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RESUMEN

Para este estudio aislamos mutaciones en un gen de Drosophila melanogaster al
que llamamos tecuzitécatl (tecu) que codifica para una fosfolipasa tipo A2. Encontramos
que fecu se expresa en un grupo de células de Kenyon (CK), las cuales son las células
intrinsecas de los cuerpos setiferos (CS) del cerebro. Aqui mostramos que las mutacio-
nes en este gen conducen a respuestas conductuales defectuosas en los paradigmas
visuales. Comparamos directamente las respuestas del control (yw) y dos lineas tecu
mutantes, tecu’ y tecu?, que tienen alelos con inserciones de un elemento P en diferentes
lugares del locus. Ambas lineas mutantes y el control tienen el mismo fondo genético. Un
ensayo de fototaxis en larvas revel6 que las lineas mutantes migran mas hacia la luz que
la linea yw. En un ensayo de contracorriente en adultos observamos ademas que las
lineas mutantes tienen una respuesta deficiente a la luz (tienen fototaxis que de manera
significativa es menos positiva). Para dilucidar si las mutaciones en tecu, ademas de cau-
sar un deterioro en el comportamiento de la mosca, tienen también un fenotipo mutante
de la funcidn de los fotorreceptores, realizamos electrorretinogramas (ERG) en adultos
control y mutantes. Los ERG sugieren que la comunicacion de los fotorreceptores con las
células de la lamina (L1 y L2) del I6bulo 6ptico del cerebro esta algo comprometida. En
conjunto, estos resultados muestran que tecu tiene un papel importante en el procesa-

miento de las respuestas visuales en D. melanogaster.

Palabras clave: Células de Kenyon (CK), cuerpos setiferos, ERG, fosfolipasa A2,
fototaxis y tecuzitécatl (tecu).



ABSTRACT

For this study we employed mutations in a gene in Drosophila melanogaster we
named tecuzitécatl (tecu), that encodes a phospholipase A2 expressed at low levels in a
group of Kenyon Cells (KCs). KCs are the intrinsic cells of the mushroom bodies (MB).
Here we show that mutations in this gene lead to faulty behavioral responses in visual
paradigms. We directly compared responses of control (yw) and two mutant fecu strains:
tecu’ and tecu?. Both mutations consist in P element insertions in different regions of the
tecu locus. Mutant and control strains share the same genetic background. We first per-
formed a larval phototaxis assay. Results show that tecu mutant individuals present sig-
nificantly different responses (they migrate more towards the light) than yw control indi-
viduals. We also performed an adult countercurrent assay, where tecu mutant individuals
have a deficient response to light (they have significantly less positive phototaxis). To
elucidate whether mutations in tecu, apart from causing an impairment in fly behavior,
also cause an impairment in photoreceptor function, we performed electroretinograms on
control and mutant flies. Electroretinogram results are consistent with photoreceptor syn-
aptic communication being somewhat compromised with optic lobe laminar cells (L1 and
L2). Taken together, these results show that tecu has an important role processing visual

responses in D. melanogaster.

Key words: Electroretinograms, Kenyon cells, mushroom bodies, phospholipase
A2, phototaxis and tecuzitécatl (tecu).
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INTRODUCCION

La complejidad de la retina de los insectos es algo estupendo, desconcertante y sin prece-

dentes en otros animales ... Comparado con la retina de estos aparentemente humildes represen-
tantes de la vida ... la retina de las aves, o de los mamiferos superiores parece algo tosco, grosero
y deplorablemente elemental.

—Ramén y Cajal (1937), Recuerdos de mi vida

Uno de los objetivos clave de las neurociencias es comprender cémo los circuitos
especificos de las células cerebrales permiten que los animales respondan de manera
optima al mundo en constante cambio que los rodea. Estos procesos se estudian mas
facilmente en cerebros con un menor numero de neuronas, y la mosca de la fruta (debido
a su tamafno, su ciclo de vida y su conjunto de herramientas genéticas bien desarrolla-
das), se usa de manera amplia no solo para estudiar los genes sino los circuitos que

subyacen al aprendizaje y la conducta.

El cerebro de Drosophila melanogaster (D. melanogaster) procesa informacion ob-
tenida a partir de diferentes estimulos sensoriales durante su vida. La informacién de
diversas modalidades sensoriales como el olfato y la vision se procesan, al menos de
manera parcial, en los CS que son el sustrato neural en donde las hipétesis vigentes
proponen que se detectan las coincidencias temporales de estimulos sensoriales para
generar memorias (Barth & Heisenberg, 1997; Brembs & Wiener, 2006; Riesgo-Escovar
et al., 1995; Yamagata et al., 2015).

En este trabajo se caracteriz6 en detalle los fenotipos conductuales de tecu  en
respuesta a estimulos visuales. Ademas, se sabe por estudios preliminares que aproxi-
madamente el 10% del total de las CK presentes en los CS expresan tecu (Suplementaria
A).
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También se realizaron pruebas de comportamiento, ERG y analisis de compara-
cion de transcritos para estudiar los fenotipos mutantes de tecu en respuesta a estimulos

sensoriales visuales y se identifico a las CK que expresan tecu.
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ANTECEDENTES

Sistema visual en D. melanogaster

Estructura del ojo de D. melanogaster

Los ojos compuestos de D. melanogaster tienen la capacidad para detectar colo-
res, movimientos, luz polarizada y luz ultravioleta. Cada ojo compuesto esta conformado
por 750-800 omatidios que cubren 330° en acimut y 180° en elevacion, proporcionando
una vision de campo amplio a las moscas (Hardie, 1985; Heisenberg & Wolf, 1984). Los
omatidios contienen fotorreceptores o células R, las cuales se dividen en tres clases: R1

a R6, que son los fotorreceptores externos y los fotorreceptores internos R7 y R8.

Figura 1. Las células visuales de las larvas de dipteros. A: los ganchos de la boca y el esque-
leto cefalofaringeo de una larva de mosca de tercer estadio. El rectangulo punteado muestra
la posicion de las células sensibles a la luz. El area enmarcada se amplia y se muestra en B.
C: una seccion horizontal a través del extremo anterior del esqueleto faringeo que muestra
las regiones con células sensibles a la luz, sc, células sensibles a la luz; nv, nervio; et, epitelio;
pe, epitelio prismatico; ps, esqueleto faringeo; m, musculos (tomado de Sawin et al., 1994).
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Por otro lado, el sistema visual en larvas es mucho mas simple en comparacion
con el de los adultos. Consta de un par de 6rganos visuales bilaterales u 6rganos de
Bolwig que se encuentran en la cabeza (Figura 1). Cada 6rgano visual esta compuesto
aproximadamente de 12 fotorreceptores, los cuales proyectan axones que forman el ner-
vio optico (o nervio de Bolwig), el cual se extiende desde los fotorreceptores pasa por el
hemisferio larvario ipsilateral, y termina en los Iobulos épticos del cerebro central de la
larva (Campos et al., 1995; Fristrom, 1970; Green et al., 1993).

En estudios recientes en moscas adultas se determiné que el numero total de neu-
ronas en el I6bulo éptico es de aproximadamente 100,000. Esto es comparable al numero
de neuronas del resto del cerebro central, lo que demuestra la importancia y complejidad
del procesamiento visual en esta especie (Raji & Potter, 2021). Ahora se sabe que las
neuronas de proyeccion visual (VPN) llevan esta informacion a las estructuras cerebrales

centrales, incluyendo los glomérulos opticos (OG), el complejo central (CX) y los CS.

Omatidios

Cada omatidio consiste en un cluster de ocho fotorreceptores: seis externos (R1-
R6) y los internos R7 y R8, encontrandose el organo fotosensible o rabdomero del R7 por
arriba del rabdémero del R8. Este acomodo da lugar a dos funciones muy importantes:
la vision del color y la deteccion del vector de la luz polarizada. Todas las células fotorre-
ceptoras tienen un rabdomero conformado por membranas plegadas, las cuales contie-
nen las proteinas fotosensibles denominadas rodopsinas; estas confieren sensibilidad a
los fotorreceptores, dependiendo del tipo de pigmento que expresen (Wernet & Desplan,
2004).

14



DRA Dy Oc

Y
Rha
R7
R8 |

Figura 2. Representacion esquematica de cinco tipos de omatidios en D. melanogaster. Las
barras grises ilustran los rabdémeros de las seis células fotorreceptoras externas (R1 a R6)
que expresan opsina Rh1y que rodean a dos células fotorreceptoras internas (R7 y R8). Los
tipos de omatidios se diferencian por distintas combinaciones de expresion de rodopsinas en
las células fotorreceptoras internas, como se indica mediante barras de colores. Rh3 (rojo),
Rh4 (amarillo), Rh5 (azul), Rh6 (verde) (tomado de Hilbrant et al., 2014). Cada célula fotorre-
ceptora presenta hacia el centro del omatidio un organelo fotosensible llamado rabdémero,
formando por multiples prolongaciones de la membrana celular en forma de microvellosida-
des. Las moscas solo son sensibles a los verdes y azules del espectro visible humano, pero
son sensibles al ultravioleta, y a la luz polarizada.

