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RESUMEN

El desarrollo de un organismo vivo involucra diversos procesos biologicos definidos por la
actividad diferencial de un conjunto de redes moleculares, sensibles al estado fisioldgico del organismo y
las sefiales ambientales percibidas del entorno. Dentro de este enorme espectro de posibilidades, podemos
pensar a una red molecular como un conjunto de genes y sus productos (por ejemplo, hormonas) que activan
una red neuronal ejecutante de un comportamiento. Estos comportamientos pueden ser innatos y, por ende,
estar programados en forma estereotipada por circuitos neuronales definidos genéticamente.

Un comportamiento innato denominado pupariacion tiene preponderancia durante la transicion de
larvas a pupas en Drosophila melanogaster. Dicho programa esta compuesto por varios subprogramas
bioldgicos sincronizados criticos para la supervivencia del animal durante la metamorfosis.

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar uno de los subprogramas asociados denominado
“Programa Motor de Pupariacion” (PMP). Consiste en un patrén de contracciones estereotipadas y
repetitivas, iniciadas por un pico de la hormona esteroide Ecdisona, la cual induce la expresion del gen dilp8
en la epidermis cuticular. dilp8 es codificante de una hormona perteneciente a la familia de péptidos insulin-
relaxinas (Dilp8), y se une a receptores neuronales asociados a proteina G en el sistema nervioso central
(SNC) de la larva, denominados Lgr3. De esta forma, se sabe que la via Dilp8/Lgr3 participa en la ejecucion
del PMP, el cual a su vez permite el remodelado corporal del cuerpo de las larvas en su transicion a pupas
antes que finalice el programa de esclerotizacion cuticular.

En esta tesis caracterizamos con mayor detalle la participacion de Dilp8 en la ejecucion del PMP
observando como principal propiedad que la ausencia de Dilp8 o Lgr3 en animales mutantes impide la
gjecucion de un PMP completo, las contracciones musculares desarrolladas son deficientes y las pupas no
sufren un acortamiento tipico de su cuerpo, por ende, no existe un remodelado corporal durante la transicion
larva-pupa.

Ademas, identificamos las neuronas Lgr3+ que reciben la sefial de Dilp8 para ejecutar el PMP. Lgr3
es necesario especificamente en un grupo de 6 neuronas (o un subgrupo de ellas) de la cuerda nerviosa
ventral para percibir la sefial Dilp8 y promover el remodelado corporal en la transicion de larva a pupa.

Finalmente, proponemos que es necesario un aumento sostenido de Dilp8 durante la pupariacion
para que las diferentes etapas del PMP se ejecuten por completo y el remodelado corporal de larva a pupa
se lleve a cabo. En conclusién, mediante la propagacion de sinapsis nerviosas o la liberacion de
neuromoduladores, sugerimos que la via Dilp8/Lgr3 es necesaria para activar y sostener la funcion de la red

neuronal que efectlia el patrén ritmico y repetitivo de contracciones musculares durante la pupariacion.
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INTRODUCCION

A diferencia de las maquinas, todos los organismos vivos conforman un sistema autoorganizado y
autorregenerativo, es decir donde cada una de nuestras partes se producen, se mantienen y generalmente
existen por medio de las otras partes que componen el sistema. Cada una de nuestras partes esta en una
relacion de interdependencia colectiva, ya que cada una de ellas es necesaria para la generacion y/o
mantenimiento y/o operacion de las otras. Es decir, el organismo mantiene su autonomia como un todo por
estar constantemente autoproduciendo, organizando, regulando y reparando sus partes mediante diversos
procesos bioldgicos™.

Esta especie de relacion e interdependencia colectiva ocurre porque las partes de un organismo
pueden comunicarse a través de diversos tipos de moléculas. El resultado de esta comunicacion estara
afectado por el estado dindmico de diversas variables, entre ellas el momento del desarrollo del individuo o
las sefiales fisioldgicas presentes en el mismo. De acuerdo con esto, se encontraran determinados niveles de
concentracion de las moléculas reguladoras que ocasionaran (0 no) la ejecucion de ciertos programas
bioldgicos en regiones especificas del organismo?.

Tras la identificacién de numerosas moléculas como sefiales comunicantes y coordinadoras entre
diferentes partes del cuerpo, se ha logrado describir redes regulatorias de genes (GRN), o de sus productos,
tales como hormonas, factores de transcripcion o ARN no codificantes®**. Estas redes proporcionan
vinculos causales entre los diferentes tipos moleculares y explican directamente por qué los eventos de un
programa dado del desarrollo ocurren o no. Por ejemplo, pueden evidenciar cdmo un conjunto de células se
especifica en un determinado destino, la emision de sefiales quimicas concretas al entorno, o la
diferenciacion celular en una direccion dada>®. En este sentido, se pueden realizar experimentos genético-
moleculares detallados para proponer modelos de redes moleculares relativamente pequefias,
permitiéndonos comprender la funcionalidad de los genes, el cambio temporal de su actividad (la dinamica
de la red) o la forma en que los genes (o sus productos) estan conectados entre si y desencadenan programas

bioldgicos especificos (Figura 1)*"%,

Gen 1 Gen 2 Gen 3

o

2

Figura 1. Representacion simple e hipotética de una red regulatoria de genes (rectangulos magenta) codificantes de factores
de transcripcion (circulos amarillos). Estos activan la transcripcion de genes al unirse a su respectiva secuencia promotora
(rectangulos cian). Adaptado de Schlitt and Brazma (2007)°.
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En este sentido, Drosophila melanogaster (Diptera, Drosophilidae) se ha convertido en un
organismo modelo muy importante, no solo por la facilidad experimental de trabajar con este, sino también
por la gran cantidad de informacion genético-molecular que se ha ido acumulando en los ultimos afios. Esto
ha permitido entender un amplio rango de programas biol6gicos complejos y que, eventualmente, pueden
ser aplicados en organismos mas arduos de estudiar'®. Entre ellos, se pueden destacar diferentes eventos del
desarrollo postembrionario como la diferenciacion sexual, la muerte celular extensiva o el proceso de
metamorfosis y las sefiales enddcrinas asociadas**

