aun no conocidas involucradas en el

apareamiento, cuya desactivacion causard una disminucion en la fertilidad o un fenotipo

de esterilidad.

Objetivos

General

e Identificar redes neuronales que al ser desactivadas ocasionen esterilidad o una

disminucién en la fertilidad en Drosophila.

Particulares

e Encontrar un fenotipo de esterilidad o de fertilidad disminuida en Drosophila

ocasionado por desactivacion neuronal mediante el sistema Gal4/UAS; TNT.

e Mapeo de la red neuronal capturada.

e Determinar la region del genoma donde se insert6 el elemento-P Gal4.

e Determinar la funcion de la red neuronal capturada.
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Materiales y Métodos

Busqueda de fenotipos estériles por inactivacion neuronal

Se cruzaron 86 lineas de moscas transgénicas que contienen una insercion de un
elemento-P con Gal4 de una biblioteca establecida anteriormente en el laboratorio con
la linea homoziga para la insercion de un elemento-P con UAS-TNT. TNT es la cadena
ligera de la toxina de tétanos, la cual corta a la sinaptobrevina, una proteina necesaria
para la fusion de vesiculas cargadas de neurotransmisores con la membrana externa en
las terminales sinapticas, por lo cual, cuando una neurona expresa la TNT, es incapaz de

comunicarse mediante transmision sinaptica (Sweeney et al., 1995).

La progenie que resultd de estas cruzas y que heredo la insercion con Gal4 se cruzo a su
vez con una linea white-, que es el fondo genético de las lineas que se evaluaron, para
buscar moscas que sean estériles o menos fértiles como resultado de la expresion de
TNT. Las cruzas se llevaron a cabo a 25 °C en viales con comida de maiz estandar,

segun la receta de

La logica detras de estas cruzas es la siguiente:

Las lineas que presenten un patron de expresion generalizado de GAL4 mostraran un
fenotipo letal en presencia de UAS-TNT (Fig. 3, parte superior).

Las linecas que presenten un patrén de expresion no neural de GAL4 no mostraran
fenotipo (Fig. 3, parte media). Esto se debe a que TNT es una proteasa que sélo afecta a
las neuronas ya que corta especificamente a la sinaptobrevina n-syb, una de las dos
sinaptobrevinas presentes en la mosca y que sélo se expresa en el sistema nervioso,
cuya funcion es anclar a las vesiculas sindpticas a la membrana de las neuronas, siendo

necesaria para la liberacion de neurotransmisores (Sweeney et,al. 1995).
Las lineas que presentan un patréon de expresion neural discreto de GAL4 mostraran

defectos especificos, un ejemplo de los cuales es esterilidad, como consecuencia de la

expresion de TNT (Fig. 4, parte inferior).
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Fig. 4. Resultados esperados de las cruzas entre lineas con GAL4 y la linea UAS-TNT. Superior) La
expresion panneural resulta en letalidad. Medio) La expresion en tejidos no neuronales no provoca ningiin
fenotipo. Inferior) La expresion en conjuntos discretos de neuronas ocasiona un fenotipo dependiente de

la funcion de éstos (Rodriguez Valentin et.al, 2006).

Evaluacion de la capacidad de cortejo

Para evaluar la capacidad de las moscas para cortejar y aparearse se colocaron machos
mutantes y White- con hembras white- en camaras de cortejo de 10 mm de diametro y 4
mm de alto, sin anestesiarlas, aspirandolas con una manguera para transferirlas de los
viales a éstas y se coloca una pareja por camara. Inmediatamente después se empezo a
grabar a las moscas con una camara de video durante 10 minutos. Después se analizaron
los videos y se midieron tres parametros, el indice de cortejo definido como el tiempo
que pasan las moscas en todas las etapas de cortejo, el indice de extension de alas,
definido como el tiempo que los machos pasan cantando y el nimero de veces que cada
macho intenta copular. Adicionalmente se compard qué proporcion del indice de cortejo
los machos pasan cantando. Estos parametros se midieron manualmente con un

crondémetro viendo los videos obtenidos.
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Las moscas, tanto machos como hembras fueron recolectados virgenes (antes 12 horas
transcurridas a 18 °C o 7 horas transcurridas a 25 °C después de eclosionar), los machos
se mantuvieron por separado en viales individuales por 5 dias antes de realizar las
pruebas mientras que las hembras se mantuvieron en grupo también por 5 dias antes de
las pruebas, las cuales se llevaron a cabo entre las 3:30 y 6:30 pm ya que uno de los

momentos en que son mas activas las moscas es alrededor de las 5 pm.

Se evalud la interaccion de distintas combinaciones de parejas con distinto genotipo:
L75/TNT & con White @ y los respectivos controles L75 &' con White Q; White & con
White @ y TNT & con White Q.