©

Se pueden distinguir cinco tipos de omatidios basandonos en la expresion de com-
binaciones especificas de rodopsinas en los fotorreceptores internos (Figura 2). En primer
lugar, estan las “amarillos” (y, por sus siglas en inglés) que constituyen aproximadamente
el 70% de todos los omatidios; éstas expresan la rodopsina 4 (Rh4) en el R7, y la rodop-
sina 6 (Rh6), la cual es sensible al verde en los R8. En segundo lugar, estan los omatidios
“palidos” (p, por sus siglas en inglés) que son aproximadamente el 30% del total y expre-
san rodopsina 3 (Rh3) en R7 y la rodopsina 5 (Rh5) en R8 la cual es sensible a luz azul.
De manera adicional estan los omatidios del area del borde dorsal (DRA, por sus siglas
en inglés) que expresan Rh3 tanto en R7 como en R8, los cuales son monocromaticos y
extremadamente sensibles a la polarizacién. Por otro lado, en la mitad dorsal del ojo se
encuentran los dorsales-amarillos (Dy, por sus siglas en inglés) que representan aproxi-
madamente el 10% del total de los omatidios y expresan tanto Rh3 como Rh4 en R7 y
Rh6 en R8 (Hilbrant et al., 2014). El tipo que expresa Rh3 en R7 y Rh6 en R8 representa
el 6% del total y ha sido descrito como “extrafia pareja” (Oc, por sus siglas en inglés).
Para el caso de los fotorreceptores externos, estos expresan la opsina Rh1, la cual con-

fiere una sensibilidad al espectro azul-verde de banda ancha (Amax =478 nm) (Figura 3),
15



con un pico adicional en la luz UV (Feiler et al., 1992; Kirschfeld & Franceschini, 1977;
Salcedo et al., 1999; Sharkey et al., 2020).

1L Rh3 Rh4 Rh6

0.8 +
0.6 -
0.4 +

0.2 +

Sensibilidad normalizada

0 . A
300 350 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 3. Sensibilidades espectrales de los pigmentos visuales Rh3-6 y Rh1 (tomado de
Sharkey et al., 2020).

Los fotorreceptores R1-R6 forman conexiones sinapticas que van desde la retina
hasta el neurdpilo de la lamina en los I6bulos opticos. Los fotorreceptores R7-R8 proyec-
tan sus axones desde la retina a través de la lamina y terminan en dos capas diferentes

de otro neuropilo de los I6bulos opticos, la medula (Ting & Lee, 2007).
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Figura 4. Conectividad en el sistema visual de D. melanogaster. Los comportamientos rela-
cionados con el movimiento dependen de la ruta R1-R6, mientras que la ruta R7/R8 es res-
ponsable de la percepcion del color y los comportamientos relacionados con el color, la luz
polarizada y la luz ultravioleta. Las conexiones sinapticas directas se muestran como flechas.
Cuando se desconoce la conexién directa, se utiliza una flecha con una linea de puntos para
indicar la direccion del flujo de informacion. Las conexiones reciprocas se muestran como una
linea con dos puntas de flecha. Las conexiones acopladas eléctricamente a través de uniones
comunicantes se representan como lineas verdes con circulos verdes. Las flechas de color
rojo indican entradas sinapticas provenientes de otras columnas visuales.

Lébulos épticos

En los I6bulos 6pticos podemos encontrar dos clases de neuronas: interneuronas
y neuronas de proyeccioén (Hofbauer & Campos-Ortega, 1990). Los I6bulos épticos se
dividen en cuatro relevos sinapticos llamados neurdpilos, estos estan conformados cada
uno por cuerpos celulares en la periferia que tienen comunicacion con proyecciones ad-
yacentes y otros cuerpos celulares y son: la lamina, la medula, la I6bula y la placa de la
I6bula. En la lamina se encuentran las neuronas monopolares de la lamina (LMC), las
cuales se dividen en cinco tipos (L1-L5). Cada uno de estos tipos se conecta con un solo
fotorreceptor (formando las columnas de la lamina); después proyectan retinotopica-
mente a la médula. También existen células amacrinas que conectan con varias inter-

neuronas en la misma lamina (Bausenwein et al., 1992; Hofbauer & Campos-Ortega,
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1990; Tuthill et al., 2013). El siguiente neurdpilo de los I6bulos opticos es la medula que
tiene aferencias de los fotorreceptores R7 y R8 y de neuronas monopolares de la lamina.
La médula se divide en 10 capas (M1-M10) (Morante & Desplan, 2004). De M1 a M6 se
le conoce como meédula distal, mientras que de M7 a M10 reciben informacién de la mé-
dula distal y a ese segmento de la médula se le conoce como médula proximal.

La médula contiene aproximadamente 40,000 interneuronas que se dividen en 80
tipos de células. Los tipos se subdividen de acuerdo con sus patrones de proyeccion
(tangenciales y columnares). Las columnares proyectan hacia el complejo lobular, el cual
esta compuesto de la I6bula y la placa de la Iébula (LOP). La l6bula se divide en seis
capas que albergan principalmente a neuronas visuales de proyeccion (VPN). Las neu-
ronas de la l6bula también se dividen en dos categorias: neuronas columnares y neuro-
nas tangenciales. La placa de la I6bula contiene neurdpilos divididos en cuatro capas que
contienen dendritas. Las interneuronas de la placa lobular llamadas células T4 y T5 se
pueden subdividir cada una en cuatro subclases (T4a, b, ¢, d y T5a, b, c, d) que forman
dendritas en solo una de estas cuatro capas. Otras dos clases de interneuronas tienen
entradas presinapticas en la placa de la Iébula y salida postsinaptica en la I6bula: las
neuronas de la placa translobulada (Tlp) y las células Y. Ambas tienen sus cuerpos celu-
lares adyacentes a los de las células T4 y T5. Las células tangenciales de la placa lobular
(LPTC) son neuronas de proyeccion cuya caracterizacion ha proporcionado una gran
comprension del movimiento motor (Figura 4) (Hausen, 1984; Maisak et al., 2013). En
general, las LPTC son sensibles al movimiento visual de manera selectiva en la direccion
(Hausen, 1984). Varios miles de neuronas retinotopicas de salida del complejo de la 16-
bula se segregan en 25 glomérulos 6pticos que constituyen gran parte del protocerebro
lateral (Hausen, 1984). Es asi que toda la informacion visual que deviene de los l6bulos
opticos llega al cerebro central; esta estructuracion neural era desconocida hasta hace
poco (Vogt et al., 2014; Zhang et al., 2007). Estudios mas recientes sugieren que son los
CS los que reciben eferencias visuales a través de vias indirectas que en la actualidad
siguen siendo poco estudiadas, ya que no se han observado conexiones directas a estas
areas (Tanaka et al., 2008). Sin embargo, el grupo de Emil Kind recientemente encontré
que aproximadamente el 10% las VPN conectan los R7-8 con el cerebro central. Su
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reconstruccion confirma que las MeTu (clase de células de la médula del tubérculo 6ptico
anterior) son blancos unicos de los fotorreceptores R7. Adicional a éstas, también se
encontrdé que las células aMe12 (médula accesoria 12) proyectan a los calices de los CS
y a ambos hemisferios, asi como a la médula (Kind et al., 2021). Por otro lado, diversos
trabajos han publicado que las células aMe12 estan presentes en el conectoma del he-
micerebro, demostrando ser importantes entradas a las CK yd (Figura12) (Clements et
al., 2020; Kind et al., 2021; J. Li et al., 2020; Scheffer et al., 2020).

Recientemente se identificaron dos VPN como selectivas para la entrada palida de
R8: las células aMe12 y ML-VPN1 (neuronas de proyeccion visual 1 de la médula a la
I6bula). ML-VPN1 proporciona informacion al PLP (protocerebro lateral posterior), mien-
tras que las aMe12 tienen sitios presinapticos en la médula accesoria, el PLP, y como se
menciono anteriormente, en los CS. Estos patrones de conectividad sugieren roles en el
ritmo circadiano y el aprendizaje y la memoria, respectivamente (Kind et al., 2021). Las
células R8 palidas (Figura 2, izquierda) son mas sensibles a las longitudes de onda azu-
les (Heath et al., 2020; Salcedo et al., 1999; Schnaitmann et al., 2018; Sharkey et al.,
2020) y las proyecciones de aMe12 y ML-VPN1 demuestran que la luz azul es procesada
y utilizada por el cerebro central. Se sabe poco sobre el procesamiento central del color
en D. melanogaster, pero la deteccion de la luz azul juega un papel importante en la
evitacion circadiana de la luz brillante (Lazopulo et al., 2019). Las moscas de la fruta
también pueden aprender a discriminar entre grandes areas de luz azul y verde y se ha
informado que un grupo de VPN proporcionan informacion a las CK y son necesarias

para esta capacidad (Vogt et al., 2014).

