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La vía de BMP m odula las propiedades básicas del reloj  circadiano de Drosophila 

 

 

 

El reloj  circadiano cont rola los r itm os com portam entales, fisiológicos y 

m etabólicos en todos los organism os en los que se lo ha estudiado. Este 

oscilador, cuya per iodicidad es cercana a las 24 hs, se m ant iene sincronizado 

gracias a diversas claves am bientales. En Drosophila,  com o en ot ros organism os, 

se han ident if icado algunos de los com ponentes responsables de generar y 

m antener las oscilaciones m oleculares. Asim ism o se han caracter izado circuitos 

neuronales en los que com ponentes del reloj  f luctúan con un período cercano a 

24 hs. 

A lo largo de esta tesis se estudió el rol de la vía de bone m orphogenet ic protein 

(BMP)  en Drosophila en el circuito neuronal que cont rola el com portam iento 

r ítm ico. Esta vía de señalización, adem ás de estar involucrada en la 

organogénesis y el crecim iento, funciona com o una señal sinápt ica ret rógrada 

involucrada en la sinaptogénesis, la m orfología sinápt ica y el cont rol de la 

hom eostasis en Drosophila y en ot ros organism os. 

La alteración de esta vía en el circuito PDF en estadios adultos conlleva un 

alargam iento del período endógeno de la act ividad locom otora, que correlaciona 

con el r itm o de acum ulación y localización subcelular de period,  un com ponente 

cent ral del reloj  m olecular. Los resultados obtenidos a lo largo de este t rabajo 

perm iten proponer que la vía de BMP es capaz de m odular la t rascr ipción de 

genes cent rales del reloj  m olecular y que schnurri podría const ituir  un regulador 

negat ivo determ inante del nivel de expresión de los genes reloj  en Drosophila.  

 

 

 

Palabras claves 

Drosophila,  com portam iento, r itm os circadianos, genét ica m olecular, regulación 

de la t ranscripción, Transform ing Growth Factor β (TGFβ) , Bone Morphogenet ic 

Protein (BMP) , schnurri (shn) . 



 3

The BMP pathway m odulates basic propert ies of the Drosophila circadian clock 

 

 

 

The circadian clock cont rols rhythm s in behavior, physiology and m etabolism  in 

all liv ing organisms. This internal t imekeeping system  is ent rained by 

environm ental cues such as light  and tem perature. I n Drosophila and other 

species som e of the m olecular com ponents as well as the neuronal network 

responsible to generate and sustain this process have been ident if ied. 

The long term  goal of this thesis has been to study the role of the the bone 

m orphogenet ic protein (BMP)  in Drosophila in the neural circuit  that  cont rols 

circadian locom otor act ivity rhythm s. This signal t ransduct ion pathway is a 

general regulator of organogenesis and growth in Drosophila and other species, 

but  specifically in the nervous system it  const itutes a ret rograde signal crucial for  

processes like synaptogenesis, synapt ic m orphology and the hom eostat ic 

response. 

Adult -specif ic alterat ion of this pathway within the fly circadian network produces 

a long per iod phenotype in locom otor behavior,  that  correlates with an altered 

( i.e. delayed)  accum ulat ion and subcelular localizat ion of PERI OD, a core 

com ponent  of the m olecular clock. Our results lend support  to the view that  the 

BMP pathway m odulates t ranscript ion of clock genes, and m ore specif ically, that  

schnurr i could be a negat ive regulator crucial to determ ine clock gene expression 

levels in Drosophila.  

 

 

 

Key words 

Drosophila,  behavior, circadian rhythm s, m olecular genet ics, t ranscript ion 

regulat ion, Transform ing Growth Factor β (TGFβ) ,  Bone Morphogenet ic Protein 

(BMP) , schnurr i (shn) .   
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It is well established that the genes speak strongly in determining 
anatomical and biochemical features. It should not be surprising if, 
to a large degree, the genes also determine behavioral temperament, 
although, of course, environmental influences can also play a large 
role. All behavior is inevitably the resultant of both components.  
To discern the genetic contribution clearly, the thing to do is to 
keep the environment constant and change the genes. This is not easy 
to do with human beings; they are notoriously uncooperative and 
unwieldy experimental subjects, particularly if one must wait 
generations for the results. For this reason, the molecular 
biologists who have turned to studying behavior have cast around for 
more favorable model organisms. There immediately arises the problem 
that the simpler an organism is, the less likely it is to exhibit 
behavioral patterns that are relevant to man, while the more complex 
it is, the more difficult it may be to analyze. A wide range of 
organisms is under attack by genetic methods, including Escherichia 
coli, paramecium, phycomyces, the rotifer (C. Levinthal, oral 
communication), the nematode (S. Brenner, oral communication), and 
the mouse. 
The fruit fly, Drosophila, represents a compromise. 
 

 
Benzer, S. (1971). From the gene to behavior. JAMA 218, 1015-1022. 
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El re loj  circadiano 
 

Los procesos evolut ivos han dado origen a todos los organism os vivientes y los han 

adaptado a su actual existencia. La adaptación a los diferentes am bientes como los 

océanos, los bosques o las montañas ha dado lugar a m uy variadas form as de vida, 

perm it iendo la conquista de nuevos terr itor ios y la ut ilización de nichos ecológicos 

vacantes. De todos los parámet ros de nuest ro ambiente, hay una serie de ellos que, por 

ser tan obvios, muchas veces son descuidados o dados por sentado;  esos parámetros son 

los cambios ambientales producto de la sucesión de los días y las noches. La Tierra, 

girando sobre su propio eje, impone cambios rítm icos con un período de 24hs en 

ilum inación, temperatura y ot ras variables ambientales a las que todos los organismos 

que habitan el planeta están expuestos. No es sorprendente que existan num erosas 

adaptaciones a estos ciclos de 24hs. De hecho, la existencia de especies diurnas, 

nocturnas y crepusculares todas conviviendo en el m ismo hábitat  hace posible la 

ocupación de nichos ecológicos en térm inos de t iempo y no sólo de espacio.  

Hoy en día, los seres humanos basamos nuest ras vidas principalmente en relojes 

externos, art if iciales, producto de las nuevas tecnologías. A pesar de eso, nuest ros 

organism os siguen dependiendo de un reloj  codificado en nuest ro genoma, el cual ejerce 

cont rol sobre un gran parte de nuest ra fisiología y nuest ro com portam iento. Este reloj  

biológico es intensam ente invest igado en m uchas especies, como hongos, cianobacter ias, 

moscas, peces, aves, roedores y hum anos. Los principios generales de funcionam iento 

que subyacen estos relojes se encuent ran conservados evolut ivam ente, lo cual ha 

est imulado aun m ás los esfuerzos para desent rañar los procesos que los gobiernan. 

 

Propiedades de los relojes circadianos 

En el pr im er reporte de la era m oderna que da cuenta de la existencia de un reloj  

biológico el ast rónomo francés Jean de Mairan resaltó una de las propiedades básicas de 

su funcionam iento. Este pionero observó la apertura y cierre de las hojas de una planta 

del género Heliot ropium ,  fenómeno que ocurría diar iamente. El aporte fundam ental de 

Jean de Mairan fue aislar a la planta encerrándola en un arm ario y ver si los cam bios 

seguían ocurr iendo en la ausencia de la pr incipal clave am biental,  la luz. Como la planta 

siguió abriendo y cerrando sus hojas, con este simple diseño propuso que las oscilaciones 

biológicas diarias se sustentan en un proceso endógeno capaz de persist ir  en condiciones 

am bientales constantes (De Mairan, 1729) . Es claro que estos experimentos no descartan 
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la existencia de ot ras claves menos obvias que persisten al encerrar la planta, pero 

experimentos m ás complejos en condiciones m uy cont roladas, incluso algunos 

experimentos realizados fuera de la atmósfera terrest re, nos perm iten afirmar, con 

certeza, que los r itmos biológicos se sustentan en osciladores endógenos (Ferraro et  al. ,  

1989;  Fuller et  al., 1989;  Sulzman et  al.,  1984) . En ausencia de claves ambientales los 

relojes circadianos presentan un período cercano a las 24 horas (de ahí el nombre en lat ín 

circa= cercano diem= día) .  

Ot ra de las propiedades que definen a los relojes circadianos es su capacidad de ser 

sincronizados, o “puestos en hora” , por los r itmos ambientales, como los ciclos de luz y 

de temperatura. Esta característ ica perm ite la adaptación a los cambios estacionales, así 

como la corrección de las pequeñas desviaciones de período que t ienen los relojes 

endógenos.  

Por últ imo, los relojes se caracterizan por poseer mecanismos de compensación de 

temperatura, los cuales posibilitan que el período de las oscilaciones no se modifique al 

variar la temperatura dent ro de un rango fisiológico, el cual es diferente para cada 

especie. 

Todas estas propiedades perm iten const ituir  una relación de fase estable con los ciclos 

externos, alargando o acortando el período del reloj  endógeno e igualándolo al del ciclo 

am biental.  

 

Drosophila,  un elem ento clave para el cam po circadiano 

Thomas Hunt  Morgan comenzó a ut ilizar Drosophila melanogaster  com o modelo de 

estudio para sus experimentos sobre la herencia alrededor del año 1910, t rabajos que le 

valieron el prem io Nobel en el año 1933. Estos aportes y los de m uchos ot ros han 

establecido a Drosophila com o uno de los primeros organism os ut ilizados para el análisis 

genét ico. Años m ás tarde, a fines de la década del 60 y tam bién ut ilizando Drosophila,  el 

laboratorio de Seymour Benzer revolucionó el campo de la genét ica del comportam iento y 

en pocos años estableció simultáneamente avances sustanciales en el estudio del 

comportam iento sexual,  de los sistemas sensoriales, el aprendizaje y la memoria y los 

r itm os circadianos, ent re ot ros (Benzer, 1971;  Vosshall, 2007) . En part icular, Ron 

Konopka en el laboratorio de Benzer fue quien ut ilizó Drosophila para ident ificar genes 

involucrados en los r itmos circadianos. En el pr im er t rabajo Konopka y Benzer describen 

t res alelos de un m ismo gen, que abarcan los t res fenot ipos básicos existentes en el 

campo de los r itmos circadianos:  período largo, corto y arr itm icidad (Konopka and 

Benzer, 1971) . Este t rabajo descr ibió las consecuencias de la disfunción de un gen que 



Introducción 

 17

años más tarde sería ident if icado como period (per) , y con el esfuerzo de ot ros 

laboratorios const ituyó el pr imer caso inequívoco en el que un gen se vinculaba 

directam ente a un fenot ipo com portam ental (Bargiello et  al.,  1984;  Zehring et  al., 1984) . 

Los t rabajos pioneros de Benzer ut ilizaron el pat rón de eclosión para reportar el 

funcionamiento del reloj , pero una de las ventajas de Drosophila es que presenta muchos 

pat rones circadianos de comportam iento fácilmente medibles en el laboratorio. En 

part icular, la act iv idad locomotora es el m ás estudiado ya que existen sistemas 

automat izados de evaluación comportam ental. Siendo un animal crepuscular, la mosca 

presenta dos picos de act ividad, uno al amanecer y ot ro al atardecer, separados por una 

fase de baja act ividad durante el día la cual es especialmente evidente en los machos 

(Figura 1) . Este esquema persiste, aunque con ciertas variaciones, en condiciones 

am bientales constantes.  

 

 

 
Figura 1 . Pat rón poblaciona l de act iv i dad locom otora  para m oscas silvest res.  Se muest ra el 
prom edio de act ividad norm alizada por la act ividad total para una población de 30 anim ales en 
condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Las barras negras y blancas representan 
períodos de oscuridad y luz respect ivam ente, e indican la act iv idad desarrollada cada 30 m inutos 
con el correspondiente error estándar. ZT:  Zeitgeber  Tim e,  denom inación ut ilizada para indicar el 
t iem po pasado desde la últ im a t ransición oscuridad- luz, usualm ente indicado en horas.  

 

Al t ransferir las moscas a oscuridad constante (condición que perm ite la m anifestación del 

reloj  endógeno)  el pat rón comportamental se caracteriza por un pequeño aumento de 

act ividad en torno al inicio del día subjet ivo, y luego una act ividad más o menos 

constante durante el resto del día subjet ivo que culm ina con un nuevo aumento, más 

pronunciado, en torno al com ienzo de la noche subjet iva, remedando lo que se observa 
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en condiciones de luz y oscuridad. Cabe recalcar que durante la noche la act iv idad 

locomotora es muy esporádica en animales silvest res. 

Aunque es el m ás estudiado, la act ividad locom otora no es el único comportam iento 

cont rolado por el reloj ;  también se encuent ran bajo cont rol circadiano la eclosión 

(Konopka and Benzer, 1971) , la sensibilidad olfat iva (Krishnan et  al.,  1999) , puesta de 

huevos (Howlader et  al. ,  2006;  Howlader and Sharm a, 2006) , ciertos aspectos del cortejo 

(Fuj ii and Amrein, 2010;  Fuj ii et  al.,  2007)  y el aprendizaje y la mem oria de corto plazo 

(Lyons and Rom an, 2009) .  

Un factor importante que ha perm it ido sostener a Drosophila como organismo modelo 

para el estudio del reloj  es la relat iva sim plicidad de las redes neuronales que cont rolan 

su act ividad locom otora rítm ica (Sheeba, 2008) . Han sido descriptas alrededor de 150 

neuronas reloj  en el cerebro de la mosca (Figura 2) , de un total de alrededor de 250.000 

neuronas. Sin duda, este núm ero de componentes perm ite el estudio de su 

funcionamiento a nivel de pequeños grupos o de neuronas individuales.  

 

 

 
Figura 2 . Esquem a del cerebro de una m osca adulta  e n e l que se resa ltan las neuronas 
re loj  con sus som as y sus proyecciones.  La:  lám ina, Me:  m édula, Ey:  ojo com puesto, aMe:  
m édula accesoria, PL:  pars lateralis,  PI :  pars intercerebralis,  Oc:  ocelos, CC:  complejo cent ral, MB:  
cuerpos pedunculados, Ca:  cáliz del cuerpo pedunculado, AL:  lóbulo antenal, DN1:  neuronas 
dorsales 1, DN2:  neuronas dorsales 2, LPN:  neuronas laterales posteriores, DN3:  neuronas dorsales 
3, LNd:  neuronas laterales dorsales, l-LNv:  neuronas laterales vent rales grandes, s-LNv:  neuronas 
laterales vent rales pequeñas, H-B:  órgano de Hofbauer-Buchner, R7/ 8:  fotorreceptores 7 y 8, R1-6:  
fotorreceptores 1 a 6. Tom ado de C. Helfr ich-Förster, Genes, Brain and Behavior (2005) . 
 



Introducción 

 19

La ingeniería molecular del reloj  circadiano de Drosophila 

El análisis genét ico del comportam iento circadiano, estudiando pr incipalmente la act iv idad 

locomotora, ha perm it ido modelar la existencia de dos ciclos t ranscripcionales de 

ret roalimentación negat iva, los cuales son fundamentales para la generación y 

mantenim iento del reloj  circadiano en Drosophila.  El panorama actual propone que en el 

denom inado primer ciclo (Figura 3) , dos proteínas de unión a ADN est im ulan la 

t ranscripción de sus propios represores, y ret rasos temporales ent re la act ivación y la 

represión genera las oscilaciones de 24 horas sobre las que se sustenta el reloj . 

Específicamente, el heterodímero CLOCK/ CYCLE (CLK/ CYC)  se une a las secuencias E-box 

(por lo general CACGTG) en los promotores de sus genes blanco para act ivar la expresión 

génica. En el prim er circuito de ret roalimentación, el heterodímero CLK/ CYC act iva la 

t ranscripción de t im eless ( t im )  y  per ,  los cuales t ienen su pico m áximo al inicio del día 

subject ivo. Las proteínas TI M y PER se acumulan y dimerizan en el citoplasma a lo largo 

de la noche y t ranslocan al núcleo hacia la medianoche, en un proceso regulado por la 

proteína quinasa SHAGGY (SGG) (Mart inek et  al.,  2001) . Una vez en el núcleo PER y TI M 

se unen a CLK/ CYC, inhibiendo su unión al ADN y la act ivación de la t ranscripcion (Figura 

3) . Este panoram a pone a la ret roalimentación t ranscripcional como un mecanism o 

determ inante del período circadiano (Kadener et  al., 2008) .  

 

Figura 3 : Pr im er ciclo de ret roa lim entación negat iv a . CLK/ CYC se unen a los elem entos E-box 
de los promotores de per  y t im  act ivando su t ranscripción. Las proteínas PER y TI M son m odificadas 
por las quinasas DBT, CK2, y SGG y las fosfatasas PP2A y PP1. PER y TI M dimerizan y t ranslocan al 
núcleo donde reprim en la act ividad de dím ero CLK/ CYC. La hiperfosforilación de PER y TI M lleva la 
su unión con la E3 ubiquit ina ligasa SLI MB, llevando a su ubiquit inación y poster ior proteólisis en el 
proteasom a 26S. Tom ado de Ravi Allada and Brian Y. Chung;  Annu Rev Physiol (2010) . 
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Sin embargo, la regulación post raduccional ejercida sobre los com ponentes de este 

primer ciclo impone ret rasos temporales ent re la act ivación t ranscripcional de CLK/ CYC y 

la represión ejercida por TI M y PER. PER es fosforilado por CASEÍ NA QUI NASA IΕ 

(CK1ε) / DOUBLETI ME (DBT)  y CASEÍ NA QUI NASA 2 (CK2) , m ient ras que TI M es 

fosfor ilado por GLUCOGENOSI NTETASA QUI NASA 3β/SHAGGY (GSK3β/ SGG)  y CK2. La 

fosfor ilación por parte de SGG es de crucial im portancia debido a que adem ás de estar 

involucrada en la estabilidad de TIM (Stoleru et al. , 2007) , es crucial para la t ranslocación 

al núcleo del dím ero PER/ TI M (Mart inek et  al.,  2001) , const ituyendo por tanto una pieza 

clave en el establecim iento del período endógeno. A su vez, PER y TI M son sust ratos de 

las fosfatasas PROTEI N FOSFATASA 2A (PP2A)  y PROTEI N FOSFATASA 1 (PP1) , 

respect ivamente. Las diversas fosforilaciones a las que son sujetos PER y TI M conducen a 

su degradación;  en el caso de PER, su fosforilación por parte de DBT media la 

ubiquit inación mediada por la E3 ligasa SUPERNUMERARY LI MBS (SLI MB) , lo cual gat illa 

la degradación por el proteasoma al com ienzo del día. La falta de PER libera la represión 

sobre su propia t ranscr ipción dando com ienzo a un nuevo ciclo. 

CLK/ CYC tam bién funcionan como act ivadores t ranscripcionales de un segundo ciclo 

ent relazado con el pr imero, el cual es im portante para asegurar la fase y am plitud del 

oscilador y sus vías de salida (Figura 4) . En este ciclo, el dímero CLK/ CYC act iva 

directamente la t ranscripción de Par domain protein 1 (Pdp1)  y  vr ille (vri) , dos 

reguladores t ranscripcionales cuyos productos proteicos se unen al promotor de clk  pero 

con funciones opuestas;  m ient ras que VRI  inhibe la t rascr ipción de clk ,  PDP1 la est im ula. 

La acumulación ret rasada de PDP1 respecto de VRI  establece el r itmo de acum ulación de 

clk ,  el cual es ant ifásico respecto de per  y  t im .  

 

 
Figura 4 . Segundo ciclo de ret roa lim entación negat i va.  El dím ero CLK/ CYC, adem ás de unirse 
a los elem entos E-box de los promotores de per  y t im , act iva los genes clockwork orange (cwo) , 
pdp1 , y vr i a t ravés del m ism o elem ento. PDP1 act iva la t ranscripción de clk,  m ient ras que VRI  
com pite con PDP1 para reprim ir la expresión de clk.  Por su parte, CWO reprim e la act ivación m edia 
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por CLK/ CYC confir iendo robustez a las oscilaciones t ranscripcionales. P/ V:  sit io de unión al ADN 
para PDP y VRI . Tom ado de Ravi Allada and Br ian Chung;  Annu Rev Physiol (2010) . 

 

Los dos ciclos interconectados de ret roalimentación negat iva logran establecer un período 

endógeno muy cercano a 24hs. Pero una propiedad cent ral de los relojes circadianos es la 

capacidad de ser ent renados por las claves am bientales, las cuales const ituyen las vías de 

ent rada al oscilador y a las que se denom ina globalmente como ‘‘zeitgebers’’, que en 

alemán significa “dador de t iempo” . La intensidad lum ínica es, sin dudas, el parámetro 

m ás preponderante en la oscilación ent re el día y la noche (Helfr ich-Forster, 2002) , pero 

tam bién la temperatura (Glaser and Stanewsky, 2007) , las claves sociales (Levine et  al., 

2002)  e incluso el m agnet ism o terrest re pueden ent renar el reloj  circadiano de Drosophila 

(Yoshii et  al.,  2009a) .  

Las m oscas poseen t res órganos fotopercept ivos diferentes;  el ojo com puesto, los ocelos 

y el órgano de Hofbauer–Buchner (HB) ;  estos órganos forman parte de las vías de 

ent rada de la información lum ínica, pero el pr incipal m ecanismo sincronizador es 

autónom o de célula y recae en el pigm ento fotosensible a la luz azul CRYPTOCHROME 

(CRY)  (Em ery et  al., 1998;  Stanewsky et  al. ,  1998) . CRY es una proteína act ivable por luz 

que promueve la degradación de TI M (Busza et  al.,  2004;  Ceriani et  al.,  1999) ;   para esto 

la luz induce un cambio conformacional en CRY que facilita su unión a TI M. La falta de 

TI M vuelve inestable a PER debido a que queda expuesta a la fosforilación por parte de 

DBT (Kloss et  al. ,  2001;  Price et  al.,  1998) ;  como ya se ha mencionado, la 

hiperfosforilación media la degradación de PER y el reseteo del reloj . 

 

El período de la act ividad locom otora descansa sobre un delicado equilibr io 

Lo mecanismos moleculares descritos en la sección anterior representan un engranaje en 

el que la abundancia y funcionalidad de cada componente está finam ente regulada para 

asegurar una periodicidad cercana a las 24hs. Para estudiar la función de cada uno de los 

componentes en un organismo modelo como Drosophila las herram ientas genét icas 

disponibles han perm it ido perturbar los balances de abundancia y función, demost rando 

la relevancia de cada m olécula en este proceso (Rosbash, 2009) . Sin duda el ejem plo 

m ás paradigm át ico que dem uest ra la capacidad de los genes cent rales del reloj  de 

cont rolar el período proviene del t rabajo de Konopka y Benzer en 1971;  dos de los t res 

m utantes en el gen period que aislaron (perS y perL)  representaban mutantes de período. 

Años después se caracter izaron la mutaciones en estos genes demost rándose que el 

efecto cent ral es sobre la estabilidad de la proteína PER:  m ient ras que aumentando su 

estabilidad se prolonga el período endógeno, dism inuyéndola se acorta. Pero ésta no es la 
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única evidencia de que el gen period regula el período, el m ism o Konopka demost ró que 

aumentando la dosis génica de per  el reloj  molecular acortaba su período (Sm ith and 

Konopka, 1982) , observación que fue luego rat ificada por t rabajos que incorporaron 

m ediciones en los niveles t ranscripcionales de per ,  confirmando la correlación ent re los 

niveles de expresión de per  y el período endógeno (Baylies et  al.,  1987;  Rut ila et  al., 

1992) . De hecho, per  no es el único regulador t ranscripcional capaz de modular el período 

endógeno;  la dism inución de la dosis génica de vr ille acorta el período locom otor (Blau 

and Young, 1999)  y el aum ento de la dosis génica de clock  también es capaz de acelerar 

levemente el reloj  m olecular (Kadener et  al.,  2008) .  

Adem ás de la regulación t ranscripcional sobre el período, el ciclo circadiano es m uy 

sensible a la act ividad de las quinasas que lo conforman. La acción que ejercen las 

quinasas double- t ime y shaggy  sobre el reloj  es m ediado por su estado de act ivación y su 

abundancia a nivel de proteína (Kloss et  al.,  1998;  Mart inek et  al., 2001;  Price et  al. , 

1998;  Suri et  al., 2000) . Por el cont rar io, no hay reportes que dem uest ren que un 

incremento de dosis génica de estas quinasas puede afectar el paso del reloj .  

Adem ás del efecto que la dosis génica de per  t iene sobre el reloj  (a mayor número de 

copias, menor el período) , un efecto cont rar io fue reportado sobre el increm ento de la 

proteína PER regulada por un promotor const itut ivo (Kadener et  al.,  2008;  Yang and 

Sehgal,  2001) . Aumentar la cant idad de PER por medio de la sobreexpresión del marco 

abierto de lectura (ORF)  que codifica para esta proteína retarda el paso del reloj , 

aumentando el período, probablemente a t ravés de aumentar exacerbadamente los 

niveles de PER, con la consiguiente disminución t ranscripcional del locus endógeno. 

  

El circuito neuronal det rás del reloj  de Drosophila 

A part ir  de la ident ificación de mutantes circadianos y la poster ior ident ificación de los 

genes y las proteínas afectadas, fue posible desarrollar ant icuerpos dir igidos cont ra las 

proteínas claves del reloj  biológico. Ut ilizando esas nuevas herram ientas fue posible 

ident if icar las neuronas reloj  en el cerebro de la m osca (Helfr ich-Forster, 1995;  Kaneko et  

al.,  1997) .  

Hoy en día se define como el circuito circadiano a alrededor de 150 neuronas que 

expresan PER y TI M en el cerebro de Drosophila.  En función de su localización anatóm ica, 

su tamaño celular y su pat rón de expresión génica las neuronas reloj  han sido divididas 

en grupos y subgrupos. A grandes rasgos es posible dist inguir un grupo de neuronas con 

ubicación dorsal y ot ro grupo de ubicación lateral dent ro del protocerebro. A su vez, el 

grupo dorsal ha sido div idido en t res subgrupos denom inados DN1, DN2 y DN3 (por sus 
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siglas en inglés) . Mient ras que las DN1 son alrededor de 15 neuronas,  las DN2 son sólo 2 

neuronas y las DN3 son alrededor de 40 neuronas. Por su parte, el grupo de neuronas 

con ubicación lateral ha sido subdividido en cuat ro subgrupos de pocas neuronas cada 

uno;  3 o 4 neuronas conforman el grupo poster ior lateral, 6 neuronas son denom inadas 

laterales dorsales, 5 definen el grupo de las neuronas laterales vent rales pequeñas y 4 el 

de las neuronas laterales vent rales grandes (LPN, LNd, sLNv y lLNv respect ivamente, por 

sus siglas en inglés)  (Figura 2)  (Peschel and Helfr ich-Forster, 2011) . 

Es importante destacar que un gran número de células gliales son inm unoreact ivas para 

PER y TI M, aunque los niveles de expresión son m enores que los presentes en neuronas. 

El sistem a glial, v ital para el funcionam iento del sistema nervioso, es también clave para 

el correcto desenvolvim iento del sistem a circadiano (Ng et  al., 2011) . A su vez, muchas 

evidencias indican que el sistem a circadiano cont rola la morfología y el funcionam iento 

bioquím ico de la glía (Jackson, 2010) . 

Los dist intos subgrupos neuronales cumplen funciones más o m enos específicas sobre 

dist intos aspectos de la act iv idad locom otora rítm ica a lo largo de los dist intos mom entos 

del día y bajo diferentes condiciones ambientales (Peschel and Helfr ich-Forster, 2011) . 