Mapeo de las neuronas que dirigen la expresion del elemento-P con Gal4

Se cruzd la linea con el patrén de expresion de Gal4 que dio origen al fenotipo de
esterilidad con una linea que contiene el inserto UAS-GFP y otra que contiene el inserto
UAS-GFP MCD8. Se llevaron a cabo disecciones del SNC de la progenie heterdziga
Gal4/UAS-GFP y de la progenie heteroziga Gal4/UAS-GFP MCDS8 y se observaron en
el microscopio de fluorescencia y en el microscopio confocal para determinar las
neuronas que la TNT desactivd y establecer su localizacion y el destino de sus

proyecciones.

Se extrajo el SNC de machos y hembras L75;GFP y L75;GFP-MCDS8 de entre 5y 7
dias de edad en buffer PBS, inmediatamente después se transfirieron a una solucion de
formaldehido al 4 % en buffer de fosfato de sodio dibasico 100 mM a pH 7.4 y se
mantuvieron ahi durante 20 min. Después se realizaron dos lavados con el mismo buffer
de fosfato que se utiliz6 para hacer la solucion de paraformaldehido. Al terminar se
colocd una gota de unos 100 pL de citifluor en un cubreobjetos rectangular y con
cuidado se transfirieron los cerebors a esta gota. Posteriormente, se cubrid la gota con

un cubreobjetos circular y se roded la orilla de éste con barniz de ufias.
Mapeo del sitio de insercion del elemento-P
Se determino el sitio de insercion del elemento-P que contiene Gal 4 en la linea L 75

mediante PCR inverso y la posterior secuenciacion del producto obtenido. Se utilizaron
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cuatro enzimas de digestion para digerir el DNA extraido mediante el método de fenol-
cloroformo: Pstl, Xbal, Sau3Al y Mspl. Posteriormente las digestiones se ligaron con
Ligasa en una concentracion de alrededor de 1 ug/ pl y amplificadas por PCR por 40
ciclos utilizando oligos en el extremo 5’del elemento: 5'"GCG GCC GCA AGC TTA
ACA AGC 3" (5" _Fwd*) y 5'CTG AAT TTA AGT GTA TAC TTC GG 3" (5"_Rev¥).
Como control positivo se utilizaron los oligos: 5’"CGT CAC AGA TAG ATT GGC TTC
AGT GG 3’ (Gal4 Fwd) y 5°GCG TCG GTG AGT GCA CGA TAG GGC 3’ (Gal4
Rev) los cuales amplifican una region de 470 pb del gen Gal 4. Para la secuenciacion
del producto, se utilizo el oligo S’ AAGTGCGACATCATCATCGG 3’ (5'Fwd2) el cual

aparea en el elemento-P (Fig 5).

SFwd * 5 Fwd? Gald Fwd
5 144 164 801 &0 3
¥ 5 5 ,
500 72 5
5'Rev * Gald Rev

Figura 5. Oligos utilizados para mapear la insercion del elemento-P en la linea L75 mediante PCR
inverso. Los oligos 5'Fwd* y 5'Rev* fueron utilizados para el PCR inverso, los oligos Gal4 Fwd y Gal4
Rev fueron utilizados para la reaccién del control positivo y el oligo 5'Fwd2 fue utilizado para secuenciar

el producto del PCR inverso. El elemento-P mide 11.279 kb.

Una vez obtenida la secuencia del producto del PCR inverso, se mandaron a hacer
nuevos oligos para corroborar el sitio de insercion y se mandaron a secuenciar los

productos obtenidos de los PCR con estos nuevos oligos.

Para amplificar y secuenciar la region adyacente al extremo 5°del elemento P, se mando
a hacer el siguiente oligo: 5’GAA TAT CGT GCT GCC TAG CC 3’ (Sqd) que aparea
en el gen sqd, del cual se obtuvo la secuencia, y se realizo un PCR utilizando este oligo
en combinacion con el oligo 5 Rev* antes mencionado y también en combinaciéon con
el oligo 5’"GCCAATCTATCTGTGACGGC 3" (5'Rev2) que también aparea cerca del
extremo 5” en el elemento-P (Fig 6). Para secuenciar los productos de ambas reacciones

se utilizaron los oligos Sqd y 5'Rev* (Fig 6).
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Figura 6. Oligos utilizados para comprobar el sitio de insercion del elemento-P alrededor de su extremo 5°
en la linea L75. Se llevaron a cabo reacciones con dos combinaciones de oligos, Sqd junto con 5'Rev* y
Sqd junto con 5'Rev2. Para secuenciar los productos de ambas reacciones se utilizaron los oligos Sqd y

5'Rev*.