Via de transduccion en la visién de D. melanogaster

Los fotorreceptores R1-6 tienen una gran sensibilidad, puesto que son capaces de
generar eventos eléctricos en respuesta a la fotoisomerizacion de una sola molécula de
rodopsina (Wu & Pak, 1978). Las rodopsinas de la mosca estan formadas por dos subuni-
dades; una apoproteina con siete pases transmembranales denominada opsina y un cro-

moforo (11-cis 3 hidroxiretinal) unido de manera covalente a un residuo de lisina en el
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séptimo dominio transmembranal de la opsina. Cuando la luz estimula a la rodopsina, el
11-cis retinal se isomeriza a todo-trans retinal, promoviendo asi un cambio conformacio-
nal en la opsina que esta a su vez esta acoplada a una proteina heterotrimérica de tipo
Gq. La rodopsina activada o meta-rodopsina induce la disociacion de las subunidades 3
y vy de la proteina G permitiendo que la subunidad Ga active a una fosfolipasa C del tipo
B (PLC B). Esta PLC (3 esta codificada por el gen norpA (no receptor potential A). La PLC
B hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), generando diacilglicerol vy
fosfatidilinositol 1,4,5 trifosfato (IP3) (Figura 5). El fenotipo derivado de mutaciones en el
gen norpA es la ausencia de sefial en respuesta a la luz que se puede apreciar en el
ERG.

Ca2* Na* Ca2+ Na*
h Ui
i metarhodopsin

Ca?* (Ca2+

Figura 5. Modelo de la cascada de fototransduccion en D. melanogaster. La cascada se da
por la activacion de rodopsinas derivada de una estimulacion luminica. La metarodopsina es
la forma activa de la rodopsina. El efector de la rodopsina activada por la luz es la proteina G
heterotrimérica, G, y esta codificada por Gag, GBe y Gye. Después del intercambio de GDP
unido a Gaq por GTP, las subunidades Gagy Gy se disocian y Ga,-GTP activada se une a la
PLC (fosfolipasa C). La proteina NorpA es una PLC que es activada por Gaq-GTP, catalizando
la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) para generar inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). La activacion de NorpA conduce a la apertura de al menos dos canales:
Trp y Trpl. EL metabolito diacilglcerol (DAG) es critico para la activacion de los canales Trp. *
(tomado de Wang & Montell, 2007).

Se ha demostrado que el DAG y no el IP3, es el metabolito importante en la
fototransduccidn. El DAG es hidrolizado por la diacilglicerol lipasa, la cual es codificada

por ninaE (neither inactivation nor afterpotential E), liberando &acidos grasos poli-
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insaturados (PUFAs, por sus suglas en inglés). Se ha postulado que tanto el DAG como
los PUFAs intervienen en la apertura de dos tipos de canales de calcio responsables de
la despolarizacidn de los fotorreceptores (Hardie, 2003; Jors et al., 2006) (Figura 6), los
canales del potencial transitorio del receptor (Trp; codificado por frp) (Hardie & Minke,
1992) y los canales relacionados a Trp (Trpl; codificado por trpl) (Niemeyer et al., 1996).
Como se observa en la Figura 6, las moscas mutantes de trp presentan defectos
marcados en el PR del ERG (Hardie & Minke, 1992; Montell, 1999; Raghu, 2006);
defectos similares se observan en mutantes en ninaE (Leung et al., 2008).

:|> Transitorio On

| .
7 -

Transitorio Off

>4 T

Figura 6. Trazos de ERG de cepas mutantes. A: yw, que muestra la desviacion negativa
caracteristica que sigue al transitorio on. B: trp, que muestra la disminucion del potencial del
receptor durante la duracion del pulso de luz. C: ninaE, que muestra la falta de transitorios On
y Off. D: norpA, que muestra una ausencia casi completa de sefal del ojo en respuesta a la
luz. Los transitorios On, OFF y el PR estan indicados con una flecha en el trazo A (Tomado
de Vilinsky y Jhonson, 2012)

Uno de los reguladores de la despolarizacion generada por la apertura de los Trp

y Trpl es el producto proteico del gen calx, el cual es un transportador acoplado de
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intercambio o antiportador de Na*/Ca?*, cuya funcion es nivelar los niveles de calcio
(Wang & Montell, 2007).

Gracias a diversos estudios farmacoldgicos se identifico que la histamina funge
como neurotransmisor de los fotorreceptores, permitiendo la entrada de cloro a las
neuronas monopolares de la lamina y produciendo asi una hiperpolarizacion en ellas,
como consecuencia de un estimulo luminoso (Hardie, 1989). De manera predecible, el
fenotipo de las moscas mutantes del receptor de histamina es la ausencia de los
transitorios On y Off del ERG (Pantazis et al., 2008), lo cual produce moscas ciegas.

ERG

Los ERG en D. melanogaster se han utilizado durante mas de 40 afios
(Heisenberg, 1971; Hotta & Benzer, 1969; Stark & Wasserman, 1972). Han sido
fundamentales para caracterizar muchos de los genes que son clave en la
fototransduccidén (Hardie & Raghu, 2001; Montell, 1999; Pak, 1995). Para generar
registros de ERG se utilizan electrodos extracelulares, ya que el ERG registra un
potencial de campo de fotorreceptores y de neuronas postsinapticas aguas abajo dentro
del ojo de la mosca en respuesta a estimulos luminosos (Dolph et al., 2011).

El ERG de D. melanogaster proporciona una lectura accesible e incisiva de la
funcion del sistema visual en un organismo modelo manejable genéticamente (Vilinsky &
Johnson, 2012). La forma de onda compleja representa una combinacidn extracelular de
actividades eléctricas asociadas con la fototransduccion y la transmision sinaptica. Las
caracteristicas de la forma del ERG incluyen un potencial de receptor sostenido (PR), asi
como transitorios de luz On y Off, al principio y al final del estimulo (Coombe, 1986). Los
picos transitorios al inicio y final de un estimulo luminoso corresponden a potenciales
postsinapticos en las neuronas de la lamina (On y Off), mientras que el PR durante el
estimulo de luz resulta de la despolarizacion de las células fotorreceptoras (Hardie &
Raghu, 2001; Montell, 1999; Stark & Wasserman, 1972; Wu & Pak, 1978). Los diferentes
componentes de la sefial ERG reflejan eventos distintos durante la transduccion de
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sefales visuales en el ojo (Heisenberg, 1971). Las mutaciones en algunos genes que
codifican para proteinas involucradas en la transduccién visual dan como resultado

cambios caracteristicos en la forma del ERG (Figura 6).

El componente PR representa la despolarizacion sostenida en las células
fotorreceptoras (Heisenberg, 1971), mientras que los transitorios son la respuesta post-
sinaptica de las grandes neuronas monopolares en la lamina optica (L1 y L5), con las que
establecen sinapsis los fotorreceptores R1-R6 a través de los canales de cloruro
activados por la histamina (codificados por el gen ort: ora transientless), lo que hace que
se hiperpolaricen ante un estimulo de luz (transitorio On) (Gao et al., 2008; Gengs et al.,
2002; Rister et al., 2007). Las células L1-L3 proyectan axones a distintas capas de la
médula (L1 a M1/M5, L2 a M2 y L3 a M3) y liberan distintos tipos de neurotransmisores.
Las células L1 liberan glutamato e hiperpolarizan a las neuronas intrinsecas de la médula
1 (Mi1) y transmedulares 3 (Tm3) a través de GluCla, un canal de cloruro activado por el
glutamato (Cully et al., 1996; Davis et al., 2020; Molina-Obando et al., 2019; Strother et
al., 2017; Yang et al., 2016) . Por el contrario, las células L2 y L3 liberan acetilcolina que
despolariza a las neuronas postsinapticas, Tm1/Tm2y Tm9/Mi9 (Davis et al., 2020; Fisher
et al., 2015; Ramos-Traslosheros & Silies, 2021; Yang et al., 2016). Esto conduce a dos
vias visuales con respuestas opuestas: la hiperpolarizacion de las células L1, L2 y L3,
causada por una respuesta a un estimulo de luz (transitorio On), el cual conduce a la
despolarizacion de las células Mi1/Tm3 (denominadas por tanto neuronas light-On) y la
hiperpolarizacion de las células Tm1/Tm2 y Tm9/Mi9 (neuronas light-Off). Estos circuitos
de luz son importantes para la mayoria de los comportamientos visuales, incluida la

fototaxis.

Para comprender en detalle la naturaleza y el origen del curso temporal del ERG,
es necesario delinear las respuestas subyacentes de las células fotorreceptoras y las
neuronas de segundo orden. Todas las células fotorreceptoras (R1-R8) responden a un
pulso de luz simple con una despolarizacién sostenida que ocurre con un retraso de tan
solo 3 ms. Este llamado potencial receptor dura tanto como el estimulo. Su amplitud es
proporcional al logaritmo de la intensidad del estimulo. A intensidades de luz altas, la gran
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despolarizacion del fotorreceptor al inicio del pulso se reduce después de 50-100 ms
mediante mecanismos de adaptacion rapida a un nivel mas bajo. Esto da como resultado
un pico agudo al comienzo del potencial del receptor. En las moscas adaptadas a la luz,
la adaptacion rapida suele ir seguida de una oscilacidn amortiguada de la meseta del
potencial receptor. Los fotorreceptores R1-6 transmiten el potencial receptor a las
neuronas de segundo orden en la lamina, L1 y L5. Las neuronas laminares actuan como
filtros de paso alto con una fuerte amplificacion a altas frecuencias, amplificando asi en
gran medida pequefios cambios en el potencial del receptor. Como ya se mencioné antes,
en mutantes norpA se interrumpe el inicio de la fototransduccion por lo que estas moscas
son ciegas (Meyertholen et al., 1987); se ha rescatado el fenotipo norpA con la expresion

especifica del gen norpA en células fotorreceptoras (McKay et al., 1995).