Dent ro de esta red de neuronas, es de part icular relevancia el grupo de las LNvs, cuya 

característ ica saliente es que, a excepción de una de ellas, expresan el neuropépt ido 

PI GMENT DI SPERSI NG FACTOR (PDF) . En Drosophila,  se ha dem ost rado que PDF es la 

señal responsable de sincronizar lo dist intos osciladores en el cerebro de la mosca (Lin et  

al.,  2004;  Park et  al. ,  2000;  Peng et  al., 2003;  Renn et  al.,  1999) . Si bien tanto las lLNvs 

como las sLNvs expresan PDF, son estas últ imas las que se han señalado como el 

oscilador cent ral en Drosophila.  Además, el correcto funcionam iento de las neuronas sLNv 

PDF posit ivas es de part icular im portancia para la act ividad ant icipator ia de la mañana, y 

son determ inantes para sostener el r itmo locomotor en condiciones de oscuridad 

constante (Grima et  al.,  2004;  Shigeyoshi et  al. ,  2002;  Stoleru et  al., 2004) .  

Desde un punto de vista neuronanatóm ico, las sLNvs envían sus proyecciones axonales 

hacia la región dorsal del cerebro donde se encuentran las DN1 y la pars intercerebralis 

(PI ) , un área compuesta por neuronas de sistema neuroendocrino. Por su parte, las lLNvs 

proyectan sus axones hacia la m édula ipsilateral y cont ralateral (Figura 5) . Es im portante 

destacar que si bien las sLNvs const ituyen las neuronas marcapaso, el resto de la red es 

fundam ental para lograr un correcto cont rol de la act ividad locomotora rítm ica.  
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Figura 5 : Circuito PDF.  La figura m uest ra un hem icerebro de mosca adulta del genot ipo 
pdfG4> CD8RFP m arcado por inm unohistoquím ica cont ra la proteína RFP. El código de colores indica 
la profundidad en el tej ido. Las flechas señalan los cuerpos celulares de las sLNvs (neuronas 
laterales vent rales pequeñas)  y las lLNvs (neuronas laterales vent rales grandes) . DP:  protocerebro 
dorsal,  Me:  m édula. 

 

Desarrollo y m antenim iento del sistem a nervioso 
 
Mecanism os involucrados en la est ructuración del sistem a nervioso 

Los m orfógenos son m oléculas señalizadoras secretadas por diversos t ipos celulares 

capaces de organizar células de su entorno en pat rones determ inados. Estas moléculas 

forman gradientes de concent ración desde los cent ros de liberación, y determ inan el 

arreglo espacial y el dest ino funcional de las células blanco, lo cual depende de la 

concent ración alcanzada por el morfógeno en cada t ipo celular capaz de reconocerlo, y las 

vías de señalización presentes en cada uno de ellos. Los ejemplos m ás clásicos de 

morfógenos incluyen al ácido ret inoico y pépt idos de la vía de Wnt ,  del t ransform ing 

growth factor-β (TGFβ) , del fibroblast  growth factor  (FGF) , y de la fam ilia Hedgehog. 

Estos morfógenos y sus cascadas de t rasducción de señales están presentes en casi todos 

los metazoos, const ituyendo componentes homólogos tanto en est ructura proteica com o 

en función (Wu and Hill,  2009) . En part icular, el uso de Drosophila com o m odelo de 

estudio ha cont r ibuido de manera sustancial a entender cómo estos factores actúan. En 

las últ imas décadas el análisis molecular y genét ico de la act ividad de los dist intos 

morfógenos y del establecim iento de sus gradientes dent ro de los organismos ha sido un 

tem a cent ral de la biología del desarrollo. Más recientemente se ha encontrado que 

muchas de estas moléculas son también factores claves en el guiado axonal y la 
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formación de sinapsis (Bayat  et  al.,  2011;  Marques and Zhang, 2006;  Salinas, 2003) ;  por 

lo tanto, en el establecim iento y función del sistema nervioso. 

 

La vía de señalización de TGFβ 

Hacia el final de la década del 70 y pr incipio de la década del 80 m uchas eran las 

evidencias de que el crecim iento celular era cont rolado en gran m edida por polipépt idos y 

hormonas que se encuent ran en los fluidos provenientes de los diferentes órganos. En ese 

contexto, un concepto cent ral era la idea de que la células t rasformadas o malignas eran 

células que habían escapado a los cont roles impuestos por esas hormonas y factores 

proteicos (Holley, 1975;  Sporn and Todaro, 1980) . Con el objet ivo de entender los 

procesos de cont rol del crecim iento celular, el laborator io de Michael Sporn se em barcó 

en la caracter ización bioquím ica de cierto t ipo de células t ransformadas aislando dos 

fracciones con capacidad de inducir  la proliferación celular, las cuales denom inaron 

“ t ransform ing growth factor α y β”  (TGFα y TGFβ)  (Anzano et  al.,  1982) . El factor α 

resultó ser el “epidermal growth factor”  (EGF)  (Sm ith et  al., 1985) , factor que ya se 

encont raba descripto;  el β representó un nuevo ejemplo de un potente inductor del 

crecim iento celular (Anzano et  al. ,  1982) . A pesar de haber sido encont rado como un 

est imulador del crecim iento celular TGFβ es capaz, en ciertos contextos celulares, de 

funcionar inhibiendo la proliferación celular (Roberts et  al., 1985;  Tucker et  al.,  1984) . 

Estas observaciones rompieron con una visión simplista que entendía a TGFβ como un 

sim ple prom otor del crecim iento celular y dem ost raron por pr imera vez la 

m ult ifuncionalidad de esta vía de señalización (Sporn, 2006) . 

A lo largo de los años se ha descripto que la fam ilia de factores de crecim iento TGFβ 

incluye varias subfam ilias, ent re ellas la de TGFβ,  bone morphogenic proteins (BMP) , 

nodals,  act iv ins,  y la hormona ant i-Muller iana, además de muchos ot ros factores 

est ructuralm ente relacionados en vertebrados, insectos y nematodos (Tabla 1)  

(Moustakas and Heldin, 2009) . Esta plétora de factores act iva diversas vías de 

señalización y regula una variedad de procesos celulares incluyendo la proliferación y 

diferenciación, el establecim iento del eje dorso-vent ral, la apoptosis, la adhesión y 

m igración, media la respuesta a lesiones, m odula la respuesta inm une y está involucrada 

en el cont rol de la carcinogénesis (Sant ibanez et  al. , 2011;  Wharton and Derynck, 2009) . 
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Tabla 1 . La vía  de TGF β en hum anos, m oscas y gusanos.  Los ligandos, los receptores t ipo I  y 
las proteínas R-Sm ads responden a un código de color:  azul, vía de BMP;  rojo vía de TGFβ/ act ivin. 
Los signos de pregunta indican que no hay información disponible. En el grupo de los receptores 
t ipo I I I , los sím bolos (+ )  o (–)  indican efectos posit ivos o negat ivos, respect ivam ente. N/ A, no 
corresponde. Modificado de Arist idis Moustakas and Carl-Henr ik Heldin, Developm ent , 2009, The 
regulat ion of TGFβ signal t ransduct ion. 

 

La vía de señalización común a esta fam ilia de pépt idos t ransduce su señal desde la 

m embrana hasta el núcleo a t ravés de dos t ipos de receptores t ransmembrana del t ipo 

serina/ t reonina quinasa, que a su vez señalizan a t ravés de las proteínas denom inadas 

Smad. Los receptores de esta vía representan dos sub- fam ilias est ructuralm ente m uy 

sim ilares, denom inadas receptores de t ipo I  y de t ipo I I ;  los receptores t ipo I  poseen un 

dom inio conservado r ico en glicinas y ser inas (secuencia GS)  muy cercano a su dominio 

quinasa. Los ligandos perm iten la formación de com plejos estables de receptores que 

constan de dos receptores de cada t ipo, en los que los receptores de t ipo I I  fosforilan la 
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secuencia GS, y esta fosforilación act iva los receptores t ipo I  que primero se 

autofosforilan, y luego fosfor ilan a las proteínas Sm ad (Moustakas and Heldin, 2009) . Han 

sido descriptas t res t ipos de proteínas Smad:  las R-Smads interactúan directamente con 

los receptores t ransmembrana y son fosforiladas por los receptores de t ipo I  en sus 

residuos C- term inales;  las Co-Smads forman complejos con las R-Smad y t ranslocan al 

núcleo donde regulan la t ranscripción en conjunto con ot ros cofactores;  y las I -Smads son 

reguladores claves de la señal de TGFβ const ituyendo un mecanismo de ret roalimentación 

negat ivo que regula el funcionam iento de la vía de señalización (Moustakas and Heldin, 

2009) . 

 

La vía de TGFβ en Drosophila 

Drosophila melanogaster  t iene siete m iembros de la fam ilia de TGFβ.  DECAPENTAPLEGI C 

(DPP)  y SCREW (SCW) son homólogos de BMP, y determ inan el eje dorsovent ral y la 

diferenciación en diversos tej idos, siendo el ala de la mosca el modelo de estudio más 

difundido (Affolter and Basler, 2007) . Ot ro homólogo de BMP es GLASS BOTTOM BOAT 

(GBB) , que adem ás de regular el desarrollo del ala está involucrado en el desarrollo del 

cerebro (Keshishian and Kim , 2004;  Marques and Zhang, 2006;  Salinas, 2003) . Los 

ligandos t ipo act iv in son dACTI VI N (ACTβ)  y DAWDLE (DAW), y cum plen un rol tej ido-  

específico, por ejem plo en el desarrollo del sistema nervioso larval (Zhu et  al., 2008) . A 

estos cinco ligandos se suman MAVERI CK y MYOGLI ANI N, que se expresan en células del 

endodermo y el mesodermo, pero cuya función no ha sido caracter izada en detalle (Lee-

Hoeflich et  al.,  2005;  Nguyen et  al.,  2000) . 

En cuanto a los receptores t ransmembrana, Drosophila t iene 5 m iembros. THI CKVEI NS 

(TKV) ,  SAXOPHONE (SAX)  y BABOON (BABO) const ituyen receptores de t ipo I , m ient ras 

que PUNT (PUT)  y WI SHFUL THI NKI NG (WI T)  son de t ipo I I . Los ligandos t ipo BMP se 

unen a los receptores t ipo I  TKV y SAX, m ient ras que BABO m edia la act ividad de ACTβ y 

DAW (Affolter and Basler, 2007;  Zhu et  al.,  2008) . 

Las proteínas Smad form an un grupo numeroso en vertebrados, en cam bio Drosophila 

m uest ra un número lim itado de genes homólogos. MOTHERS AGAI NST DPP (MAD)  

representa la única R-Smad blanco de los receptores serina/ t irosina quinasa SAX y TKV;  

por su parte, BABO señaliza a t ravés de dSmad2. Mient ras tanto MEDEA (MED)  const ituye 

la única Co-Sm ad. También existe sólo una I -Smad, denom inada DAUGHTERS AGAI NST 

DPP (DAD)  (Tsuneizum i et  al., 1997)  que inhibe los receptores TKV y SAX pero no a 

BABO (Kam iya et  al. , 2008) . 
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Adem ás de las proteínas homólogas a Smad se han caracterizado dos proteínas claves 

para la respuesta a DPP en el desarrollo em brionario de Drosophila,  BRI NKER (BRK)  y 

SCHNURRI  (SHN) . Las mutaciones en brinker  producen efectos muy sut iles, con fenot ipos 

sim ilares a los producidos por la sobreact ivación de DPP en ciertas células del em brión, y 

esto es producto de que DPP regula negat ivamente su expresión (Campbell and 

Tom linson, 1999;  Jazwinska et  al.,  1999) . Los experim entos de sobreexpresión de brk 

demost raron que BRK es capaz de cont raponerse a los efectos de la act ivación de la vía 

en un m odo autónomo de célula silenciando la expresión de los genes blanco. Estas 

evidencias llevaron a caracter izar a BRK como un represor t ranscripcional que, unido a los 

promotores de los genes blancos de la vía, los mant iene inact ivos en ausencia de los 

ligandos (Sivasankaran et  al., 2000) .  

Por su parte, el pr imer reporte sobre los efectos de m utaciones en shn se encuent ra en el 

t rabajo pionero de C. Niisslein-Volhard, E. Wieschaus y H. Kluding de 1984 ut ilizando 

fenot ipos de cut ícula de embriones de Drosophila, en los que mutaciones para shn  

m uest ran los m ismo fenot ipos de falla en el cierre dorsal que m utaciones en los 

receptores t kv  y punt  (Niisslein-Volhard et  al., 1984) . Luego se demost ró que los 

em briones mutantes para shn presentan ot ros fenot ipos sim ilares a los de mutaciones en 

dpp,  tkv  y punt , ya que son incapaces de generar una respuesta a DPP, incluso ante la 

adición de variantes const itut ivamente act ivas del receptor TKV (Arora et  al.,  1995;  

Grieder et  al.,  1995;  Staehling-Hampton et  al.,  1995) . Estas evidencias experimentales, y 

el hecho de que SHN es una proteína nuclear con ocho dominios de dedos de zinc, 

llevaron a proponer a SHN como un cofactor nuclear que cont r ibuyen en la respuesta a la 

señal de DPP. Trabajos poster iores determ inaron que SHN es capaz de formar un 

complejo proteico junto con MAD y MEDEA en respuesta a la fosforilación y t ranslocación 

al núcleo de MAD. Este complejo regula negat ivamente la expresión de BRK, mediando 

así buena parte de la respuesta t ranscripcional a DPP (Dai et  al., 2000;  Marty et  al. ,  

2000;  Udagawa et  al. ,  2000) . También se ha propuesto que SHN t iene funciones 

adicionales a las de reprim ir a brk ya que los embriones doble m utantes para shn y brk 

no t iene los m ismos fenot ipos em brionarios que el mutante brk  (Affolter et  al., 2001;  

Torres-Vazquez et  al., 2001) . Asim ism o, ha sido descripta la función del t rímero MAD-

MED-SHN com o regulador negat ivo de la t ranscripción de genes blanco de la vía como 

son bag of marbles (bam )  y gooseberry  (gsb)  (Pyrowolakis et  al. ,  2004) . Tam bién existen 

evidencias de que SHN puede actuar com o act ivador de la t ranscripción en conjunto con 

MAD, reconociendo de modo específico una secuencia consenso en el ADN (Dai et  al., 

2000) , aunque esta posibilidad no ha sido explorada en profundidad. 
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Las co-Smad y estos coreguladores t ranscripcionales de la respuesta a DPP son los únicos 

componentes citoplasmát ico o nucleares descriptos para esta vía en Drosophila.  La 

m ult ifuncionalidad y versat ilidad de esa vía de señalización ha demost rado, en ot ros 

sistem as m odelo, la necesidad de diversos factores tej ido específico que perm iten m ediar 

la respuesta a TGFβ según el contexto fisiológico de la célula blanco. Esto marca un 

desafío aún pendiente en el estudio de la respuesta celular a esta importante vía de 

señalización en Drosophila (Affolter and Basler, 2007;  Wu and Hill,  2009) . 

En resumen, el funcionam iento canónico de la vía en el desarrollo de Drosophila implica la 

llegada de los ligandos t ipo BMP a la superficie celular donde es reconocido por receptores 

de t ipo I I  y luego de t ipo I , lo que resulta en la fosforilación de MAD. pMAD recluta a MED 

y luego a SHN y ot ros coreguladores cont rolando así la expresión génica (Figura 6) . 

 

 

 
Figura 6 . Vía  canónica de seña lización.  Se m uest ra un esquem a de los com ponentes principales 
y su función caracterizada principalm ente en el desarrollo em brionar io y larval de Drosophila.  El 
signo de interrogación responde a la posibilidad de que SHN cum pla ot ros roles m ás allá de la 
regulación t ranscripcional de brinker (Affolter and Basler, 2007;  Affolter et  al.,  2001) .  
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Los receptores de la vía de BMP pueden funcionar sinérgicam ente  

La act ivación de los receptores depende de la recepción del ligando y la formación de un 

complejo compuesto por dos ligandos y cuat ro receptores, dos de cada t ipo. La ut ilización 

de receptores t ipo I  const itut ivamente act ivados ha demost rado que, en la m ayoría de los 

sistem as t isulares que emplean esta vía de señalización, la act ivación de la vía se logra 

con un representante de cada t ipo de receptor. Si bien esta situación es la regla general 

existen excepciones que marcan que, dependiendo del contexto celular, los ligandos que 

llegan a la superficie celular, y sobre todo los niveles de expresión de los receptores t ipo 

I , es necesaria la act ivación conjunta de complejos ligando- receptor formados por 

diferentes receptores t ipo I . Específicam ente, durante el desarrollo del ala el receptor t ipo 

I I  involucrado es punt  y el ligando pr incipal es dpp aunque gbb también es relevante para 

el proceso;  por su parte, ambos receptores t ipo I , tkv  y sax ,  son necesarios. En ciertos 

dom inios en los que tkv  se expresa en baja concent ración, la act ivación conjunta de 

complejos DPP-PUNT-TKV no es suficiente para lograr un correcto desarrollo y es 

necesaria la act ivación de complejos GBB-PUNT-SAX (Haerry et  al., 1998;  Khalsa et  al. ,  

1998) .  

En el caso de la regulación por parte de gbb de la ident idad pept idérgica de las neuronas 

CCAP (Veverytsa and Allan, 2011;  y ver sección “La vía de BMP es determ inante en la 

expresión neuronal de neuropépt idos”  en esta int roducción) , sólo se logra un rescate del 

fenot ipo producido por la ausencia de wit  al expresar variantes const itut ivamente act ivas 

de ambos receptores t ipo I , sax  y t kv ,  ya que la expresión de cada uno de ellos por 

separado no es suficiente para obtener fenot ipos silvest res. 

 

Regulación t ranscripcional de la vía de BMP 

Ante la llegada de los ligandos a la célula, la act ivación de receptores lleva a la 

fosforilación de las proteínas Sm ad (MAD en Drosophila)  y su t raslocación al núcleo donde 

regulan la t ranscripción. La lista de los factores regulatorios de la t ranscripción que se 

unen a las proteínas Sm ad y regulan la t ranscripción es extensa (para una revisión 

detallada de los coreguladores en diversas especies ver Moustakas, A., y Heldin, C.H., 

2009) . En térm inos generales, las proteínas Sm ad se unen con poca afinidad a los 

elem entos SBE (Sm ad-binding elem ents)  en el ADN y el reclutam iento de com plejos 

Smad a la cromat ina depende de la interacción directa con ot ros factores que le dan la 

afinidad necesaria. Luego de unirse al ADN, Smad y sus coreguladores reclutan 

act ivadores de la t ranscripción y enzim as acet ilt ransferasas de histonas para lograr la 

iniciación de la t ranscripción (Schmierer and Hill,  2007) .  
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En cuanto a los elementos regulatorios de la t ranscripción que median la respuesta a la 

vía de TGFβ en Drosophila,  se han ident ificado dos que son capaces de mediar la 

act ivación o la represión de la t ranscripción (Figura 7) . Estos elementos, denom inados AE 

y SE (por Act ivat ing Elem ent  y  Silencing Elem ent )  se caracterizan por ser secuencias 

cortas, poco conservadas ent re los dist intos genes blanco de la vía, y muy sim ilares ent re 

sí (Gao et  al., 2005;  Pyrowolakis et  al., 2004;  Weiss et  al., 2010) .  

 

 

 
Figura 7 . Modelo del funcionam iento de los e lem ento s regula tor ios que responden a  DPP.  
Dos elem entos levem ente diferentes cont rolan la act ivación y la represión de la t ranscripción 
m ediada por MAD y MED. Los genes cont rolados por los elem entos SE (arr iba)  son reprim idos por el 
com plejo MAD-MED-  SHN en respuesta a elevados niveles de DPP;  ante bajos niveles de DPP la 
represión es liberada porque no se form a dicho com plejo. El caso m ás estudiado de este t ipo de 
regulación es el elem ento SE que se encuent ra en el promotor de brinker .  Los genes regulados por 
elem entos AE son act ivados en regiones de altos niveles de DPP, es decir , por altos niveles de MAD 
fosfor ilada capaz de compet ir  por los sit ios AE. Con bajos niveles de DPP, BRK compite por los sit ios 
AE m ediando la represión t ranscripcional. El ejem plo m ás estudiado de este t ipo de regulación es el 
promotor del gen dad.   
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La sim ilitud de secuencia de ambos sit ios perm ite reclutar al t r ímero compuesto por dos 

proteínas MAD y una MED, que luego es capaz de unirse a factores específicos que 

m edian la act ivación o represión. Adem ás, el AE también es capaz de unir  a BRK 

( represor t ranscripcional)  que compite con la forma fosforilada de MAD por dicho sit io;  

esto perm ite que en condiciones de bajo nivel de act ivación BRK se una al ADN inhibiendo 

la t ranscripción, y que en regiones t isulares con elevados niveles de DPP, fosfo-MAD lo 

desplace m ediando la act ivación t ranscripcional (Weiss et  al., 2010) . 

 

BMP y la interacción con ot ras vías de señalización 

Está firmemente establecido que las proteínas Sm ad son mediadores cent rales de las 

señales que los receptores que responden a TGFβ t ransducen al núcleo celular. Sin 

em bargo, cada vez más pruebas bioquím icas y de la biología del desarrollo apoyan la idea 

de la existencia de vías alternat ivas que también part icipan en la señalización de TGFβ. 

Hay t res m ecanism os básicos por los que la vía de TGFβ interactua con ot ras vías de 

señalización para regular las respuestas fisiológicas:  (1)  vías de señalización diferentes 

capaces de modificar directamente ( fosforilar,  por ejemplo)  a proteínas Smad y así 

m odular la act ividad de los efectores cent ral;  (2)  proteínas Sm ad que directamente 

interactúan y m odulan la act iv idad de ot ras proteínas de señalización (quinasas, por 

ejem plo)  y por consiguiente modulan la t ransm isión de señales de ot ras vías, y (3)  

receptores de la vía de TGFβ que interactúan o fosforilan directamente ot ras proteínas, 

iniciando así vías de señalización paralelas (Moustakas and Heldin, 2005)  (Figura 8) . Este 

últ imo mecanismo es el más estudiado y del cual existen ejem plos en mamíferos e 

insectos. Los receptores ALK5 ( receptores t ipo I  en mamíferos)  son capaces de act ivar la 

vías de señalación de MAPK, tanto las mediadas por ERK (Lee et  al., 2007)  como las de 

JNK y p38 (Sorrent ino et  al. ,  2008;  Yamashita et  al.,  2008) . En Drosophila,  se ha 

dem ost rado que el receptor t ipo I I  wit  interactúa directamente con la serina- t reonina 

quinasa LI MK1, regulando la estabilidad sinápt ica en la sinapsis neuromuscular (Eaton 

and Davis, 2005) . Esta quinasa está involucrada en la regulación del citoesqueleto de 

act ina a t ravés de la regulación de cofilina,  tanto en neuronas como en ot ros tej idos 

(Arber et  al. ,  1998;  Ng and Luo, 2004) . Adem ás, ratones knockout  para LI MK1 presentan 

defectos morfológicos en las espinas dendritas y en la plast icidad sinápt ica dependiente 

de act ividad (Endo et  al. ,  2003) . 
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Figura 8 . Mecanism os a lternat ivos para la  interacci ón de la  vía  de TGF β con ot ras vías de 
señalización. Se esquem at izan t res m ecanism os alternat ivos:  (1)  dist intas vías de señalización 
son capaces de modificar proteínas Sm ads interactuando o no con los receptores de TGFβ;  (2)  
proteínas Sm ads interactúan y modulan ot ras vías de señalización, y (3)  receptores de la vía de 
TGFβ que interactúan o fosforilan directam ente ot ras proteínas, iniciando así vías de señalización 
paralelas ( independientes de Sm ad) . Tom ado de Moustakas y Heldin (2005) . 
 

Así com o la señalización por los ligandos de la fam ilia de TGFβ es capaz de regular ot ras 

vías de señalización, también es cierto que existe modulación de la vía de TGFβ por parte 

de ot ras vías. En part icular, la act ividad de las proteínas Smad y co-Smad está regulada 

de modo directo por la vía de señalización de receptores t irosina quinasa. La est ructura 

molecular de las proteínas Smad está conservada a lo largo de la evolución y se 

caracteriza por tener dos dom inios globulares denominados MH1 y MH2, unidos por un 

dom inio bisagra r ico en prolinas. Este dom inio bisagra presenta adem ás varios residuos 

de serina y t reonina suscept ibles de ser fosforilados. Proteínas de la vía de MAPK 

act ivadas por receptores t irosina quinasa fosforilan el dom inio bisagra de Smad1, 

promoviendo su degradación en el proteasoma y reduciendo así la act ivación de la vía de 

BMP (Sapkota et  al., 2007) . Ot ra quinasa del dom inio bisagra en Smad1 es GSK3 (cuyo 

homólogo en Drosophila es shaggy) ,  y su act iv idad reduce la señalización de la vía de 

BMP al inhibir  el funcionamiento de Smad1. Dado que GSK3 se encuent ra negat ivamente 

regulada por la vía de Wnt  esta vía actúa de forma sinérgica con BMP aumentando la 
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duración de la señales, lo cual representa un claro ejemplo de interacción ent re diferentes 

vías de señalización (Fuentealba et  al.,  2007;  Wu and Hill, 2009) . 

En resumen, ninguna de las vías de señalización actúa de modo asilado en el contexto 

celular y t isular, siendo la regulación cruzada ent re los diferentes mecanismos lo que 

proporciona una regulación fina al flujo de información que conduce los procesos 

celulares. 

 

BMP com o un m ensajero re t rógrado en e l sistem a nerv ioso 
 

La caracter ización del funcionam iento de la vía de BMP se ha realizado principalmente 

durante el desarrollo em brionario y larval. Sin em bargo, en los últ imos años ha sido 

creciente el número de reportes que apuntan a una función de la vía de BMP en el 

establecim iento y funcionam iento del sistem a nervioso tanto en la fisiología normal 

(Keshishian and Kim , 2004;  Marques, 2005;  Sanyal et  al., 2004)  como en procesos 

patológicos (Bayat  et  al., 2011) . Más allá del rol que esta vía t iene en el establecim iento 

del plan anatóm ico general de los organism os, en el sistem a nervioso la vía de BMP 

funciona como una señal ret rógrada vinculada a la función sinápt ica y a la expresión 

génica (Figura 9) .  

 

 

Figura 9 . Modelo del funcionam iento de la  vía  de BMP com o seña l ret rógrada en la  

sinapsis neurom uscular .  (1)  El receptor t ipo I  TKV y el receptor t ipo I I  WI T se localizan en la 
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región presinápt ica, donde WI T interactúa con la quinasa dLI MK1. (2)  Los receptores se unen al 

ligando GBB secretado por el m úsculo, form an un complejo proteico y se act ivan. (3)  El complejo 

act ivado puede causar la act ivación de dLI MK1 modificando la dinám ica de F-act ina. (4)  El complejo 

form ado por los receptores y el ligando se internaliza y es dir igido al sistem a endosom al tem prano. 

(5)  Una vez internalizado el com plejo TKV fosforila a MAD en la term inal presinápt ica. (6a)  De 

m odo alternat ivo, el endosoma tem prano puede unirse a DI NEI NA y ser t ransportado al som a de la 

neurona motora para ejercer, en ese compart im iento, su función sobre MAD. (6b)  Como parte del 

sistem a de regulación negat iva de la vía, el endosom a form ado por la internalización del com plejo 

de receptores y ligandos puede ser degrado por el sistem a lisosom al. Modificado de Márques, J 

Neurobiol (2005)  

 

Este t ipo de señalización en el sistem a nervioso no es exclusiva de esta vía, y ha sido 

descripta para factores de crecim iento como las neurot rofinas (Barker et  al., 2002) , y 

para moléculas pequeñas capaces de difundir  a t ravés de la m em brana plasm át ica, com o 

el ácido araquidónico, el óxido nít r ico y el monóxido de carbono (Baranano et  al., 2001) . 