Para amplificar y secuenciar la region adyacente al extremo 3" del elemento-P se
mandaron a hacer los siguientes oligos: 5" TAT GCA GCC GCC ATT TTG GG 3" (Sqd
Revl) y 5" TGG CAA CTC CAA ACA ACG CC 3’ (Sqd Rev2) los cuales aparean en el
gen del cual se obtuvo la secuencia y el oligo 5 ACC CCA CGG ACA TGC TAA GG
3" (Ele-P 3'1) que aparea dentro del elemento-P y se realizd6 un PCR con las tres
combinaciones de estos oligos (Fig 7). Para secuenciar los productos de ambas

reacciones se utilizaron los oligos Ele-P 3'1 y Sqd Rev1 (Fig 7).

Ele-P 31

10903 10927

1194 1213 1351 1370
Sqd Revl 5qd Rev2

Figura 7. Oligos utilizados para comprobar el sitio de insercion del elemento-P alrededor de su extremo 3’
en la linea L75. Se llevaron a cabo reacciones con dos combinaciones de oligos, Ele-P 3’1 junto con Sqd
Revl y Ele-P 371 junto con Sqd Rev2. Para secuenciar los productos de ambas reacciones se utilizaron los

oligos Ele-P 3'1 y Sqd Revl.

22



Resultados

Para encontrar fenotipos relacionados con fertilidad se cruzaron lineas de moscas que
tienen una insercion con Gal4 con moscas homozigas para una insercion con UAS-TNT
y la progenie de estas cruzas que heredo la insercion con Gal4, tanto machos como

hembras, fue colocada con moscas white- (Tabla 1).

Cruzas y fenotipos de fertilidad encontrados

Lineas Gal4 +TNT Fenotipo
Hembras Machos
L 82 Fértil Fértil
L73 Letal Letal
L21 Letal Letal
L114 Letal Letal
L110 Letal Letal
L12 Letal Letal
L14 Letal Letal
L 15 Fértil Fértil
L19 Letal en X Letal en X
L10 Letal en X Letal en X
L101 Letal en X Letal en X
BL4894/5M6B Fértil No aplica
14 AR Fértil Fértil
L84 Letal Letal
L111 Letal Letal
L124 Fértil No aplica
L13 Letal Letal
CM 8* Letal Letal
L83 Letal Letal
L99 Letal Letal
L118 Letal Letal
Lnbhg Letal Letal
L75 Fértiles, problemas motores “Estériles”, problemas
motores
L5 Letal Letal
L x Fértil Fértil
cM9 Letal Letal
CM4 Letal Letal
cM2 Letal Letal
CM 11* Letal Letal
CM 12* Fértil Fértil
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CM 16 Fértil Fértil
CM 16* Fértil Fértil
CM 16** Fértil Fértil

cM7 Letal Letal

CM 10 Poco fértil Fértil

CM 12 Poco fértil Fértil

L91 Letal Letal

L92(1) Letal Letal

L 92(2) Letal Letal

L93* Letal Letal

L 96 Letal Letal

L 103 Poco fértil No aplica

L 102 Letal en X Letal en X

L 105* Letal en X Letal en X
L 1052%* Letal en X Letal en X

L119 Letal Letal

L104 Letal en X Letal en X

L 103* Letal en X Letal en X

L120 Letal en X Letal en X

L123 Letal en X Letal en X
L1112* Letal en X Letal en X

L126 Fértil Fértil

L121 Letal en X Letal en X

L 105 Letal en X Letal en X

L 107 Letal en X Letal en X

L112 Fértiles No aplica
L4 Fértiles Fértiles
L2 Letal Letal
L24 Letal Letal
L90 Letal Letal

L122 Letal en X Letal en X

Lnchnd Letal en X Letal en X

Ln5 Letal en X Letal en X

Lndis Letal en X Letal en X

Lnshnd Letal en X Letal en X

Lncj Letal en X Letal en X
Lndtsv Letal en X Letal en X
Lnog* Letal en X Letal en X
Lx1* Letal en X Letal en X
Lx1 Letalen 3 Letalen 3
Ldoce Letal en X Letal en X
L3 Fértiles “Infértiles”
Lt Fértiles “Infértiles”
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Lndtsch Letal en X Letal en X
Lnm Letal en X Letal en X
L108 Letal en X Letal en X

Lnchd Letal en X Letal en X
Lnpnd Letal en X Letal en X
Lmp Letal en X Letal en X
Lnch Letal en X Letal en X
R68 Fértiles Fértiles

R17 Letal Letal
R60 Fértiles Fértiles
R3 Fértiles Fértiles
R58 Fértiles Fértiles
Cm?2 Fértiles Fértiles
R18 Poco fértiles “Infértiles”

Tabla 1. Tabla de cruzas. Siete lineas mostraron un fenotipo relacionado con fertilidad, L75 (&), CM10

(9), CM12 (), L103 (), L3 (3), Lt () y R18 (8 y Q). Los nombres de las lineas son arbitrarios.