Cuerpos setiferos (CS) y Células de Kenyon (CK)

En este trabajo nos centramos en la expresion de tecu’ en los CS, los cuales son
estructuras pareadas que se encuentran en cerebro y, como la mayor parte del cerebro,
estan dispuestos en simetria especular con respecto al plano medio sagital. Estas
estructuras se originan de cuatro neuroblastos embrionarios, los cuales derivan de un
area del neuroectodermo prosencefalico. Esta zona expresa genes proneurales aunque
la via de Notch, una via clasica implicada en la diferenciacion neural, no es necesaria

para su formacion (lto & Hotta, 1992).

Los CS son estructuras prominentes del cerebro de la mosca y constan de varios
neurdpilos formados por axones y dendritas de las CK, las unicas neuronas intrinsicas

de los CS vy las fibras que hacen sinapsis con ellas.

Los somas de las CK se localizan en la parte dorsal y posterior del cerebro (de
Belle & Heisenberg, 1996). Los axones de estas células corren desde el caliz (el cual esta
conformado por el caliz principal y tres calices accesorios: dorsal, lateral y ventral) de los
CS hasta el borde frontal del neurdpilo cerebral, donde se dividen en dos ramas que
constituyen gran parte de los Iébulos.
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Tipos de CK

Las CK son las neuronas intrinsecas de los CS que se dividen en tres clases que
nacen en el orden siguiente: y, a’/’, y a/pB. La informacion olfativa que llega a los CS
predomina entre otras informaciones sensoriales; sin embargo, se han encontrado tres
clases de CK que contienen pequenos subconjuntos dedicados a la informacion no
olfativa. A continuacion se hara enfasis en cada una de las clases de CK.

CKy

Neuronas de esta clase innervan el I6bulo y y se dividen en cuatro subtipos: 590
CKym, 99 CKyd, ocho neuronas CKyt con dendritas en el caliz anterior (dirigidas
preferentemente a las neuronas termo/higrosensoriales) y cuatro neuronas CKys que
toman muestras de uno o mas calices accesorios (Aso et al., 2009; Aso et al., 2014; Vogt
et al., 2016).

CKa'/p’

Se han identificado 337 KCs a' / B/, de las cuales hay 91 a'/ B'ap1, 127 o' / B'ap2
y 119 a'/B'm. Las dendritas de las KCs o' / B'ap1 se encuentran en el caliz accesorio
lateral y en el ventral, zonas a las que se dirigen preferentemente las neuronas de

proyeccion sensorial termo/higrosensorial.

KCsal/f

Se han identificado 889 KCs a/p que se dividen en cuatro subtipos: 60 KCa/Bp que
son las primeras KC a/f3 que nacen y por tanto se denominan neuronas KCa/(3 pioneras
(Lin et al., 2007; Zhu et al., 2003), 223 KCa/Bs, 354 KCa/Bm y 252 KCa/Bc. Las dendritas
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de las a/Bp forman el caliz accesorio dorsal mientras que el resto tienen dendritas en el
caliz principal (Tanaka et al., 2008).

Los axones de estas CK proyectan a los I6bulos, con excepcion de las ym que solo
se dirigen al I6bulo horizontal. Este tipo de acomodos espaciales permite que las
neuronas de proyeccion de los CS reciban informacidén sensorial mixta o segregada
dependiendo de donde extienden sus dendritas dentro de las diferentes capas de las CK.
Las CK también hacen sinapsis con CK vecinas en el caliz, el pedunculo y los Iébulos.

Los CS reciben y procesan diversos tipos de informacion, olfativa, gustativa,
motora y visual (Barth & Heisenberg, 1997; Crocker et al., 2016; F. Li et al., 2020; J. Li et
al., 2020; Vogt et al., 2016; Vogt et al., 2014). El procesamiento de la informacion olfativa
ha sido la mas estudiada, ya que un 20% de las conexiones entre las neuronas de
proyeccion y las CK esta relacionada a la deteccion de olores determinados (Owald &
Waddell, 2015). Asimismo, es posible que estas conexiones estén especializadas en
funciones como la memoria a corto y largo plazo; siendo de manera general las células y
las responsables de la memoria a corto plazo, las a’/ B’ en la consolidacion de la memoria
y las a /B en la memoria a largo plazo (Crocker et al., 2016). Lo anterior revela que las
CK estan estrechamente relacionadas con circuitos complejos responsables de la

memoria y el aprendizaje, entre otras funciones.

Para estudiar el funcionamiento de los CS se han utilizado diferentes lineas
mutantes de D. melanogaster, como lo es rutabaga que codifica para una adenilil-ciclasa;
esta se utilizé para demostrar que los CS son suficientes para la formacion de la memoria
de discriminacion olfativa (Zars et al., 2000). Para ello, las moscas se expusieron
secuencialmente a dos olores, uno de los cuales se combina con descargas eléctricas.
Una vez terminado el protocolo de condicionamiento clasico, se prob6 a las moscas
exponiéndolas simultdneamente a los dos olores usados en el condicionamiento en un
laberinto en T, y se cuantifico hacia qué lado del laberinto se distribuyeron las moscas,

como medida de la memoria (las moscas silvestres evitan el olor asociado a la descarga
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eléctrica). Las mutantes obtuvieron puntuaciones de memoria significativamente mas

bajas que los controles.

Otros genes que presentan niveles elevados de expresion el los CS son: dunce,
leonardo y volado; los cuales son necesarios para el aprendizaje de la discriminacion
olfativa (Margulies et al., 2005). En el caso de la respuesta motora se demostré que al
inhibir la proliferacion de las células precursoras de los CS mediante ablacién quimica, al
expresar la subunidad catalitica de la tetradotoxina en subconjuntos de CK'y que al mutar
un gen que afecta la diferenciacion de las CK (mbm, mushroom body miniature), las
moscas presentan una funcion motora alterada (Martin et al., 1998).

En general, los CS median diversos procesos en el cerebro de la mosca (memoria
y funcionamiento motor, entre otros). Su estudio y conocimiento en detalle es una labor

critica.

Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas lipoliticas que hidrolizan sustratos de fosfolipidos en
enlaces éster especificos. Estas pueden existir en formas secretadas, asociadas a la
membrana o localizadas intracelularmente. Existen dos conjuntos generales de fosfolipa-
sas, las acil-hidrolasas y las fosfodiesterasas. Las enzimas de cada conjunto se clasifican
de acuerdo con el sitio del enlace dividido en sus sustratos de fosfolipidos. La fosfolipasa
A1 (PLA), la fosfolipasa Az (PLA2) y la fosfolipasa B (PLB) constituyen las acil-hidrolasas,
mientras que las fosfodiesterasas estan representadas por la fosfolipasa C (PLC) y la
fosfolipasa D (PLD). PLA1 y PLA> producen acidos grasos libres y 2-acil o 1-acil-lisofos-

folipidos, respectivamente (Dowhan, 1997).

Los principales lipidos en los insectos son los triacilglicéridos (TAG) que se utilizan
tanto para el almacenamiento de energia como para el almacenamiento de precursores
de acidos grasos; los fosfolipidos que tienen actividad en la estructura de la membrana,
ademas de los hidrocarburos que junto con los ésteres de estos fosfolipidos se incorporan
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en o sobre la superficie de la cuticula para minimizar la pérdida de agua por evaporacion
(Fast, 1967; Gilby, 1965; Horne et al., 2009; Stanley-Samuelson et al., 1988).

Fosfolipasa A2

De acuerdo con Murakami et al., (2020), en mamiferos la superfamilia de PLA>
contiene mas de 50 enzimas y éstas se han caracterizado en diversos organismos gra-
cias a la homologia de sus secuencias y a sus propiedades bioquimicas. Es asi que éstas
se han dividido en diversos subgrupos: la PLA2 secretada (sPLA2), la PLA> citosdlica
(cPLA), la PLA; independiente de Ca*? (iPLA?), el factor activador de plaquetas (PAF),
la familia de PLA: especificas de acil-hidrolasa (PA-FAH), la PLA: lisosomal (LPLA?), la
PLA/aciltransferasa (PLAAT), la a/f hidrolasa (ABHD) y la glicosilfosfatidilinositol (GPI)
especifica de la familia de PLA2 (Murakami et al., 2020). D. melanogaster no posee miem-
bros de las cPLA y tampoco de la PAFAH (Ben-David et al., 2015; Murakami et al., 2020;
Murakami et al., 2011).

Las sPLAZ2 tienen una estructura que va de cinco a ocho puentes disulfuro y un
mecanismo similar al catalitico de las dependientes de Ca*?. En mamiferos se clasifican
en once grupos (1B, lIA, IIC, IID, IIE, IIF, 1ll, V, X, XIIA y XIIB) que presentan funciones
fisiologicas y patologicas, como lo son la digestion de lipidos, la proliferacion de células
y la neurosecrecion (Bayne et al., 1985; Murakami et al., 2011; Renault et al., 2002).