En este ultimo aspecto (Figura 2), D. melanogaster atraviesa 3 estadios larvarios (denominados L1,
L2 y L3) donde basicamente la larva se alimenta y, en consecuencia, aumenta de tamafio*?*%. De hecho,
practicamente todo el crecimiento ocurre durante este estado con un notable aumento de 200 veces en la
masa corporal*?. Luego, la transicion a la forma adulta se da mediante un proceso de metamorfosis, durante
el cual se forma el adulto sexualmente activo™. Es un proceso que involucra la muerte celular programada

de gran parte de los tejidos larvarios***

y formacion de tejidos adultos (por ejemplo, extremidades, alas y
halterios)™ a partir de la diferenciacion y desarrollo de un grupo de tejidos larvales internos (los discos
imaginales)®, durante el estadio de pupa®’. Luego, mediante un comportamiento de liberacion, la mosca
adulta rompe el opérculo del pupario y emerge del mismo por la accion de una serie de contracciones
musculares complejas*”é. Finalmente, la mosca libre inicia un comportamiento de expansion, incluyendo

la toma de aire hacia el intestino y un patrén de contracciones musculares, permitiendo ajustar el cuerpo a

17,18

su forma y tamafio definitivo
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Figura 2. Ciclo de vida de D. melanogaster

que muestra los principales estadios y eventos ’

del desarrollo postembrionario. Imagenes (i t i
l

uxﬁ 3 ‘t:

tomadas y editadas de Chyb, S. and Gompel,
N. (2013)%.

Con mas detalle (Figura 3), finalizando el estadio L3, la larva (ahora denominada Wandering) inicia

un comportamiento donde el animal se aleja del alimento y luego, permaneciendo sésil, comienza un proceso
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de pupariacion o formacion del pupario®®*®227 E| pupario es practicamente una cubierta protectora
desarrollada por el desprendimiento, remodelado y endurecimiento (por esclerotizacion y melanizacion) de
la cuticula del dltimo estadio larval (L3)>"**<". De esta manera, el animal desde la formacion del pupario
hasta la pupacion se denomina prepupa**®: una fase inmovilizada, contraida, con una cubierta esclerotizada

y oscurecida, es decir con un aspecto muy diferente al de la larva “wandering”*"*,

6d
36h 12h 12h 90h
Fase de Alimentacié Fase Prepupa Pu Adult
ase de Alimentacion | o dering pup: pa ulto
Ecdisis a L3 .Cese dt? Pupariacién Pupacion Eclosion del
alimentacién adulto

Figura 3. Principales eventos de desarrollo de D. melanogaster desde el estadio L3 hasta la eclosion del adulto. Las flechas
gruesas verticales indican los eventos implicados en las transiciones entre cada intervalo. Las flechas finas horizontales
indican el periodo aproximado de tiempo que dura cada intervalo y el tiempo total promedio a 25°C. Adaptado y editado de
Denlinger et al., (1994).

Ademas, la formacién del pupario estd sincronizado con una serie de comportamientos innatos
adicionales y esenciales para la supervivencia del animal, incluyendo la eversion de un par de espiraculos
debida a la retraccion de los segmentos anteriores'**"%’, que permite el intercambio gaseoso entre la pupa y
el medio externo, y la liberacion de una sustancia pegajosa (“Glue”) producida en las glandulas salivales
larvarias que permite la adhesion del pupario al sustrato™>2-%,

Para que la pupariacion se lleve a cabo, debe ocurrir la produccion en forma de pulso de la hormona
ecdisona (Figura 4), en este caso al final del estadio de Larva 3'%. Incluso, se ha identificado que la
ecdisona se produce en forma de pulsos periodicos ejecutando el recambio del exoesqueleto (o ecdisis) y la
transicion hacia estadios posteriores del ciclo de vida de numerosos artropodos*>©22¢ Por ello, es
concluyente que la ecdisona es una hormona que no solo funciona como un disparador fisiolégico
promoviendo la ecdisis, sino que integra circuitos moleculares relacionados a los diferentes
comportamientos innatos ya mencionados, entre ellos, la pupariacion®. Ademas, se ha encontrado que,
asociado al pico de ecdisona, hay una produccién de péptidos neurohormonales que inducen la contraccién
del pupario y activan los procesos de esclerotizacion y melanizacion®. Mas adn, en esta instancia se
identificd que la ecdisona tiene como tejido diana la epidermis cuticular y alli estimula la expresion del gen

dilp8%. En definitiva, resulta sugerente pensar que el inicio y desarrollo de la pupariacion es el resultado
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de una red integrada de procesos genéticos y fisiolégicos, donde una buena parte de sus componentes han

sido descriptos e interrelacionados, pero otros aun son desconocidos.
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Figura 4. Concentracion de Ecdisona en hemolinfa y niveles de expresion de dilp8 durante el desarrollo de Drosophila.
Dilp8 y Ecdisona estan coordinados durante la transicién de L3-Prepupa y Prepupa-Pupa. Adaptado de Garelli et al. (2018).

dilp8 es un gen codificante de una secuencia peptidica de 150 aminoacidos que contiene un
fragmento invariable de 6 cisteinas tipico de la familia de péptidos insulin-relaxinas®. El péptido Dilp8
(Drosophila insulin-like peptide 8) requiere de la funcion de un receptor neuronal en el cerebro de la larva
llamado Lgr3**, el cual esta asociado a proteina G y activados producen un aumento en los niveles de
AMPCc*,

La via Dilp8/Lgr3 ha sido previamente identificada coordinando el crecimiento de los 6rganos con
el inicio de la metamorfosis. Cuando los discos imaginales de moscas D. melanogaster resultan dafiados
fisica, genética o quimicamente, rapidamente se detecta una significativa induccién en la transcripcién del
gen dilp8 en los mismos discos dafiados®®*>. De esta forma, Dilp8 expresada es una sefial que alcanza y
activa un grupo de neuronas especificas con receptores Lgr3*-%, Estas a su vez emiten sefiales a células
neuroendocrinas demorando la produccion de la hormona protoracicotrépica (HPTT) y, por ende, de
ecdisona®®*®, En consecuencia, se retarda el inicio de la metamorfosis dando un tiempo de desarrollo
adicional que permite la regeneracion tisular. En sintonia, animales dafiados carentes de dilp8 o Lgr3 no
atraviesan un periodo larvario extendido tras el dafio tisular y, por ende, muestran una regeneracion
incompleta de los discos imaginales®*3-%,