 

La vía de BMP regula el desarrollo sinápt ico 

El rol pleiot rópico que la vía de BMP t iene a lo largo del desarrollo ha rest r ingido en buena 

m edida el análisis de su función en el sistem a nervioso en estadios avanzados del 

desarrollo o en individuos adultos. Sin em bargo, desde fines de los años 90 existen 

evidencia in v it ro de su rol en el establecim iento y funcionamiento de circuitos 

neuronales. Ut ilizando Aplysia como sistem a modelo se ha demost rado que TGFβ es 

necesario y suficiente para inducir facilitación sinápt ica en el ganglio sensorial (Chin et  

al.,  1999;  Zhang et  al. ,  1997) . Por ot ra parte, en vertebrados, la adm inist ración de 

ligandos de la vía sobre preparaciones agudas de neuronas hipocam pales (Withers et  al., 

2000)  o del sistema simpát ico (Lein et  al. ,  1995)  produce la prom oción del crecim iento 

dendrít ico. Adem ás, la inducción y mantenim iento de fenot ipo colinérgico en neuronas del 

sistem a nervioso cent ral está fuertemente cont rolado por uno de los ligandos de la vía de 

BMP (Lopez-Coviella et  al. ,  2000) . 

Sin em bargo, las pr imeras evidencias in v ivo del rol de la vía de BMP como un m ensajero 

ret rógrado en la diferenciación sinápt ica fueron obtenidas t rabajando en la sinapsis 

neuromuscular de la larva I I I  de Drosophila,  una preparación ampliam ente estudiada y 

con innum erables ventajas experimentales. Estos t rabajos seminales demost raron que 

anim ales con m utaciones en el receptor t ipo I I  wit  most raban sinapsis m uy reducidas 

pero no presentaban cam bios m orfológicos notorios en el m úsculo ni la motoneurona 

(Aberle et  al., 2002;  Marques et  al.,  2002) .  
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Posteriormente, ot ros t rabajos profundizaron el estudio de la vía clásica en este proceso 

determ inando que el receptor t ipo I  t kv  está enriquecido en las term inales de los axones 

m otores y que mutaciones en los receptores t ipo I  tkv  y sax ,  así com o mutaciones en el 

ligando gbb,  most raban también diversas alteraciones. Además de una reducción de 

tam año en la sinapsis neurom uscular ( lo cual fue evaluado por m icroscopía ópt ica) , los 

fenot ipos más salientes a nivel de ult raest ructura son la reducción de las est ructuras de 

t ipo “T Bars” , la reducción del área de los botones sinápt icos, y la presencia de 

desprendim ientos de la m em brana presinápt ica. Por ot ra parte, estos mutantes tam bién 

m uest ran una dism inución en la t ransm isión sinápt ica caracter izada por una reducida 

liberación de neurot ransm isores (McCabe et  al.,  2004;  McCabe et  al.,  2003;  Rawson et  

al.,  2003) . Com o es de esperar la disfunción de ligandos y receptores conlleva, en la 

sinapsis neuromuscular, a una falta de fosfor ilación de MAD, la cual ha sido estudiada con 

diversos ant icuerpos fosfo-específicos. Asim ismo, la ausencia de mad o medea también 

generan los defectos en la est ructura sinápt ica, los cuales pueden ser rescatados por la 

reconst itución de su expresión en el músculo (Dudu et  al.,  2006;  McCabe et  al., 2004) . La 

función de la vía de BMP en la placa neuromuscular no se reduce al crecim iento, sino que 

también es necesaria para garant izar la capacidad neuronal de m ontar una respuesta 

hom eostát ica y así mantener la funcionalidad de la t ransm isión sinápt ica en la placa 

neuromuscular (Goold and Davis, 2007) .  

Si bien la sinapsis neuromuscular de la larva I I I  de Drosophila ha sido la preparación 

elegida para caracter izar in v ivo la función de esta vía de señalización como un mensajero 

ret rógrado, hay reportes que ext ienden esta observación a ot ros sistemas. En part icular 

un t rabajo ut ilizando la larva I  de Drosophila demuest ra el requerim iento de esta vía, y en 

part icular del ligando gbb y el receptor tkv ,  para el funcionam iento de una sinapsis 

cent ral que forma parte de los circuitos pre-motores (Baines, 2004) , sin encont rar 

evidencia de señal posit iva para fosfo-MAD en la preparación estudiada. Este t rabajo 

propone que gbb, por medio de tkv ,  puede m ediar la potenciación de la t ransm isión 

sinápt ica en el sistema nervioso cent ral. 

Cabe destacar que los t rabajos que han evaluado la función de la vía de BMP com o 

mensajero ret rógrado en el sistema nervioso no han evaluado el requerim iento o la 

función de schnurr i ni brinker  en estos procesos;  y hasta el mom ento se cuenta con poca 

inform ación respecto de como es que esta vía de señalización regula la expresión génica 

para lograr los efectos fisiológicos que gobierna. 
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La vía de BMP es determ inante en la expresión neuronal de neuropépt idos 

Otra de las funciones de la vía de BMP descriptas en la bibliografía, aunque mucho menos 

explorada, es la capacidad de determ inar la ident idad neuronal modulando la expresión 

génica. Un grupo part icular de células neurosecretor ias denominadas neuronas “Tv” ,  que 

se caracter izan por expresar el neuropépt ido FMRFam ida, es part icularm ente sensible a la 

vía de BMP ya que en los mutantes para el receptor wit  la expresión del neuropépt ido 

está completamente abolida (Marques et  al., 2003) . Estas neuronas integran la señal 

ret rógrada de BMP que, junto con dos factores de t ranscripción, funciona como paso 

lim itante en la determ inación de la ident idad pept idérgica de estas neuronas (Allan et  al. , 

2003) . Los pépt idos de la fam ilia de FMRFamida son neuromoduladores que ejercen su 

función a t ravés de receptores acoplados a proteína G y son capaces de modular la 

eficiencia de t ransm isión en la sinapsis neuromuscular. Es decir , la vía de BMP estaría 

regulando la sinapsis neurom uscular no sólo a nivel de su crecim iento y su capacidad 

homeostát ica, sino también cont r ibuiría con su modulación sistém ica a t ravés del sistem a 

neurohem al. En un t rabajo posterior se describió que esta m ism a vía es necesaria para 

m antener la expresión de este neuropépt ido en el cerebro adulto más allá de su rol 

perm isivo en el desarrollo temprano (Eade and Allan, 2009) .  

Las neuronas Tv no son las únicas células pept idérgicas cuya ident idad está cont rolada 

por la vía de BMP. En un t rabajo reciente Veverytsa y Allan demostraron que la vía de 

BMP es crucial para determ inar la ident idad pept idérgica de las neuronas CCAP (Veverytsa 

and Allan, 2011) , un subset  de las células neurosecretorias que cont rolan el program a 

com portam ental de ecdisis (Ewer, 2005) . Las neuronas CCAP coexpresan CCAP 

(Crustacean cardioacceleratory pept ide)  y MIP (Myoinhibit ing pept ide) , y además dos 

subunidades de la horm ona pept ídica bursicon,  Bursicon (Bursα)  y Partner of Burs 

(Bursβ) . La expresión de estos pépt idos en las neuronas CCAP está cont rolada por la vía 

de BMP y se encuent ra fuertem ente dism inuida en el m utante de wit ,  cuya mutación, 

además de muchos ot ros déficits, im pide la ecdisis de las moscas adultas. Conjuntamente 

con el rol de wit ,  el t rabajo demuest ra que el aporte de GBB desde el músculo y la 

fosforilación de MAD en la neurona es parte de la vía de señalización que m edia la 

expresión de los neuropépt idos (Veverytsa and Allan, 2011) . Este t rabajo, analizando in 

vivo el comportam iento de ecdisis es el pr imer reporte hasta el m om ento de un rol de la 

vía de BMP en individuos adultos. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mater ia les y Métodos



Materiales y Métodos 

 39

Drosophila , sujeto de estudio 
 
Cría y m antenim iento de moscas 

Las líneas de Drosophila ut ilizadas en los experim entos de esta tesis se m antuvieron en 

viales de vidr io o plást ico de 2 cm  de diám etro y 10 cm de alto con 10 m l de un m edio de 

cult ivo estándar preparado a base de polenta, agar, levadura, sacarosa, Nipagin y ácido 

propiónico. Al momento de amplif icar las líneas se ut ilizaron botellas de 250 m l con 50 m l 

del m ism o medio de cult ivo, dada su mayor capacidad.  

Los cruzamientos dest inados a realizar experimentos de act ividad locomotora se 

realizaron sólo en viales y se ut ilizaron 3 hembras y 2 machos. Para seleccionar los 

individuos, éstos se anestesiaron ut ilizando CO2 y fueron observados bajo lupa sobre una 

plataform a porosa con un flujo cont ínuo de CO2. En todos los casos se procuró m inim izar 

el t iempo de exposición al CO2,  debido a que se ha reportado que este gas causa defectos 

en la fisiología y com portam iento de las m oscas (Seiger and Kink, 1993) . Los períodos de 

ovipuesta fueron de t res días y los cruzamientos fueron mantenidos en ciclos de 12 horas 

de luz y 12 horas de oscuridad y a 25º C. Se agregó una punta de espátula de levadura 

hidratada a los viales para opt im izar la ovipuesta. Además se cont roló que los m ismos se 

mantuvieran hidratados a lo largo del t iempo, y que no se encont rasen sobrepoblados, 

ut ilizándose como criter io de selección la ausencia de larvas de estadios 1 o 2  fuera del 

alimento. Se t rató de evitar el hacinam iento de las moscas ya que se ha dem ost rado que 

las moscas hambreadas muest ran mayor act iv idad (Mart in, 2003) . 

 

Líneas de Drosophila ut ilizadas 

Genot ipo Procedencia Observaciones 
w1118  Bloom ington Stock Center  
shn4738 Markus Affolter (Basel University)  Mutante nulo en shn 
pdf01 Paul Taghert  (Washington Univ)  Fondo genét ico y -w - 
pdfGAL4 Bloom ington Stock Center  Altos niveles de expresión 
t im GAL4 Bloom ington Stock Center Altos niveles de expresión 
perGAL4 Bloom ington Stock Center Bajos niveles de expresión 

pdfGAL80 
Michael Rosbash (Brandeis 
Universit y)  

 

tubGAL80 ts Bloom ington Stock Center crI I I  
heatshockGAL4 Bloom ington Stock Center crI I  
   
UAS dicer2 Vienna Drosophila RNAi Center Dos líneas, crI I  y crI I I  

UAS gfpn 
Ben-Zion Shilo (Weizm ann 
I nst itute)  

crI I I ,  obtenida por medio 
del Dr. Wappner 

UAS cd8gfp Liqun Luo (Stanford University)   
UAS myrrfp Henry Chang (Purdue University)    
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UAS cd8rfp Bloom ington Stock Center  

UAS brpgfp 
Eric Buchner (University 
Wuerzburg, Alem ania)  

 

UAS shn  Markus Affolter (Basel University)  Dos líneas, crI I  y crI I I  

UAS tkvQD 
Kristy Wharthon (Brown 
Universit y)  

 

UAS saxA 
Kristy Wharthon (Brown 
Universit y)  

 

UAS limk1 Bloom ington Stock Center 
Línea 9116, la versión 
silvest re de la quinasa 

UAS per  
Am ita Sehgal (University of 
Pennsylvania)  

 

UAS t im  
Am ita Sehgal (University of 
Pennsylvania)  

 

UAS sgg 
Bloom ington Stock Center 
(Mart inek et  al. 2001)  

crX 

UAS vri Just in Blau (NYU)   

UAS clk  
Ravi Allada (Northwestern 
Universit y)  

 

clkG Michael Rosbash (Brandeis Univ)  
Transgen con todo el locus 
de clock  

perG Paul Hardin (Texas A&M) 
Transgen con todo el locus 
de period 

   

t im Luc 
Ralph Stanewsky (Queen Mary 
Universit y of London)  

 

perLuc 
Ralph Stanewsky (Queen Mary 
Universit y of London)  

Es la línea denom inada 
BGluc 

   
UAS ARNi wit  Vienna Drosophila RNAi Center  crI I I  
UAS ARNi sax  Vienna Drosophila RNAi Center crI I I  
UAS ARNi tkv  Vienna Drosophila RNAi Center crI I I  
UAS ARNi mad Bloom ington Stock Center y VDRC  
UAS ARNi shn Bloom ington Stock Center  
UAS ARNi sgg Vienna Drosophila RNAi Center  
UAS ARNi m ed Bloom ington Stock Center y VDRC  
UAS ARNi limk1 Bloom ington Stock Center  
   
pdfGAL4, UAS dicer2 Generada en el laboratorio Línea recombinante 
t im GAL4, pdfGAL80 ts Generada en el laboratorio Línea recombinante 
t im GAL4, UAS dicer2 Generada en el laboratorio Línea recombinante 
pdfGAL4, 756 Generada en el laboratorio Línea recombinante 
   

dBw Generada en el laboratorio 
Línea doble balanceadora, 
en fondo genét ico w1118 

 

El sistem a GAL4/ UAS  

Esta es probablemente la herram ienta más am pliam ente ut ilizada por los laborator ios que 

ut ilizan Drosophila como sistem a modelo. Este sistema heterólogo (proveniente de 
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levaduras)  perm ite la expresión de un gen de interés en un determ inado tej ido. Se basa 

en la afinidad del factor de t ranscripción GAL4 por la secuencia UAS (Upst ream  Act ivat ing 

Sequence)  (Brand and Perr imon, 1993)  (Figura 10) .  

 

 

Figura 1 0 . Sistem a GAL4 - UAS.  Se m uest ra un esquem a del funcionam iento del sistem a de 
expresión heteróloga por excelencia de Drosophila. Dos líneas t ransgénicas, una portando una 
const rucción que alberga un promotor part icular cont rolando la expresión del factor de t ranscripción 
GAL4, y ot ra cuya const rucción porta la secuencia UAS cont rolando un gen de interés, se cruzan 
para obtener en la progenie m oscas que expresen el gen de interés en el pat rón espacial y tem poral 
del promotor ut ilizado. 
 

En térm inos generales, este sistema se basa en la ut ilización de dos t ipos de cepas de 

moscas t ransgénicas. Una cepa de moscas que expresa el factor de t ranscripción GAL4 

bajo un promotor específico de tej ido (P)  es cruzada con ot ra que posee un gen X 

cont rolado por la secuencia UAS (por ejem plo, UAS-GFP) . El resultado es que sólo en 

aquellos individuos de la progenie que posean ambos elem entos se expresará el gen X 

bajo el promotor P. La nomenclatura abreviada ut ilizada en esta tesis fue pG4> x .  A lo 

largo de esta tesis se ut ilizaron m últ iples líneas GAL4 y UAS para expresar t ransgenes y 

ARNs de interferencia.  

A este sistem a también se ha incorporado la ut ilización del inhibidor de GAL4, GAL80 (Ma 

and Ptashne, 1987) , también proveniente de levaduras (Figura 10) . Esto perm ite 

rest r ingir  la función de GAL4 en el pat rón de expresión que determ ine el promotor 

ut ilizado para expresar a GAL80. 

 

Crom osom as balanceadores 

Una de las herram ientas más út iles del repertorio disponible para estudios genét icos en 

Drosophila son los cromosomas balanceadores, ya que impiden la recombinación ent re 

cromát idas hermanas. Estos crom osomas están formados por m últ iples inversiones y 
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t ranslocaciones, lo cual evita el ent recruzam iento ent re crom osom as hom ólogos. Cuando 

además poseen mutaciones que les at r ibuyen m arcadores fenot ípicos dom inantes son 

sumamente út iles para el análisis de segregación en la progenie y la const rucción de 

genot ipos definidos. Los crom osom as balanceadores pueden, además, llevar marcadores 

moleculares (como los genes LacZ o GFP)  que perm iten su ident ificación por t inción 

directa u observación al m icroscopio de fluorescencia.  

Estos crom osomas poseen m utaciones letales recesivas, lo que im pide que en la progenie 

se obtengan individuos homocigotas para el balanceador. La ventaja de esto es que 

perm ite la const rucción y el mantenim iento de líneas que portan mutaciones que son 

letales en hom ocigosis, asegurando que las m ismas se m antengan de generación en 

generación.  

En el t ranscurso de esta tesis se ut ilizaron los cromosom as balanceadores CyO (crI I ) ,  TM6 

(crI I I )  y TM3 (crI I I ) . En part icular, se ut ilizó la línea dBw (doble balanceador en fondo 

genét ico w1118) ,  que posee los balanceadores CyO y TM3 como com plemento 

cromosómico de una fusión ent re el segundo y tercer cromosoma denom inada ES. Esta 

fusión no es un balanceador ya que no impide la recombinación en algunas regiones de 

los cromosom as I I  y I I I .  

 

Líneas recom binantes  

Debido a que Drosophila cuenta sólo con 4 cromosom as, de los cuales uno está ligado al 

sexo y ot ro es muy pequeño, la ut ilidad de generar líneas recombinantes consiste en que 

se puede tener en un m ismo cromosoma dos (o más)  const rucciones de interés. Esto 

perm ite, por ejem plo, analizarlas en com binación con ot ras const rucciones o con 

m utaciones presentes en ot ros cromosom as. En Drosophila la recombinación m eiót ica 

ocurre únicamente en las gametas femeninas por lo que para generar líneas 

recombinantes se parte de hembras t ransheterocigotas para los dos elementos a 

recombinar, para luego cruzarlas con machos que aporten un cromosoma balanceador 

para el crom osom a de interés. De la progenie se recuperan machos individuales 

balanceados en los que se analiza la presencia de ambas const rucciones a recombinar. 

Para los experimentos de esta tesis se ut ilizaron las líneas recombinantes detalladas más 

arr iba. La generación de estas líneas perm it ió analizar a nivel com portam ental y 

morfológico animales genét icamente modificados con un alto núm ero de elementos 

t ransponibles ut ilizando un esquema de cruzam ientos sencillo. 
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Análisis del com portam iento circadiano 
 
Análisis autom at izado de la act iv idad locom otora 

El m onitoreo autom at izado de la act iv idad locomotora se llevó a cabo colocando a las 

moscas individualmente en tubos pyrex de 0,3 cm de diámet ro interno y éstos a su vez 

en una de las 32 posiciones que poseen los equipos de monitoreo. Cada posición se 

encuent ra flanqueada por un em isor y detector de luz infrarroja (Figura 11) . La luz 

infrarroja no afecta el pat rón de comportam iento estudiado, ya que tanto el sistem a 

visual como el sistema circadiano de Drosophila son insensibles a la luz de longitud de 

onda ent re 850 y 950 nm. Los monitores fueron conectados a una computadora que 

adquiere los datos de cada canal (32 por monitor)  en intervalos predeterm inados 

(usualmente 30 m inutos)  y colocados en incubadoras capaces de cont rolas las 

condiciones de luz y temperatura. 

 

 

 

 

Figura 1 1 . Monitor  de regist ro autom a t izado de la  act iv idad locom otora.  (A)  Se m uest ra un 
m onitor cargado en sus 32 posiciones con tubos conteniendo com ida en un ext rem o, una m osca y 
un tapón en el ot ro ext rem o. (B)  En cada posición del m onitor la act ividad es regist rada con un 
em isor y un detector de luz infrarroja;  el desplazam iento de las m oscas dent ro del tubo interrum pe 
el haz de luz;  cada interrupción es contabilizada como un evento. (C)  Una m osca colocada en el 
tubo y lista para ser m ontada en el m onitor de regist ro. 
 

Cada desplazam iento de la mosca hacia o desde la com ida interrumpe el haz de luz y se 

considera un “movim iento” . Periódicamente estos datos fueron adquir idos por una 

computadora conectada al sistema de adquisición de datos. Los datos se visualizaron 

ut ilizando una aplicación comercial,  ClockLab, a t ravés del programa Mat lab. ClockLab 

perm ite seguir indiv idualm ente el pat rón de act ividad de cada individuo al generar 
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actogramas y calcular el período asociado a t ravés de periodogramas. Asim ismo, este 

programa cuenta con un paquete estadíst ico que perm ite validar cada observación con un 

cálculo de probabilidad asociada (Figura 12) .  

 

 

Figura  1 2 . Actogram a y per iodogram a de una m osca si lvest re.  A t ravés de Clocklab es 
posible evaluar el com portam iento locom otor circadiano, determ inando r itm icidad y periodicidad. En 
el actogram a, la flecha indica el m omento de pasaje a oscur idad constante;  las barras blancas y 
gr ises indican los días y días subjet ivos, respect ivam ente, y las barras negras indican oscuridad. En 
el periodogram a la barra diagonal indica la línea de corte para una significancia de 0,05 en la 
determ inación del per íodo.  
 

Para este t ipo de experimentos las moscas se sincronizaron a un ciclo de 12 hs luz:  12 hs 

oscuridad por espacio de 4 días y usualmente a 25º C (en caso cont rario se indica en la 

descripción de la figura correspondiente) , en lo que se determ ina como fase de 

ent renam iento o sincronización. Al 5 to día los anim ales se t ransfieren a oscuridad 

constante ent rando en lo que se determ ina como fase de libre curso.  

Del análisis del com portam iento desplegado por cada individuo es posible definir  dist intos 

comportam ientos (Figura 13) :  

Rítm ico:  cuando los datos se ajustan a una función con un período de una sola frecuencia 

(ent re 14 y 34h) . 

Arrítm ico:  cuando los datos no se ajustan a ninguna función periódica. 

Débilm ente Rítm ico:  cuando existe uno o más com ponentes rítm icos pero la probabilidad 

asociada a esta determ inación es cercana a p= 0,05.  

Ritmos Complejos:  cuando existe m ás de un componente rítm ico con una probabilidad 

asociada superior a p= 0,05. 

Diferentes pat rones de comportam iento de una m osca se ejemplifican en la Figura 13, en 

donde se muest ra un actograma representat ivo de individuos silvest res de la cepa w1118,  

un actograma representat ivo de individuos arrítm icos (nulo para un componente del 

reloj ) , un actograma débilmente rítm ico y un actograma que muest ra r itmos complejos.  
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Figura 1 3 . Categor ización de  pat rones com portam enta les.  Se m uest ran actogram as y 
periodogramas representat ivos de las cuat ro categorías com portam entales definidas a lo largo de la 
tesis.  (A)  Una m osca silvest re w1118;  (B)  un ejemplo de anim al arrítm ico (nulo para un componente 
del reloj ) ;  (C)  un anim al débilm ente r ítm ico en el que se observa la desconsolidación de la act iv idad 
locomotora con elevados niveles de act ividad durante la noche subjet iva;  (D)  un anim al que 
presenta r itm os complejos caracter izados por t res componentes de período, corto, largo y silvest re. 
Los regist ros m ost rados corresponden a exper im entos inusualm ente largos con el objet ivo de poder 
visualizar  con facilidad las com ponentes de período presentes en D. 

 
Cálculo del período de la act iv idad locom otora 

Una vez adquir idos los datos de la act ividad locom otora, los periodogram as se evalúan 

ut ilizando ClockLab. Para cada individuo se determ ina si presentó un comportam iento 

rítm ico teniendo en cuenta 8 días de oscuridad constante (el pr im er día de curso libre no 

se ut iliza para el análisis debido a que pueden exist ir  aun procesos fisiológicos 

gobernados por la últ ima t ransición de luz a oscuridad) . Obtenidos los períodos, se ut iliza 

el programa GraphPad Prism , Excel y/ o I nfoStat  para el cálculo de los períodos 

prom edios, realización de gráficos y los respect ivos análisis estadíst icos. 

 

Análisis de la relación de cant idad act ividad ent re el día y la noche subjet iva 

Con el objet ivo de analizar en m ayor profundidad los fenot ipos de falta de consolidación 

de la act ividad locom otora en el laboratorio se ha establecido un índice capaz de describir  

este t ipo de comportam iento. Este índice es la relación ent re la act ividad locomotora total 

del día y la noche subjet iva (es decir, en la fase de oscuridad constante) . Para const ruir el 

índice se suma la act iv idad total de cada porción del día a lo largo de todos los días de 

oscuridad constante para cada animal. Se obt iene la relación ent re día y noche subjet iva 

para cada individuo y se promedia el valor de todos los individuos de un dado genot ipo. 

Este t ipo de análisis sólo es correcto en genot ipos que presentan un período endógeno 

cercano a 24hs debido a que si no fuera éste el caso se estarían asignando 
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incorrectamente porciones de los días y noche subjet ivas, sobre todo luego de varios días 

de curso libre.  

 
Análisis autom at izado de la ecdisis de im agos (eclosión)  

Dado el gran número de animales que se necesitan para evaluar este comportam iento 

(alrededor de 800)  los cruzam ientos dest inados a obtener los genot ipos evaluados en 

este paradigm a se realizan en botellas de 250 m l conteniendo m edio norm al y agregando 

una punta de espátula de levadura hidratada para est imular la ovipuesta. Las botellas se 

sincronizan en ciclos de 12 hs luz:  12 hs oscuridad a 20º C. Esta tem peratura genera una 

dispersión mayor en el t iem po de desarrollo y hace que las hembras ovipongan con 

m enor frecuencia respecto de lo que ocurre a 25º C, dando así la posibilidad de analizar 

durante más días el com portam iento de eclosión. Larvas de tercer estadio y pupas de 

todos los estadios se colocan en las plat inas de los monitores de eclosión (Tr ikinet ics, 

Waltham , MA)  sobre cinta adhesiva de doble faz durante el últ im o día de ent renamiento 

(Figura 5) .  

 

 

Figura  1 4 . Monitor  de regist ro autom at izado de la  e cdisis de l im ago ( eclosión) .  (A)  Se 
m uest ra un m onitor de regist ro preparado para medir. Con las m oscas cargadas en la plat ina el 
percutor se act iva cada 5 m inutos, de m odo de em pujar levem ente en su caída a las m oscas 
em ergidas en ese período a t ravés del cuello del embudo donde se encuent ra el sensor. La 
interrupción del haz de luz infrarroja perm ite contabilizar el núm ero de individuos eclosionados en 
cada m om ento del día. (B)  Se m uest ra el m onitor desarmado y en la plat ina se observan las pupas 
preparadas para ser colocadas en el m onitor. 

 

A part ir  de ese m om ento el regist ro del pat rón de eclosión de la población es m onitoreado 

en condiciones constantes de luz (oscuridad)  y temperatura (20º C) , mediante un sistem a 

de haz infrarrojo sim ilar al ut ilizado en los monitores de act ividad locomotora. En el 4 to 
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día de oscuridad constante las plat inas (ya sin moscas por eclosionar)  son reemplazadas 

por nuevas plat inas cargadas bajo luz roja con larvas y pupas que tam bién se 

encont raban en su 4to día de oscuridad constante. Este reemplazo de discos perm ite 

obtener regist ros prolongados (8 a 9 días)  de la act iv idad de la población perm it iendo así 

observar potenciales diferencias en el período endógeno de la eclosión. 

Los datos obtenidos se analizan mediante ClockLab que asigna un periodograma a cada 

uno de los regist ros en forma idént ica al análisis de los regist ros provenientes de 

act ividad locomotora individual.  