La presencia de una diversidad molecular de sPLA> se reconocioé por primera vez
en venenos de animales, especialmente en venenos de serpientes (Balboa et al., 1997).
Subsecuentemente se encontraron varios genomas que también codifican para una di-
versidad molecular de sPLAz; se han encontrado dos sPLA: similares al grupo | en
Caenorhabditis elegans (C. elegans) y se han clonado seis sPLA> distintas en D. mela-
nogaster. Una de las sPLA2 de D. melanogaster es una enzima similar al grupo | (llamada
dGl) mientras que las otras cinco son sPLA2 del grupo Il (dGIIIA, dGIIIB, dGIIIC, dGIIID
y dGIIIE) (Valentin & Lambeau, 2000). Se tienen registrados siete genes que codifican
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para las sPLA2 (CG3009, CG14507, CG30503, CG42237, GllIsplaz, GXIVSPLA2y sPLA2)
(Ben-David et al., 2015; Renault et al., 2002). fecu es una sPLA codificada por CG42237.

tecu se puede encontrar en FlyBase con el simbolo Dmel\CG42237
(FBgn0250862). El gen se encuentra en el cromosoma X y se reporta que tiene una ac-
tividad de fosfolipasa A2 (Gaudet et al., 2011; Members, 2004-). Se predice por ontologia
de genes (GO, por sus siglas en inglés), que es ortdlogo de la proteina que interactua
con la ciclina A1 (PROCA1) y hasta la fecha no hay datos fenotipicos disponibles del gen.
tecu codifica para dos transcritos, que se traducen en dos polipéptidos que tienen una
masa molecular predicha de 34.7 kDA y 41.2 kDa (Diagrama 1).

Transcritos de tecu

Gen: 42237 [ e—— e = = >

‘ Splicing

ARNm inmaduro-A [l —i—-E-E~ E—i—-E-E-> ARNm inmaduro-8

Polipéptido A
Masa molecular: 41.2 kDa

1
Polipéptido B
Masa molecular: 34.7 kDa

Diagrama 1. Transcritos de tecu. Los rectangulos rosas representan las secuencias
codificantes y los rectangulos naranjas representan las secuencias no codificantes. Mediante
splicing alternativo tecu transcribe dos ARNm, los cuales se pueden encontrar con los
nombres: CG42237:RA y CG42237-RB. Tienen una longitud de 1,438 nucledtidos y 1,512
nucledtidos, respectivamente. Los polipéptidos que se traducen de los dos transcritos se
identifican como polipétido A y polipéptido B, sus masas moleculares son de 41.2 kDa y de
34.7 kDa, respectivamente. Las imagenes de los polipetidos A y B son predicciones realizadas
de acuerdo a la ontologia del gen.
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Pruebas visuales en adultos y larvas

Se han utilizado generalmente tres paradigmas de comportamiento bien estable-
cidos en D. melanogaster para estudiar respuestas a la estimulacion luminosa: el ensayo
de fototaxis, la prueba de eleccion de luz UV-visible (UV-Vis) y el ensayo de respuesta
optomotora. Los tres paradigmas son robustos y pueden obtenerse de moscas de tipo

silvestre en ausencia de cualquier condicionamiento previo (Choe & Clandinin, 2005).

La fototaxis es uno de los comportamientos mas simples en las moscas adultas,
ya que éstas se orientan y se mueven hacia una fuente de luz. Las células R pueden
proporcionar informacion para la respuesta de fototaxis, aunque las células R1-R6
desempefian un papel dominante en la respuesta a la luz visible tenue que refleja su
sensibilidad relativamente alta (Harris et al., 1976). Benzer en 1967 realiz6 pruebas de
contracorriente en adultos para observar la respuesta fototactica en D. melanogaster. En
su trabajo describi6 el procedimiento y el aislamiento de mutantes que muestran cambios
en el comportamiento fototactico; en sus resultados demostré que el comportamiento ob-
servado es fototactico y no simplemente un aumento del movimiento aleatorio con la in-
tensidad de la luz (Benzer, 1967).

Las larvas pasan por tres estadios antes de comenzar la pupacion. Los tres esta-
dios larvarios duran aproximadamente 96 horas a 25°C (Demerec & Kaufmann, 1967).
En el primer y segundo estadio, las larvas muestran una representativa aversion a la luz
(fototaxis negativa) (Grossfield et al., 1978). En cambio, a la mitad del tercer estadio, la
respuesta de la larva a la luz se convierte en una fototaxis positiva (Godoy-Herrera et al.,
1992). Este cambio ocurre junto con una serie de otros comportamientos relacionados
con la seleccién de un sitio adecuado para la pupacion (Davis, 1953; Godoy-Herrera et
al., 1989; Grossfield et al., 1978; Sawin et al., 1994).

Se han utilizado diversos ensayos conductuales para estudiar la fototaxis en lar-

vas, la cual se dividen en dos clases: una que involucra gradientes de luz espacial y la
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otra que implica gradientes de luz temporales. Para ensayos de gradiente de luz espacial,
la arena se divide en el mismo numero de secciones en luz y oscuridad; la luz se hace
incidir desde abajo de las larvas y también se puede hacer desde arriba (comunmente se
utiliza una caja Petri con agar para colocar las larvas). Para los ensayos de gradiente de
luz temporal, la intensidad de la luz es espacialmente uniforme en la arena, pero con

cambios en la intensidad a lo largo del tiempo (Keene & Sprecher, 2012).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

En el Laboratorio de Genética de Transduccion de Senales a cargo del Dr. Riesgo-
Escovar se identificaron mutaciones en el gen tecuzitécatl (tecu), que codifica para una
fosfolipasa A2 expresada en un numero limitado de células de Kenyon (CK) en los CS del
cerebro de D. melanogaster (Suplementaria A).

Las CK son las unicas neuronas intrinsecas de los CS que ademas de estar impli-
cadas en vias sensoriales, también estan involucradas en procesos como el aprendizaje
y memoria a corto y largo plazo. En el laboratorio se tienen datos preliminares que apun-
tan a que mutantes de fecu muestran respuestas conductuales defectuosas a estimulos
visuales y olfativos, sin evocar procesos de aprendizaje y memoria (Riesgo-Escovar, da-
tos no publicados).

En este trabajo se dilucidaron funciones estudiadas muy poco (procesamiento vi-
sual) de esta area del cerebro de la mosca y se establecieron subdivisiones funcionales

entre las células que lo componen de acuerdo con su implicacion en el procesamiento de

informacion visual.

HIPOTESIS

El gen tecu codifica para una fosfolipasa de tipo A2 expresada en una subpobla-
cion de las CK en los CS implicadas en el procesamiento de estimulos visuales de D.

melanogaster.

OBJETIVOS

Objetivo General
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Caracterizacion de los fenotipos de alelos mutantes para tecu en pruebas conduc-
tuales con estimulos visuales, realizacion de ERG y analisis de transcritos para identificar

las CK que expresan tecu®.

Objetivos Particulares

1. Caracterizar el comportamiento de tecu  por medio de pruebas conductuales vi-
suales en larvas y adultos.

2. Marcar las células que expresen tecu mediante el sistema Gal4-UAS.
3. Realizar ERG en dos lineas mutadas de tecu.

4. Cuantificar e identificar la expresion del transcrito de tecu™ en las de CK.
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METODOLOGIA

Lineas de moscas

Las lineas mutantes que se utilizaron en este estudio corresponden a tecuzitécat!’
(tecu’) la cual es una insercion de un transposén (elemento P) en el primer intron del
locus tecu; ésta es una linea Gal4 y estd marcada con w* (tecu?, w*); por otro lado se
utilizo tecuzitécatl? (tecu?) la cudl es una insercién de elemento P en el tercer intron
(Diagrama 2), disponible del cepario de Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC),
en Bloomington, Indiana, EE. UU. (stock #13256: y’ w®c?3 P(Alawi & Pak)
CG422376¢073%) marcado con y*. Para el marcaje de neuronas fecu mediante el sistema
GAL4-UAS, se utilizé la linea 10xUAS-myr::tdTomato disponible del cepario de
Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC).

Como controles se usaron las lineas yellow white (yw) y Oregon-R (ORR). yw se
utilizé para las pruebas de comportamiento y los ERG debido a que las lineas de moscas
mutantes homocigotas para tecu’, tecu? y yw tienen el mismo fondo genético. ORR se
utilizé unicamente para los ERG ya que esta linea presenta pigmento rojo en sus ojos, al
igual que tecu?. Todas las moscas se criaron en un medio estandar de levadura y
piloncillo (Riesgo-Escovar et al., 1995), en una habitacion a 25°C con 30-50% de
humedad relativa, con un ciclo de 12 h en luz / 12 h oscuridad.
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Diagrama 2. Locus de tecu e inserciones de elementos P en regiones intronicas. La primera
insercion (Gal4) se encuentra en el primer intrén, la segunda insercién (UAS) en el tercer intron.