En conclusion, la via Dilp8/Lgr3 toma preponderancia en diferentes etapas del ciclo de vida de D.
melanogaster, demostrando que pueden existir numerosas funciones novedosas, aun por conocer®. Heredia,
F., Volonté, Y., Pereirinha, J. et al (2021) estudiaron las implicancias de la expresién de dilp8 en la

epidermis cuticular previo al evento de pupariacion. Aqui, la proteina Dilp8 fue identificada como una sefial

7
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hormonal necesaria para que se desarrolle el “Programa Motor de Pupariacion” (PMP). Este programa
(Figuras 5 y 6) consiste en una serie compleja de contracciones estereotipadas que comprende 3 fases,
preGSB, GSB y postGSB, denominadas en base al comportamiento mas conspicuo, GSB (Glue Spreading

Behavior).
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Figura 5. A) Patréon de fluctuaciones de Ca2+ en musculo (Ver en “Materiales y Métodos” mhc>>GCaMP) en una larva
salvaje (dilp8 +/-). B) Velocidad (pixeles/minuto) y distancia total recorrida (pixeles) de la misma larva que A. La larva en
estadio “wandering” deja de desplazarse (velocidad~0 y distancia total recorrida~d maximo), iniciando un comportamiento
previo al PMP, denominado prePMP. Adaptado de Heredia, F., Volonté, Y., Pereirinha, J. et al (2021).

PMP
preGSB GSB postGSB

30000 ", te Fase 1 | Fase2 r7

6

20000 [ =
P 4 <
10000 4 o

M’WMWWWNM%'—?{' N rTITTTTT e 3

0 ; y ‘ 2

00:00 10:00 20:00 30:00 40:00 50:00 60:00 70:00

Tiempo (minutos)

—GCaMP  —Relacion de aspecto
Figura 6. Patrén del Programa Motor de Pupariacion (PMP) para larvas con genotipo dilp8-+/- mostrado como fluctuaciones
en los niveles de Ca2+ intramuscular (mhc>>GCaMP). Se muestran las 3 fases: preGSB, GSB y postGSB. Las contracciones
preGSB estan indicadas con puntos color cian. En magenta se muestra la variacion en la relacién de aspecto del mismo

animal (RA, ver “Materiales y Métodos”).

El PMP comienza en respuesta al aumento de la Ecdisona, pero queda bloqueado en la fase inicial
y s6lo puede avanzar mas alla de este punto sélo si los centros neuronales involucrados reciben una sefial
hormonal desde la epidermis, Dilp8. Al igual que lo descripto en el proceso de regeneracion de los discos,
Dilp8 requiere unirse al receptor Lgr3, expresado en una poblacién neuronal alojada en la cuerda nerviosa
ventral del sistema nervioso central de la larva. Por ende, el desarrollo del PMP queda también detenido
ante la ausencia de expresion de Lgr3 en todo el organismo. Ademas, la poblacién neuronal puede
manipularse experimentalmente mediante las inserciones 18 A01-Gal4 y 48H10-Gal4, las cuales se expresan

en aproximadamente 200 neuronas del sistema nervioso central (Figura 7), pero cuya expresion conjunta

8
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queda solapada so6lo en 6 de ellas. A partir de esto, se identificé que el silenciamiento de Lgr3 en este
subgrupo de 6 neuronas tiene el mismo efecto que la falta de expresion de Lgr3 en todo el organismo.
También, se ha descripto que la presencia de la insercion 18 A01-Gal4 afecta el desarrollo de la fase GSB

en forma independiente al silenciamiento de Lgr3%.

Figura 7. A) Patron GFP de expresion de Gal4 para la poblacién neuronal 18 A01 del cerebro de una larva “wandering”. B)
Mismo patrén de expresion para la poblacién neuronal 48H10. Extraido de flweb.janelia.org.

La expresion de dilp8 comienza poco antes del inicio del programa motor y aumenta sostenidamente
durante su ejecucion, alcanzando el maximo valor al final del postGSB, cuando el animal ya llegé al estadio
de prepupa blanca. En los animales mutantes, el PMP queda detenido al comienzo de preGSB, lo que sugiere
gue ya en ese punto es imprescindible la accidn de la hormona. Sin embargo, no se conoce aln si el aumento

sostenido de Dilp8 tiene alguna relevancia fisiologica para la progresion del programa motor.
OBJETIVOS

En esta tesis, como objetivo general, planteamos caracterizar el efecto de Dilp8 sobre las neuronas
Lgr3+ ejecutantes del PMP. Los objetivos especificos son:

1- Identificar y describir el rol de Dilp8 y Lgr3 durante la transformacion de larva en pupa.

2- Caracterizar el efecto de las inserciones 18 A01-LexA y 48H10-Gal4 sobre el desarrollo del
programa motor de pupariacion.

3- Evaluar si el aumento sostenido de Dilp8 es necesario para la progresion de las distintas fases

del programa motor de pupariacion.
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MATERIALES Y METODOS

Por efecto de la pandemia provocada por el virus SARS-CoV-2 y las consecuentes restricciones,
parte de la tesina se desarrollé durante el periodo de cuarentena obligatoria. De este modo, los resultados
obtenidos en la presente tesina se complementan con datos de investigaciones previamente realizadas en el
Laboratorio de Fisiologia y Genética del Desarrollo del Instituto de investigaciones Bioguimicas de Bahia
Blanca (INIBIBB), CONICET.

Genotipos y stocks

Los stocks de todos los genotipos de Drosophila melanogaster mencionados en esta tesina fueron
provistos por el Laboratorio previamente mencionado.