La razon de que en algunas cruzas no se obtuvo un fenotipo de los machos es que la
insercion se encuentra en el cromosoma X por lo que solo se obtuvieron hembras que la

heredaran. Muchas de las inserciones letales también se encontraban en el X.

Las hembras de la progenie obtenida de las cruzas de las lineas CM10, CM12, L103 y
R18 con la linea TNT presentaron un fenotipo de fertilidad reducida y los machos de la
progenie obtenida de las cruzas de las lineas L75, L3, Lt y R18 con la linea TNT
presentaron un fenotipo de esterilidad. Las cruzas se realizaron por duplicado para cada

una de estas lineas y en el caso de la L75 se realizaron dos repeticiones.

Los machos L75/TNT no tuvieron descendencia al ser colocados con hembras silvestres
tanto en la primera cruza como en las repeticiones mientras que las hembras del mismo
genotipo son fértiles. Estos machos asi como las hembras del mismo genotipo
manifiestan problemas motores, una falta de coordinaciéon, con frecuencia mueren
pegadas a la comida, tardan mds en voltearse una vez que caen de espaldas, su respuesta
de geotaxis negativa es mas lenta y en general se mueven mas lento y son menos
coordinadas que las moscas silvestres y que los parentales. La combinacion del

elemento-P de la linea L75 junto con la toxina de tétanos es semiletal ya que en lugar de
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la proporcion del 50% que se esperaria que nacieran con la combinacion de ambos
elementos, solo alrededor del 21% de las moscas que eclosionan los heredan ambos. La
insercion de la linea L75 es semiletal ya que so6lo alrededor del 8% de los individuos

que nacen son homodzigos y de €stos los machos son infértiles.

Cabe notar que los machos L75/TNT si ejecutan el ritual de cortejo y que las hembras
silvestres con las que se colocan responden a la cancidon de cortejo y depositan huevos
sin fertilizar, aunque esto ultimo podria deberse a que el cortejo de los machos estimula
a las hembras a ovopositar aunque no copulen. La incapacidad de los machos L75/TNT
para reproducirse se puede deber a un problema motor y no a un problema de fertilidad

o de comportamiento.

Pruebas de cortejo y apareamiento

Para determinar si la razén por la cual los machos L75;TNT no tienen descendencia al
ser colocados junto con hembras white- es una alteracion conductual, se midieron los
siguientes parametros del cortejo de machos L75;TNT y de los respectivos controles
white-, L75;TM2 y TNT: Indice de cortejo (IC), indice de extension de ala (IEA), la
relacion entre el indice de extension de ala y el indice de cortejo (IEA/IC) y el nlimero
de los intentos de copula. En el caso del IC, el IEA y los intentos de apareamiento, no
hubo diferencias significativas entre los machos L75;TNT y los controles (Fig. 8 a,b y
c¢). El unico parametro en el que hubo diferencias significativas entre los machos

L75;TNT y los controles fue en (IEA/IC) (Fig. 8 d).

Ninguno de los machos L75;TNT copul6 en las pruebas, incluso cuando se dejaron en
las cdmaras con las hembras por mas de 10 min, mientras que en los controles hubo
varios individuos que lo hicieron (Tabla 2). El control en que menos individuos
copularon fue el de los machos TNT (Tabla 2). Los machos L75;TNT no podian doblar

el abdomen como los machos control cuando intentaban copular.
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Figura 8. La proporcion del tiempo de cortejo que los machos L75;TNT pasan ejecutando la cancion de
cortejo es mayor que en los controles pero no muestran una diferencia significativa con respecto a los
demas parametros del cortejo. a) Indice de cortejo. b) Indice de extension de ala. ¢) Intentos de copula. d)
Relacion entre el Indice de extension de ala y el indice de cortejo. n=16, 16, 16 y 14 para White-,
L75;TM2, TNT y L75;TNT respectivamente. Se muestra el error estandar. p < 0.0000051 *, p<0.0000002
** y p<0.0035925 *** (ANOVA y prueba de Tukey).
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Genotipo Numero total de machos Porcentaje de machos que
copularon

White- 16 62.5

L75;TM2 16 81.25

TNT 16 31.25

L75;TNT 14 0

Tabla 2. Porcentaje de machos que copularon antes de 10 min del total de machos que fueron sometidos a
las pruebas de cortejo y apareamiento. Los datos se muestran para cada genotipo que se probd. Ninguno
de los machos L75;TNT copuld.

Neuronas capturadas por el elemento-P en la linea L75.