 

Biología m olecular  
 
Rescate del elem ento t ransponible en la línea 756 

El protocolo de rescate de ADN plásm idico se tomó de Drosophila Protocols (Sullivan et  

al.,  2000) . Se juntan 15 moscas anestesiadas en un tubo de 1,5 m l y se las m ant iene en 

hielo. Luego se hom ogeneizan las m oscas en 100 μl de Buffer A (100 m M Tris-Cl (pH 

7,5) , 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5%  SDS) , a los que se le agregan ot ros 100 μl de 

Buffer A, para cont inuar la ruptura del tej ido. A cont inuación las muest ras se incuban a 

65 º C por 30 m inutos, y luego se agregan 200μl de Buffer B (200 m l de AcK 5 M, 500 m l 

de LiCl 6M) , m ezclando por inversión, y se incuba en hielo por 10 m inutos. Luego se 

cent r ifuga a 12000 rpm a temperatura ambiente por 15 m inutos. El sobrenadante se 

t ransfiere a un tubo nuevo al que se agregan 600 μl de isopropanol y se m ezcla por 

inversión. Se cent r ifuga a 12000 rpm a temperatura ambiente por 15 m inutos y se 

descarta el sobrenadante. El pellet  se lava con EtOH 70% , se deja secar al aire y se 

resuspende en 150 μl de H2O. Para garant izar una mayor pureza de la ext racción se 

realiza una ext racción orgánica con 25: 24: 1 volúm enes de fenol: cloroformo: isoam ílico, 

seguido por un paso de precipitación. El ADN precipitado se resuspende en 100 μl de H2O 

de m áxim a calidad. El ADN se guarda a -20 º C. 

Una fracción de 10 μl del ADN obtenido se corta con la enzima de rest r icción Sac I  (New 

England BioLabs) , la cual corta sólo una vez sobre el t ransposón;  esto se hace en 

presencia de ARNasa y en un volumen final de 25 μl.  Las digest iones se incuban a 37 º C 

por 16 hs. Luego se inact iva la enzima de rest r icción por calor. Se analizan 5 μl de la 

digest ión en un gel de agarosa para corroborar la efect ividad de la m ism a. Unos 10 μl del 

ADN genómico digerido se liga con la T4 ADN Ligasa ( I nvit rogen)  en un volumen final de 

400 µl, a 4 º C y durante 16hs. Para precipitar el ADN se agregan 40 μl de 3 M NaAc (pH 

5.2)  y 1 m l de EtOH absoluto. Se m ezcla por inversión e incuba a -20 º C por dos horas. 
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Luego se cent r ifuga a 12000 rpm por 10 m inutos a temperatura ambiente. Se ret ira el 

sobrenadante, se lava el pellet  con EtOH 70%  y se deja secar al aire. Finalmente, se 

resuspende en 10 μl de H2O estéril.  Una parte (2μl)  del m ater ial ligado se elect ropora en 

bacter ias elect ro-com petentes (Jacobsson et  al. ,  2003) , que se plaquean en medio sólido 

LB conteniendo kanamicina (el plásm ido que se genera a part ir  del t ransposón cont iene la 

resistencia a este ant ibiót ico) . Los plásm idos recuperados se secuencian ut ilizando el 

pr imer Spep1, el cual se posiciona en el ext rem o 3´  del t ransposón EP y perm ite conocer 

la secuencia aledaña al sit io de inserción (Figura 20) . Con el resultado de la secuenciación 

se realizó un megablast  cont ra el genoma de Drosophila melanogaster  ut ilizando las 

herram ientas disponibles en www.flybase.org ( financiado por el Nat ional I nst itute of 

Health de Estados Unidos) , ident ificando así el sit io y sent ido de la inserción del elemento 

t ransponible en el genoma de la línea analizada. 

 

Oligonucleót idos ut ilizados  

 
Número Oligonucleót ido Secuencia 

1 spep1 GAC ACT CAG AAT ACT ATT C 
2 shn A/ D F2 TTC ACG CAA GAG TGC TTT GGA AAC G 
3 shn B F1 CGG GCC GCA ATA TCT CTC AGA TTA GT 
4 shn C F1 TTC GAT TTC TTG CTA TTC GCG CCG 
5 shn D F1 AAC GGG ACA CCA ACT TTG AAG CAG 
6 shn F1E8 GTG CAG CAA CCG GAT GTC AAT GAA 
7 shn R3 GGC ACG TCG CGT ATT GTT CAC TTT 
8 act ina F GAG CGC GGT TAC AGC TTC AC 
9 act ina R ACT CTT GCT TCG AGA TCC ACA 

10 n-syb F GGC TTC AGA ACT TAA AGA TGA 
11 n-syb R CAC TAA TCG AGA AAC TTT CGT 
12 rpl49 F GAA CAA GAA GGC CCA TCG TA 
13 rpl49 R AGT AAC AGG CTT RGG CTT GC 
14 tub F GCC TGA ACA TAG CGG TGA AC 
15 tub R ATC CCC AAC AAC GTG AAG AC 
16 pdf F GCC ACT CTC TGT CGC TAT CC 
17 pdf R CAG TGG TGG GTC GTC CTA AT 

 
 

Reacción en cadena de la polim erasa (PCR)   

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en 1 m M MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 0,2 μM de 

oligonucleót idos, buffer de PCR 1X ( I nvit rogen)  y Taq polimerasa ( I nvit rogen)  en un 

volumen final de 50 μl o 20 μl.  Las condiciones de cada reacción fueron puestas a punto 

en cada caso, part iendo de las recomendaciones de las empresas proveedoras de 

oligonucleót idos ( I ntegrated DNA Technologies)  y enzimas. 
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Ext racción de RNA 

Para la preparación de ARNm  se ut iliza el react ivo TRI zol ( I nvit rogen) , siguiendo el 

protocolo recomendado por el fabricante. Se parte de 30 o 40 cabezas de moscas adultas, 

se ut ilizan 200μl de TRI zol y se resuspende el ARN en 20 μl de H20 calidad ARN (Water – 

Molecular Laboratory Reagent  -  SI GMA) . 

Para confirm ar la calidad de la preparación se corren geles de agarosa analít icos (al 

1,2% )  de m odo de observar las bandas característ icas de los ARN ribosom ales de 

Drosophila. La cuant ificación de las muest ras se realiza mediante el NanoDrop (Thermo) , 

m idiendo a 230, 260 y 280nm. Para determ inar la calidad de ARN obtenido se ut ilizaron 

las relaciones 260/ 280 y 260/ 230, considerándose aceptables en el rango de 1,6 a 2,0 

para la pr imera relación y de 0,5 a 1,2 para la segunda.  

 

Obtención de ADNc (RT)  

Part iendo de 1 µg de ARN total, de los cuales se elim inan las t razas de ADN mediante la 

digest ión con DNasa I  ( I nvit rogen) , se procede a realizar la reacción de ret rot ranscripción 

ut ilizando oligonucleót idos oligo- (dT)12-18 ( I nvit rogen)  y la enzima SuperScript  I I  

Reverse Transcriptase ( I nvit rogen) , siguiendo las direct ivas del fabricante. 

 

PCR en t iem po real 

Las reacciones de PCR realizadas para evaluar la abundancia relat iva de ARNm  se llevaron 

a cabo en el equipo Mx3005P (St ratagene) . 

Para las determ inaciones de niveles de ARNm de schnurr i,  durante la caracterización 

inicial de la cepa obtenida a part ir  de relevamiento genét ico, las reacciones se llevaron 

adelante sin em plear un kit  com ercial.  Las reacciones se realizaron en 25 μl finales, 

ut ilizando SYBRGreen como intercalante, ROX com o fluoróforo de referencia y 

Plat inumTaq ( I nvit rogen)  como polimerasa. La puesta a punto de las reacciones se realizó 

de modo de obtener eficiencias de amplificación de 100 ±  10%  y se ut ilizó el método de 

cuant ificación conocido como ΔΔCt  (AppliedBiosystems, 2008;  Pfaffl,  2001) . Los genes 

norm alizadores ut ilizados en estos experimentos fueron act ina y tubulina, n-syb y/ o 

rpl49.  
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Análisis inm unohistológicos 
 
I nm unohistoquím ica en cerebros de m oscas adultas  

Las moscas son decapitadas en buffer fosfato con detergente (PT, PBS 0,1%  Tritón X-

100)  ut ilizando pinzas de disección nº 5 (Dumont)  bajo una lupa (Leica CLS 100X) . Una 

vez decapitadas, las cabezas se t ransfir ieren a solución de fij ación (paraform aldehído 4% , 

0,1M PB)  durante 40 m inutos a temperatura ambiente. Después de la fijación, las 

cabezas se enjuagan en PT y se disecan en PT ut ilizando pinzas de disección y bajo lupa. 

Las disecciones se realizan sobre placas de SYLGARD 184 (Dow Corning) , bajo una fuente 

de luz fr ía. Una vez disecados los cerebros se lavan con 3 enjuagues de PT de 10 m inutos 

cada uno a temperatura ambiente con el objet ivo de elim inar los restos de fij ador. A 

cont inuación se bloquean durante una hora con suero normal de cabra 7%  en PT. 

Los cerebros se incuban con los ant icuerpos prim arios a 4º C. El t iem po de incubación con 

el ant icuerpo pr imario varía según cada caso, siendo el t iem po estándar 16 horas. 

Posteriormente se realizan 3 lavados con PT en agitación suave, de 15 m inutos cada uno. 

A cont inuación se agregan los ant icuerpos secundarios diluidos en PT (habitualmente 

1: 250)  y se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente. En los casos en los que el 

ant icuerpo prim ario genera una gran cant idad de señal inespecífica, se incuba tanto el 

ant icuerpo prim ario como el secundario con 7%  de suero normal de cabra. Luego de 

remover el/ los ant icuerpos secundarios los cerebros se lavan mediante 3 enjuagues en PT 

de 15 m inutos cada uno en tubos cubiertos por papel de alum inio. Finalmente, los 

cerebros se m ontan (este paso se realiza con la menor cant idad de luz am biental posible 

ya que los ant icuerpos conjugados a compuestos fluorescentes son fotosensibles)  en 

portaobjetos de 25 x 76 mm (Tecnon)  en aproximadamente 20 μl de una solución 

conteniendo 80%  de glicerol en PT y se cubren con cubreobjetos. Los cerebros se colocan 

en el cent ro de un cuadrado realizado con esmalte de uñas y luego de cubrirse con un 

cubreobjetos de 24 mm de lado se sellan con el m ismo esmalte. 

 

Ant icuerpos  

Ant icuerpos pr imarios:  

I gG ant i PER (policlonal, en conejo)  1: 500. Donado por el laboratorio de Ralf Stanewsky 

(Queens Colleague, London, UK) . 

I gG ant i PDF (policlonal, en rata)  1: 500, generado en el laboratorio.  

I gG ant i PDF (policlonal, en conejo)  1: 1000. Generado por NeoMPs (Francia)  a pedido del 

laboratorio. 
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I gG ant i GFP (policlonal en conejo) , 1: 500. Disponible en I nvit rogen Techonologies (USA) . 

I gG ant i GFP (policlonal, en pollo)  1: 500. Disponible en Upstate Techonologies (USA) . 

I gG ant i RFP (policlonal en conejo) . 1: 1000. Disponible en Rockland (USA) . 

 

Ant icuerpos secundarios:   

Todos los ant icuerpos secundarios ut ilizados provienen de Jackson I m munoresearch 

(USA) . Se ut ilizan en una dilución de 1: 250 en PT y se incuban durante 2 hs a 

temperatura ambiente.  

I gG ant i conejo:  Cy2 Cy3 y Cy5.  

I gG ant i pollo:  Cy2.  

I gG ant i rata:  Cy3 y Cy5.  

 

Microscopía y procesam iento de im ágenes  

Las imágenes de esta tesis fueron obtenidas en dos m icroscopio confocales Zeiss (Carl 

Zeiss, Thornwood, NJ) ;  en part icular, en un Pascal y Meta 510. El pinhole ut ilizado es 

siempre de 1 unidad airy .   

Las im ágenes individuales o galerías se procesan ut ilizando el program a I m ageJ y se 

guardan como extensión TI FF de modo de preservar las im ágenes con la mayor calidad 

posible. En los casos en los que, luego de las cuant ificaciones, se realizaron protocolos de 

filt rado de las im ágenes, estos siem pre se realizaron a la totalidad de la imagen y a todas 

las im ágenes que se m uest ran con la intención de comparación. Para el armado de 

figuras con múlt iples paneles se ut ilizaron los programas Adobe I llust rator o Adobe 

Photoshop, en los cuales no se ha realizado procesam iento de las im ágenes más que 

recortar o escalar las imágenes al tam año m ost rado. 

 

Curvas de t iem po  

Para la realización de curvas de t iem po dest inadas a análisis inmunohistológicos en la 

fase de oscuridad constante las muest ras fueron obtenidas en oscuridad y t rabajando 

bajo luz roja, la cual es impercept ible para el sistem a visual y el sistema circadiano de las 

moscas.  

Las reacciones de inmunom arcación fueron desarrolladas de igual modo a las descriptas 

más arr iba. 

Para cuant ificar la intensidad y localización subcelular de PER en las neuronas laterales 

vent rales pequeñas se adquieren imágenes confocales de 1 μm de grosor, seleccionando 

el plano donde el tamaño nuclear es m áxim o. La cuant ificación se realiza a part ir  de un 
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solo plano ut ilizando el software I mage J. Para cada una de las neuronas individualizables 

de cada cerebro se determ ina manualmente el perímetro alrededor del núcleo delim itado 

por la señal de GFPn y el perímet ro del citoplasma delim itado por la señal del 

neuropépt ido PDF. Definidos los compart imentos celulares se obt iene la intensidad 

prom edio de la señal de PER (pixels/ área)  para cada uno. Con el objet ivo de reducir las 

diferencias de intensidades absolutas ent re experimentos, cada valor de intensidad se 

norm aliza respecto del valor m áxim o dent ro de un m ismo experimento. Luego de la 

norm alización se prom edian todas las células de un m ism o cerebro. El valor obtenido para 

cada genot ipo es la media para todos los cerebros analizados en cada uno de los puntos. 

Sólo se consideraron cerebros en los que ent re 2 y 4 neuronas fuesen cuant ificables. 

 

Análisis de la longitud del circuito PDF 

Con el objet ivo de cuant ificar la extensión de los procesos PDF posit ivos se adaptó el 

m étodo de Sholl (Sholl,  1953) , or iginalmente diseñado para la caracter ización de los 

árboles dendrít icos de neuronas en cult ivo. Para esto se ut iliza el program a I m agenJ y se 

realizan proyecciones 2-D de las galerías de imágenes obtenidas por m icroscopía confocal 

las cuales incluyen la totalidad de las proyecciones en las que se detecta señal de GFP o 

RFP en cada uno de los cerebros. Sobre estas im ágenes se ubican siete círculos 

concént r icos espaciados ent re sí por una distancia de 10 μm, cuyo cent ro fue ubicado en 

el pr imer nodo de ram ificación. La localización del cent ro de los anillos concént r icos es 

sencilla ya que los axones de las sLNvs presentan una anatomía muy consistente;  

permanecen fasciculados hasta un punto del protocerebro dorsal (conocido como ¨ lateral 

horn¨ )  donde se desfasciculan y el árbol axonal se abre. Para cada cerebro se determ ina 

cuál es el últ imo círculo alcanzado por la proyección. El valor obtenido para cada genot ipo 

es la media para todos los cerebros analizados en cada uno de los puntos. Se analizan 10 

cerebros para cada genot ipo y cada punto, repit iéndose este análisis en t res m uest ras 

independientes. 

 

Cuant ificación de part ículas BRP posit ivas 

Para est imar el número de zonas act ivas de t ransm isión neuroquím ica se ut ilizó la 

localización de la proteína bruchpilot  (brp)  fusionada a GFP. Obtenida las galerías de 

secciones confocales se realizan proyecciones 2-D ut ilizando el program a I m ageJ. Con el 

m ismo programa se delim ita el área que cont iene el circuito PDF más allá del nodo de 

ram ificación de las proyecciones dorsales, ut ilizando para esto la m arca de membrana 

provista por la proteína CD8RFP. A part ir  de la selección se elim ina el resto de la imagen 
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con el objet ivo de m inim izar la sobrest imación de part ículas posit ivas producida por el 

background.  Obtenido el recorte de la proyección y siempre con el program a I m ageJ se 

aplica un filt ro de alisado para definir  más claramente las part icular posit ivas, se aplica 

una m áscara que define las part ículas posit ivas y se ut iliza la herram ienta “Analyse 

Part icules”  para contar el número de part ículas y evaluar sus dimensiones. Se consideró 

como part ículas BRP posit ivas a toda aquella señal con un diámet ro mayor a 0,1μm. 

 

Ensayo de act ividad de luciferasa 

Para evaluar la act iv idad de luciferasa en ext ractos de cabezas de moscas se ut ilizaron 30 

moscas adultas de cada uno de los genot ipos analizados y se ut ilizó parte del sistem a 

Dual-Luciferase Reporter Assay (Prom ega) . El protocolo que se llevo a cabo se basó en el 

ut ilizado por Mait ra et . al.  (2002)  y el protocolo provisto por la em presa proveedora del 

sistem a de medición de luciferasa. Una vez obtenidas las moscas adultas de ent re 5 a 8 

días de eclosionadas se las anestesió por enfr iam iento y se las decapitó en 500μl de 

buffer de homogenización (1X Passive Lysis Buffer –PLB- ) . Las cabezas fueron 

hom ogeneizadas en 200μl de PLB y el ext racto cent r ifugado a 10000 rpm  y 4º C de m odo 

de separar la porción soluble de la insoluble. Se tomó el sobrenadante y se repit ió la 

operación en una segunda oportunidad. 30m l del ext racto fueron incubados con 100m l de 

LARI I  ( react ivo que cont ienen el sust rato lucifer ina)  en placa de 96 pocillos blanca y de 

fondo plano por 1 m inuto a temperatura ambiente. Luego de esto se prosiguió a medir la 

biolum iniscencia en el lector Veritas Microplate Lum inometer (Turner BioSystems) . Las 

m ediciones de luciferasa fueron norm alizadas por la absorbancia a 280 de cada una de las 

muest ras, ut ilizando un NanoDrop (Thermo) . 

 

Medición de los niveles de GFP en las sLNVs 

Para cuant if icar la intensidad de GFP en el núcleo de las neuronas laterales vent rales 

pequeñas se adquieren imágenes confocales de 1 μm de grosor, seleccionando el plano 

donde el tamaño nuclear es máximo. La cuant ificación se realiza a part ir  de un solo plano 

ut ilizando el software Image J. Para cada una de las neuronas individualizables de cada 

cerebro se determ ina manualmente el perímet ro alrededor del núcleo delim itado por la 

señal de GFPn. Definido el compart imento celular se obt iene la intensidad promedio de la 

señal de GFP (pixels/ área)  para el núcleo. Con el objet ivo de reducir las diferencias de 

intensidades absolutas ent re experimentos, cada valor de intensidad se normaliza 

respecto del valor máximo dent ro de un m ismo experimento. Luego de la normalización 

se promedian todas las células de un m ism o cerebro. El valor obtenido para cada 
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genot ipo es la m edia para todos los cerebros analizados. Sólo se consideraron cerebros 

en los que ent re 2 y 4 neuronas fuesen cuant ificables 
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I dent if icación de un m utante circadiano 
 
Un relevam iento genét ico diseñado para encont rar nuevos com ponentes del 

sistem a circadiano 

Muchos son los esfuerzos por desent rañar el funcionamiento del reloj  circadiano, y 

diversas est rategias han conducido a for jar el conocim iento que hoy tenem os sobre este 

proceso biológico. El Laboratorio de Genét ica del Comportam iento ha llevado adelante un 

enfoque original con el objet ivo de cont r ibuir  en esta dirección. La est rategia seleccionada 

se enmarcó en lo que se conoce como genét ica directa (en inglés forward genet ics) ,  que 

en térm inos generales consiste en la generación de mutaciones al azar en una población, 

obteniendo así indiv iduos potencialmente diferentes los cuales son evaluados para un 

fenot ipo relevante. Una vez ident ificados los individuos con un fenot ipo dist into del que 

m uest ran los individuos silvest res originales, se determ ina cual es el gen afectado por la 

mutación, infir iéndose que ese gen está vinculado al fenot ipo evaluado (St  Johnston, 

2002) . La est rategia de genét ica directa puede ser pensada como la cont racara de la 

conocida como genét ica reversa (en inglés reverse genet ics) , que t rata de manipular 

genes previamente determ inados con el fin de conocer sus funciones. 

El relevam iento genét ico que se realizó en el laboratorio se basó en la desregulación de la 

expresión génica en el circuito PDF y para esto se ut ilizó el sistem a GAL4/ UAS. La 

evaluación de los mutantes se realizó en un paradigma de act ividad locomotora 

am pliam ente ut ilizado (Rosato and Kyriacou, 2006) .  

 

Generación de una colección de individuos m utantes 

Para establecer la población de mutantes se part ió de una cepa portadora de un 

t ransposón de t ipo EP que cont iene un tandem  repet it ivo de catorce secuencias UAS 

(Rorth, 1996)  y, por t rasposición cont rolada ut ilizando la t ransposasa ∆ 2-3 (Robertson et  

al.,  1988) , se obtuvo una colección de algo m ás de 1000 nuevas líneas de m oscas (Figura 

15) . Cada una de estas moscas cont iene una copia del t ransposón el cual está localizado, 

potencialm ente, en un lugar diferente del genoma, y const ituyen la colección de 

mutantes.  
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Figura  1 5 . Generación de una colección de m utantes.  El esquem a representa el concepto 
básico de la est rategia seguida para generar la colección de moscas para el rast r illaje genét ico, una 
línea original con el t ransposón EP fue cruzada por una fuente de t ransposasa y se aislaron 
alrededor de 1000 nuevas inserciones.  

 

Si bien cada inserción puede tener un efecto per se, con el objet ivo de encont rar genes 

involucrados en el funcionamiento del reloj , se procedió a combinar cada uno de los 

genot ipos generados en la colección con una cepa de moscas que alberga un t ransposón 

capaz de expresar GAL4 en el pat rón espacial y temporal del neuropépt ido PDF, es decir, 

la cepa pdfGAL4 (Renn et  al.,  1999) . La progenie de este cruzam iento que acarreaba 

ambos elementos genét icos contenía en sus neuronas PDF algún gen desregulado y estos 

anim ales fueron evaluados comportamentalmente. La generación de las cepas mutantes y 

su evaluación comportamental fue una tarea conjunta desarrollada por varios m iem bros 

del laboratorio de Genét ica del Comportam iento a lo largo de los años 2002 a 2006. 

La pr incipal ventaja de la est rategia seleccionada respecto a ot ros relevamientos por 

genét ica directa previam ente realizados es que perm it ió ident ificar genes vinculados al 

comportam iento r ítm ico cuya función es vital para el organism o. El desarrollo de los 

individuos evaluados comportamentalmente ocurre sin inconvenientes debido a que la 

desregulación ocurre en un grupo m uy lim itado de neuronas, las cuales son dispensables 

para la sobrevida, y sólo un alelo se encuent ra potencialmente afectado por la inserción. 

Ot ra ventaja del sistema seleccionado es que el gen blanco puede sufr ir  dos t ipos de 

alteraciones, siendo posible que los niveles de expresión aumenten o dism inuyan. Dado 

que el t ransposón puede insertarse en el genoma en dos direcciones y el elemento UAS 

es direccional,  el aumento t ranscripcional puede darse sobre la hebra codificante o bien 
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sobre la hebra ant isent ido de un gen dado. En el pr imer caso, el gen afectado se ve 

sobreexpresado respecto de una condición silvest re, pero si se t rascribe la hebra 

ant isent ido este ARN origina un ARN de interferencia (ARNi)  produciendo una m erma en 

los niveles de expresión (Colombani et  al., 2003;  Rezaval et  al., 2008) .  

Por ot ra parte, una potencial lim itación de esta est rategia reside en el hecho de que si el 

fenot ipo obtenido es resultado de la sobreexpresión de un gen, este podría no estar 

endógenamente act ivo en el circuito PDF. En este caso los fenot ipos obtenidos serían 

producto de una expresión ectópica. Dada esta posibilidad, en la selección del gen a 

estudiar es importante confirm ar su expresión endógena en el circuito PDF. 

 

Evaluación com portam ental de los m utantes obtenidos 

Com o se ha m encionado, la colección de m utantes fue cruzados por pdfGAL4 y luego 

evaluada com portamentalmente en el paradigm a de act ividad locomotora de Drosophila.  

De cada cepa obtenida ocho individuos fueron evaluados durante 13 días, cuat ro días en 

ciclos cont rolados de 12hs de luz y 12hs de oscuridad y luego nueve días de oscuridad 

constante;  siem pre a 25º C. 

Para cada individuo se determinó si m anifestaba o no un r itm o en su act ividad y cuál era 

el período de esa act iv idad en condiciones de oscuridad constante, cuant ificándose así la 

r itm icidad y el período endógeno promedio para cada potencial cepa mutante. La Figura 

16 resume los resultados del relevam iento genét ico. 

 

                                

Figura 1 6 . Ritm icidad y per íodo endógeno prom edio p ara  cada inserción en e l contexto de 
pdfG4 .  Se m uest ra la r itm icidad y el período para la totalidad de los genot ipos evaluados en el 
rast r illaje genét ico. Ent re estos se destaca la inserción 756 por su largo período y buena r itm icidad. 
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Es importante destacar que pocas son las cepas que se desvían de un período endógeno 

de 24hs, m ient ras que es mayor el número de mutantes que ven reducida su r itm icidad 

respecto de la que presentan individuos silvest res. Muchos insultos celulares pueden 

term inar en el m alfuncionamiento celular y, debido a la relevancia del circuito PDF en el 

comportam iento locomotor r ítm ico, conducir  a fenot ipos de falta de r itm icidad. Por esta 

razón se pr ior izó el estudio de cepas que alterasen el período endógeno, suponiendo que 

era m ás probable encont rar genes directam ente vinculados con el funcionam iento del 

reloj  circadiano.  

 

La cepa 756 produce un cam bio de período en la act ividad locom otora 

Durante el relevam iento genét ico llevado a cabo en el laboratorio se detectaron cuat ro 

m utantes independientes que presentaban claras alteraciones de período al ser 

combinadas con pdfG4. Estas líneas fueron la 401, 724, 755 y 756, las cuales fueron re-

evaluadas comportam entalmente para confirmar y extender la observación inicial, 

determ inando con precisión la penet rancia del fenot ipo, la r itm icidad y el período 

endógeno. Para esto se evaluaron las inserciones en heterocigosis y en combinación con 

pdfG4. Además, com o parte de un rast r illaje secundario llevado adelante en el 

laboratorio, se evaluó la act ividad locomotora de individuos envejecidos (Rezaval et  al. , 

2008) . Las líneas 724 y 755 presentaron un fenot ipo de período largo, m ient ras que la 

línea 401 most ró un período corto (Figura 17) . En el caso de la línea 755 el fenot ipo es 

dependiente de la presencia de pdfG4, m ient ras que la 401 presenta un fenot ipo 

comportam ental tanto en presencia com o en ausencia de pdfG4, lo cual perm it ió suponer 

que el fenot ipo no era m ediado por la desregulación de su expresión en las sLNvs, sino 

por la inserción del t ransposón en el locus endógeno. En cuanto a la inserción 724, esta 

tuvo la part icular idad de m ost rar un fenot ipo comportamental alterado sólo si se 

envejecían los anim ales previamente a su evaluación;  este t ipo de fenot ipos progresivos 

con la edad puede estar indicando alguna disfunción metabólica o afectar genes 

relacionados con procesos de envejecim iento (Figura 17) .  
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Figura  1 7 . Mutantes circadianos obtenidos en e l ras t r illa je  genét ico.  Las inserciones 755, 
401 y 724 m ost raron, adem ás de la 756, un pat rón de act ividad locomotora diferente al de 
anim ales silvest res. (A)  El fenot ipo de la línea 755 es dependiente de la presencia del inductor, 
pdfG4. (B)  La inserción 401 m uest ra un fenot ipo vinculado a la inserción e independiente de la 
presencia de pdfG4. (C)  En el caso de la línea 724 el fenot ipo es observable sólo en anim ales 
envejecidos. 
 