Se utilizaron animales transgénicos que expresan GCaMP en todas las células musculares
(mhc>>GCaMP). Estos derivan de la combinacién de los transgenes mhc-LexA con LexAop-GCaMP. La
secuencia mhc es una region reguladora especifica de musculo que dirige la expresion de LexA, un activador
transcripcional. LexA reconoce la secuencia LexAop e induce la transcripcién de GCaMP. Esta molécula,
al unirse a Ca2+, emite una fluorescencia verde que es propia de la actividad muscular asociada a la
liberacion de Ca2+. Entonces, como se observa en la figura 5A, las variaciones en la intensidad de
fluorescencia durante el PMP permiten identificar y estudiar con alta fidelidad los patrones de contraccion
muscular durante el proceso de pupariacion.

Inicialmente, para la revision de la funcionalidad de dilp8 en el PMP se analizd dicho
comportamiento en un genotipo experimental que no expresa Dilp8 (dilp8-/-) y su control heterocigota
dilp8+/-y en otro genotipo experimental que no expresa Lgr3 (Lgr3-/-) y su control Lgr3+/-.

Ciertos genotipos contenian el sistema Gal4/UAS para conducir la expresion de secuencias
codificantes de ARNi para Lgr3. Especificamente, Gal4 es un factor de transcripcion que reconoce y activa
sitios promotores UAS asociados a secuencias codificantes de ARNi para Lgr3. El objetivo de esto es
evaluar la funcionalidad del receptor de Dilp8 (Lgr3) en el PMP haciendo un silenciamiento de su gen
codificante por ARNI. Para ello, se silenci6é Lgr3 con las lineas 18 A01-Gal4 y 48H10-Gal4 que expresan
Gal4 en poblaciones neuronales que incluyen a las neuronas receptoras de Dilp8. De esta forma, se condujo

un silenciamiento de Lgr3 para dichos grupos neuronales.
18A01-Gal4 x UAS-Lgr3-IR —» 18A01>Lgr3-IR
48H10-Gal4 x UAS-Lgr3-IR — 48H10>Lgr3-IR

El comportamiento de estos genotipos experimentales en el PMP se contrastd con el PMP de sus

respectivos genotipos control que permiten evaluar el efecto de las inserciones de cada linea por separado:

UAS-Lgr3-IR x w''®  ——» UAS-Lgr3-IR/+
10
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18A01-Gal4 x w8 ——» 18A01-Gal4/+
48H10-Gal4 x w''*®  ——» 48H10-Gal4/+

Finalmente, conociendo que 48H10 y 18A01 son poblaciones neuronales que se intersectan
representando un subgrupo de 6 neuronas de la cuerda nerviosa ventral, se estudié el PMP cuando solo ese
subgrupo de neuronas expresa el ARNi para Lgr3. Consecuentemente, se silencio Lgr3 exclusivamente en
la interseccion de ambas poblaciones. Para ello, en primer lugar, se gener6 una linea 18A01-LexA, similar
a 18A01-Gal4 por representar la misma secuencia regulatoria (18 A01), pero que dirige la expresion de LexA
(no Gal4) y se encuentra inserta en el cromosoma Il (18A01-Gal4 esta inserta en el cromosoma IlI).
Adicionalmente, se utiliz6 nuevamente la linea 48H10-Gal4. Entonces, se procedi6 a estudiar la interseccion
entre 48H10 y 18A01 (de aqui en adelante 18 A01 N 48H10) mediante la cruza de un genotipo a denominar
FIpC (refiere a flipasa condicional ya que puede ser activada o no segun el cruzamiento realizado) con las

lineas mencionadas anteriormente (Figura 8). Con mas detalle, siendo el genotipo de FIpC:
tub-(FRT.Gal80); UAS-Lgr3-IR; LexAop-FLP

e Gal80 es un inhibidor de Gal4. Como su secuencia codificante se sitia bajo el promotor de tubulina,
Gal80 se expresa en todas las células del organismo.

e FLP es una flipasa recombinasa que se expresa cuando LexAop es activado por el factor de
transcripcion LexA.

e FRT representa secuencias flanqueantes a Gal80 reconocidas y cortadas por FLP.

Entonces, se puede conducir un silenciamiento de Lgr3 especifico para el subgrupo de 6 neuronas

mencionado mediante la siguiente cruza (Figura 8D):
FIpC x 18A01-LexA; 48H10-Gal4 — 18A01 N 48H10 > Lgr3-IR [Figura 8D]

Dicho genotipo experimental se contrasté con los genotipos controles obtenidos de los siguientes

cruzamientos (Figura 8A, B y C respectivamente):

1118

FIpC x w** —— FIpC/+ [Figura 8A]
FIpC x 48H10-Gal4 ——» FIpC/48H10-Gal4 [Figura 8B]

FIpC x 18A01-LexA ——» FIpC/18A01-LexA [Figura 8C]

11
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48H10-Gal4
A B Activa expresion
De ARNi de Lgr3

48H10 18A01
48H10 18A01

Tub-Gal80 Tub-Gal80
Impide que se exprese Gal4, por ende no
se expresa ARNi de Lgr3.

C 18A01-LexA D 4$H1 O—Gal‘?’
Activa una flipasa Activa expresion
que corta a Gal80 De ARNi de Lgr3

18A01-LexA
Activa una flipasa
que corta a Gal80

48H10 18A01 48H10 18A01

-
L—j Tub-Gal80
Tub-Gal80 Impide que se exprese Gal4 en la poblacion 48H10, excepto
Mantiene su actividad en la poblacion 48H10 en las neuronas compartidas con 18A01, donde actia FLP
que no se superpone con 18A01. (inhibidor de Gal80). Por ello, alli se expresa ARNi de /gr3.

Figura 8. Variantes genotipicas para el estudio de la funcién neuronal de Lgr3 en el PMP. La poblacién neuronal 48H10
(cian) se intersecta en parte (Violeta) con la poblacion neuronal 18A01 (magenta). A) Genotipo control ya que el receptor
Lgr3 se expresa en ambas poblaciones neuronales. B) Genotipo control donde la actividad de Gal4 expresado en la poblacién
48H10 es inhibida a nivel postraduccional por Gal80 (no hay expresion del ARNi de Lgr3). C) Genotipo control ya que, a
pesar de que Gal80 fue escindido por la flipasa, no hay expresion de Gal4 en la poblacion 18A01 por ausencia de 48H10-
Gal4 y, por ende, no hay induccion de la expresion de ARNi para Lgr3. D) Genotipo experimental 18A01 N 48H10 > Lgr3-
IR; ARNi de Lgr3 solo se expresa en las neuronas compartidas por 48H10 y 18A01 y, por ende, puede estudiarse el rol de
Lgr3 en este subgrupo neuronal durante el PMP.