Para mapear las neuronas desactivadas por la TNT se realizaron disecciones del SNC
tanto de machos como de hembras L75/GFP y L75/GFP MCDS8, las cuales se
observaron en el microscopio de fluorescencia y en el confocal. Se observo que el
patron de expresion de GFP dirigido por el driver de la insercion de Gal4 era
generalizado, se detectaron numerosas neuronas marcadas en el cerebro y en el ganglio
toracico abdominal tanto en machos como en hembras, entre los cuales no se observaron
diferencias significativas (Figs 9, 10, 11 y 12). En el cerebro se marcaron las células de
Kenyon, neuronas alrededor de los 16bulos antenales, neuronas peptidérgicas en la parte
posterior dorsal, en la parte posterior, en la parte ventrolateral y en el ganglio
subesofagico; también los 16bulos de los cuerpos fungiformes y el cuerpo en forma de

abanico mostraron expresion de GFP (Figs 9 y 10).

En el ganglio tordcico abdominal, se marcaron neuronas en la parte anterior ventral del
primer y el segundo l6bulos, pero la mayor cantidad de neuronas marcadas se encontrd
en el lobulo posterior, en el cual se observa un grupo de neuronas en hilera que se
extiende hasta la punta por la parte central de éste, mientras que dos grupos de neuronas
grandes se extienden alrededor del centro de la parte posterior del ganglio (Figs 11 y
12). Cabe destacar un conjunto de 3 pares de neuronas conectadas entre si de gran
tamafio a los lados del centro del l6bulo (Fig 12). Ademas de los cuerpos neuronales
que se observaron en el ganglio, también se observaron muchas proyecciones marcadas,
algunas proviniendo del cerebro y otras originandose en el ganglio (Figs 11 y 12).
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A) J&'Vista anterior.

B) d'Vista posterior.

Figura 9. Neuronas capturadas por la insercion del elemento-P en el cerebro de un macho de la linea L75
marcadas con GFP. Se muestra la parte anterior (A) y la posterior (B) del cerebro. Las flechas sefialan los
cuerpos fungiformes (a), el cuerpo en forma de abanico (b), neuronas en el ganglio subesofagico (c),
neuronas en la parte ventrolateral (d) en la parte dorsal (e), las células de kenyon (f) y neuronas dispersas
tanto en la parte posterior y anterior (g). A la izquierda se muestran esquemas con las estructuras

sefialadas. n=20
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A) @ Vista anterior.

B) @ Vista posterior

Figura 10. Neuronas capturadas por la insercion del elemento-P en el cerebro de una hembra de la linea
L75 marcadas con GFP. Se muestra la parte anterior (A) y la posterior (B) del cerebro. Las flechas
muestran los cuerpos fungiformes (a), el cuerpo en forma de abanico (b), neuronas en el ganglio
subesofagico (c), neuronas en la parte ventrolateral (d) en la parte dorsal (e), las células de kenyon (f) y
neuronas dispersas tanto en la parte posterior y anterior (g). A la izquierda se muestran esquemas con las

estructuras sefialadas. n=15
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A)d

B) §

Figura 11. Neuronas capturadas por la insercion del elemento-P en el ganglio toracico abdominal de la
linea L75 marcadas con GFP. No hay diferencias evidentes entre machos (A) y hembras (B). Las flechas
muestran una hilera central (a), dos hileras laterales de neuronas pareadas en el 16bulo posterior (b),
cuerpos neuronales en la parte anterior del primer y segundo lobulos (c) y proyecciones (d). A la

izquierda se muestra un esquema con las estructuras sefialadas. $n=20, 9n=15
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A)d

B) ¢

Figura 12. Neuronas capturadas por la insercion del elemento-P en el 16bulo posterior del ganglio toracico
abdominal de la linea L75 marcadas con GFP-MCD8. Se distinguen grandes neuronas pareadas a los

lados tanto en machos (A) como en hembras (B). 3n=10, $n=10
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Sitio de insercion del elemento-P en la linea L75.

Para mapear el sitio de insercion del elemento-P con Gal4 se realizaron PCRs inversos
de DNA genomico digerido con dos enzimas de restriccion, Pstl y Mspl. Solo se obtuvo
producto en el PCR inverso a partir de las digestiones con Mspl. El corte mas cercano al
extremo 5" del elemento-P por esta enzima es en la base 857. El fragmento que se

amplifico fue de alrededor de 1000 pb (Fig 13).