La cuarta inserción que produjo un fenot ipo comportamental diferente al de animales 

silvest res fue la 756, la cual en presencia de pdfGAL4 presentó una alta r itm icidad y un 

período endógeno promedio de 25,5 horas con una penet rancia del 100% . Por ot ro lado, 

la inserción es viable en homocigosis y presentó un período endógeno y ritm icidad 

sim ilares a la de animales silvest res tanto en homocigosis como en heterocigosis (Figura 

18) . Por lo tanto, luego de estos experimentos iniciales y considerando las característ icas 

del resto de las inserciones, se decidió proseguir la caracter ización de la línea 756. 
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Figura  1 8 . La inserción 7 5 6  m edia  un per íodo largo en act iv idad locom otora.  (A)  La figura 
m uest ra actogram as representat ivos de moscas que cont ienen la inserción en heterocigosis y 
homocigosis, así com o la inserción en contexto de pdfG4. Las flechas indican el momento de 
t ransición a oscuridad constante. (B)  Se m uest ran el per íodo prom edio (barras grises)  y el 
porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los genot ipos indicados. ANOVA de 1 factor para el 
análisis de períodos α= 0,05 F2-3= 172,92;  com paraciones de Tukey α= 0,05 DMS= 0,331;  las m edias 
con una let ra común no son significat ivamente diferentes. Los resultados representan el promedio 
de al menos dos experim entos independientes.  

 

La colección de animales generada en el relevam iento genét ico se encuent ra en el 

background genét ico yellow -  white-,  puesto que la línea or iginal de la que part ieron las 

t ransposiciones se encont raba en ese background. Luego de generada la colección 

surgieron reportes que indican que la mutación en el gen yellow  (y)  provoca defectos en 

el funcionam iento del sistema nervioso (Drapeau, 2003;  Drapeau et  al.,  2006) . Para 

evitar evaluar la cont r ibución de esta m utación al fenot ipo dependiente de 756, se 

ret rocruzó cinco veces la línea y -w -; 756 con el background w1118,  de m odo de asegurar el 

cambio de fondo genét ico y se obtuvo así la línea w1118; 756. Los fenot ipos observados al 

cruzar la línea 756 con pdfG4 antes y después del cambio de fondo genét ico son 

indist inguibles. Los experimentos most rados a lo largo de esta tesis fueron íntegramente 

realizados con la línea w1118; 756. 
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El r itm o circadiano de eclosión tam bién se encuent ra afectado  

El circuito PDF t iene un rol cent ral en la determ inación del período y la fase de la 

act ividad locom otora. Sin em bargo existen ot ros comportam ientos regulados por el reloj  

circadiano que son independientes de este circuito, como ser la oviposición (Howlader et  

al.,  2006;  Howlader and Sharm a, 2006)  o la respuesta olfat iva (Tanoue et  al.,  2004;  

Zhou et  al., 2005) . En el caso de la eclosión, ot ro comportam iento cont rolado por el reloj  

circadiano, su r itm icidad está determ inada por el circuito PDF, y esto ocurre a t ravés del 

cont rol que este circuito ejerce sobre la glándula protorácica (Chang, 2006;  Myers et  al. , 

2003) . Al exist ir  dos vías de salida cont roladas por el m ismo grupo de neuronas (eclosión 

y act iv idad locomotora) , es posible pensar que aquellos componentes que afecten ambas 

procesos estarán involucrados en la determinación de propiedades básicas del fenómeno 

en estudio;  m ient ras que si afectan sólo una de las salidas es probable que estén 

involucrados en las vías de salida y/ o en el establecim iento del cont rol f ino del proceso. Al 

evaluar el r itm o de eclosión en una población de moscas pdfG4> 756 en comparación con 

animales heterocigotas 756, se encont ró que la desregulación mediada por la línea 756 

también producía un período largo en condiciones de curso libre, con un período sim ilar al 

obtenido en act ividad locomotora (Figura 19) . Este resultado abona la hipótesis de un rol 

cent ral para el gen desregulado en el establecim iento del período endógeno, y debilita la 

posibilidad de que se encuent re cont rolado las propiedades de las vías de salida del reloj , 

aunque estos experim entos no perm iten descartar totalmente esta posibilidad. 

 

 

Figura 1 9 . El com por tam iento poblacional de eclosión presenta un per íodo de 2 5 ,5  horas.  
Se regist raron los individuos eclosionados cada m edia hora a lo largo de 8 días en DD (oscuridad 
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constante) . Se m uest ran los regist ros tem porales acompañados por los periodogram as de cada uno 
de los dos genot ipos evaluados. Las flechas negra y roja m arcan el pico de eclosión en el octavo día 
de oscuridad constante para el cont rol y el t ratado respect ivam ente, observándose un claro cambio 
de período acum ulado a lo largo de los días. CT:  t iem po circadiano. Estos regist ros se repit ieron en 
3 oportunidades con sim ilares resultados. 

 
La cepa 756 perm ite la sobreexpresión de la variante B del gen schnurr i 

Una de las pr incipales ventajas del relevam iento genét ico realizado es que el t ransposón 

ut ilizado perm ite ident ificar su sit io de inserción en el genom a por técnicas sencillas de 

biología m olecular. Mediante la técnica de rescate plasm ídico (ver Materiales y Métodos, 

Sullivan et  al.,  2000)  se ident if icó el sit io de inserción así com o la or ientación del 

t ransposón (Figura 20) . En la línea 756 el t ransposón se insertó en la región 5' de locus 

de schnurr i, el cual presenta cuat ro inicios alternat ivos de la t ranscripción, por lo que no 

todos los t ranscriptos se ven afectados del m ismo modo. Para dos de ellos la inserción se 

encuent ra “ río arr iba”  del inicio de la t ranscr ipción (variantes B y C) , m ient ras que para 

las ot ras dos la inserción se localizó dent ro del pr imer int rón (variantes A y D) . El 

t ransposón t iene la m isma or ientación que el locus de schnurr i,  lo que hizo suponer que el 

efecto de desregulación del locus observada en contexto de pdfGAL4> 756 era la 

sobreexpresión.  

 

 

 

Figura 2 0 . Esquem a del locus de schnurr i.  Se representan las cuat ro variantes t ranscripcionales 
del locus y el sit io de inserción del t ransposón en la línea 756. La flecha roja representa la 
localización del oligonucleót ido  ut ilizado para determ inar la inserción del t ransposón en el genom a 
de la m osca, el núm ero ident if ica al oligonucleót ido en la tabla correspondiente en la sección de 
m ater iales y m étodos. Si bien los dist intos t ranscriptos presentan inicio alternat ivo de la 
t ranscripción, las bases de datos del genom a de Drosophila predicen el m ism o m arco abierto de 
lectura para las var iantes A, B y C, m ient ras la var iante D tendría 45 am inoácidos adicionales en el 
N- term inal. 
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Para confirmar esta hipótesis se ut ilizó la línea heatshockGAL4 (hsG4) , que perm ite 

expresar altos niveles de GAL4 en todo el organism o en respuesta a un pulso de 

tem peratura (en cont raposición a pdfG4, que sólo dir ige la expresión en 16 neuronas del 

sistem a nervioso cent ral) . Se generaron anim ales hsG4> 756 y para act ivar la 

t ranscripción de gal4 se aplicaron dos pulsos de media hora de duración a 37º C en un 

baño termostat izado separados por t res horas. Al finalizar el últ imo pulso se decapitaron 

las moscas para ext raer el ARNm de cabezas. Obtenido el ADNc con OligodT se 

cuant ificaron los niveles de ARNm  por PCR en t iem po real ut ilizando un juego de 

oligonucleót idos que amplif ican sobre todas las variantes t ranscripciones y, en paralelo, 

se em plearon ot ros juegos de oligonucleót idos específicos para cada una de las isoformas 

alternat ivas (Figura 21A) . Tal como se esperaba, se corroboró un aum ento en los niveles 

de la t ranscripción del locus;  y en cuanto al análisis de las var iantes t ranscr ipcionales, la 

isoform a B de schnurr i es la m ás afectada (Figura 21B) . A part ir  de estos resultados se 

puede concluir que en los anim ales pdfG4> 756 el aumento de la variante B de schnurr i es 

el responsable del alargam iento del período endógeno en la act iv idad locomotora. 

 

 

Figura  2 1 . La inserción en 7 5 6  m edia la  sobrexpresi ón de la  var iante B de schnurri.  (A)  
Esquem a del locus de schnurr i y el sit io de inserción del t ransposón de la línea 756. Las flechas 
rojas representan los oligonucleót idos “ forward”  ut ilizados para cuant ificar cada una de las 
var iantes t ranscripcionales de schnurr i, así com o suposición relat iva. La flecha celeste representa el 
oligonucleót ido “ forward”  ut ilizado para evaluar todas las var iantes t ranscr ipcionales de m odo 
conjunto. La flecha negra representa el oligonucleót ido “ revers”  ut ilizado en todos los casos. Los 
núm eros ident ifican a los oligonucleót idos en la tabla correspondiente en la sección de m ateriales y 
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m étodos. (B)  Niveles de inducción de cada una de las var iantes t ranscripcionales. Se cuant ificó la 
diferencia de niveles de ARNm  ent re anim ales heatshockG4> 756 pulsados y no pulsados. Se 
m uest ra el prom edio de 3 experim entos independientes ut ilizando t res genes norm alizadotes, 
tubulina,  n-syb y rpl49, para los que se ut ilizó los oligonucleót idos 10 a 16 de la tabla 
correspondiente en la sección de m ateriales y m étodos. 
 

Al t rabajar con elementos t ransponibles es común que la inserción del t ransposón 

provoque mutaciones que inut ilizan el gen afectado, ya que un fragmento de ADN de 

alrededor de 10 kpb que se intercala en el locus puede afectar el reconocim iento de 

regiones regulatorias o el procesam iento del ARNm. En el caso de la inserción en 756, 

viable en homocigosis y localizada en un int rón o río arr iba del inicio de la t ranscripción 

(dependiendo de cuál de las variantes se considere) , era posible que el locus no se 

encont rara fuertem ente afectado por el t ransposón, en especial teniendo en cuenta que 

las mutaciones nulas en schnurr i son letales (Arora et  al.,  1995;  Grieder et  al.,  1995;  

Staehling-Ham pton et  al., 1995) .  

Para evaluar el efecto de la inserción sobre el funcionam iento del locus, se evaluó por PCR 

en t iem po real la abundancia de los ARNm  de las diferentes variantes de schnurr i en 

anim ales heterocigotas y homocigotas para la inserción. Sorprendentemente, no se 

encont raron diferencias en los niveles de expresión para ninguna de las 4 variantes 

t ranscripcionales, tanto en anim ales heterocigotas com o homocigotas (Figura 22) .  

 

 

Figura 2 2 . La inserción en 7 5 6  no afecta  t ranscr ipc ionalm ente  e l locus de schnurr i.  (A)  
Esquem a del locus de schnurr i y el sit io de inserción del t ransposón en 756. Las flechas indican lo 
m ism o que en la Figura 21. (B)  Niveles de inducción de cada una de las var iantes t ranscripcionales. 
Se cuant ificó la diferencia de niveles de ARNm  de anim ales 756 heterocigotas u hom ocigotas 
respecto de anim ales cont roles w1118. Se m uest ra el prom edio de 3 exper im entos independientes, 
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se ut ilizó la m ism a norm alización que en la Figura 21. No se encont raron diferencias significat ivas 
para ninguna var iante t ranscripcional.  
 
En todos los experim entos desarrollados a lo largo de esta tesis la inserción 756 se ut ilizó 

en heterocigosis, descartándose así cualquier efecto de esta manipulación sobre los 

niveles endógenos del locus. 

 

El fenot ipo de la  línea 7 5 6  es específ ico de schnurri 
 
La escisión del t ransposón revierte el fenot ipo com portam ental 

El proceso de generación de m utantes por t ransposición asume que cada nueva línea 

cont iene sólo una alteración en el genoma, producto de la nueva localización del elemento 

t ransponible. Si bien esta prem isa es generalmente válida cuando se t rabaja con 

t ransposones no replicat ivos (com o es el caso del t ransposón de t ipo EP ut ilizado para 

generar la colección de m utantes;  Rorth, 1996) , podría ocurr ir  que, previo a su 

estabilización, el elemento se inserte y escinda en más de una oportunidad, dejando 

m arcas en el genom a producto de escisiones imprecisas. Esto abre la posibilidad de que 

los fenot ipos observados no dependan de la posición estable del t ransposón en el locus de 

schnurr i sino de alguna ot ra alteración producto del proceso de t ransposición. 

Para evaluar esta alternat iva se realizó la escisión del t ransposón en la línea 756 

obteniéndose una colección de cinco escisiones independientes. Todas ellas presentaron 

una r itm icidad comportam ental y períodos endógenos no dist inguibles de los de anim ales 

silvest res en presencia de pdfGAL4 (Figura 23) , descartándose así cualquier efecto 

inespecífico en el fenot ipo de período de pdfG4/ 756.  
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Figura 2 3 . La  escisión de l t ransposón en la  línea 7 5 6  revier te  e l fenot ipo com portam enta l.  
Se m uest ran el período prom edio (barras gr ises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de 
los genot ipos indicados. ANOVA de 1 factor para el análisis de períodos α= 0,05 F5-6= 30,91;  
comparaciones de Tukey α= 0,05 DMS= 0,536;  las m edias con una let ra común no son 
significat ivam ente diferentes. Los resultados representan el prom edio de dos experim entos 
independientes. 

 

Reversión del fenot ipo de período por dism inución de los niveles de schnurr i 

Mediante el empleo del sistema de expresión GAL4/ UAS es posible dir igir  de m odo tej ido-

específico un ARN de interferencia (ARNi)  para bajar los niveles de expresión de un gen 

de interés (Figura 24)  (Kalidas and Sm ith, 2002) .  

 

 
Figura 2 4 . ARN de inter ferencia  en Drosophila . Ut ilizando el sistem a GAL4/ UAS es posible 
expresar ARN específicos de secuencia repet ida que, al generar ARN doble cadena, son reconocidos 
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por la m aquinaria celular de ARN de interferencia y son capaces de m ediar la degradación específica 
de ARNm  celulares.   

 

Varios consorcios públicos en el mundo han encarado la tarea de proveer a la com unidad 

de Drosophila de líneas t ransgénicas capaces de expresar al menos un ARNi cont ra cada 

uno de los genes anotados en el genoma. El Transgenic RNAi Project  (TRiP)  llevado 

adelante por Harvard Medical School (USA)  generó una línea específica para interfer ir  al 

gen schnurr i,  que al combinarla con pdfG4> 756 revirt ió el fenot ipo de período largo, 

dando como resultado moscas con períodos indist inguibles a los de las moscas silvest res 

(Figura 25) . 

 

 
 
Figura  2 5 . I nter fer ir  cont ra  schnurr i revier te  e l fenot ipo de per íodo.  (A)  Se m uest ran 
actogram as representat ivos de los genot ipos indicados en los que se observa la reversión del 
fenot ipo de período largo de pdfG4> shn.  (B)  Se m uest ran el período prom edio (barras gr ises)  y el 
porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los genot ipos indicados. ANOVA de 1 factor para el 
análisis de períodos α= 0,05 F2-3= 52,36;  com paraciones de Tukey α= 0,05 DMS= 0,71;  las m edias 
con una let ra común no son significat ivamente diferentes. Los resultados representan el promedio 
de dos experim entos independientes. 

 

Una lim itación del sistema de ARNi en Drosophila es que, al ut ilizarse fragm entos de ent re 

300 y 400 pb, puede generarse un efecto inespecífico sobre ARN celulares, y los fenot ipos 

observados no ser producto de la dism inución del ARN blanco deseado. El resultado de la 
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Figura 25, si bien no descarta la presencia de blancos inespecíficos, indica que la línea 

shnARNi provista por TRiP es capaz de m odular los niveles de schnurr i.  

 
La sobreexpresión de schnurri de m odo independiente de la línea 756 tam bién 

genera alargam iento de período 

La localización del t ransposón y los experim entos de sobreexpresión e interferencia 

m encionados en secciones previas perm it ieron relacionar al gen schnurr i con el fenot ipo 

observado en act iv idad locomotora. Para confirmar de forma independiente que la 

sobreexpresión de schnurr i genera períodos largos se ut ilizó una línea t ransgénica  (Marty 

et  al.,  2000)  que perm ite realizar esta desregulación a t ravés del sistema GAL4/ UAS sin 

afectar el locus endógeno. Esta línea expresa el m arco abierto de lectura (ORF)  de 

schnurr i a t ravés de un t ransposón insertado en el crom osoma 3 y ha sido ut ilizada para 

caracter izar la función de este gen durante la embriogénesis de Drosophila.  La 

sobreexpresión de schnurr i en el circuito PDF m ediante esta línea independiente a la 

generada en el laboratorio resultó en fenot ipos de período largo sim ilares a los obtenidos 

con la línea pdfG4> 756 (Figura 26) .  

 

 

Figura 2 6 . La sobreexpresión de schnurr i m ediada por  una línea t ransgénica 
independiente produce per íodos la rgos.  Se muest ran el período prom edio (barras gr ises)  y el 
porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los genot ipos indicados. ANOVA de 1 factor para el 
análisis de períodos α= 0,05 F3-7= 33,66;  comparaciones de Tukey α= 0,05 DMS= 0,627;  las m edias 
con una let ra común no son significat ivamente diferentes. Los resultados representan el prom edio 
de t res experim entos independientes. 
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La expresión de schnurri en las LNvs es determ inante para el 
com portam iento locom otor   
 
schnurr i se expresa en las LNvs  

El fenot ipo hasta aquí caracter izado es producto de la sobreexpresión de schnurr i.  Si bien 

un fenot ipo de sobreexpresión puede explicar aspectos importantes de la fisiología celular 

podría representar una situación ectópica y por tanto, menos relevante. En el año 2010 

Rosbash y colaboradores publicaron la caracterización del perfil de expresión génica de 

diversos grupos neuronales relevantes para el comportam iento circadiano en m oscas 

adultas (Kula-Eversole et  al. ,  2010) . Para esto m arcaron las diferentes neuronas reloj  

expresando GFP, disgregaron los cerebros, seleccionaron m anualmente las neuronas GFP 

posit ivas y estudiaron el perfil de expresión con m icroarreglos de ADN. schnurr i es uno de 

los genes enriquecidos en las sLNvs descriptos en este t rabajo, confirmando no sólo su 

expresión en este grupo neuronal sino que sus niveles están aum entados respecto de lo 

que ocurre en ot ras regiones del cerebro de Drosophila.   

Para comenzar a entender el rol de schnurr i en el com portam iento locom otor circadiano 

se ut ilizó el mutante nulo para schnurr i,  la cepa shn4374 (Arora et  al., 1995) . Esta 

m utación, letal en hom ocigosis, fue evaluada comportam entalm ente en heterocigosis sin 

observarse defecto ni de r itm icidad ni de período. Como alternat iva a esta aproximación 

se ut ilizó la líneas t ransgénica shnARNi proveniente de TRiP para dism inuir  los niveles de 

ARNm  en las neuronas PDF posit ivas. Para potenciar el efecto de la interferencia se ut ilizó 

la sobreexpresión de la enzima DI CER2, parte de la maquinaria endógena de 

procesam iento del ARNi. Al cruzar la línea pdfG4> dicer2 con la línea shnARNi se observó 

una dism inución de la r itm icidad poblacional, con una marcada desconsolidación de la 

act ividad locomotora (Figura 27A y B) .  

Este fenot ipo de desconsolidación se caracter iza por una dism inución de los niveles de 

act ividad durante el día subjet ivo y un marcado aumento de la act ividad durante la noche 

subjet iva.  

Para caracterizar m ás profundam ente este fenot ipo se evaluó el índice de act iv idad 

durante las noches y días subjet ivos (Figura 27C) . La evaluación de la relación ent re la 

act ividad en el día y la noche muest ra una dism inución com o resultado de dism inuir los 

niveles de shn en las neuronas PDF. El análisis estadíst ico muest ra una diferencia ent re 

los anim ales t ratados y uno de los cont roles ( la inserción de shnARNi en heterocigosis)  

m ient ras que respecto del ot ro cont rol (pdfG4> dicer2,cd8rfp)  no alcanza un valor 

significat ivo pero muest ra una clara tendencia. La desconsolidación de la act iv idad 
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obtenida en estos experim entos refuerza la idea de que esta vía de señalización im pacta 

sobre el comportam iento locomotor circadiano. 

 

 

Figura  2 7 . Dism inuir  los nive les de schnurr i desconsolida e l com portam iento locom otor .  
(A)  Se m uest ran actogramas representat ivos de los genot ipos indicados. (B)  Se m uest ra el período 
prom edio (barras grises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los genot ipos indicados. 
ANOVA de 1 factor para el análisis de r itm icidad α= 0,05 F2-3= 568,49;  comparaciones de Tukey 
α= 0,05 DMS= 6,79;  las m edias con una let ra com ún no son significat ivamente diferentes. (C)  
Relación ent re la cant idad de act ividad en los días y las noches subjet ivas para los genot ipos 
indicados. Se m uest ran los resultados para 3 experim entos independientes analizados con ANOVA 
de un factor, α= 0.05 F2,6= 3,85 p= 0,0840;  comparaciones de Tukey α= 0,1 DMS= 0,981;  las m edias 
con una let ra com ún no son significat ivam ente diferentes. 

 

Las neuronas PDF posit ivas son necesar ias y suficientes para el cam bio de 

período 

El relevamiento genét ico se rest r ingió al circuito PDF dada su jerarquía en el cont rol del 

período y la r itm icidad de la act ividad locomotora, pero esto no descarta que la 

desregulación de este gen en el resto del sistem a circadiano tenga un efecto sobre el 

comportam iento. Para conocer el efecto de sobreexpresar schnurr i en todo el circuito 

circadiano se ut ilizó el promotor del gen t im eless para dir igir  la expresión de GAL4. Las 

moscas t im G4> 756 presentaron un período endógeno largo, sim ilar al de pdfG4> 756, sin 

m ost rar defectos en la r itm icidad ni en la viabilidad (Figura 28) . El hecho de que el 

comportam iente no se vea más afectado al producir  la desregulación en todo el circuito 
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circadiano, sumado a que t im eless se expresa en las LNvs, perm it ió suponer que el 

fenot ipo observado provenía de la desregulación génica en estas neuronas. Para poner a 

prueba esta hipótesis se ut ilizó la línea pdfGAL80, la cual expresa el represor 

t ranscripcional de GAL4, GAL80, en el pat rón de pdf. Com binando la línea pdfGAL80 con 

la línea t imG4 fue posible producir la desregulación de schnurr i en todo el circuito 

circadiano con excepción de las neuronas LNvs. Los animales t imG4,pdfGAL80> 756 

most raron un período endógeno de la act ividad locomotora sim ilar al de animales 

silvest res, y estadíst icamente infer ior al de animales pdfG4> 756 o t im G4> 756 (Figura 

28) .  

 

 

Figura 2 8 . El per íodo la rgo es m ediado por  las neur onas PDF posit ivas.  Ut ilizando el 
promotor de t im  para desregular la expresión de schnurr i en todo el circuito circadiano se obt iene 
período largo;  sin em bargo, reprim iendo la desregulación en el circuito PDF a t ravés de la expresión 
de GAL80 se revierte el fenot ipo. (A)  Se m uest ran actogram as representat ivos de los genot ipos 
indicados. (B)  Se m uest ra el per íodo prom edio (barras gr ises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rom bos 
negros)  de los genot ipos indicados. ANOVA de 1 factor para el análisis de período α= 0,05 F5-

14= 11,71;  com paraciones de Tukey α= 0,05 DMS= 1,15;  las m edias con una let ra com ún no son 
significat ivam ente diferentes. Los resultados representan el prom edio de al m enos t res 
experim entos independientes. 
 

Estos resultados dem uest ran que las neuronas que expresan el neuropépt ido PDF son 

necesarias y suficientes para mediar el efecto comportamental producido por el aumento 

de los niveles de schnurr i.  
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Niveles const itut ivam ente elevados de schnurr i generan un acortam iento de los 

axones de las sLNvs 

La caracterización inicial de la función de schnurr i se realizó en los estadios em brionarios 

y larvales de la mosca. Por el momento, este gen ha sido vinculado a los fenot ipos m ás 

clásicos de la vía de DPP, es decir , el establecim iento del eje dorso-vent ral y la 

organogénesis (Arora et  al., 1995;  Dai et  al., 2000;  Grieder et  al., 1995;  Marty et  al. ,  

2000;  Staehling-Ham pton et  al.,  1995;  Udagawa et  al., 2000;  Yao et  al. , 2006) . Más allá 

de la función en el desarrollo temprano, la vía de BMP t iene un rol sustancial en la 

formación y funcionam iento del sistem a nervioso. Ent re los procesos cont rolados por la 

vía se encuent ra la expresión del neuropépt ido FMFRamide en las neuronas Tv (Allan et  

al.,  2003;  Eade and Allan, 2009;  Marques et  al. ,  2003) , y la ident idad pept idergica de las 

neuronas CCAP.(Veverytsa and Allan, 2011) , tal com o se detalla en la int roducción. Por 

ot ra parte, se ha reportado que variaciones en los niveles de PDF pueden alterar el 

período endógeno (Wulbeck et  al.,  2008;  Yoshii et  al., 2009b) . A part ir  de estos datos de 

la literatura, fue im portante determ inar si la sobreexpresión de schnurr i producía un 

efecto sobre los niveles de PDF, tanto a nivel de ARNm como de proteína. Al evaluar los 

niveles de ARNm de pdf en ZT02 para anim ales silvest res y animales que sobreexpresan 

schnurr i no se encont raron diferencias significat ivas (Figura 29) , descartándose la 

posibilidad de que schnurr i regule directa o indirectamente el promotor de pdf.   

Descartado el efecto t ranscripcional, se prosiguió a cuant ificar los niveles de PDF en las 

term inales dorsales de las neuronas sLNvs y la morfología de estos axones. Esta región 

del circuito circadiano es de part icular interés por dos razones:  (1)  se ha postulado que la 

oscilación de la inmunoreact ividad de PDF en las proyecciones dorsales de las sLNvs es 

importante para sostener la r itm icidad comportamental (Park et  al., 2000) ;  y (2)  nuest ro 

laboratorio ha descripto la regulación fina de las arborizaciones de las proyecciones 

dorsales de las sLNvs por parte del reloj  circadiano (Fernandez et  al., 2008) .  
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Figura 2 9 . Los nive les de ARNm  de pdf  no son a lterados por  la  sobreexpresión de 
schnurr i. Se evaluaron los niveles de ARNm  de pdf relat ivos a los de tubulina en anim ales cont rol 
(pdfG4> cd8gfp)  y t ratados (pdfG4> shn) .  Se m uest ra el prom edio de 3 experim entos 
independientes. 
 

Por ello, se intentó evaluar en paralelo tanto los niveles de PDF (ut ilizando la 

inmunoreact ividad de este neuropépt ido)  com o la est ructura del circuito PDF en los 

anim ales pdfGAL4/ 756. La evaluación est ructural se realizó em pleando una versión de la 

proteína GFP que se encuent ra fusionada a la proteína CD8, lográndose marcar toda la 

m em brana plasm át ica de las células que la expresan (Lee and Luo, 1999) . En un análisis 

general de la m orfología del circuito PDF+ , la desregulación de schnurr i a lo largo de todo 

el desarrollo del circuito no genera un efecto evidente, descartándose un efecto general 

sobre el desarrollo del circuito. Este resultado era esperado dada la alta r itm icidad de la 

línea pdfG4> 756. Sin embargo, un análisis m ás detallado de la est ructura de las 

proyecciones dorsales de las neuronas sLNvs most ró que niveles const itut ivamente 

elevados de schnurr i producen un acortam iento significat ivo de los axones (Figura 30) . 