Genética y cruzas

Para marcar las células que expresan tecu se utilizé la linea F1 (la primera
generacion filiar resultdo de la cruza de dos tipos parentales), resultado de la cruza entre
hembras virgenes homocigotas que expresan tecu’ en el cromosoma X y machos de la
linea 10xUAS-myr::tdTomato, ambas tienen una insercion de un elemento P. En el caso
de tecu’, esta es una linea con una insercion de un Gal4 en el primer intron. La linea con
expresion de fluorescencia lo hace mediante un transposdn que contiene la secuencia
UAS a la que se une Gal4. Al cruzar las lineas se obtuvo una F1 con células que expresan
una proteina roja fluorescente en el patron de expresion de tecu. La linea 10xUAS-
myr::tdTomato tiene diez copias del transposon UAS, seguidas de un promotor basal
Hsp70. Este se une aguas arriba a una secuencia codificante de tdTomato etiquetada en
el extremo N-terminal con una sefal de miristoilacién; de esta manera se une Gal4 a la
secuencia UAS para activar la transcripcion de genes en el patron de expresion de Gal4,
en este caso, el patron de expresion dirigido por la insercién de la linea tecu’.

Pruebas de comportamiento
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Ensayos en larvas: Los ensayos de placa con estimulos visuales se realizaron con
algunas modifiaciones de la técnica usada por Mazzoni (2005). Se usaron 48-70 larvas

por prueba individual, con una n=14 por genotipo.

Se realizaron pruebas con larvas tecu’, tecu? y yw como control, dado que es el
fondo genético en el que estan las mutantes de tecu. La prueba se realizé en una habi-
tacion a 25°C, 30-50% de humedad relativa, siempre a la misma hora y con larvas de
primer y segundo estadio. Primeramente, se separaron larvas de los “stocks” a utilizar;
para ello se les agreg6 agua desionizada (la suficiente para poder separarlas de la co-
mida) y por ultimo se utilizé un cernidor para retirar los residuos de comida e identificar a
aquellas larvas que fuesen de tercer estadio. Se procedi6 a pasar las larvas al centro de
una caja Petri con agar, en un cuarto oscurecido. La caja Petri se coloco sobre un tran-
siluminador, donde la mitad del transiluminador estaba oscurecida y la otra iluminada; se
esperaron tres minutos para posteriormente realizar el conteo de las larvas que migraron
a la mitad oscurecida (las larvas silvestres muestran fototaxis negativa) y las que migra-
ron a la mitad iluminada. De esta manera se obtuvo un indice de respuesta (IR). El indice
de respuesta se obtiene calculando la diferencia entre las larvas que se encuentran en el
lado oscuro y las que se encuentran en el lado iluminado, esto dividido entre el total de
las larvas. Los valores de IR van desde 1 a -1. Cuando el IR se acerca a 1, representa la
preferencia a la oscuridad y cuando tiende a -1 indica preferencia a la luz; finalmente si
el IR tiende a 0 denota una respuesta conductual aleatoria al estimulo presentado. Para
la prueba en la cual se separaron a machos de hembras, se realiz6é el mismo procedi-
miento, pero al momento de limpiarlas y separarlas con el cernidor, se observaron bajo
el estereoscopio para poder separar los sexos. Para separar a las larvas por sexo se
examino el disco imaginal gonadal, que es de mucho mayor tamafo en machos, permi-

tiendo asi realizar la separacion (Mazzoni et al., 2005).

Ensayos en adultos: Se realizaron ensayos de contracorriente con modificaciones
de la técnica utilizada por Benzer (1967). Estos fueron realizados en dos condiciones:
con estimulo luminico y sin estimulo luminico; para ambos se usaron 75-100 moscas por

prueba individual, con una n=10 por genotipo. Las pruebas se realizaron con moscas
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macho y hembras (por separado), adultas de 5-10 dias, de las lineas tecu’, tecu? y yw,
esta ultima como control. La prueba se realizé en una habitacién a 25°C, 30-50% de
humedad relativa, siempre a la misma hora. Los grupos de moscas experimentales fueron
de un solo sexo, se separaron y se introdujeron en tubos oscuros antes de la prueba. Se
mantuvieron en la oscuridad por tres horas en las mismas condiciones de oscuridad, hu-
medad y temperatura (oscuridad, 30-50% humedad relativa, 25°C temperatura). En estas
tres horas, las moscas se habituaron a esas condiciones, se recuperaron de la anestesia

ligera con CO2 y se adaptaron a la oscuridad (Benzer, 1967).

El experimento con estimulo luminico se realizé bajo luz roja tenue en un cuarto
oscuro, tomando el tubo con las moscas e insertandolo en un dispositivo de contraco-
rriente. Se hizo coincidir con un tubo oscuro con un fondo transparente opuesto a él y una
fuente de luz puntual blanca a 30 cm del extremo transparente de este tubo (durante las
pruebas el estimulo luminico fue de 5300 luxes). Se dejo esta luz puntual encendida du-
rante un minuto y se permitié que las moscas se distribuyeran en los dos tubos mientras
la fuente de luz puntual estaba encendida. Luego, la fuente de luz puntual se apago y los
tubos se movieron en el dispositivo de contracorriente para separar los tubos y evitar el
movimiento entre los dos tubos. Se guardaron las moscas del tubo inicial y las moscas
gue se movieron al primer tubo de estimulo se colocaron en el aparato para exponerlas
a una nueva prueba con un segundo tubo de estimulo con fondo transparente, con la
misma fuente de punto de luz. Esto se realiz6 dos veces mas, se guardaron y contaron
las moscas de cada tubo. El porcentaje de moscas del numero inicial presente en el ultimo

tubo (tercer estimulo), se tom6 como el porcentaje de moscas que respondieron.
En el experimento sin estimulo luminico se utilizaron las mismas condiciones y

tiempos; sin embargo, los recambios de tubos se realizaron unicamente con la luz roja

tenue.

ERG
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Los ERG se realizaron con algunas modifiaciones de la técnica usada por Vilisnky
y Johnson (2012). Primero se inmoviliz6 una mosca en una punta de pipeta, dejando
expuesta la cabeza y parte del térax; posteriormente se introdujo un microelectrodo de
referencia en la cabeza y se colocé un microelectrodo haciendo contacto eléctrico con el
ojo de la mosca, cerrando asi el circuito eléctrico; esto nos permitié medir los cambios en
el potencial eléctrico de las células fotorreceptoras y las neuronas de la lamina con las
que hacen sinapsis. Se dejo a la mosca en total oscuridad por 3 min para que se adaptara
y posteriormente se estimuld con un “flash” de luz blanca a partir de un led (3900 luxes),
durante un segundo. Después se tomaron fotografias de los registros (Suplementaria B)
para obtener trazos representativos de los ERG y se realizé la medicion de la respuesta
eléctrica. Con las fotografias se midieron las amplitudes de los potenciales (PR,
transitorios On y Off) y con los datos se realizaron las pruebas estadisticas (ANOVA de
dos vias). Para este ensayo se realizaron comparaciones de yw vs tecu? y ORR vs tecu’
(esto ultimo debido al pigmento de los ojos, ya que yw y tecu? tienen el fenotipo de ojos
blancos y por otro lado ORR y tecu’ tienen el fenotipo de ojos rojos). Los registros se
repitieron diez veces por invidivuo, con una n=4 por genotipo, en una habitacion a 18°C-
20°C, en un horario de 10:00-13:00 y con adultos de dos a 5 dias de edad.

Diseccion de cerebros y deteccion de fluorescencia

Se anestesiaron machos adultos con CO., para posteriormente sumergirlos en una
solucion de PBS. Bajo un estereoscopio y con una fuente de luz con cuello de cisne
apuntando en un angulo que no bloquee la manipulacion de la mosca y utilizando pinzas
de diseccion de relojero del numero 5, se inmovilizé a la mosca con pinzas y con la otra
se retiro la probodscide, permitiendo de esta manera perforar la region suave y traslucida
de la cuticula que se encuentra debajo de la probdscide. A continuacion, con una pinza
se sostuvo por un lado la cuticula y con la otra se arranco la mayor parte de cuticula que
rodea a la cabeza de la mosca y la mayor parte del ojo y la traquea. Por ultimo, se retiraron
con cuidado los tejidos remanentes, como la traquea que aparece como una fibra blanca,

para dejar el cerebro solo, fuera de la capsula de la cabeza. Finalmente se colocaron los
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cerebros disecados en un portaobjetos con PBS para posteriormente realizar la
adquisiscion de imagenes.

La adquisicion de las imagenes de las CK marcadas en los CS se realizé con el
microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse y con el miscroscopio confocal (Zeiss LSM
780 DUO). En el miscroscopio confocal se adquirieron imagenes a lo largo del eje Z (Z

Stack) con el objetivo 25x.

Comparacioén de transcritos

Se utilizd la base de datos publicada en
http://github.com/fredpdavis/mushroombody por Maxwell y colaboradores. Se tomaron

los datos de los transcriptomas nucleares de los siete subtipos de las CK, se realizé una
busqueda de tecu® (CG42237), se comparo el numero de transcritos por millon (TPM) de
éste, con respecto a siete genes que codifican para las sPLA> en D. melanogaster
(CG3009, CG14507, CG30503, CG42237, GllIspla2, GXIVSPLA2 y sPLA>) y dos genes
que se encuentran enriquecidos en los CS: radish (rad) y ribosomal protein L32 (RpL32).