Figura 13. Producto del PCR inverso. La flecha sefiala un producto de alrededor de 1000 pb compuesto

por el extremo 5” del elemento-P y una seccion de DNA gendmico.
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El producto de PCR que se mandd a secuenciar contenia una secuencia que
correspondia al gen squid, localizado en el brazo derecho del cromosoma 3 (Fig 14).
Para comprobar que el elemento-P en la linea L75 se encontraba insertado en este gen,
se realizaron PCRs para amplificar el extremo 5° del elemento-P junto con la region
genomica adyacente a éste con el oligo Sqd en combinacion con los oligos 5° Rev* y
5" Rev2, mientras que se realizaron PCR’s para amplificar el extremo 3’del elemento-P
junto con la region gendmica adyacente a éste con el oligo Ele-P 3’1 en combinacioén

con los oligos Sqd Rev1 y Sqd Rev2.
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Figura 14. El elemento P {Gaw B} en la linea L 75 se encuentra insertado en un intrén del gen squid
localizado en el brazo derecho del cromosoma 3. El triangulo vino muestra el sitio de insercion en la base

9461964 del cromosoma (Flybase).

Los productos obtenidos en estas reacciones fueron de alrededor de 500 pb para una
combinacion de oligos y de alrededor de 1000 pb para la otra combinacion de oligos en
el caso del extremo 5 del elemento-P (Fig 15). En el caso del extremo 3" del elemento-
P, los productos obtenidos en las reacciones fueron de alrededor de 700 pb para una
combinacion de oligos y de alrededor de 900 pb para la otra combinacion de oligos (Fig
16). Los pesos moleculares de los productos coincidieron con los pesos moleculares
esperados en base a la secuencia inicial que se obtuvo a partir del PCR inverso.
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Figura 15. Comprobacion del sitio de insercion del elemento-P adyacente al extremo 5° del mismo. Se
muestra un producto de alrededor de 500 pb con la primera combinacion de oligos (carril 3) y un
producto de alrededor de 1000 pb con la segunda combinacion de oligos (carril 4) para amplificar el

extremo 5” del elemento-P y la region gendmica adyacente.
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Figura 16. Comprobacion del sitio de insercion del elemento-P adyacente al extremo 3" del mismo. Se
muestra un producto de alrededor de 700 pb con la primera combinacion de oligos (carril 3) y otro de
alrededor de 900 pb con la segunda combinacion (carril 4) para amplificar el extremo 3" del elemento-P y

la region gendmica adyacente.

Los productos de PCR se mandaron a secuenciar y se pudo determinar que el elemento-
P se encuentra insertado entre la base 750 del gen squid y una pequefia repeticion de 8
nucledtidos correspondientes al segmento 743-750 del mismo gen. Esto de acuerdo a la
secuencia del gen squid en la base de datos de Flybase. Esta region corresponde al

primer intrén del gen.
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Discusion

De las siete lineas que presentaron un fenotipo de esterilidad o de fertilidad reducida al
expresar TNT del total de las 86 lineas que se probaron, en cuatro, las hembras
presentaron un fenotipo de fertilidad reducida y en cuatro, los machos presentaron un
fenotipo de esterilidad. No se cuantifico la cantidad de crias que tenian las hembras con
fenotipo de fertilidad reducida, pero se trataba de una reduccion lo suficientemente
drastica para ser evidente. De las lineas que presentaron un fenotipo de esterilidad, la
L75 se estudio mas a fondo por ser la primera linea que se encontré que presentd este

fenotipo.

De los parametros que fueron medidos en las pruebas de cortejo y apareamiento, el
unico en el que hay una diferencia significativa entre los machos L75;TNT y los
controles, fue la relacion entre el indice de extension de ala y el indice de cortejo. Esta
diferencia conductual puede atribuirse a una desregulaciéon de las neuronas que
codifican el programa motor de la cancidén de cortejo o a que al presentar dificultades

para intentar la copulacion permanecen mas tiempo en la etapa de canto.

La infertilidad de los machos L75/TNT probablemente se debe a que los problemas
motores que presentan les impiden copular ya que para copular los machos deben
realizar un rapido movimiento en el que se montan a la hembra, doblan el abdomen y la
penetran. Debido a que las hembras so6lo tienen que permanecer estaticas, abrir las alas y
la placa vaginal para copular, los problemas motores que presentan no les impiden
aparearse. Por lo que algunas de las neuronas desactivadas en estas moscas por accion
de la TNT pueden estar regulando la contraccion de algunos de los musculos del
abdomen que los machos utilizan para realizar los movimientos requeridos durante el

apareamiento.