Finalmente, para evaluar el efecto del aumento sostenido de Dilp8 durante el PMP, se procedi6 a
trabajar con un genotipo mutante hipomorfo denominado -/dilp8™'®72” donde la expresion de dilp8 resulta
disminuida aproximadamente un 30% con respecto al valor de expresién normal.

Los simbolos y nombres utilizados para la anotacion de objetos genéticos (genotipos, cruzamientos,
genes, etc.) de los stocks de D. melanogaster provienen de la nomenclatura propuesta por la organizacion

FlyBase.

Seguimiento de pupariacion

Se utilizé un dispositivo previamente disefiado para el seguimiento de la actividad larvaria y el

proceso de pupariacion®. Consiste en un estructura disefiada con bloques de LEGO que sostiene una camara
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y captura imagenes de un soporte impreso en 3d, compuesto de 6 cuadrantes (matriz 3x2) iluminados con
luz LED. En cada cuadrante se posicion6 individualmente una larva en un estadio avanzado L3 para su
seguimiento. Ademas, los cuadrantes estaban comunicados con un cuadrante de menor tamafio que contenia
agar para evitar la desecacion de la larva durante el proceso de filmacion. Previo a la filmacion, el soporte
fue cubierto en ambas caras con 2 vidrios y fijados con clips de metal para luego posicionar de forma estable
dicho soporte frente a la camara. Entonces, por cada video se analizé 1 grupo de 6 animales. Como se
menciono anteriormente, todas las larvas monitoreadas eran animales mhc>>GCaMP transgénicos. Por ello
se utiliz6 luz LED azul para iluminar el soporte y un filtro de luz verde sobre la lente de la camara para
bloquear la luz azul. De esta forma, se logré registrar la actividad muscular de las larvas detectando las
emisiones de fluorescencia verde asociadas.

Los videos obtenidos fueron procesados utilizando un software en Python 3 (Figura 9), disefiado y
aportado por el laboratorio para este estudio. Mediante dicho software se analiz6 y procesé datos en cada
cuadro por segundo del video correspondiente sobre los 6 cuadrantes seleccionados. En principio, el
algoritmo separa los canales R, G, B, utilizando consecuentemente solo el canal G (verde) para el analisis
de GCaMP. A partir de dicho canal el programa segmenta a la larva ubicada en cada cuadrante,
diferenciandolas del fondo, al seleccionar los pixeles cuyo rango de intensidad de fluorescencia se
encuentren dentro de un rango especificado. Para mayor precisién, los contornos también pueden ser
filtrados en funcidn del area, largo y ancho (para el cual se utilizaron los valores tipicos de una larva). Para
ello, previamente se definieron ciertos parametros del programa, por ejemplo: area maxima y minima
detectable, intensidad de fluorescencia maxima y minima detectable, etc. Esto incluso permitié normalizar
la variacién dada por diferencias operativas, de iluminacién sobre el soporte o cualquier otro aspecto técnico

que pudiera variar entre videos e interferir sobre los resultados.

8 Trackbars - o X
intens... L: 3 '

intens... U: 255 '
size L: 400 '
size U: 1251 '

AR: 1 '

x1: 270 '

x2: 485 '
y: 315 [}

Show v...es: 1 '

Show mask: 0 ' C P

Gamma: 10 (] . python

Figura 9. Captura de ejemplo del andlisis de videos sobre el comportamiento de pupariacion de larvas de D. melanogaster

utilizando el sofware python.
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Los datos obtenidos en cada cuadro por segundo mediante este analisis fueron: posicion de la larva
(ubicacion de la larva sobre ejes X e Y), velocidad (medida en pixeles por segundo), intensidad de
fluorescencia (o F; medida de la intensidad de verde emitida por la larva), area (medida en pixeles), relacion
de aspecto (0 RA; cociente del largo y ancho en pixeles de la larva) y umbral o threshold (un contador que
registra la cantidad de cuadros consecutivos cuya velocidad de desplazamiento de la larva es menor a 4,3
pixeles, por ende, sirve como estimador para identificar cuando la larva se detiene e inicia el proceso de
pupariacion). Ademas, el programa asigna automaticamente un numero identificador a cada larva.
Finalmente, el conjunto de datos obtenidos en cada video se recopilé automéaticamente en un archivo .csv
(archivo de valores separados por comas de Microsoft Excel).

Luego, se dividié cada archivo .csv en 6 archivos individuales (cada uno correspondiente a un
cuadrante o area diferente, es decir a larvas individuales) ejecutando un programa adicional de Python 3.

Mediante el uso de Macros en Excel, se procedi6 a reordenar los valores separados por comas en
valores separados en columnas y, a partir de ellos, obtener nuevos datos:

¢ Distancia total recorrida: distancia acumulada en pixeles obteniendo la hipotenusa entre 2 puntos
(la posicion de la larva en cuadros sucesivos),

e Distancia al punto final: de igual forma al anterior, pero calculando la distancia entre la posicién de
la larva en un cuadro con respecto a la posicion de esta en el Gltimo cuadro del video.

e Velocidad: medida de la distancia recorrida en los 60 segundos previos.