Este resultado imposibilitó el análisis sobre los niveles de PDF debido a la morfología 

alterada de las proyecciones.  
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Figura  3 0 . La sobreexpresión const itut iva  de schnurr i produce un acor tam iento de las 
proyecciones dorsa les de las sLNvs.  (A)  Se m uest ran proyecciones de im ágenes confocales de 
la porción distal de las arborizaciones dorsales de las sLNvs. En verde se destaca la 
inm unom arcación de la m em brana plasm át ica por m edio de la proteína CD8GFP y en rojo la del 
neuropépt ido PDF. ZT02 y ZT14 hacen referencia al m om ento del día en el que se tomaron las 
m uest ras, dos horas después de la t ransición oscuridad- luz y dos horas después de la t ransición 
luz-oscuridad, respect ivam ente. (B)  Diagram a esquem át ico que resum e la m odificación al análisis 
de Sholl em pleado para cuant ificar el largo del circuito. (C)  Frecuencia y valores prom edios para el 
largo de los circuitos PDF en los genot ipos y m om entos del día indicados. ANOVA de 1 factor para el 
análisis del valor prom edio, α= 0,05 F3-8= 15,05;  com paraciones de Tukey α= 0,05 DMS= 1,055;  las 
m edias con una let ra com ún no son significat ivamente diferentes. Los resultados representan el 
prom edio de t res experim entos independientes. 
 

Estos resultados sugieren que el efecto sobre la act ividad locom otora podría deberse a 

una falla en la conect ividad del circuito PDF con sus post -sinapsis;  alternat ivamente, el 

acortam iento de los axones podría repercut ir  en los niveles alcanzados por PDF en la 

m at r iz ext racelular (y sus potenciales blanco)  generando un retardo en la difusión del 

neuropépt ido. Si bien la posibilidad de un efecto a nivel de ult raest ructura no pudo ser 
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descartado1, el hecho de que la desregulación aguda de schnurr i en el estadio adulto 

genere período largo afectando sut ilm ente la densidad de zonas act ivas en la proyección 

dorsal del circuito PDF, sin afectar la est ructura de las proyecciones dorsales de las sLNvs, 

provee argum entos en cont ra de esta hipótesis (ver página 84) . 

 

El alargam iento del período en pdfG4> shn depende de la acción de PDF 

La principal molécula sincronizadora caracterizada en el circuito circadiano de Drosophila 

es, com o ya se ha discut ido, el neuropépt ido PDF liberado por las LNvs. En ausencia de 

este neuropépt ido el r itm o locomotor se ve severam ente afectado. La m ayoría de los 

anim ales que carecen de PDF son arrítm icos y los anim ales que evidencian un reloj  

funcional presentan períodos cortos, ent re 22 y 23 horas (Renn et  al.,  1999) . Adem ás, 

alteraciones est ructurales del circuito PDF que llevan a mayor o menor innervación de las 

neuronas LNvs en el protocerebro dorsal tam bién m odulan el período de la act iv idad 

locomotora (Wulbeck et  al., 2008) . Con el objet ivo de entender si el fenot ipo alterado de 

los animales pdfG4> shn era mediado por este neuropépt ido o si bien el efecto se debía a 

un diferencia est ructural del circuito producto de la alteración en la vía de señalización de 

BMP, se evaluó el comportam iento de animales pdfG4> shn en un fondo genét ico nulo 

para PDF, ut ilizando la línea m utante pdf01 previam ente caracterizada (Renn et  al.,  1999) . 

Com o se observa en la Figura 31 los animales que sobreexpresan schnurr i en contexto de 

la mutación pdf01 son indist inguibles de aquellos anim ales que sólo llevan la mutación en 

pdf.  A pesar de que era esperable que la ausencia de PDF impacte de modo sustancial 

sobre el comportam iento generando un alto porcentaje de arr itm icidad en la población, el 

hecho que una proporción de las moscas pdfG4> shn; pdf01 presente períodos cortos de 

alrededor de 23 horas argumenta en cont ra de que un defecto est ructural en el circuito 

circadiano sea la causa de la alteración de período en los animales pdfG4> shn.  Adem ás, 

este resultado muest ra que el neuropépt ido es crucial para t ransm it ir  la desregulación 

mediada por shn.  

 

                                                 
1 Durante los m eses de Julio y Agosto de 2010 realicé una visita al laborator io del Dr. I an 
Meinertzhagen en Dalhousie University, Halifax, Nova Scot ia, Canadá, para aprender a realizar 
m icroscopía elect rónica con inm uno-m arcación para detectar las neuronas PDF posit ivas, 
experim entos que el laborator io de Meinertzhagen había realizado en el pasado (Yasuyam a, K., and 
Meinertzhagen, I .A. (2010) . Synapt ic connect ions of PDF- im m unoreact ive lateral neurons project ing 
to the dorsal protocerebrum  of Drosophila m elanogaster . J Com p Neurol 518 , 292-304) . El objet ivo 
últ im o fue poder ident if icar potenciales anorm alidades est ructurales en los anim ales pdfG4> 756. Si 
bien el viaje fue profundam ente enriquecedor en lo personal y profesional, pudiendo a m i regreso 
establecer algunas técnicas de histología en el laborator io, el objet ivo pr incipal del viaje no se 
cum plió. 
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Figura 3 1 . El neuropépt ido PDF es necesar io para  ev idenciar  e l per íodo la rgo en 
pdfG4 > shn . (A)  Se m uest ran actogram as representat ivos de los genot ipos indicados. (B)  Se 
m uest ra el período prom edio (barras gr ises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los 
genot ipos indicados. ANOVA de 1 factor para el análisis de período, α= 0,05 F3-8= 47,24;  
comparaciones de Tukey α= 0,05 DMS= 0,693;  las m edias con una let ra común no son 
significat ivam ente diferentes. Los resultados representan el prom edio de t res exper im entos 
independientes. 

 

La vía  de BMP im pacta sobre e l com portam iento circa diano 
 

Enfoques com o los relevamientos genét icos brindan la posibilidad de encont rar genes 

vinculados a un proceso part icular, los cuales no hubiesen sido fácilmente relacionados 

con dicho proceso (por ejemplo, el cont rol circadiano de los ciclos de act ividad y reposo) . 

A esto se sum a la posibilidad de que, una vez encont rado un gen, es relat ivamente 

sencillo extender el análisis a ot ros genes previam ente vinculados con él. Com o ya se ha 

m encionado, schnurr i es uno de los efectores de la vía de BMP, la cual ha sido 

am pliamente caracter izada, proveyendo el marco conceptual para diseñar experim entos 

orientados a comprender si el resto de la vía es relevante en el cont rol de la act iv idad 

locomotora rítm ica. Una lim itación existente es que muchos de los procesos gobernados 

por esta vía han sido estudiados durante la embriogénesis ut ilizando mutantes nulos en 

hom ocigosis. La letalidad de estas m utaciones imposibilita ut ilizar estas herram ientas 

para estudiar el comportam iento de animales adultos. 
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La falta de receptores de la vía de BMP desconsolida el com portam iento 

Ante la llegada del ligando apropiado a la superficie celular, el pr im er paso en la 

act ivación de la vía de BMP es la heterodimerización y fosforilación de los receptores de 

t ipo I  y I I  (Figura 6) . Al t ratarse de un paso lim itante para la act ivación de la vía se 

evaluó su efecto en el comportam iento rítm ico ut ilizando líneas de ARNi provenientes del 

Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC)  diseñadas para dism inuir los niveles de ARNm  

para t res de los receptores conocidos, TKV y SAX ( receptores de t ipo I ) , y WI T ( receptor 

de t ipo I I ) . Para rest r ingir  la desregulación al circuito PDF los ARNi fueron expresados 

bajo el cont rol del pdfG4, y en combinación con la sobreexpresión de dicer2 ( lo cual 

m ejora la eficiencia de la maquinaria de silenciam iento de ARNi) . Estas const rucciones 

generaron una reducción significat iva en la r itm icidad de la act ividad locom otora en 

condiciones ambientales constantes (Figura 32) , lo cual sugiere que la vía part icipa en la 

regulación circadiana del comportam iento.  

 

 

 
Figura  3 2 . Los receptores de la  vía  de BMP son necesar ios para la  r itm icidad de la  
act iv idad locom otora .  (A)  Se muest ran actogramas representat ivos de los genot ipos indicados. 
(B)  Se m uest ran los porcentajes de r itm icidad para cada uno de los genot ipos indicados;  los valores 
representan el prom edio de cuat ro experim entos independientes. *  p< 0,05 prueba de Student . 

 

Estos fenot ipos se caracterizan por una falta de consolidación de la act iv idad en el día 

subjet ivo, most rando altos niveles de act ividad durante la noche. Para cuant if icar esta 

falta de consolidación de la act ividad en el día subjet ivo, y aprovechando que el período 
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endógeno de estas moscas es cercano a 24hs, se cuant if icó separadamente la cant idad de 

act ividad en los días y noches subjet ivas. Dado que los niveles de act ividad y la relación 

ent re los valores de act ividad ent re el día y la noche presentan una alta variabilidad ent re 

experimentos estos parámet ros se analizaron con un diseño de ANOVA en bloque (Figura 

33) . Con este análisis se observó con clar idad que la act iv idad locomotora de los 

genot ipos en los que se encuent ran dism inuidos los niveles de expresión de los receptores 

de BMP se dist r ibuye más homogéneamente a lo largo de todo el día (sin dist inción ent re 

días y noches)  en comparación a lo que ocurre en los respect ivos cont roles (Figura 32 y 

33) .  

 

 
Figura  3 3 . La fa lta  de receptores de la  vía  de BMP desconsolida e l pat rón r ítm ico de la  
act iv idad locom otora.  (A-C)  Se m uest ran los gráficos de paralelism o de un ANOVA con diseño en 
bloque aleator izado (DBA) , donde cada color denota los resultados obtenidos en un m ism o 
exper im ento independiente, siendo ese el cr iter io ut ilizado para conform ar los bloques del ANOVA. 
(A)  I m pacto de la interferencia para saxophone en el circuito PDF sobre la desconsolidación de la 
act ividad locomotora en la fase de curso libre, F1,3= 50,10, p del t ratam iento< 0,01. (B)  I m pacto de 
la interferencia para thickveins en el circuito PDF sobre la desconsolidación de la act iv idad 
locomotora en la fase de curso libre, F1,3= 14,50, p del t ratam iento< 0,05. (C)  I m pacto de la 
interferencia para wishful thinking en el circuito PDF sobre la desconsolidación de la act iv idad 
locomotora en la fase de curso libre, F1,3= 43,37, p del t ratam iento< 0,01. 
 

Con el objet ivo de com plementar la caracter ización de los componentes de la vía de BMP 

que son capaces de afectar el comportam iento locomotor r ítm ico se evaluó el efecto de 

expresar en el circuito PDF diferentes lineas de ARNi dir igidas cont ra los ot ros dos 

componentes nucleares de la vía:  medea (med)  y mothers against  dpp (mad) . Se 
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ut ilizaron 3 líneas independientes para cada uno de estos componentes provenientes de 

los cent ros repositorios VDRC y TRiP y en ninguno de los casos se vio afectado el 

comportam iento locom otor. Si bien estos datos sugieren que en las neuronas PDF la vía 

de BMP presenta un mecanism o no canónico independiente de MAD o MED, hasta tanto 

no se corrobore que estas líneas eficientemente reducen los niveles de m ed y mad no es 

recomendable aventurar esas conclusiones.  

Teniendo en consideración las herram ientas ampliam ente ut ilizadas en el estudio de esta 

vía de señalización, se intentó describir  la localización espacial de la proteína MAD 

fosforilada en el cerebro de moscas adultas silvest res. Ut ilizando dos ant icuerpos fosfo-

específicos diferentes y ut ilizando diversos protocolos de inmunohistoquím ica no fue 

posible detectar señal posit iva para estos ant icuerpos en ninguna región del cerebro de 

Drosophila.  Una vez m ás, este resultado negat ivo no es concluyente respecto de la 

presencia y rol de MAD en el circuito circadiano. 

Considerando que la sum a de los resultados negat ivos recién mencionados podría indicar 

la existencia de una vía de señalización alternat iva en las neuronas PDF posit ivas se 

intentó explorar esa posibilidad evaluando la relevancia de la quinasa LI MK1 en el cont rol 

del com portam iento. Como se discut ió en la int roducción, esta quinasa involucrada en la 

regulación del citoesqueleto de act ina está fuertemente ligada al funcionam iento del 

sistem a nervioso e interactúa de modo directo con el receptor WI T, afectando la 

estabilidad sinápt ica en la sinapsis neuromuscular (Eaton and Davis, 2005) . Para evaluar 

esta posbilidad se ut ilizaron líneas t ransgénicas para dism inuir (mediante ARNi)  o 

aum entar (m ediante la expresión del ORF)  los niveles de LI MK1, específicamente en el 

circuito PDF. Ninguno de los dos enfoques fue capaz de modular el comportam iento 

locomotor, ni en térm inos de r itm icidad ni de período endógeno. Puesto que las 

herram ientas seleccionadas fueron previamente ut ilizadas para m odular efect ivamente la 

función de LI MK1 es posible concluir  que esta quinasa no representa un regulador 

sustancial del funcionam iento de las neuronas PDF posit ivas. 

 
La act ivación de la vía de BMP alarga el período endógeno 

La ut ilización de variantes const itut ivamente act ivas de los receptores t ipo I  ha sido, y 

sigue siendo, una herram ienta ampliamente ut ilizada para estudiar la función de esta vía 

de señalización (Haerry et  al. ,  1998;  Nellen et  al. ,  1996;  Veverytsa and Allan, 2011) . Al 

expresar simultáneamente versiones const itut ivam ente act ivas de los receptores SAX y 

TKV en el circuito PDF+  se observó un efecto dramát ico sobre el comportam iento 

locomotor. Al pasar los animales pdfG4> tkvA,saxA a condiciones de curso libre, estos 
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m anifestaron un período endógeno prom edio de 27,4 horas, a la vez que evidenciaron 

una elevada r itm icidad com portam ental (Figura 34) . Cabe señalar que la expresión de las 

variantes act ivadas de los receptores, por separado, no m ost ró efectos sobre el 

comportam iento. Si bien ambos receptores señalizan a t ravés de las m ism as moléculas, 

existen reportes indicando que la act ivación de ambos receptores por medio de diferentes 

ligandos actúa en forma sinérgica para mediar su efecto biológico durante el desarrollo 

em brionario (Ashe, 2005;  Haerry et  al. , 1998;  Neul and Ferguson, 1998;  Nguyen et  al. , 

1998;  Veverytsa and Allan, 2011) ;  adem ás, estos t rabajos muest ran que en algunos 

casos los efectos biológicos sólo son observados al expresar ambos receptores act ivos en 

combinación. En este contexto, la necesidad de act ivar am bos receptores para obtener un 

efecto sobre el com portam iento podría indicar que la vía de BMP integra señales diversas, 

o provenientes de diversas fuentes, las cuales confluyen en la determ inación del período 

endógeno de la act ividad locomotora.  

 

 

 
Figura 3 4 . La act ivación const itut iva de la  vía  de BMP a larga  e l per íodo endógeno.  (A)  Se 
m uest ra actogram as representat ivos de la línea cont rol pdfG4 m ediando la sobreexpresión de una 
m olécula no relacionada (GFP fusionada a CD8)  y la línea que expresa am bas variantes act ivadas, 
t kvA y saxA, destacándose el período ext rem adam ente largo a la par de una notable r itm icidad. (B)  
Se m uest ran el período prom edio (barras gr ises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de 
los genot ipos indicados. ANOVA de 1 factor para el análisis del per íodo, α= 0,05 F5-7= 53,39;  
comparaciones de Tukey α= 0,05 DMS= 1,043, las medias con una let ra común no son 
significat ivam ente diferentes. Los resultados representan el prom edio de t res exper im entos 
independientes. 
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En conjunto, los resultados obtenidos por dism inución o aumento de la act ividad de la vía 

de BMP en el circuito PDF reflejan la relevancia que este conjunto de moléculas t iene en 

el cont rol de la r itm icidad del com portam iento locom otor. Teniendo en cuenta que los 

resultados obtenidos con los receptores act ivados son congruentes con los resultados 

producto de la sobreexpresión de schnurr i,  es posible proponer que la act ivación de la vía 

de BMP funciona com o una señal ret rógrada que retarda el paso del reloj .  

 

schnurri a ltera e l per íodo endógeno en el estadio adulto  
 

Como ya se ha discut ido en la int roducción, numerosos t rabajos han vinculado a la vía de 

BMP, y a schnurr i en part icular, en diversos procesos durante el desarrollo embrionario y 

larval de Drosophila.  Además, existen abundantes reportes sobre el vínculo de esta vía de 

señalización con el establecim iento y m antenim iento del sistema nervioso. Considerando 

todas estas evidencias, fue fundamental discernir si el cambio comportamental observado 

era producto de un desarrollo alterado, o si, por el cont rar io, se requiere de la función de 

schnurr i y la vía de BMP para modular ciertas propiedades del comportam iento locomotor 

específicamente en el estadio adulto. Cabe destacar que el efecto sobre el período 

endógeno hasta aquí descripto depende de la ut ilización del promotor de pdf.  Este 

promotor es act ivo desde muy temprano en el desarrollo ya que es posible ident ificar a 

las neuronas sLNVs por la expresión de PDF en el pr im er estadio larva ent re 4 y 5 horas 

luego de la eclosión de la larva (Blanchardon et  al.,  2001;  Helfr ich-Forster, 1997) . Para 

dist inguir ent re un efecto de desarrollo como responsable de la alteración de las 

propiedades básicas del sistem a neuronal que cont rola el comportam iento y un efecto 

agudo que la vía de señalización pudiese ejercer sobre la maquinaria del reloj  molecular 

se ut ilizó el sistema TARGET (McGuire et  al.,  2003;  McGuire et  al.,  2004) , el cual hace 

posible controlar temporalmente la inducción t ranscripcional m ediada por GAL4. 

 

Puesta a punto del sistem a TARGET para el análisis de la act ividad locom otora 

circadiana de Drosophila 

El sistema TARGET se basa en el em pleo de una variante del represor GAL80 que es 

sensible a la tem peratura:  es funcional a temperaturas bajas, o perm isivas, (18-25º C)  y 

no funcional a tem peraturas elevadas, o rest r ict ivas (28-30º C)  (Figura 35) .  
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Figura  3 5 . Sistem a TARGET.  La proteína GAL80 ts expresada a t ravés de un promotor ubicuo 
como el de t ubulina es capaz de bloquear la act ividad de GAL4 en todo el organism o si las m oscas 
se encuent ran a la tem peratura rest r ict iva. Al pasar las m oscas a la tem peratura perm isiva GAL80ts 
ya no es funcional y se act iva la t rascr ipción m ediada por GAL4. Modificado de McGuire et  al.  
(2003) .  

 

Teniendo en cuenta que este sistema induce la expresión génica a temperaturas 

elevadas, una rest r icción para este enfoque experimental es el efecto de la temperatura 

sobre el comportam iento en sí, ya que para una evaluación de período endógeno es 

necesario inducir el sistema durante varios días. Si bien una de las propiedades básicas 

de los relojes circadianos es su compensación por temperatura (Pit tendrigh, 1954) , esto 

ocurre dentro de rangos fisiológicos, que para Drosophila suelen definirse ent re 18º C y 

29º C. Más aun, se han descripto cambios en el pat rón de act ividad locom otora a 

diferentes temperaturas, los cuales se caracterizan por un decrem ento de la cant idad de 

act ividad y un aumento en la consolidación de esa act ividad en torno a las t ransiciones al 

aumentar la temperatura (Majercak et  al., 1999) . Esto, sumado a que la mayoría de los 

experimentos ut ilizando esta técnica inducen el sistema mediante temperaturas por 

encim a de 29º C (Blanchard et  al. ,  2010;  Dubnau et  al. ,  2001;  Ng et  al.,  2011)  hizo 

necesaria una puesta a punto del sistem a.  

En primer lugar se comprobó su inducibilidad ut ilizando como reportero la proteína verde 

fluorescente (GFP) . Anim ales pdfG4,tubGAL80 ts> cd8gfp fueron desarrollados a 25º C y 

luego separados en dos poblaciones, una m antenida a 25º C y la ot ra t ransferida a 30º C 

por dos días. Luego se procedió a disecar los cerebros, fij ar los y evaluar la presencia de 

GFP por medio de inm unohistoquím ica, lo cual perm it ió confirm ar que el sistem a se 
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induce a 30º C, y que 25º C no representa una temperatura perm isiva (no fue posible 

detectar la señal de GFP en los anim ales mantenidos a 25º C) . Confirmada la potencialidad 

del sistema se buscó reproducir los resultados de la sobreexpresión de schnurr i.  Para esto 

se generaron m oscas pdfG4> 756 conteniendo tubGAL80 ts (pdfG4,tubGAL80 ts> 756)  y se 

las mantuvo a 30º C durante todo su desarrollo y la evaluación com portamental, 

ut ilizándose como cont roles los genot ipos pdfG4, tubGAL80 ts o pdfG4> 756. A pesar de que 

las t res líneas genét icas most raron un comportam iento rítm ico, las moscas 

pdfG4, tubGAL80 ts> 756, al igual que las m oscas pdfG4, tubGAL80 ts most raron un período 

endógeno cercano a 24hs, m ient ras que como era de esperar los anim ales pdfG4> 756 

m ost raron un período largo de alrededor de 25,5hs. La imposibilidad de reproducir  el 

período largo mediando el sistem a TARGET podía explicarse por una falta de represión de 

la act ividad de GAL80 ts,  lo cual implicaba una clara lim itación puesto que no es posible 

aum entar aún más la tem peratura debido a los potenciales efectos sobre el 

comportam iento. Para superar este inconveniente se int rodujo una segunda fuente de 

schnurr i,  a t ravés de la línea t ransgénica UAS-shn (Marty et  al. ,  2000) . Esta nueva 

condición genét ica que denominam os pdfG4,tubGAL80 ts> shn(2X)  perm it ió un nivel de 

expresión tal que el efecto de período se observó con clar idad cuando las m oscas fueron 

desarrolladas y evaluadas a 30º C. La puesta a punto perm it ió seleccionar la condición 

genét ica y las tem peraturas a ut ilizar (25º C como perm isiva y 30º C como rest r ict iva)  de 

m odo de poder evaluar la relevancia de schnurr i en el cont rol com portam ental durante el 

estadio adulto. 

 

La sobreexpresión de schnurr i afecta el reloj  circadiano específicam ente en 

individuos adultos 

Para poner a prueba la hipótesis de que schnurr i afecta el período de un modo agudo en 

el estadio adulto, se exam inó com portamentalmente anim ales con un desarrollo norm al 

(cr iados a 25º C)  los cuales fueron evaluados de modo secuencial, pr im ero a 25º C y luego 

a 30º C (Blanchard et  al., 2010) . Específicam ente, animales de 0 a 3 días de edad fueron 

cargados en los monitores de act iv idad y somet idos a una prim era fase de ent renamiento, 

12hs de luz y 12hs de oscuridad y 25º C, por 4 días. A cont inuación los anim ales se 

t ransfir ieron a oscuridad constante manteniéndose la temperatura a 25º C por 9 días y 

durante el décimo se elevó la temperatura a 30º C, m anteniendo a los anim ales en 

condiciones de oscuridad constante por los siguientes 9 días. Debido a la inusual longitud 

de este experim ento el día en el que se modificó la temperatura tam bién se procedió a un 

recam bio de la fuente de alim ento. De este m odo fue posible evaluar, en el m ism o 
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anim al, la diferencia de período endógeno antes y después de la sobreexpresión de 

schnurr i.  La Figura 36 m uest ra com o rápidam ente luego del cam bio de tem peratura las 

moscas pdfG4,tubGAL80 ts> shn(2X)  manifiestaron un aumento en el período endógeno, 

m ient ras que los cont roles ut ilizados no evidenciaron un cambio de período al pasar de 

una tem peratura a la ot ra. 

 

 

 

Figura  3 6 . schnurr i regula  e l com por tam iento locom oto r  circadiano de m odo agudo en e l 
estadio adult o.  (A)  Esquem a del t ratam iento de tem peratura e ilum inación ut ilizado. (B)  Se 
m uest ran actogram as representat ivos de los genot ipos indicados. Los recuadros de color sobre los 
actogram as indican la fase de oscuridad, los recuadros azules indican 25º C y los rojos, 30º C. (C)  
Cuant ificación del cam bio de período que experim entan los animales al pasar de 25 a 30º C. ANOVA 
de 1 factor, α= 0,05 F3-6= 474,64;  comparaciones de Tukey α= 0,05 DMS= 0,219;  las m edias con una 
let ra com ún no son significat ivam ente diferentes. Los resultados representan el prom edio de t res 
exper im entos independientes, salvo en el caso de la línea pdfG4> shn(2X)  en la que un valor fue 
descartado como dato aberrante. 

 

Estos resultados muest ran con clar idad que elevados niveles de schnurr i son capaces de 

generar un alargam iento del período endógeno de m odo agudo en el estadio adulto, más 

allá de que su desregulación a lo largo del desarrollo pueda causar alguna ot ra alteración. 
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El alargam iento del período endógeno es independiente del defecto est ructural 

Teniendo en cuenta que el fenot ipo comportam ental es específico del estadio adulto 

(Figura 36) , se procedió a evaluar si los efectos sobre la morfología del circuito (Figura 

30)  también se observaban al sobreexpresar schnurr i sólo en animales adultos. Adem ás, 

gracias a la existencia de un marcador de zonas act ivas de neurot ransm isión quím ica 

(Kit tel et  al.,  2006;  Wagh et  al. ,  2006)  se pudo estudiar al m ism o t iem po el efecto de la 

sobreexpresión aguda de schnurr i sobre el número de zonas act ivas en las proyecciones 

dorsales de las sLNvs.  