Los cerebros presentan tres pares de neuronas marcadas en la seccion posterior del
ganglio toracico abdominal, algunas neuronas grandes en el cerebro, asi como un patréon
de proyecciones que recorren el ganglio. Las diferencias observadas podrian deberse a
dafios ejercidos al tejido durante las disecciones y a diferencias en la preparacion de las
muestras y la fijacion de las mismas mas que a diferencias intrinsecas al patrén de
expresion.
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Probablemente las neuronas responsables del fenotipo de déficit en la copula de los
machos L75/TNT son las neuronas en la seccidon mas posterior del ganglio toracico
abdominal que se marcan al expresar GFP en las moscas L75. Esto se debe a que estos
machos pueden llevar a cabo todos los pasos de cortejo y este programa motor es
ejecutado por neuronas que se encuentran organizadas a lo largo del ganglio toracico
abdominal (Hall, 1978, Dylan y Miesenbo, 2008). Las neuronas que regulan los
movimientos del abdomen necesarios para el apareamiento deben encontrarse en la
ultima seccion del ganglio tordcico abdominal, ya que esta seccidon regula la contraccion
de los musculos mas posteriores del abdomen. Otra alternativa es que los machos
L75/TNT no logren copular por un problema motor o de coordinacion mas generalizado
como consecuencia del patron extensivo de expresion de sqd en el SNC y no debido a la
desactivacion de un circuito neuronal discreto que se encuentre involucrado
especificamente en el apareamiento per se. No obstante, la baja frecuencia de intentos
de copulacién y que €stos consisten en una débil contraccion del abdomen insuficiente
para hacer contacto con la hembra sugiere que ademés del problema motor y de
coordinacion generalizado, estas moscas presentan un fenotipo de copulacion deficiente.
Este fenotipo es similar al que ha sido observado en los mutantes cel y plt (Yamamoto,
1997); por lo que es factible que por lo menos algunas de las neuronas que expresan sqd
involucradas en la copula y algunas de las que expresan cel y plt involucradas en este

fendmeno sean las mismas.

Dada la participacion de las neuronas que expresan fru en el comportamiento
reproductivo de los machos de Drosophila y a que algunos mutantes en este gen a pesar
de que cortejan indiscriminadamente no copulan (Manoli y Baker, 2004, Stockinger et
al., 2005); podria ser que algunas de las neuronas involucradas en copulacion que

expresen sqd también expresan fru.

Numerosas neuronas fueron desactivadas tanto en el cerebro como en el ganglio
toracico abdominal, sin embargo, no todas ellas necesariamente contribuyen al fenotipo
observado. Como se mencion0, podria tratarse de neuronas motoras que directamente
estimulen algunos de los musculos abdominales que las moscas requieren para
aparearse pero también podria tratarse de interneuronas que regulen la actividad de
dichas neuronas motoras o ambas. La expresion de GFP de las moscas L75; GFP y
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L75;GFP-MCDS8 en los nervios que surgen del ganglio sugiere que algunas de las
neuronas desactivadas envian proyecciones a los musculos. Ademads, algunas neuronas
que fueron capturadas envian proyecciones hacia el cuerpo en forma de abanico, una
estructura del complejo central que se encuentra involucrada en la coordinaciéon motora.
También fueron capturadas algunas neuronas de Kenyon y los l6bulos anteriores de los
cuerpos fungiformes por lo que estas moscas probablemente presenten problemas de

memoria y aprendizaje.

Determinar exactamente cudales de todas las neuronas que fueron desactivadas en los
machos L75 estan involucradas en regular el apareamiento requerird experimentos mas
complejos como la generacion de mosaicos genéticos con los que se podria restringir
aun mas el nimero de neuronas desactivadas (Lee y Luo, 1999). De manera similar
ocurre con la determinacion de los tipos de neuronas, que fueron desactivada, el tamafio
de algunas de éstas indica que se trata de neuronas peptidérgicas, no obstante, para
establecer qué tipo o tipos de neuronas peptidérgicas son, haria falta hacer
inmunotinciones de marcadores especificos para distintos tipos de neuronas en cerebros
de moscas L75;GFP, no so6lo para determinar la identidad de las neuronas peptidérgicas

sino también del resto de neuronas que expresan sqd.

Los heter6zigos para la insercion de la linea L75 no presentan ningun fenotipo aparente,
ni morfoldgico ni conductual, como lo atestigua su desempefio durante las pruebas de
cortejo y apareamiento mientras que la insercidon homéziga es semiletal y tampoco
causa un fenotipo morfologico aparente. Esto puede ser consecuencia de que el
elemento-P se encuentra insertado en un intron del gen sqd por lo que puede estar
afectando su splicing, ya que es un inserto de 11.279 kb, pero sin inhibirlo por
completo, de tal forma que algunos homdzigos logren desarrollarse y sobrevivir.
Alternativamente, la insercion podria estar afectando un sitio regulatorio del gen que se

encuentre dentro del intron.

La insercion L75 aunada a la toxina de tétanos es semiletal, lo cual puede explicarse
como un efecto de la expresion generalizada del gen sqd en el SNC. Los machos L75
homozigos son infértiles al igual que los machos heter6zigos L75 que expresan la toxina
de tétanos, de tal manera que la expresion de la toxina podria estar fenocopiando el
fenotipo de déficit en el apareamiento de los homdzigos. Esto sugiere que las neuronas
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que expresan sqd involucradas en la copula no se desarrollan correctamente en los

homozigos a causa de una reduccion en la produccion de la proteina Sqd.