La iluminacién con luz LED azul no resulté ser homogénea en la superficie del soporte de
pupariacién, provocando que la intensidad de fluorescencia basal registrada varie dependiendo de la
posicion que ocupe la larva en el soporte. Por ello, no fue posible analizar un patron de contracciones cuando
la larva se encontraba en un estadio “wandering” ya que las variaciones de intensidad detectadas no
correspondian solo a diferencias en el patrén de GCaMP sino a que la larva ocupaba posiciones en el soporte
con intensidades de luz diferentes. De todas formas, cuando la larva se detenia y comenzaba una etapa de
pre-PMP, los cambios en intensidad detectados reflejaban solo las fluctuaciones en el patron de GCaMP.
Dichas fluctuaciones se estudiaron calculando los siguientes parametros (Figura 10):

e Duracién de contracciones: tiempo en segundos durante el cual la intensidad de fluorescencia de

GCaMP es superior al 50% de la diferencia entre los valores de intensidad minima (Fo) y maxima

(Fmax) de dicha contraccidn, siendo Fo el valor minimo de los 10 segundos precedentes.

e Amplitud (A): siendo AF= Frsx- Fo, Y Fmax Y Fo el valor maximo y minimo de intensidad de

(Fmax—F0)

fluorescencia de un pico, definimos A = =

e Periodo: es el tiempo entre el inicio de 2 picos consecutivos de GCaMP.
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—GCaMP
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Amplitud
120000 ﬂ ﬂ m
. p . . 110000
Figura 10. Parametros de contracciones (amplitud, e
duracion y periodo) sobre un patron de fluctuaciones 100000 —{ Duracion
GCaMP que representa 4 contracciones preGSB de una
mosca dilp8+/-. Se representa la amplitud en color cian, 90000+ u L U L
periodo en color amarillo y duracién en color magenta.
80000 Periodo
70000 -
Tiempo

En los genotipos control, las diferentes etapas del PMP (pre-GSB, GSB y post-GSB) fueron
consistentemente identificadas a partir de los patrones de GCaMP, como se muestra en la figura 6.
Especialmente, los picos de GCaMP asociadas a las primeras contracciones preGSB son semejantes a
aquellos producidos por movimientos peristalticos. Para distinguirlos y evitar cuantificar una onda
peristaltica como una contraccién preGSB, en cada video se verificd visualmente que los picos de
contraccion efectivamente correspondieran a contracciones preGSB. De igual forma se precisé la
presencia/ausencia de contracciones pre-GSB para animales mutantes. Ademas, se definié la duracion de la
etapa preGSB como la diferencia de tiempo entre el inicio de la primera contraccion generalizada del cuerpo

y el final de la dltima contraccién preGSB.

Relacion de aspecto del pupario

Se tomaron imagenes de las pupas bajo un microscopio conectado a una cdmara (Amscope MU300)
y analizadas mediante el software Amscope (Figura 11). Se determind el largo (L) midiendo la distancia en
pixeles desde la parte mas anterior de la pupa hasta la parte anterior de la papila anal. EI ancho (A) se
determin6 midiendo la seccion mas ancha de la pupa, ubicada aproximadamente en la parte distal del tercio

anterior de la misma. En base a L y A, definimos la relacién de aspecto (RA) para cada pupa de la siguiente

L
Mmanera: RA = "

Figura 11. Ejemplo de medicién de la relacion de
aspecto de una pupa en base al largo y ancho de la misma
obtenidos mediante el software Amscope.
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Métodos gréficos

Se utilizaron diversos softwares para acompafar la exposicion de los resultados. Los graficos de
puntos (o dot-plot) fueron disefiados tanto en el software R (version 4.1.2) como en Python 3. Tanto los
graficos de barras como los patrones GCaMP (correspondientes a la intensidad de fluorescencia emitida por
las larvas a lo largo del PMP) se realizaron en Microsoft Excel. Ademas, los gréaficos fueron editados en
PowerPoint para adaptar el formato de estos a la presentacion escrita. Finalmente, para la exposicion
conjunta de imagenes de pupas se utilizo el editor Adobe Photoshop 2021.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico fue llevado a cabo utilizando como recursos el software SigmaPlot y el sitio

oficial de “Social Science Statistics” (https://www.socscistatistics.com/). En todas las pruebas se utiliz6 un

nivel de significancia (o) igual a 0,05.

Cuando los datos siguen una distribucion normal (prueba Shapiro-Wilk) y los grupos a comparar
contienen varianzas iguales (prueba Brown-Forsythe), se procedio a realizar una prueba t de Student para
comparar 2 muestras no pareadas a una cola. De esta forma, diferentes variables (ejemplo: duracion, periodo,
amplitud, etc.) fueron comparadas entre genotipos experimentales y control, bajo el supuesto Ho: p = po.
Ho es rechazada cuando la diferencia entre medias de 2 muestras es mayor a la esperada por azar (p < 0,05).
Alternativamente, ante el rechazo de una distribucion normal o igualdad de varianzas entre muestras, se
procedié a realizar una prueba no paramétrica como Mann-Whitney y Welch’s respectivamente.

Se realizaron comparaciones entre multiples condiciones (ejemplo: duracién de primeras y ultimas
2 contracciones preGSB para genotipos experimentales y control) mediante un ANOVA. En dicha prueba,
hay una diferencia estadisticamente significativa cuando las diferencias en los valores medios entre muestras
son lo suficientemente grandes permitiendo excluir a la variabilidad del muestreo aleatorio como
explicacidn de las diferencias entre muestras. Cuando los datos de las muestras no seguian una distribucion
normal, se procedi6é con un analisis alternativo: analisis de la varianza por el método de Kruskal-Wallis.
Cuando los tratamientos eran significativamente diferentes se procedié con el método de Holm-Sidak. Sélo
cuando los resultados fueron estadisticamente significativos, pruebas post-hoc como el de Dunn’s y Conover
se llevaron a cabo para conocer la significancia estadistica de la comparacion por pares de muestras.

Finalmente, los datos obtenidos de muestras binarias (presencia/ausencia de GSB y postGSB) se
analizaron mediante una prueba binomial, ajustando como valores de entrada el tamafio de la muestra (n),
el nimero de individuos que realizan o no GSB (k) y una probabilidad “p” conocida de que ocurran dichas
fases (0.995).
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RESULTADOS

Rol de la via Dilp8/Lgr3 en el proceso de pupariacion

El cambio de la forma de una larva en su transicién a pupa ocurre en paralelo al proceso de
endurecimiento de la cuticula al final del periodo larvario®. Consecuentemente, el fin del proceso de
esclerotizacion cuticular impone una restriccion fisica al cambio de forma del pupario. Por ello, una vez
transcurrida la transiciéon de larva a pupa, se procedié a medir y comparar el tamafio de las pupas entre
diferentes genotipos. En este caso, se identifico que los genotipos mutantes para dilp8 y Lgr3 desarrollan
una pupa con una forma alterada en comparacion con los genotipos control. Especificamente, en las moscas
que no expresan dilp8 o Lgr3, las pupas son mas largas y angostas definiendo una RA significativamente
mayor (p << 0,01 para dilp8 y p = 0,01 para Lgr3) al de los genotipos control o salvajes (figura 12). Es
decir, la falta de expresion de la hormona Dilp8 o su receptor Lgr3 sugieren que no hay un cambio en la

forma o remodelado corporal durante la transicion larva-pupa como el evidenciado en los animales salvajes.