Analisis estadistico

Para el analisis de las puebas conductuales y los ERG, se utilizé el paquete de
software GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU). Para los

ensayos en adultos, se normalizaron los datos con la funcién arcosen.
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RESULTADOS

Se realizaron dos tipos de pruebas conductuales, una para larvas y otra para
adultos. En el caso de las larvas fue un ensayo de fototaxis negativa. En una primera
parte se usaron los genotipos (yw, tecu’ y tecu?) sin separar machos de hembras;
posteriormente se repitid la misma prueba y en esta ocasion se separaron machos de
hembras para poder estudiar si habia diferencias entre larvas de diferentes sexos.

Para los ensayos de contracorriente de adultos se separaron machos de hembras,
para que no existiesen influencias entre los sexos al momento de realizar los ensayos.
Para cada prueba se utilizaron tubos limpios, para que los aromas no causaran ninguna

variacién en las respuestas de los individuos.

Ensayo de fototaxis en larvas

En este ensayo, se observo una diferencia significativa en la fototaxis de larvas
tecu’ y tecu? con la presentada por larvas de la linea control (Figura 7). En larvas yw, la
linea control, encontramos un valor de IR positivo (0.26 + 0.14 IR), el cual disminuye
significativamente a cero en ambas lineas mutantes. En el caso_de las larvas tecu? el IR
tiende a valores negativos (-0.08 + 0.2 IR) y en las tecu’ tiende a cero (0.10 £ 0.11 IR), lo
cual implica que tienen una respuesta conductual aleatoria; es decir se reparten de ma-

nera indistinta en ambos cuadrantes.
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Ensayo en larvas
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Figura 7. Promedio de IR entre larvas yw y larvas mutantes tecu’ y tecu? en la prueba de
fototaxis. Las barras representan el promedio + la DE del IR de cada alelo, n=14. Se realiz6
una prueba de ANOVA con una via y tanto para tecu’ vs yw como para tecu? vs yw se observo
una diferencia significativa (p<0.05).

Para el segundo ensayo en el que se midi6 el IR tanto en larvas machos como en
larvas hembras, encontramos una diferencia significativa entre la linea control y las mu-
tantes (Figura 8). En la linea control el valor del IR tiende a uno (machos, 0.47 + 0.16 IR
y hembras, 0.33 + 0.19 IR), el cual disminuye significativamene a cero en ambas lineas
mutantes, tecu’ tiende en mayor medida a cero (machos; 0.17 £ 0.17 IR y hembras 0.15
+ 0.29 IR) y tecu? a valores negativos (machos, -0.02 + 0.15 IR y hembras -0.01 + 0.20

IR). Estos resultados fueron consistentes con lo obtenido en los ensayos realizados en
larvas no sexadas.
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Ensayo en larvas
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Figura 8. Promedio de IR entre larvas hembras y machos yw y mutantes tecu’ y tecu?en la
prueba de fototaxis. Las barras representan el promedio + la DE del IR representado por
individuos del genotipo indicado, n=10. Se realizd una prueba de ANOVA de dos vias, la cual
demostré que existe una diferencia significativa (p<0.05) entre los individuos con los genotipos
mutantes y el control.

Ensayos de contracorriente en adultos

En este ensayo se normalizaron los datos con la funcién arcosen. Para obtener el
porcentaje de respuesta a la luz, se tomo en cuenta el promedio del numero de adultos
que pasaron al ultimo tubo con respecto al total. Los ensayos se realizaron con hembras
y machos por separado y se observo que las moscas adultas yw tienen una mayor atrac-
cion al estimulo luminico (machos; 0.72 + 0.13 % y hembras 0.85 + 0.17 %) a diferencia
de tecu’ (machos; 0.36 + 0.18 % y hembras 0.46 + 0.31 %) y tecu? (machos; 0.36 + 0.17%
y hembras 0.55 + 0.24 %).
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Ensayo en adultos: con estimulo luminico
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Figura 9. Porcentaje de hembras y machos adultos que pasan al ultimo tubo-de la linea yw y
las lineas mutantes tecu’ y tecu? en la prueba de contracorriente (con estimulo luminico). Las
barras representan el promedio * la DE del porcentaje de individuos por genotipo que pasan
al ultimo, n=14. Se realiz6 una prueba de ANOVA de dos vias, la cual demostré que existe
una diferencia significativa (p<0.05) entre los genotipos mutantes y el control.

Los ensayos de contracorriente sin estimulo luminico fueron controles de las
pruebas con estimulo luminico, ya que se busc6 demostrar que la mutacion no altera
funciones motoras. Los resultados concordaron con lo anterior ya que no se observo
diferencia significativa entre las hembras y machos control con respecto a las mutantes
(Figura 10). Esto apunta a que todas las lineas presentaron preferencia a la oscuridad y
que el paso entre los tubos (como ocurrié en el ensayo de contracorriente con estimulo

luminico), no se debid a un efecto del gen mutado en la respuesta motora.
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Ensayo en adultos: sin estimulo luminico
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Figura 10. Porcentaje de hembras y machos adultos que pasan al ultimo tubo de la linea yw
y las lineas mutantes tecu’ y tecu? en la prueba de contracorriente (sin estimulo luminico). Las
barras representan el promedio * la DE del porcentaje de individuos por genotipo que pasan
al ultimo tubo, n=10. Se realizé una prueba de ANOVA de dos vias, la cual demostré que no
existe una diferencia significativa (p<0.05) entre los genotipos mutantes y el control.

Analisis de ERG

Para dilucidar si las mutaciones en tecu causan un deterioro en la funcién de los
fotorreceptores, ademas de causar una deficiencia en el comportamiento de las moscas,
se realizaron ERG en moscas ORR, yw y moscas mutantes. La comparacion de los
promedios del transitorio Off, On y el PR se presenta en las figuras 11 y 12. Encontramos
que el transitorio Off en adultos machos fecu’ (1.32 + 0.56 mV) presenta diferencia
significativa (p<0.05) con respecto al presentado por ORR (2.65 + 0.87 mV) (Figura 11,
lado izquierdo). En adultos hembra tecu’, no encontramos diferencia significativa (p>0.05)
con respecto al presentado por animales del control (ORR), (Figura 11, lado derecho). En
los ERG de machos tecu? vs yw no se encontro diferencia significativa (p>0.05) con
respecto al presentado por yw (Figura 12, lado derecho). En el PR de adutos hembras
tecu? (9.43 + 01.54 mV) presenta una diferencia significativa (p<0.05) con respecto de yw
(6.14 £ 1.41 mV) (Figura 12, lado derecho).
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Las diferencias en el transitorio Off corresponden a la repolarizacion de las
neuronas de la lamina. Esta actividad sinaptica se da entre las células fotorreceptoras y
las células postsinapticas, las grandes neuronas monopolares en la lamina optica. Por
ello, estas diferencias en el transitorio Off implican que hay defectos en la comunicacion
de los fotorreceptores y las células postsinapticas.

ERG de machos: ORR vs tecu’ ERG en hembras: ORR vs tecu1
64 ns ns skokok 6 NS ns ns
— — |—| ] ORR
B tecu?
4- 4
> 0
3 ﬁ T é
2 1 d 2 :
lg m .
- =L
0 T T T 0 T T T
On PR Off On PR off

Figura 11. Promedio de los transitorios (On y Off) y del potencial de receptor (PR) en tecu’ y
ORR. A la izquierda se grafican tecu’ y ORR machos. A la derecha tecu’ y ORR en hembras.
Se realizé una prueba de ANOVA de dos vias que demostré que existen diferencias
significativas en el transitorio Off en machos ORR vs tecu’ (gréfica izquierda). n = 10, para
cada uno de los grupos (*p < 0.05). Los puntos representan los experimentos individuales.
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Figura 12. Promedio de los transitorios (On y Off) y del potencial de receptor en tecu’ y yw. A
la izquierda se grafica tecu? y yw en machos, y a la derecha tecu? y yw en hembras. Se realiz6
una prueba de ANOVA de dos vias la cual demostré que existen diferencias significativas en
el transitorio PR en machos yw vs tecu? (gréafica derecha). n = 10, para cada uno de los grupos
(*p < 0.05). Los puntos representan los experimentos individuales.

Caracterizacion de células tecu por fluorescencia

Los resultados obtenidos fueron de caracter cualitativo. En la Figura 13, se puede
observar una imagen adquirida en el microscopio optico de un individuo macho de la F1,
obtenida de la cruza entre tecu’ (hembra) y la linea 10xUAS-myr::tdTomato (macho).
Algunas ceélulas presentaron fluorescencia, sin embargo; el area que se encontro
marcada no corresponde con los CS (Figura 13; B). Para poder explicar estos resultados,
se realizaron disecciones de cerebros de la linea control, T0xUAS-myr-tdTomato (Figura
13; A). Lo que finalmente se observo fue autofluorescencia en los cerebros control y estas
imagenes coincidieron con los cerebros obtenidos de los controles. Adicionalmente se
adquirieron fotografias en miscroscopio confocal para confirmar lo anterior. Es asi que no
se logro detectar fluorescencia especifica en los CS debido a la expresion de Gal4 en el
patron de tecu, como anteriormente se habia visto (Suplementaria A).
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Figura 14. CS de individuos con el genotipo fecu y la linea UAS. (A) Fotografia tomada en
microscopio optico de la linea 10xUAS-myr::tdTomato. (B) Fotografia tomada en microscopio
dptico de la cruza entre tecu’ y la linea 10xUAS-myr::tdTomato. (C) Fotografia tomada en
microscopio confocal de la cruza entre tecu’ y la linea 10xUAS-myr::tdTomato. Fotografias
adquiridas en microscopio optico Nikon Eclipse E600 (A-B) y en miscroscopio confocal Zeiss
LSM 780 DUO (C), con una ampliacion de 25x. Los cuadros en blanco sefalan los CS. En
resumen, no pudimos ver la sefial de fluorescencia asociada a la expresion de tecu. Escala:
100 ym (A-C).