Para evaluar ambos aspectos en forma paralela se incorporaron dos t ransgenes:  por un 

lado el UAS-bruchpilot GFP (brpgfp,  marcador de zonas act ivas)  y por el ot ro el UAS-cd8rfp 

( la proteína Red Fluorecent  Protein fusionada a la et iqueta CD8)  de modo de poder 

visualizar las zonas act ivas y la membrana plasmát ica, respect ivamente. Para este 

experimento las m oscas se desarrollaron a 25º C, temperatura a la cual no hay expresión 

mediada por GAL4 debido a que GAL80 ts es funcional. Una vez eclosionados los adultos se 

separó a los m achos y se los t ransfir ió a la condición perm isiva (30º C)  durante dos o 

nueve días, prosiguiendo luego con la evaluación de la est ructura del circuito PDF y de las 

proyecciones dorsales de las sLNvs (Figura 37) . Se eligió estudiar las arborizaciones 

axonales luego de dos o nueve días de inducción con el objet ivo de conocer el estado del 

circuito al pr incipio y al final de un experimento comportamental, considerando que los 

anim ales evaluados en comportam iento fueron mantenidos a 30º C durante ese período 

de t iempo. Este experim ento, a diferencia del comportamental,  fue realizado en 

condiciones de sincronización, es decir, bajo un fotoperíodo de 12 horas de luz y 12 horas 

de oscuridad. Esto se debe a que, para poder evaluar a todos los animales en el m ism o 

m omento circadiano, es necesario que las pautas ambientales estén presentes y así evitar 

diferencias que pudieran surgir debido a los períodos endógenos de los animales 

evaluados. 
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Figura 3 7 . La sobreexpresión de schnurr i en e l adulto reduce e l núm ero de zonas act ivas 
en las proyecciones de las sLNvs m ient ras que no afecta  la  est ructura del circuito.  (A)  
Esquem a del experim ento;  las m oscas fueron desarrollas a 25º C y m antenidas durante 4 días a esa 
tem peratura para luego ser t ransfer idas a 30º C por 2 o 9 días. (B)  Se m uest ran proyecciones de 
galerías de im ágenes obtenidas por m icroscopía confocal para m oscas cont rol y t ratadas a LD9;  en 
la parte superior se m uest ra un hem icerebro inmunom arcado para CD8RFP reportando la est ructura 
general del circuito PDF;  en la parte infer ior se muest ra con detalle la proyección dorsal del circuito 
PDF m arcando en rojo CD8RFP y en verde BRPGFP.  (C)  Cuant if icación del largo del circuito por el 
m étodo de Sholl m odificado para LD 2 y LD9, se m uest ra el prom edio de t res experim entos 
independientes. (D)  Cuant if icación relat iva al cont rol del núm ero de part ículas BRP com o correlato 
del núm ero de zonas act ivas de neurot ransm isión quím ica en LD2 y LD9, se m uest ra el prom edio de 
t res exper im entos independientes;  dado que la var ianza de las observaciones es m ucho m ayor en 
los individuos cont rol que en los t ratados no fue posible realizar ANOVA con estos datos. 
 

La Figura 37 m uest ra que no existen diferencias m orfológicas significat ivas en la 

est ructura general del circuito, ni en el largo de las proyecciones dorsales del circuito 

PDF, ent re animales que sufr ieron la inducción específica de schnurr i en el estadio adulto 

y animales cont roles, inclusive después de varios días (LD9)  de inducción. Si bien la 

desregulación de la vía es capaz de provocar alteraciones est ructurales al desregularse 

sostenidamente a lo largo de todo el desarrollo (Figura 30) , estos resultados perm iten 

desacoplar el fenot ipo comportam ental del efecto est ructural generado por la act ivación 
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crónica de la vía de BMP. Es decir, al m enos en la ventana de t iempo exam inada en estos 

experimentos, la vía de BMP no provoca un efecto agudo en el estadio adulto sobre la 

est ructura del circuito PDF. Por ot ro lado, estos resultados no perm iten descartar que la 

act ivación aguda de la vía de DPP en el circuito PDF ya establecido pueda tener efectos 

sobra la ult raest ructura del m ismo, ya que no fue posible hacer un análisis mediante 

m icroscopía elect rónica. 

En cuanto al análisis de las zonas de liberación quím ica, estos experim entos most raron 

una reducción en el valor prom edio del número de part ículas BRP posit ivas a los 9 días de 

inducción respecto de anim ales cont rol, m ient ras que no se observaron diferencias a los 2 

días de t ratam iento (Figura 37D) . Considerando que el efecto com portam ental de la 

sobreexpresión de schnurr i es apreciable al segundo día de inducción y que el efecto de la 

vía de BMP sobre las zonas de liberación quím ica parece ser progresiva en el t iem po, no 

es probable que este fenot ipo sea la única causa del fenot ipo comportamental.  

 

schnurri m odula  e l engranaje de l re loj  m olecular  
 

Luego de la caracterización inicial del fenot ipo obtenido en el rast r illaje genét ico y de 

analizar la cont r ibución de la vía de BMP en el comportam iento circadiano de animales 

adultos fue importante avanzar sobre los mecanismos celulares y moleculares que 

conforman la interacción ent re el sistema circadiano y la vía de BMP.  

 

La acum ulación y ent rada de PER al núcleo es dem orada por la sobreexpresión de 

schnurr i 

Un gran núm ero de t rabajos han establecido la conexión ent re las oscilaciones 

m oleculares que t ienen lugar en las neuronas sLNvs y el período de la act iv idad 

locomotora de Drosophila (Akten et  al., 2003;  Berni et  al., 2008;  Stoleru et  al.,  2005) . En 

part icular, estudiar la acumulación y t ranslocación al núcleo de PERI OD en estas neuronas 

ha sido una est rategia com ún para evaluar el funcionam iento del reloj  endógeno. El curso 

temporal de PER se caracteriza por bajos o indetectables niveles de proteína hacia el final 

del día y el com ienzo de la noche, que van aum entando y son marcadamente 

citoplasmát icos hacia la m itad de la noche. Al llegar al f inal de la noche, PER com ienza a 

t ranslocar al núcleo y es plenamente nuclear al final de la noche y pr incipio del día 

siguiente. Luego, los niveles de PER van dism inuyendo a lo largo del día hasta llegar a los 

bajos niveles característ icos del final del día (Shafer et  al.,  2002) . Par estudiar el efecto 
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de la sobreexpresión de schnurr i en las sLNVs se evaluó la inm unoreact iv idad de PER en 

anim ales pdfG4> shn,gfpn respecto de genot ipo cont rol pdfG4> gfpn.  Debido a que la 

diferencia de período en el comportam iento ent re estas dos líneas es de 1 a 1,5 horas se 

decidió evaluar a los animales en la t ransición ent re el tercer y el cuarto día de oscuridad 

constante, y con una resolución de t res horas. Al evaluar este mom ento del día fue 

posible estudiar específicam ente la ventana tem poral en la que ocurre la t ranslocación de 

PER al núcleo, y al realizar el experimento luego de t res días de curso libre y con una 

resolución de t res horas fue posible visualizar diferencias en la acumulación y 

t ranslocación ent re anim ales cont roles y t ratados. 

 

 

Figura  3 8 . SHN ret rasa la  acum ulación de PER en las  sLNvs.  Se m uest ran im ágenes 
representat ivas de secciones confocales de neuronas sLNvs de los genot ipos indicados. En la 
pr im era fila de im ágenes se m uest ra la señal para PDF, que se ut ilizó para reconocer las neuronas 
LNvs;  en la segunda fila se m uest ra la señal para GFP, ut ilizada para delim itar el núcleo de las 
LNvs;  en la tercera fila se encuent ra la inm unoreact iv idad para PER;  y la cuarta fila m uest ra la 
superposición de los t res canales anter iorm ente m ost rados. CT:  Tiem po Circadiano. 

 

Como se observa en la Figura 38 la acumulación de PER se encuent ra ret rasada en 

anim ales que sobreexpresan schnurr i respecto de los animales cont roles. Esta diferencia 

es evidente a CT24 donde PER ya muest ra una localización nuclear en el cont rol m ient ras 

que en las neuronas de los anim ales pdfG4> shn,gfpn PER se encuent ra citoplasm át ica y 

con baja intensidad. Tam bién a CT03 la diferencia es clara, observándose una localización 

marcadamente nuclear en el cont rol y ubicua en los animales t ratados.  
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Figura  3 9 . La acum ulación de PER está  ret rasada, pe ro a lcanza  nive les norm ales.  Se 
m uest ran la cuant ificación de las im ágenes m ostradas en la Figura 24. CT:  Tiem po Circadiano. 
ANOVA de 2 factores para genot ipo y CT. La interacción obtuvo F3,16= 2,71 p= 0,0795 y al analizar 
los efectos sim ples para los diferentes CTs en cada uno de los genot ipos se obtuvo CT21 
F1,16= 0,521 p= 0481;  CT24 F1,16= 4,717 p= 0,0452 ( * * ) ;  CT03 F1,16= 3,8 p= 0,067 (* ) , CT06 
F1,16= 1,335 p= 0,265. El análisis corresponde a t res experim entos independientes. 

 

Al cuant ificar la intensidad de PER en el núcleo (Figura 39)  se ve claramente el retardo en 

la acumulación nuclear de PER;  cabe destacar que, aunque con un ret raso, los niveles 

totales de PER en el núcleo de los animales t ratados no difiere de lo observado para los 

cont roles t res horas antes. 

 

El fenot ipo de período largo es rescatado por period y t im eless  

Considerando que schnurr i const ituye un regulador negat ivo de la t ranscripción dent ro de 

la vía de BMP, los resultados de las Figuras 38 y 39 perm it ieron sustentar la hipótesis de 

que el ret raso en la acum ulación de PER en las neuronas sLNvs podía deberse a un efecto 

t ranscripcional sobre per  por parte de schnurr i.  Para poner a prueba esta hipótesis se 

diseñó un ensayo de interacciones génicas ent re schnurr i y period,  analizando el 

resultado a t ravés de la evaluación de la act ividad locomotora.  
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Figura 4 0 . El ORF de per  rescata e l fenot ipo de per íodo largo de pdfG4 > shn . (A)  Se 
m uest ran actogram as representat ivos de los genot ipos indicados. (B)  Se m uest ra el período 
prom edio (barras grises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los genot ipos indicados. 
ANOVA de 1 factor para el análisis de período α= 0,05 F9-13= 23,09;  com paraciones de Tukey α= 0,05 
DMS= 0,716;  las m edias con una let ra com ún no son significat ivam ente diferentes. Los resultados 
representan el prom edio de t res experim entos independientes. 

 

La Figura 40 muest ra que el efecto de sobreexpresar independientemente el ORF tanto de 

per  como de shn en el circuito PDF produce un alargam iento del período endógeno. En 

cambio, cuando se expresan ambos genes simultáneamente los animales muest ran un 

período en su act ividad locomotora cercano a 24 horas y significat ivam ente menor que los 

períodos de pdfG4> per  y  pdfG4> shn. Este resultado marca una clara interacción ent re 

estas dos vías de señalización pero además representa un rescate del fenot ipo 

comportam ental de ambas desregulaciones. Con el objet ivo de profundizar el análisis de 

la interacción génica, se ut ilizó la línea t ransgénica que es capaz de aumentar los niveles 

t ranscripcionales de per  al aportar una copia ext ra del locus com pleto de éste (perG) ,  

proveyendo así las secuencias regulatorias de la t ranscripción y generando t ranscriptos 

silvest res capaces de interaccionar con la maquinaria post ranscripcional. En 

cont raposición a lo que ocurre con la sobreexpresion del ORF de per  en el circuito PDF, las 

moscas que portan este segundo locus de per  en su genoma muest ran períodos de 

act ividad locomotora menores a 24 horas, es decir,  más cortos que el de moscas 
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silvest res (Sm ith and Konopka, 1982) . Al com binar esta t ransgénica con las m oscas que 

sobreexpresan schnurri en las LNvs se observó un rescate de am bos fenot ipos, 

obteniéndose moscas con períodos cercanos a 24 horas (Figura 41) . 

 

 

Figura  4 1 . Una copia  ext ra  del locus de period  rescata  e l fenot ipo de per íodo la rgo de 
pdfG4 > shn . (A)  Se m uest ran actogram as representat ivos de los genot ipos indicados. (B)  Se 
m uest ran el período promedio (barras grises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rombos negros)  de los 
genot ipos indicados. Los resultados representan el prom edio de t res exper im entos independientes. 
Dado que la var ianza de algunos de los genot ipos es m ucho m ayor que la de ot ros no fue posible 
realizar ANOVA con estos datos. 
 

Considerando que el aumento de los niveles de PER perm ite rescatar el fenot ipo de 

sobreexpresión de schnurr i y que sólo se había estudiado la dinám ica tem poral de PER en 

las sLNvs, no era posible descartar la posibilidad de que el efecto sobre per  fuese 

indirecto, y que ot ras moléculas del reloj  sean tam bién capaces de m odular el fenot ipo 

comportam ental. Para evaluar esa posibilidad se ut ilizó una línea t ransgénica que perm ite 

sobreexpresar el ORF de t imeless y se realizó el análisis de interacción génica idént ico al 

descripto previamente para period.  La sobreexpresión de TI M en las sLNvs no causa un 

efecto de período por si m ismo, pero al aumentar los niveles de TI M y SHN en conjunto 

se observó un rescate del fenot ipo de período de la sobreexpresión de schnurr i sim ilar al 

obtenido con PER (Figura 42) . 
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Figura 4 2 . El ORF de t im  rescata e l fenot ipo de per íodo largo de pdfG4 > shn . (A)  Se 
m uest ran actogram as representat ivos de los genot ipos indicados. (B)  Se m uest ra el período 
prom edio (barras grises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los genot ipos indicados. 
ANOVA de 1 factor para el análisis de período α= 0,05 F10-14= 23,1;  com paraciones de Tukey α= 0,05 
DMS= 0,668;  las m edias con una let ra com ún no son significat ivam ente diferentes. Los resultados 
representan el prom edio de al m enos t res experim entos independientes. 

 

La quinasa shaggy  modula los fenot ipos de sobreexpresión de SHN 

El hecho de que tanto per  como t im  sean capaces de m odular el fenot ipo comportamental 

refuerza la idea de un efecto indirecto sobre ambos genes. Dos componentes cent rales 

del reloj  son capaces de regular estos dos genes de modo simultáneamente. En cuanto a 

la localización subcelular de PER y TI M, y en part icular la t ranslocación al núcleo del 

dímero, este proceso se encuent ra cont rolado por la quinasa SHAGGY (Mart inek et  al., 

2001) . Por ot ra parte, desde un punto de vista t ranscripcional, el regulador común de per  

y t im  es clock ,  que al unirse junto con CYCLE a las secuencias E-BOX presentes en los 

promotores de per  y t im  act iva su t ranscripción (Darlington et  al., 1998)  (Figura 3) . 

Teniendo en cuenta estos datos de la bibliografía se analizó la existencia de interacciones 

génicas ent re estos componentes claves del reloj  molecular y la vía, ut ilizando el 

comportam iento locomotor como método para evaluar la interacción.  

Dado su rol cent ral en la determ inación de la localización subcelular de PER y TI M, y la 

jerarquía del circuito PDF en la determ inación del período endógeno de la act ividad 

locomotora, aum entar o dism inuir lo niveles de sgg en el circuito PDF t iene claros efectos 
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sobre el período. En resumen, aumentar los niveles de sgg acelera el reloj  generando 

períodos cortos (Mart inek et  al. ,  2001)  y dism inuir los niveles de sgg retarda el reloj  

conduciendo a períodos largos. Además, dadas las propiedades circuitales del sistem a 

circadiano, aumentar los niveles de sgg sólo en las neuronas PDF conlleva no sólo a 

períodos cortos sino tam bién a una pérdida de la r itm icidad. Al aum entar de modo 

conjunto los niveles de sgg y shn en el circuito PDF se observó un rescate de ambos 

fenot ipos;  el período endógeno fue más cercano al de animales silvest res y la r itm icidad 

se vio fuertem ente incrementada (Figura 43) .  

El fenot ipo de arr itm icidad producto de sobreexpresar sgg sólo en las neuronas PDF+  no 

se observa si se amplía el pat rón de sobreexpresión a todo el circuito circadiano mediante 

la ut ilización del prom otor de t im eless,  generándose períodos cortos pero con alta 

r itm icidad, ya que todo el circuito neuronal se encuent ra en iguales condiciones. Al 

sobreexpresar de m odo conjunto SHN y SGG en el pat rón de t im  tam bién ocurre un 

rescate de período, m ient ras que la r itm icidad no se ve afectada (datos no m ost rados) . 

 

 

Figura  4 3 . La sobreexpresión de shaggy  revier te  e l fenot ipo de sobreexpresar  schnurr i. 
(A)  La figura m uest ra actogram as representat ivos de los genot ipos indicados. (B)  Se m uest ra el 
período promedio (barras grises)  y el porcentaje de  r itm icidad ( rombos negros)  de los genot ipos 
indicados. ANOVA de 1 factor para el análisis de período α= 0,05 F9-13= 72,27;  com paraciones de 
Tukey α= 0,05 DMS= 0,737;  las m edias con una let ra com ún no son significat ivam ente diferentes. 
Los resultados representan el prom edio de t res experim entos independientes salvo para 
pdfG4> SGG en la que un valor fue descartado com o dato aberrante. ANOVA de 1 factor para el 
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análisis de r itm icidad α= 0,05 F4-14= 194,73;  comparaciones de Tukey α= 0,05 DMS= 10,519;  las 
m edias con un núm ero com ún no son significat ivam ente diferentes. Los resultados representan el 
prom edio de t res experim entos independientes. 
 

Por su parte, dism inuir sgg m ediante la expresión de un ARNi en el circuito PDF pero en el 

contexto de sobreexpresión de shn produjo dos fenot ipos comportamentales. Un 60%  de 

los anim ales m ost raron una clara r itm icidad pero con períodos ext remadamente largos, 

de alrededor de 28 horas. El restante 40%  de los animales evidenciaron r itmos 

complejos, caracterizados por más de un componente de período, se observaron períodos 

silvest res y períodos largos dent ro del pat rón comportamental de varios individuos. 

(Figura 44) . 

 

 

 
Figura  4 4 . Dism inuir  los nive les de shaggy  y  sobreexpresar  schnurr i m uest ra  la  
interacción ent re e l re loj  m olecular  y la  vía  de BM P. (A)  La figura m uest ra actogram as 
representat ivos de los genot ipos indicados y sus respect ivos per iodogram as;  con la intención de 
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visualizar y calcular m ás eficientem ente las com ponentes de período en este experim ento se 
consideraron 14 días de oscuridad constante. Las líneas rojas indican las com ponentes de período 
detectadas en los per idogram as. (B)  Se m uest ran el período prom edio (barras grises)  y el 
porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los genot ipos indicados. ANOVA de 1 factor para el 
análisis de período α= 0,05 F14-18= 141,73;  com paraciones de Tukey α= 0,05 DMS= 0,633, m edias 
con una let ra com ún no son significat ivam ente diferentes. Los resultados son el prom edio de 4 
experim entos independientes. 
 

Para profundizar el análisis de la interacción ent re elevados niveles de shn y bajos niveles 

de sgg se realizaron los m ismos experimentos antes mencionados pero añadiendo la 

sobreexpresión de dicer2 , com ponente clave de la vía de ARN de interferencia. El 

agregado de dicer2 potencia el funcionam iento del sistema de interferencia, lo cual quedó 

evidenciado en el aumento de período observado en el genot ipo pdfG4> sggARNi,dicer2 

respecto de pdfG4> sggARNi.  Bajar los niveles de sgg ut ilizando dicer2 en el contexto de la 

sobreexpresión de shn genera un aumento sustancial de la proporción de anim ales que 

m uest ran r itm os complejos (Figura 45) , observándose componentes de período largo, 

silvest re y corto en varios individuos (Figura 46) .  

 

 

 

 

Figura 4 5 . Exacerbar  la  inter ferencia  para sgg  en e l contex to de sobreexpresión de shn  
genera r itm os com ple jos.  Se muest ran los porcentajes de anim ales r ítm icos, débilm ente 
r itm icidad, arrítm icos y con r itmos com plejos para los genot ipos indicados . Los resultados son el 
prom edio de 3 experim entos independientes. 

 

En conjunto, los experimentos de interacción con sgg m uest ran que esta m olécula cent ral 

en la determ inación del paso de las oscilaciones m oleculares es capaz de modular los 

efectos que schnurr i impone sobre el reloj  molecular. 
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Figura  4 6 . Los r itm os com ple jos obse rvados presentan diversos fenot ipos 
com portam enta les.  La figura m uest ra actogramas representat ivos de los genot ipos indicados y 
sus respect ivos periodogram as. Con la intención de visualizar y calcular m ás eficientem ente las 
com ponentes de período en este experim ento se consideraron 14 días de oscuridad constante. Las 
líneas rojas indican las com ponentes de período detectadas en los peridogramas. Se m uest ran t res 
ejem plos de actogram as correspondientes al genot ipo pdfG4> dicer2 ,shn,sggARNi que ejem plifican 
los r itm os com plejos encont rados. 
 

El factor de t ranscripción clock m odula el fenot ipo de sobreexpresión de SHN 

Como se ha descrito anteriormente, el componente del reloj  molecular capaz de modular 

t ranscripcionalm ente y de m odo conjunto a per  y t im  es clock .  Al realizar los 

experimentos de interacción con líneas t ransgénicas capaces de aumentar los niveles de 

clk  tanto a t ravés de la sobreexpresión del ORF com o a t ravés de proveer una copia 

adicional del locus entero de clock  se observó una interacción en los fenot ipos 

comportam entales. 

Elevar los niveles de clk  a t ravés del ORF genera una leve dism inución del período, pero 

al com binarlo con la sobreexpresión de shn fue capaz de revert ir  el fenot ipo 

comportam ental generando períodos de alrededor de 24 horas (Figura 47) . 
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Figura  4 7 . El ORF de clk  rescata e l fenot ipo de per íodo la rgo de pdfG4 > shn . (A)  Se 
m uest ran actogram as representat ivos de los genot ipos indicados. (B)  Se m uest ran el período 
prom edio (barras grises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rom bos negros)  de los genot ipos indicados. 
ANOVA de 1 factor para el análisis de período α= 0,05 F10-14= 44,21;  com paraciones de Tukey 
α= 0,05 DMS= 0,546, medias con una let ra común no son significat ivam ente diferentes. Los 
resultados representan el prom edio de al m enos t res experim entos independientes. 

 

Por su parte, la presencia de una copia ext ra del locus de clock  (a t ravés de la línea 

t ransgénica clkG)  presenta también períodos endógenos levemente cortos respecto de 

anim ales silvest res (Kadener et  al.,  2008) . En cam bio, al com binar esa línea t ransgénicas 

con la sobreexpresión de shn los períodos que se obtuvieron son de 24 horas, es decir,  el 

fenot ipo de sobreexpresión de shn se ve claramente rescatado también con esta 

herram ienta genét ica (Figura 48) .  
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Figura  4 8 . Una copia  ex t ra  de l locus de clock  rescata e l fenot ipo de per íodo largo de 
pdfG4 > shn . (A)  Se m uest ran actogram as representat ivos de los genot ipos indicados. (B)  Se 
m uest ran el período promedio (barras grises)  y el porcentaje de r itm icidad ( rombos negros)  de los 
genot ipos indicados. Los resultados representan el prom edio de t res exper im entos independientes. 
Dado que la var ianza de algunos de los genot ipos es m ucho m ayor que la de ot ros no fue posible 
realizar ANOVA con estos datos. 
 

Los prom otores de period y t im eless son m odulados por schnurr i 

La capacidad de clk  de modular el efecto com portam ental de schnurr i en conjunto con la 

capacidad de per  y t im  de realizar el m ismo efecto y la caracterización previa de shn 

como un regulador negat ivo de la t ranscripción apuntan a un efecto t ranscripcional por 

parte de la vía de BMP sobre el reloj  molecular. Para estudiar de m anera específica la 

situación de los promotores de los genes reloj  se ut ilizaron líneas t ransgénicas de moscas 

que t ienen la proteína luciferasa bajo la regulación de los promotores de period y t im eless 

(Stanewsky et  al. ,  1997) .  Para evaluar la act iv idad de los promotores se realizaron 

ext ractos de proteínas totales de cabeza de m oscas cont roles o m oscas que 

sobreexpresaban shn en todo el circuito circadiano a t ravés del promotor de t imeless.  

Obtenidos los ext ractos, estos fueron incubados con el sust rato lucifer ina y se evaluó la 

lum iniscencia en un luminómetro de placa (Mait ra et  al.,  2002) .  
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Figura  4 9 . Los prom otores de per  y t im  responden a los nive les de schnurr i. (A-B)  Se 
m uest ran los gráficos de paralelism o de un ANOVA con diseño en bloque aleatorizado (DBA) , cada 
color denota los resultados obtenidos en un m ism o experim ento independiente, siendo ese el 
cr iter io ut ilizado para conform ar los bloques del ANOVA. (A)  Análisis del promotor de t im eless en 
cabezas de m oscas cont rol ( t im G4/ + )  o que sobreexpresan shn en todo el circuito circadiano 
( t im G4> shn) ;  F1,2= 154,87 p del t ratam iento< 0,01. (B)  Análisis del prom otor de period en cabezas 
de m oscas cont rol ( t im G4/ + )  o que sobreexpresan shn en todo el circuito circadiano ( t im G4> shn) ;  
F1,2= 52,09 p del t ratam iento< 0,05. 

 

La Figura 49 m uest ra que las m ediciones de act iv idad de luciferasa reportaron una 

dism inución de un 40%  en la act ividad de los prom otores de period y  t im eless,  indicando 

un claro efecto t ranscripcional por parte de la vía de BMP sobre los promotores 

circadianos. 

Com o una est rategia alternat iva para evaluar la act ividad del promotor de per, y además 

evaluar su funcionalidad específicam ente en las neuronas sLNvs, se ut ilizó una línea 

t ransgénica perG4 para dir igir  la expresión de GFPn a part ir  de la línea UAS gfpn.  Se 

evaluó la inm unoreact ividad de GFPn en anim ales perG4> gfpn en com paración con 

anim ales perG4> shn,gfpn específicam ente en las neuronas sLNvs. 
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Figura  5 0 . La vía de BMP regula  e l prom otor  de per  en las sLNvs.  (A)  Se m uest ran im ágenes 
representat ivas de hem icerebros o neuronas sLNvs de los genot ipos indicados. Las im ágenes fueron 
obtenidos a part ir  de proyecciones de secciones confocales. En verde se m arcan los núcleos de las 
neuronas period posit ivas y en rojo se m uest ra la inm unoreact iv idad para PDF. (B)  Cuant ificación 
de la inm unoreact ividad para PER en las sLNvs. Se muest ra el resultado de 6 experim entos 
independientes. ANOVA 1 Factor α= 0.05 F1,10= 6,85, p< 0,05. 

 

La Figura 50 m uest ra que, adem ás de una dism inución global de la intensidad de la señal 

de GFP en el protocerebro, la medición de la inmunoreact iv idad de GFP en las sLNvs se 

encuent ra dism inuida, confirm ando un efecto (directo o indirecto)  de la vía de 

señalización de BMP sobre la t ranscripción de period.  
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Discusión y conclusiones



 

Las est rategias de genét ica directa, com o los rast r illajes genét icos con m utantes de 

Drosophila,  son una herram ienta válida y probadam ente exitosa para estudiar las 

bases genét icas de procesos fisiológicos muy diversos. Muchos comportam ientos 

específicos de los individuos adultos son prueba de ello, y el com portam iento 

circadiano en part icular es un ejemplo en el que esta est rategia ha sido 

part icularm ente exitosa (Allada et  al., 1998;  Blanchard et  al., 2010;  Konopka and 

Benzer, 1971;  Price et  al., 1998;  Rut ila et  al., 1998;  Sehgal et  al., 1994;  Stanewsky 

et  al.,  1998;  Yu et  al.,  2011) .  

El caso del rast r illaje genét ico que dio or igen a esta tesis doctoral tuvo la 

part icularidad de ser específicamente diseñado para encont rar genes vinculados al 

sistema circadiano cuya función fuese indispensable en el desarrollo em brionario y/ o 

en la vida adulta;  los resultados aquí m ost rados son prueba del éxito de esta 

aproxim ación experimental. A t ravés de este enfoque se ident ificó un gen, y así una 

vía de señalización, capaz de m odular el paso de las oscilaciones m oleculares y el 

com portam iento locom otor r ítm ico. La vía de señalización de BMP, y en part icular 

schnurr i,  regula t ranscripcionalmente genes cent rales del reloj  molecular, modulando 

el sistem a circadiano de individuos adultos.  

Gracias a las m últ iples herram ientas que brinda un sistem a m odelo tan m asivam ente 

ut ilizado com o Drosophila ha sido posible evaluar a lo largo de la vida adulta el rol de 

la vía en el comportam iento. Por consiguiente, estos resultados const ituyen, hasta el 

momento, el primer cuerpo de evidencia que vincula el funcionam iento de la vía de 

señalización de la superfam ilia de TGFβ con un comportam iento específico y repet it ivo 

de individuos adultos com o es el pat rón circadiano de la act ividad locom otora.  