A N=30 N=19 N=15 N=18 B
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Relacion de aspecto (RA) de pupas salvajes
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dilp8 Lgr3

Figura 12. Relacién de aspecto (RA) de pupas salvajes (dilp8+/- y Lgr3+/-) en color cian y pupas experimentales (dilp8-/-
y Lgr3-/-) en color magenta. A) La RA de animales mutantes es significativamente mayor (p << 0,01 para dilp8 y p = 0,01
para Lgr3) al de animales salvajes, es decir que tienen expresion de dilp8 y Lgr3. Ademas, se muestra la media (circulo
negro) y la desviacidn estandar (linea vertical negra) del conjunto de datos analizados. B) Imagen de pupas representativas
de cada grupo de estudio.

Para conocer la relacion entre la via Dilp8/Lgr3 y la RA, se procedi6 a estudiar el comportamiento
de las larvas durante el desarrollo del PMP, caracterizando e identificando diferencias comportamentales

entre genotipos mutantes y salvajes.
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En primer lugar, se observo que el 100% de los animales control presentan las 3 fases caracteristicas
del PMP: preGSB, GSB y postGSB (Figura 13A). En contraste con ello, los animales mutantes no
desarrollan un PMP completo. En este caso, se identificaron animales experimentales que no desarrollan
ninguna de las fases aparentes del PMP (Figura 13C) o, alternativamente, que presentan solo un nimero
variable de contracciones preGSB (Figura 13B). Es decir, a diferencia de los genotipos control, en los
genotipos dilp8-/- y Lgr3-/- pueden observarse 0 no contracciones preGSB, pero nunca se observa un
comportamiento GSB y postGSB (Figura 14). Con mayor detalle, el 43,5% de los animales mutantes (n =
39), 33.3% de los animales dilp8-/- (n = 18) y un 52,3% de los animales Lgr3-/- (n = 21), no desarrollan
ninguna de las fases mencionadas. El 56,4% restante de los individuos mutantes (66,6% en dilp8-/- y 47,6%
en Lgr3-/-), no desarrolla un PMP mas all4 de las primeras contracciones preGSB.

-
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Figura 13. A) Patron GCaMP de una larva Lgr3+/-. Se observan las 3 fases del PMP: preGSB, GSB y postGSB. Es un PMP
representativo de los genotipos dilp8+/- (n = 14) y Lgr3+/- (n = 16), los cuales en el 100% de los casos desarrollan un PMP
completo. B) Patron GCaMP de una larva Lgr3-/-, sin fases GSB y postGSB. Un nimero variable de contracciones preGSB
(indicadas con puntos color cian) se encuentran presentes en un 56,4% de los animales mutantes (n=39). Especificamente,
un 66% de los animales mutantes dilp8-/- (n = 18) y un 47,6% de los animales Lgr3-/- (n = 21) tienen contracciones preGSB.
C) Patron GCaMP de un animal Lgr3-/-, sin fases preGSB, GSB y postGSB. Dicho patron se presenta en el 43,5% de los
individuos mutantes estudiados (33,3% en dilp8-/- y 52,3% en Lgr3-/-). A, B) Los picos de GCaMP indicados con puntos
color cian corresponden a contracciones generalizadas del cuerpo durante la fase preGSB. Los picos observados en C se
corresponden con ondas peristalticas y no constituyen una contraccion preGSB.
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Figura 14. Porcentaje de animales que desarrollan GSB y postGSB. Los genotipos control (dilp8+/- y Lgr3+/-) desarrollan
un comportamiento GSB y postGSB en el 100% de los casos (p > 0,05). En los animales mutantes (dilp8-/- y Lgr3-/-) nunca
se observaron las fases GSB y postGSB (p << 0,01).

A continuacion, se procedio a caracterizar las fases GSB y postGSB de los animales salvajes. Como
se menciono previamente, a diferencia de los genotipos mutantes, dilp8+/- y Lgr3+/- realizan en todos los
casos la fase GSB. Esta fase inicia inmediatamente posterior a la Gltima contraccion preGSB,
especificamente 0,3 a 5 minutos de finalizar la Gltima contraccion preGSB (Figura 15). La fase GSB consiste
en un comportamiento motor complejo que dura en la mayoria de los casos entre 45 y 100 segundos, y esta
implicado en la secrecidn de una sustancia pegajosa desde las glandulas salivales permitiendo la adherencia

del pupario al sustrato (Figura 16).
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Figura 15. Tiempo (minutos) que transcurre entre la Gltima contraccion preGSB vy el inicio del comportamiento GSB para
los animales salvajes dilp8+/- (cian claro) y Lgr3+/- (cian oscuro), donde cada circulo representa un individuo. No hay
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,75) en el tiempo que transcurre desde la Gltima contraccién preGSB al
inicio de la fase GSB entre animales dilp8+/- y Lgr3+/-. Media y desviacion estandar son mostradas con un circulo negro
y lineas verticales negras respectivamente.
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Figura 16. A) Duracion (segundos) de la fase GSB de los animales salvajes dilp8-+/- (cian claro) y Lgr3+/- (cian oscuro),
donde cada circulo representa un individuo. Media y desviacién estandar son mostradas con un circulo negro y lineas
verticales negras respectivamente. B) Fotos secuenciales de la fase GSB otorgadas por el Laboratorio de Fisiologia y
Genética del Desarrollo (INIBIBB). La expresion de GCaMP en células musculares permite registrar su actividad debido a
la emision de fluorescencia verde provocada cuando GCaMP se une a Ca2+. Con flechas se indican la direccidn de las
contracciones registradas y los movimientos lateralizados de la regién cefalica.