Comparacioén de transcritos

Para poder identificar si existe expresion de tecu™ (CG42237) en los CS y
cuantificarlo, se busco el transcrito en la base de datos obtenida por Maxwell y
colaboradores (2019), para posteriormente comparar el numero de transcritos por millén
(TPM) en cada célula con respecto a los siete genes que codifican para las sPLA2 en D.
melanogaster (CG3009, CG14507, CG30503, CG42237, GllIspla2, GXIVSPLA2y sPLA).
Adicional a los genes de las sPLA2, se comparo tecu con dos genes enriquecidos (rad y
RpL32). Como se observa en la Figura 14 el numero de TPM es baja para el caso de
tecu® (a'/B'm: 7.67, a/Bc: 0, yd: 3.1, ym: 1.18, a/Bs: 1.65, a'/B'ap: 0.06 y a/Bp: 0.64). En el
trabajo citado se utilizé un nivel basal de al menos 10 TPM de abundancia en una
muestra, al menos el doble de diferencia en la expresién y una tasa de descubrimiento
falso (FDR) del cino por ciento para identificar genes expresados diferencialmente. En
conclusidén, estos datos nos sefalan que existe una expresion de tecu® en algunas CK,

pero que ésta expresion es muy baja.
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Comparacioén de transcritos
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Figura 14. Comparacién del numero de TPM de nueve genes que se expresan en los CS con
respecto a CG42237 (tecu).
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DISCUSION

Anteriormente no se se conocia como es que la via visual de D. melanogaster tiene
eferencias que devienen de los lobulos épticos a los CS (Kind et al., 2021; Klapoetke et
al.,, 2022; J. Li et al., 2020; Tuthill et al., 2013; Vogt et al., 2016; Vogt et al., 2014;
Yamagata et al., 2015). Recientemente se desmostro que las VPN de la medula y la
I6bula tienen conexiones en el caliz accesorio ventral con las CK yd y por otro lado estan
las VPN que devienen unicamente de la médula y tienen sinapsis en el caliz accesorio
dorsal, especificamente con las 60 CK o/Bp (F. Li et al., 2020; J. Li et al., 2020). Ademas,
Kind y colaboradores (2021), encontraron que las CK yd tienen conexiones con células
de la médula aMe12, las cuales forman parte de las VPN y proyectan a los calices de
ambos CS (Kind et al., 2021). Esta nueva informacién nos ha permitido hipotetizar que
existen genes que tienen relacion con la via visual y se expresan en los CS; area del
cerebro de D. melanogaster que anteriormente se conocia unicamene como un centro

sensorial mayoritariamente olfativo asociado al aprendizaje y la memoria.

Por resultados obtenidos anteriormente en el laboratorio, se sugiere que tecu
aparte de estar relacionado a la respuesta visual ante estimulos luminicos, tiene una
expresion en los CS; es asi que adicionalmente a las pruebas conductuales, para
confirmar datos anteriores se realizdé un nuevo marcaje fluorescente de tecu en los CS.
Sin embargo los resultados fueron negativos, ya que al observar los cerebros disecados
en un microscopio confocal Zeiss LSM 780 y un microscopio éptico de epifluorescencia
Nikon Eclipse, no se observo expresion del gen en las CK como anteriormente se habia
encontrado; por ello se realizdé la comparacion de transcritos para poder observar la
expresion del gen.

En la comparacién de transcritos se encontré que existe poca expresion de tecu
en los CS, es asi que no necesariamente la mutacién de tecu tiene una implicacion
unicamente en esta area (como anteriormente se hipotetizaba), por lo que es posible que
el gen se exprese en diferentes areas a lo largo de la via visual (desde la retina hasta los
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CS). Lo anterior se confirma en los ERG, donde se observé un defecto diferencial en los
sexos derivado de la mutacion en tecu, en el PRy el transitorio Off.

Trabajos recientes indican que los estimulos visuales se procesan a través de vias
de On y Off en gran medida independientes, que procesan respectivamente aumentos y
disminuciones de luminiscencia. Se sabe que L1-L3 reciben informacién sinaptica directa
de los fotorreceptores R1-R6 y proporcionan informacion que subyace en los transitorios
Off y On (Chundi et al., 2021). Los ERG de las cepas de tecu’ y tecu? demuestran que
las mutaciones tienen un fenotipo electrofisiolégico mutante a nivel de los I6bulos 6pticos
y no solo de comportamiento. Esto se observa en los machos del grupo tecu’ (Figura 11,
lado derecho), los cuales tienen una respuesa reducida en el transitorio Off, que es un
potencial derivado de la informacion sinaptica transmitida de los fotoreceptores (R1-R6)
a la lamina (L1-L3), derivada del cese del estimulo luminico; tambien se observo una
diferencia entre hembras fecu? y sus controles en el PR, el cual representa la
despolarizacion sostenida en las células fotorreceptoras (Figura 12, lado derecho). Es asi

que la sefalizacion en este punto aun se lleva a cabo, aunque no de manera silvestre.

En principio, la magnitud de los defectos en los transitorios no son suficientes para
explicar enteramente las deficiencias conductuales, ya que son defectos parciales; lo que
apuntaria a otros defectos mas centrales. Por lo tanto, las pruebas conductuales que se
realizaron tanto en larvas como adultos de ambos alelos son consistentes con que el
déficit conductual puede ser tanto a nivel de cerebro central, como a nivel de los I6bulos

opticos (esto derivado a las diferencias de los ERG), o en las dos estructuras.

A la fecha se conoce muy poco sobre el funcionamiento de diferentes PLA, sin
embargo existen fosfolipasas que estan relacionadas en la via visual, como es el caso de
la fosfolipasa C que esta codificada por el gen norpA y que se ha visto que esta asociada
a la via de fototransduccion, al igual que el gen rdgB (Riesgo-Escovar et al., 1995). Por
lo anterior se entiende que esa fosfolipasa al estar mutada, afectaria al menos una parte

de la via visual.
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Se sabe que el motivo de union a lipidos (LBM, por sus siglas en ingles) de la
endofilina A1 interactua con el acido lisofosfatidico y la acil-coenzimaA y los condensa a
acido fosfatidico. Esto es esencial para la formacion de microvesiculas sinapticas de la
membrana plasmatica y el cambio en la curvatura de las mismas. La PLA> hidroliza el
enlace éster sn-2 de los glicerofosfolipidos liberando acidos grasos, principalmente acido
araquidoénico (en el caso de mamiferos) y lisofosfolipidos, mientras que el dominio N-
terminal LBM de la endofilina, se encarga de la condensacion de ese acido fosfatidico
que esta asociado al reciclamiento de vesiculas sinapticas (Guichet et al., 2002). Lo
anterior sugiere que el funcionamiento que tiene la PLA: (tecu) podria estar asociado a
la formacién de vesiculas sinapticas, lo cual en este caso compromete la via visual en las
moscas de la fruta. Para poder dilucidar esto, sera necesario realizar un analisis
bioinformatico de la expresion de los dos transcritos de tecu, a lo largo de toda la via
visual, asi como marcar las células positivas a tecu-, todo esto a lo largo del espacio y
tiempo de la vida de la mosca de la fruta.
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CONCLUSIONES

52

Las pruebas de fototaxis en larvas demostraron que mutaciones de la PLA; (tecu’
y tecu?) causan un déficit visual, provocando una respuesta deficiente a la luz.
Las pruebas de contracorriente en adultos demostraron que en la vida adulta de
D. melanogaster, la mutacion tiene un efecto negativo en la respuesta visual de
ambos alelos.

En los ERG se demostrd hay algunos defectos, en un caso que la comunicacion
de fotorreceptores con las células de la lamina (L1 y L2) estda comprometida, y en
otro en la depolarizacion de los fotorreceptores.

Al no obtener fluorescencia en las células marcadas, se hipotetiza que no

necesariamente los CS y las CK que lo componen, expresan tecu.



SUPLEMENTARIAS

Suplementaria A. Expresion de tecu en los CS. (A) Vista ventral de los CS. (B) Vista dorsal
de los CS. Tanto en A como en B se observa fluorescencia en verde (UAS-stinger) de los
somas marcados de un tipo de CK que expresa tecu’. Fotografia tomada en microscopio
confocal vertical Zeiss LSM 780 DUO, con una ampliacion de 25x. Riesgo-Escovar (Datos no
publicados).

ERG hembras: yw vs tecu’ ERG machos: yw vs tecu’

Suplementaria B. Trazos representativos de ERG de la lineas control (fotografias del lado
izquierdo, A-D) vs las lineas mutantes (fotografias del lado derecho, A-D). El estimulo fue un
flash de luz, con una duracion de 1 s.
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