El gen squid, donde se encuentra insertado el elemento-P en la linea L75, pertenece a
una familia de genes conocidos como ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas. Estas
proteinas se unen a RNAs nucleares para formar complejos con los transcritos
producidos por la RNA polimerasa II y participan en una amplia gama de procesos
celulares como transcripcion, procesamiento de pre-mRNA en el nucleo, asi como

traduccion y recambio de mRNA citoplasmatico (The Interactive Fly).

Se conocen cuatro transcritos de este gen y a su vez cuatro isoformas de la proteina Sqd,
de las cuales se ha visto que cumplen distintas funciones en la localizacion de gurken
(Norvell et al., 1999) y probablemente de los transcritos de otros genes con los que
interactua. Los procesos biologicos en los que se ha visto que participa este gen son en
el proceso reproductivo, en la especificacion del eje dorsoventral, en la especificacion
del eje del oocito, en regulacion de procesos metabolicos, establecimiento y
mantenimiento de la polaridad del epitelio folicular, en el movimiento de componentes
celulares, en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad del citoesqueleto y en

regulacion negativa del splicing del RNA (Flybase).

La mejor caracterizacion de la funcion de sqd ha sido durante la oogénesis cuando la
proteina Sqd se une a la region 3" no traducida del mRNA de los genes gurken y oskar,
genes maternos que codifican para proteinas que contribuyen a determinar los ejes
anteroposterior y dorsoventral del oocito, y junto con la proteina Bruno, y al parecer
mediante su interaccion con la proteina motora Dineina, participa en la localizacion del
mRNA de gurken en la region anterior dorsal a la vez que inhibe su traduccion mientras
que participa en la localizacion del mRNA de oskar en la parte posterior del oocito
(Norvell et al., 2005, Céaceres y Nilson, 2009 y The Interactive Fly). También se ha
demostrado que este gen determina que los transcritos de fushi tarazu se localicen

apicalmente de los nucleos en los blastodermos (Lall et al., 1999).

La funcion del gen sqd so6lo ha sido estudiada en etapas tempranas del desarrollo, nunca
en el sistema nervioso. Ya que el gen sqd esta involucrado en la determinacion de la
polaridad de los embriones, es probable que en las neuronas en las que se expresa,
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también lleve a cabo una funcioén similar, determinando la polaridad de las mismas,
aunque debido a que no se expresa en todas las neuronas, tal vez s6lo determina la
distribucion de uno o més componentes de las neuronas en donde se expresa de tal
modo que puede no ser un determinante de la morfologia polarizada éstas pero si influir

en su funcion.

Como la funcion del gen sqd en etapas del desarrollo posteriores al establecimiento de
la polaridad del embriéon no ha sido estudiada, la linea L75, en virtud de tener una
insercion que no es letal de un elemento-P con Gal4 en este gen, ofrece una buena
oportunidad para estudiar la participacion de sqd a lo largo del desarrollo tanto en el

sistema nervioso como en otros tejidos.
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Perspectivas

Tomar mas videos de los machos L75;TNT asi como de los respectivos controles y

medir los distintos parametros del cortejo y el apareamiento en machos L75 homoézigos.

Evaluar si las hembras homozigas para la insercion L75 son fértiles.

Establecer una linea con el genotipo GFP/GFP;L75/TM2 para realizar disecciones del
SNC de machos homozigos para la insercion L75 que expresen GFP y compararlos con

el SNC de los machos heterdzigos para la insercion L75 que expresen GFP.

Hacer disecciones del abdomen de machos L75 tanto homozigos como heterdzigos que
expresen GFP o alguna variante de ésta para determinar que musculos y estructuras son

inervadas por las neuronas que expresan sqd.

Cuantificar mediante Western Blots la diferencia en la produccion de la proteina Sqd

entre los machos homozigos y heterdzigos para la insercion L75.

Realizar inmunotinciones de marcadores especificos de distintos tipos neuronales en
cerebros de machos L75;GFP para determinar la identidad de algunas de las neuronas
que fueron capturadas. En especial con anticuerpos contra Fru y si es posible con

anticuerpos contra Cel y Plt.

Cruzar moscas que expresen Gal4 bajo el promotor de elav con moscas que tengan una
insercion con un iRNA especifico para sqd bajo una secuencia UAS para ver si se puede
reproducir en los machos de la progenie el fenotipo de déficit en apareamiento que
muestran los machos L75;TNT reduciendo la expresion de sqd tnicamente en el sistema

nervioso.
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