 
 

El m utante ident ificado en el rast r illaje genét ico m edia la sobreexpresión de schnurr i, 

y el fenot ipo asociado a generar esta desregulación en el circuito PDF es un 

alargam iento del período endógeno de la act ividad locom otora. Al m om ento de iniciar 

este t rabajo de tesis los desafíos cent rales que se planteaban ante el hallazgo de ese 

fenot ipo mutante eran:  (1)  ¿El mutante encont rado afecta específicamente a este 

gen? (2)  ¿Se expresa schnurr i en el circuito PDF? (3)  ¿Su función en este circuito está 

o no vinculada al funcionam iento del m ismo en térm inos de su rol en el 

com portam iento? (4)  Más allá de schnurr i,  ¿es la vía de BMP relevante en el 

com portam iento locom otor circadiano? (5)  Esta vía de señalización ¿afecta el 

comportam iento de un modo adulto específico? (6)  ¿A qué nivel y a t ravés de qué 

mecanismos interactúan estas moléculas con el sistema circadiano?. A lo largo de 

esta tesis se han ut ilizado diversas est rategias para encarar estos interrogantes, los 

cuales serán discut idos en las secciones siguientes. 
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Sobreexpresar schnurr i m odula el com portam iento locom otor circadiano 

Para dem ost rar que la inserción aislada durante el rast r illaje genét ico afectaba 

específicamente el gen schnurr i y que mediaba su sobreexpresión en respuesta a una 

fuente de GAL4 se ut ilizaron diversas est rategias. La escisión del t ransposón con la 

consiguiente reversión del fenot ipo com portam ental demost ró que la inserción en el 

locus de schnurr i era responsable del fenot ipo, y la medición por PCR en t iem po real 

de los niveles de ARNm de schnurr i en animales hsG4> 756 dem ost ró que la inserción 

m ediaba la sobreexpresión de la variante B del locus. Dos experim entos adicionales 

fueron cent rales para demost rar la especificidad del fenot ipo:  por un lado la 

posibilidad de contar con una línea independiente que mediara la sobreexpresión del 

ORF de schnurr i obteniendo el m ismo resultado sobre el comportam iento, y por ot ro 

la reversión del fenot ipo com portam ental m ediada por una línea t ransgénica diseñada 

para dism inuir los niveles t ranscripcionales de todo el locus.  

 

schnurr i se expresa en el circuito PDF y su función es cent ral para el período 

circadiano 

Un segundo punto cent ral para el desarrollo de la tesis fue determ inar el rol 

circadiano de schnurr i y la especificidad del fenot ipo, dado que el hallazgo inicial se 

t rataba de una sobreexpresión. El perfil de expresión de las neuronas sLNvs 

aportaron un dato cent ral sobre la presencia de schnurr i en este circuito neuronal 

(Kula-Eversole et  al., 2010) ;  sin embargo, un análisis m ás global del perfil de 

t ranscripción de genes que oscilan en la cabeza en animales silvest res m uest ra que 

ninguno de los com ponentes de la vía de TGFβ oscila de modo consistente (Ceriani et  

al.,  2002) . Adem ás, la posibilidad de contar con una herram ienta que específicam ente 

dism inuye los niveles t ranscripcionales de schnurri perm it ió dem ost rar que la función 

de este gen es im portante para m antener un com portam iento locom otor r ítm ico, y 

reforzar el concepto de que el circuito PDF es determ inante para el normal 

funcionam iento de la red neuronal que cont rola el comportam iento locomotor. 

En cuanto a la jerarquía que t iene el efecto de schnurr i sobre el reloj  circadiano, el 

análisis del r itm o de eclosión sugería que, sin im portar cual fuese la desregulación 

que estuviese ocurr iendo, el efecto de la sobreexpresión era suficientemente cent ral 

como para afectar dos comportam ientos diferentes, cont rolados por el m ismo 

circuito. Estos resultados apoyaron la hipótesis de un efecto general de este gen 

sobre el período endógeno y no un efecto específico sobre una vía de salida del 

oscilador cent ral. 
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La vía de BMP es determ inante para act ividad locom otora rítm ica 

Debido a la t rascendencia de la vía de señalización de la que form a parte schnurr i,  y 

considerando que su rol no ha sido explorado en ninguno de los reportes que vinculan 

a esta vía con el funcionam iento el sistem a nervioso, fue importante indagar si exist ía 

un efecto sobre el com portam iento locomotor por parte de ot ros componentes de la 

vía. Tanto los experimentos de falta de función com o los de ganancia de función 

dem ost raron que los receptores t ipo I  y t ipo I I  SAX, TKV y WI T son determ inantes del 

com portam iento locom otor adulto.  

Una part icular idad de los experimentos realizados con las variantes const itut ivamente 

act ivas de los receptores SAX y TKV es que la penet rancia de sus fenot ipos no fue 

siem pre del 100% . Al iniciar esa serie de experimentos se observó que las 

poblaciones de anim ales, presuntam ente homogéneas, que expresaban ambas 

variantes presentaban animales con períodos ext remadamente largos (con promedio 

de 27,4 horas)  y ot ros indist inguibles de animales silvest res. Para descartar errores y 

profundizar la caracterización del funcionam iento de estos t ransgenes se corroboró la 

genét ica det rás de la obtención de los genot ipos deseados y se probaron diversos 

esquemas de cruzam ientos. Com o resultado se ident ificó una com binación genét ica 

en la que reproduciblemente todos los animales presentaron el fenot ipo de período 

largo, y son los que se incluyeron en la sección de resultados. No fue explorada la 

causa por la cual diferentes esquem as de cruzam iento dieran lugar a poblaciones con 

comportam iento ¨ bimodal¨ , sin obtenerse nunca fenot ipos interm edios ( lo cual se 

refleja en que no hay una gran dispersión de períodos, como se desprende de los 

valores del desvío estándar en la Figura 34) . Una hipótesis interesante, aunque no 

testeada, es que la vía requiera un nivel umbral de act ivación para desencadenar su 

efecto sobre el comportam iento, y que las diferentes combinaciones de fondos 

genét icos afecten sut ilmente los niveles de expresión (y por lo tanto, perm itan 

alcanzar o no ese umbral)  así com o afectan levemente los períodos endógenos de 

act ividad locom otora. 

 

Una observación interesante que surge de la evaluación conjunta de los dist intos 

experimentos en los que se m odula la vía por sobreact ivación o por dism inución de 

los niveles de sus com ponentes, es que siempre se encont ró el m ismo pat rón en los 

resultados:  m ient ras que la falta de función, obtenida por la expresión de ARN de 

interferencia en el circuito PDF, generaba falta de consolidación de la act ividad 

locomotora y en los casos ext remos conducía a la arr itm icidad, la sobreact ivación de 

la vía, tam bién en el circuito PDF, conducía a períodos largos y afectaba m uy poco la 

r itm icidad, lo cual se puso de manifiesto tanto en experim entos que im plican la 

sobreexpresión de shn com o los receptores de la vía.  



Discusión y conclusiones 
 

 106

Si bien podría haber ocurr ido que sobreact ivar conduzca a períodos largos e interfer ir 

genere períodos cortos, estos no fueron los resultados observados. Una posible 

interpretación se basa en que, para operar un circuito de ret roalimentación negat iva 

como el que sustenta las oscilaciones moleculares circadianas, se necesita de la 

presencia estable a lo largo de los días de un alto número de com ponentes. Alterar 

esa m aquinaria agregando en exceso algún com ponente podría alterar el paso de la 

oscilación (y el signo negat ivo o posit ivo de esa alteración depender del com ponente 

y del m odo en que la red de interacciones responde a esa perturbación) , pero quitar 

un com ponente podría generar la interrupción de la oscilación al desensamblar la red 

que la sustenta.  

 

El circuito PDF es part icularm ente afectado por esta vía de señalización 

Las 150 células que conforman el circuito neuronal circadiano son, sin duda, 

fundam entales para generar y sostener la r itm icidad con un período de 24 horas. 

Dent ro de esa red, las neuronas sLNvs, que expresan el neuropépt ido PDF, son 

determ inantes para establecer el período y sostener la r itm icidad en condiciones de 

oscuridad constante (Lin et  al.,  2004;  Park and Hall,  1998;  Renn et  al.,  1999;  Shafer 

and Taghert , 2009;  Stoleru et  al., 2004;  Yoshii et  al.,  2009b) .  

Las neuronas inmunoreact ivas para PDF son necesarias y suficientes para t ransm it ir  

al comportam iento locomotor los efectos de la sobreexpresión de schnurr i.  Se define 

que la sobreexpresión en el circuito PDF es necesaria para m ediar el efecto de esta 

desregulación puesto que, aunque se sobreexprese shn en todo el resto del circuito 

circadiano, no se observan dichos cambios a menos que se afecten sus niveles en 

esas neuronas. Asim ism o, se la define com o suficiente puesto que al provocar la 

act ivación de la vía en estas neuronas, ya sea a t ravés de schnurr i como con las 

variantes const itut ivamente act ivas de los receptores, es posible generar aumentos 

en el período endógeno;  y el m ismo razonam iento se sustenta en los efectos 

causados al interfer ir la expresión de shn y los receptores.  

Considerando la jerarquía de las sLNvs en el cont rol de los ciclos de act ividad y 

reposo este resultado no es del todo sorprendente;  de hecho, esto no quiere decir 

que no exista un efecto por parte de la vía en ot ros grupos neuronales que conform an 

la red, sino que no se ve reflejado en un aumento del período. En los animales 

t imG4,pdfGal80> shn el período endógeno de 24 horas reflejaría el de las sLNvs, e 

independientemente que el resto de los grupos neuronales tengan un período 

endógeno de 25,5hs, estos serían aun suscept ibles de ser sincronizados por las 

sLNvs. Alternat ivamente, las neuronas TI M posit ivas/ PDF negat ivas podrían ser 

insensibles a la regulación por parte de schnurr i.  Más allá de que ésta es una 

posibilidad form al, los resultados obtenidos ut ilizando luciferasa como reportero 
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t ranscripcional (Figura 49)  sugieren que no es el caso. Sería difícil haber detectado 

diferencias en los niveles de expresión de los prom otores de period y t im eless si 

solamente las neuronas PDF cont r ibuyeran a esa regulación en los genot ipos 

evaluados, en los que el reportero se expresó en toda la red circadiana. 

 

La vía de BMP cum ple un papel fundam ental en el estadio adulto. 

Los reportes previos que estudian la función de schnurr i han sido todos realizados 

durante el desarrollo em brionario o larval y la caracter ización de la función de esta 

vía de señalización en el sistem a nervioso está cent rada en su rol en el desarrollo y 

en el m antenim iento de la función sinápt ica durante estadios larvales (Affolter and 

Basler, 2007;  Moustakas and Heldin, 2009) . Esto hizo m uy relevante discernir cuáles 

de los efectos observados al modular esta vía en el circuito PDF eran producto de un 

desarrollo alterado y cuáles obedecían a un efecto agudo de la función de la vía en el 

estadio adulto. Una de las observaciones más t rascendentes realizadas a lo largo de 

esta tesis fue el hecho de lograr modular el período de la act ividad locom otora al 

aum entar los niveles de expresión de schnurr i sólo en el estadio adulto, y en 

part icular en anim ales con 15 días de eclosionados. La fuerza de esta observación 

radica en la posibilidad de analizar conductualm ente al m ismo grupo de animales 

antes y después de la desregulación y por períodos prolongados de t iempo, en lo que 

const ituye una prueba inequívoca del efecto del gen sobre el establecim iento del 

período endógeno. 

Más allá del efecto com portam ental, la sobreact ivación de la vía en el circuito PDF 

most ró ot ros efectos a nivel de la morfología del circuito PDF;  específicamente, la 

sobreexpresión const itut iva de schnurr i en el circuito PDF genera proyecciones 

axonales anormalmente cortas. Estos efectos no se recapitulan al generar la 

desregulación sólo en el estadio adulto pero son en sí m ismo interesantes ya que 

m arcan un nuevo paradigm a para estudiar la función de esta vía en el sistema 

nervioso cent ral. Además de este efecto en el desarrollo del circuito PDF, ot ro 

estudiante de doctorado en el laborator io, Ezequiel Axel Gorost iza, ha demost rado un 

rol cent ral de la vía de BMP en el desarrollo del circuito PDF. En estadios larvales, la 

act ivación de la vía a part ir  de ligandos liberados por la postsinapsis del circuito PDF 

(definida com o el circuito que expresa el receptor de PDF;  (Hyun et  al.,  2005;  Lear et  

al.,  2005;  Mertens et  al.,  2005;  Shafer et  al.,  2008) )  determ ina la m orfología de la 

proyección dorsal del circuito PDF en un proceso que adem ás depende del 

neuropépt ido PDF com o señal anterógrada (E. A. Gorost iza y M. F. Ceriani, datos no 

publicados) . Considerando estos experimentos y los resultados descriptos en esta 

tesis, un estudiante de grado en el laborator io, Agust ín Pérez Santangelo, ha 

comenzado a caracterizar la morfología est ructural producto de la interferencia para 
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mad y med.  Si bien la dism inución de los niveles de ambos factores de t ranscripción 

en el circuito PDF no produjo cambios a nivel comportamental, sus experimentos 

prelim inares sugieren que esas m ismas desregulaciones provocan un efecto 

est ructural durante el desarrollo del circuito semejante al que caracter iza la falta de 

función de PDF. Estas observaciones, aún prelim inares, abren la provocat iva 

posibilidad de que la vía de BMP que opera en el circuito PDF reclute dist intos 

elementos en dist intos estadios. En conjunto, estos resultados reafirman una función 

de la vía de señalización en este circuito, y son un ejemplo más de cómo a lo largo de 

la vida de los individuos los dist intos genes cumplen funciones sim ilares pero 

inmersas en procesos diferentes. 

 

La neurot ransm isión quím ica en el circuito PDF 

Hasta la fecha el único mecanismo de señalización caracterizado para las sLNvs es el 

neuropépt ido PDF. Sin embargo, existen evidencias que apuntan a que la 

neurot ransm isión quím ica podría jugar algún rol en la t ransm isión de inform ación del 

momento del día (Kilm an et  al.,  2009;  Um ezaki et  al., 2011;  Wulbeck et  al., 2009) . 

Adem ás, el laborator io del Dr. Meinertzhagen describió a nivel de ult raest ructura la 

existencia de zonas de liberación de un neurot ransm isor hasta ahora no ident ificado 

(Yasuyama and Meinertzhagen, 2010) . Aunque muchos son los esfuerzos puestos en 

ident ificar la naturaleza de los neurot ransm isores en el circuito PDF, no se ha logrado 

una caracterización de los m ism os (Chung et  al., 2009;  Dahdal et  al., 2010;  Frenkel 

and Ceriani, 2011;  Hamasaka et  al., 2005;  Johard et  al.,  2009;  Parisky et  al.,  2008) . 

La est rategia empleada para exam inar una posible cont r ibución de la vía de BMP 

sobre la t ransm isión quím ica en el circuito PDF fue analizar los efectos de la 

act ivación de la vía sobre un m arcador de zonas act ivas de neurot ransm isión quím ica 

conocido como BRUCHPI LOT (Kit tel et  al., 2006) . Los resultados obtenidos sugieren 

que la act ivación sostenida de la vía (aun la circunscripta a estadios adultos)  resulta 

en una dism inución del número de marcas BRP posit ivas en el circuito PDF, la cual 

sólo es evidente luego de varios días de inducción, m ient ras que no a corto plazo. 

Una dificultad al interpretar estos resultados y t ratar de correlacionarlos con los 

defectos comportamentales es la naturaleza m isma de las observaciones. Mient ras el 

comportam iento es int rínsecamente dinám ico y evaluado m inuto a m inuto, el análisis 

inm unohistoquím ico es estát ico. Dada la baja resolución del análisis histológico 

realizado en contexto de esta tesis es muy difícil correlacionar temporalmente el 

aumento de período con el defecto del número de zonas act ivas;  sin embargo, el 

análisis detallado del com portam iento locom otor sugeriría que el alargam iento del 

período se evidencia casi inmediatamente (en 1-2 días)  post  inducción, lo cual no 

perm ite establecer una relación causal ent re ambos fenóm enos. 
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Como conclusión, parece claro que la vía de BMP puede m odular la neurot ransm isión 

quím ica del circuito PDF com o lo hace en la sinapsis neurom uscular (Aberle et  al.,  

2002;  Goold and Davis, 2007;  Marques et  al., 2002;  McCabe et  al.,  2003)  y será de 

interés analizar el efecto por períodos más prolongados al igual que durante todo el 

desarrollo. Si bien este efecto no parece ser el componente principal de la acción que 

la vía ejerce sobre el período endógeno de la act ividad locom otora, por el m om ento 

se desconoce el rol de la neurot ransm isión quím ica en este fenóm eno y por 

consiguiente será necesario desarrollar nuevas preparaciones para estudiar su 

relevancia. 

 

I nteracción ent re la vía de BMP y el reloj  m olecular 

La aproximación experim ental elegida para com enzar a indagar en los posibles 

m ecanismos m oleculares que conectan al reloj  y la vía de señalización m ediada por 

BMP fue la evaluación comportam ental en experimentos de interacción génica. Este 

enfoque, que se basa en analizar el fenot ipo resultante de dos modificaciones 

genét icas con fenot ipos específicos, perm ite poner en evidencia relaciones funcionales 

ent re genes o vías presum iblemente distantes. Estos experimentos m ost raron que el 

fenot ipo de sobreexpresión de schnurr i en las neuronas PDF era modulable por al 

menos 4 componentes conocidos del reloj  molecular:  sgg, per ,  t im  y clk ,  m ient ras 

que el factor de t ranscripción VRI  no fue capaz de m odular ni el período ni la 

r itm icidad.  

 

Uno de los resultados sorprendentes que surgieron de este t ipo de análisis es que la 

interacción génica ent re shn y sgg generara la aparición de r itm os com plejos. La 

aparición de r itm os con m ás de una com ponente de período no es una propiedad 

exclusiva de Drosophila (de la I glesia et  al.,  2004;  Lavie, 2001) , pero en ninguno de 

los modelos en el que este fenómeno se ha descripto resulta t r iv ial interpretar su 

significado. Más allá de esa lim itación, la aparición de este fenómeno ha cont r ibuido a 

entender cómo los circuitos neuronales establecen r itmos circadianos coherentes. La 

alteración de las propiedades eléct r icas de la membrana ha sido un mecanismo por el 

cual se ha generado este t ipo de fenot ipos en Drosophila (Dahdal et  al.,  2010;  

Nitabach et  al.,  2006;  Sheeba et  al.,  2008a) . Una de las principales conclusiones a las 

que se ha llegado a t ravés de analizar el estado del reloj  m olecular a lo largo del día 

en animales con r itm os complejos es que el período no es el producto de un 

fenóm eno autónom o de célula sino que em erge com o una propiedad de la red 

neuronal en la que los dist intos componentes deben actuar de modo concertado 

(Sheeba et  al., 2008b) . Por lo tanto, m ás allá de la naturaleza molecular de la 

interacción (ver m ás abajo) , la interpretación m ás parsim oniosa para explicar el 
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hecho que dos desregulaciones que conducen a período largo sin afectar la r itm icidad 

generan r itmos complejos se basa en considerar al circuito neuronal que sustenta el 

comportam iento como una red que se ret roalimenta, y no simplemente como una 

cascada jerárquica en la que las sLNVs determ inan el período en form a autónom a y lo 

informan al resto de la red. En esta concepción las sLNVs serían determ inantes del 

período, pero los osciladores en el resto de la red seguirían funcionando y serían 

sincronizables dent ro de un rango part icular. Al interpretar de este m odo el sistem a 

circadiano las dist intas componentes de período que subyacen a los r itmos com plejos 

obedecen a diferentes componentes de una red que ha perdido coherencia. La 

componente de período ext remadamente largo obedecería a las neuronas PDF cuyo 

reloj  corre m uy lento, el componente cercano a 24 horas obedecería al resto de la 

red, m ient ras que la com ponente de período corto podría surgir de alguno de los 

grupos neuronales que, se sabe, presentan oscilaciones moleculares aceleradas pero 

que en condiciones norm ales son sincronizadas por las sLNVs (Lin et  al., 2004;  

Stoleru et  al.,  2005) . 

Respecto a la ident idad m olecular de la interacción ent re sgg y shn,  es posible 

proponer dos alternat ivas teniendo en cuenta las funciones conocidas de SGG en el 

reloj  m olecular, y en la vía de señalización de BMP y Wnt . La función descripta para 

sgg en el reloj  m olecular se cent ra en la prom oción de la t ranslocación del dím ero 

PER/ TI M al núcleo, m ient ras que su rol com o nodo ent re las vías de BMP y Wnt  es la 

de fosforilar a MAD en el dom inio bisagra y rest r ingir  su función en el núcleo (en 

definit iva reduciendo su act ividad) . Los experimentos de interacción ent re la 

sobreact ivación de la vía de BMP y la bajada de los niveles t ranscripcionales de sgg 

(ut ilizando el genot ipo pdfG4> shn,sggARNi)  pueden interpretarse como un sinergism o 

de estas dos acciones a cualquiera de los dos niveles de acción descriptos para SGG. 

Si se parte del hecho de que SGG es un regulador posit ivo de la ent rada de PER y 

TI M al núcleo, y la vía de BMP actúa negat ivamente sobre los niveles de PER y TI M, 

los períodos ext rem adam ente largos y la aparición de r itm os com plejos puede 

interpretarse com o un reloj  m olecular retardado en dos puntos de regulación que 

definen su período. Por ot ro lado, al basar el análisis en la regulación que SGG ejerce 

sobre MAD, los resultados pueden interpretarse como un doble efecto que converge 

sobre MAD en las neuronas PDF posit ivas:  la coocurrencia de mayores niveles de SHN 

con una mayor proporción de MAD menos fosforilada en el dom inio bisagra lograrían 

una inhibición más eficiente de los componentes del reloj  cont rolados 

t ranscripcionalm ente por la vía de señalización, lo cual conllevaría a generar ret rasos 

aún m ayores (Figura 51) .  
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Figura 5 1 . Esquem a propuesto para la  inte racción de la  vía  de BMP con e l re loj  
m olecular .  La vía de BMP ejerce un tono inhibitor io sobre la t ranscripción de clk , per  y/ o t im  
de m odo directo o indirecto que se ve reflejado en los niveles de PER y TI M. Por su parte la 
acción de SGG, adem ás de la función ya descripta sobre la t ranslocación de PER y TI M al 
núcleo, podría regular negat ivam ente la act ivación de MAD a t ravés de la fosfor ilación de su 
dom inio bisagra. 

 

Estas conclusiones se sost ienen al analizar los experimentos de interacciones génicas 

que im plicaron tanto la sobreexpresión com o la dism inución de los niveles de sgg en 

contexto de la act ivación de la vía en las neuronas PDF posit ivas.  

 

La determ inación del período endógeno por parte de las sLNvs depende de un 

equilibrio ent re t ranscr ipción, t raducción, regulación post raduccional, degradación y 

localización subcelular ent re ot ros procesos que determ inan el funcionam iento 

celular. Los resultados obtenidos a lo largo de este t rabajo demuest ran que, en ese 

grupo neuronal, SHN regula la tasa de acumulación de PER pero no sus niveles 

totales y que el efecto comportamental que eso acarrea es suscept ible de ser 

revert ido tanto por la proteína PER com o por la adición de una copia ext ra del locus 

genóm ico. 

 

En la int roducción se m encionó cómo es que diferentes alteraciones del balance en la 

abundancia de las moléculas cent rales para el reloj  conducen a cambios en el período 

endógeno. La dicotomía existente ent re aumentar la dosis génica de per  y aumentar 

los niveles de PER de m odo independiente de su prom otor (y por lo tanto no 

regulable por los procesos endógenos, ver int roducción, página 21)  perm it ió 
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profundizar el rol de SHN en el cont rol del com portam iento. Por un lado, que dos 

fenot ipos de período largo como son los generados por la sobreexpresión tanto de 

SHN como de PER en las sLNVs genere períodos cercanos a las 24hs muest ra una 

clara interacción ent re las vías de señalización. PER t iene una función inhibitor ia 

dent ro del ciclo de ret roalimentación negat iva que establece el período endógeno 

( reprime su propia t ranscripción)  por lo que niveles const itut ivam ente elevados de 

PER enlentecen el paso de las oscilaciones moleculares sin detener el reloj ;  y la 

m isma función inhibitoria, pero a ot ro nivel, se propone para SHN y la vía de BMP. Si 

la vía actuase sobre los niveles de proteína PER el sinergism o debería llevar a 

períodos aún más largos;  por el cont rar io, el hecho de revert ir  el fenot ipo indica que 

SHN afecta la acum ulación de PER en un punto previo;  y dado que se t rata de un 

factor regulatorio de la t ranscripción la interpretación más parsimoniosa se cent ra en 

ese paso regulator io. Los experim entos realizados con la t ransgénica perG,  si bien 

pueden explicarse com o un sim ple efecto adit ivo (un período largo sum ado a uno 

corto da como resultado períodos intermedios)  también puede interpretarse como 

una reversión del fenot ipo de sobreexpresión de shn generado por el agregado de los 

sit ios que la vía cont rola (aunque sea indirectamente)  sobrepasando su capacidad 

regulator ia. Queda aún por dem ost rar que la m odulación generada por el agregado 

de una copia ext ra del locus de per  es dependiente de la dosis y m odulable por 

mayores niveles de SHN, lo cual reforzará la hipótesis recién mencionada. 

Por ot ra parte, los experimentos realizados m odulando los niveles de clk  apoyan esta 

posibilidad. El rescate del fenot ipo de sobreexpresión de shn por parte de clk ,  el 

pr incipal regulador posit ivo de la t ranscripción de per , sugiere fuertemente que los 

fenot ipos observados provienen de una deficiencia en los niveles de ARNm de per  en 

lugar de una reducción del producto proteico en sí m ismo. 

 

Com o ya se mencionó en la sección de resultados, el hecho de observar una 

interacción tanto con per  como con t im  perm ite proponer que la vía no 

necesariamente t iene un efecto directo sobre estos componentes. Sin embargo, y 

gracias a la existencia de herram ientas apropiadas para evaluarlo, fue posible 

demost rar que schnurr i ejerce, probablemente de modo indirecto, una regulación 

t ranscripcional negat iva sobre am bos loci.  Esto se ve reflejado en un ret raso en la 

acum ulación de PER en las sLNvs, que a su vez conduciría a la alteración 

comportam ental de período. De hecho, la interacción génica ent re shn y clk  revelada 

en los experim entos com portam entales abre la provocat iva posibilidad que el efecto 

indirecto sobre per  y t im  sea producto de una regulación negat iva de la vía sobre su 

m odulador directo, clk .  De todos modos, los resultados presentados hasta el 

momento no perm iten definir  si dicha regulación es directa o no (Figura 51) .  
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En este sent ido cabe destacar que se ha intentado, sin éxito, ident ificar en los genes 

que componen el oscilador molecular los dom inios regulatorios de la t ranscripción 

definidos para la vía de BMP (Figura 7) , los cuales provienen de genes blanco 

involucrados en el desarrollo em brionario y larval. 

 

Por lo tanto, este t rabajo propone un nuevo nivel de regulación al funcionam iento del 

reloj  m olecular circadiano, y por consiguiente a la regulación de un gran número de 

procesos fisiológicos. La conservación evolut iva tanto de la vía de TGFβ com o del reloj  

circadiano en el reino animal abre la puerta a extender el análisis de estas 

interacciones a ot ros m odelos animales.  
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