Posterior al GSB continta la etapa postGSB, la cual puede dividirse en 2 fases a partir de una
contraccion postGSB tipicamente de mayor duracion a las restantes contracciones (figura 17).
Adicionalmente, las contracciones de la fase 1 son de mayor duracién (p << 0,01) y periodo (p << 0,01) que
las contracciones de la fase 2, las cuales son mas frecuentes y de menor duracion (figura 18A y 18B). En
consecuencia, si bien se define a la fase postGSB como un evento singular en el PMP, durante cada fase de
la etapa postGSB transcurre un comportamiento motor significativamente diferente. De esta forma, podria
ser relevante continuar con la diferenciacion de ambas fases y potencialmente identificar su rol
preponderante en el desarrollo del PMP.

80 Fase 1 Fase 2

60

postGSB

\/\V\@ Lenssrmmnt L oo

Duracion (segundos) de contracciones

Figura 17. Duracion en segundos de las contracciones (circulos negros y amarillos) de la fase postGSB. Las contracciones
son secuenciales y estan unidas por una linea negra equidistante en el sentido horizontal. Una contraccion tipicamente de

mayor duracion a las restantes permite separar las 2 fases (fase 1 en verde y fase 2 en violeta) de la etapa postGSB.
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Figura 18. A) Cada circulo es el promedio de la duracion (segundos) de las contracciones que ocurren en un individuo
durante la fase 1 (verde) y fase 2 (violeta) de la etapa postGSB. El promedio de la duracién de las contracciones postGSB
es significativamente mayor (p << 0,01) en la fase 1. B) Cada circulo es el promedio del periodo (segundos transcurridos
entre el inicio de una contraccion y la siguiente) de contracciones que transcurre en un individuo durante la fase 1 (verde) y
fase 2 (violeta) de la etapa postGSB. El promedio del periodo de contracciones es significativamente mayor (p << 0,01) en
la fase 1. Ay B) Media y desviacién estandar son mostradas con un circulo negroy lineas verticales negras respectivamente.

Luego de analizar las fases GSB y postGSB del PMP de animales salvajes, se procedié a caracterizar
la primera fase del PMP, denominada preGSB. Como se describio previamente, la fase preGSB siempre
esta presente en animales salvajes, pero también puede desarrollarse en animales experimentales, es decir
en ausencia de expresion de dilp8 o Lgr3. Esto hace posible, ademas de su caracterizacion, comparar la fase
preGSB entre genotipos control y experimentales.

Inicialmente, se detectd que en los individuos control las contracciones preGSB tienen
mayoritariamente una duracién de 5 a 20 segundos. Adicionalmente, la duracion de las primeras
contracciones preGSB suele ser considerablemente menor a la duracion de las Gltimas contracciones de un
mismo animal, marcando un patrén aproximadamente ascendente en la duracion de las contracciones a
medida que progresa la fase mencionada. Realizando comparaciones entre genotipos control y
experimentales, se observa que los animales mutantes tienen contracciones preGSB de menor duracion (rara
vez superan los 10 segundos). Incluso, el patrén ascendente de duracion de las contracciones preGSB
descripto en animales salvajes no es visiblemente notorio en animales mutantes para dilp8 o Lgr3 (Figura
19).
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Figura 19. A, B) Duracion de contracciones preGSB (circulos de color). Aquellas contracciones que forman parte de la fase

preGSB de una misma larva, y por ende son consecutivas, estan unidas por una linea negra ( — ).

En Cian se indican

contracciones preGSB de animales salvajes (en A dilp8+/- y en B Lgr3+/-). En magenta, contracciones preGSB de animales

experimentales (en A dilp8-/- y en B Lgr3-/-). La duracion de las contracciones preGSB es mayor en animales control que

en mutantes y se visualiza facilmente un patrén ascendente en la duracién de las contracciones a medida que transcurre la

fase preGSB de una larva.

Asimismo, en la mayoria de los casos, el periodo de contracciones preGSB en |

os animales salvajes

varia entre 10 a 100 segundos. En contraposiciéon, en los animales experimentales el periodo de

contracciones es notoriamente mayor, por ejemplo, superando frecuentemente 100 segundos de tiempo

transcurrido entre el inicio de contracciones preGSB consecutivas (Figura 20).
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Figura 20. A, B) Periodo de contracciones preGSB (circulos de color). Aquellas contracciones que forman parte de la fase

preGSB de una misma larva, y por ende son consecutivas, estan unidas por una linea negra ( — ).

En Cian se indican

contracciones preGSB de animales salvajes (en A dilp8+/- y en B Lgr3+/-). En magenta, contracciones preGSB de animales

experimentales (en A dilp8-/- y en B Lgr3-/-). El periodo de contracciones preGSB es visualmente mayor en animales

experimentales que en salvajes.
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Una tercera propiedad de contraccion analizada fue la amplitud. Debido a que durante la filmacion
de los videos la iluminacion no fue precisamente homogénea en la superficie del soporte de pupariacion,
posiblemente haya variaciones en la fluorescencia detectada que son propias de este fendmeno y no
absolutamente por diferencias en las intensidades de contraccién muscular. Entonces, las diferencias
registradas en los valores de amplitud entre genotipos control y experimental pueden no ser consecuencia
de la presencia/ausencia de expresion de dilp8 o Lgr3. En este caso, y para las restantes variables analizadas
(periodo y duracion), se promediaron los valores de cada animal para poder comparar estadisticamente la
amplitud, periodo y duracion promedio de las contracciones preGSB entre animales salvajes y animales que
no expresan dilp8 y Lgr3.

Se detectd que la duracion promedio de las contracciones preGSB es significativamente menor en
los animales carentes de dilp8 y Lgr3 en comparacién con sus respectivos genotipos controles (p << 0,01)
(Figura 21A). Adicionalmente, con la finalidad de poder evaluar el patrén creciente de duracion de las
contracciones preGSB, se calculd para cada animal el promedio de las primeras y Ultimas 2 contracciones
preGSB. En los genotipos control, se observa que las primeras contracciones preGSB son las de menor
duracién y la misma aumenta hasta alcanzar su valor maximo en las Gltimas 2 contracciones. Es decir, la
diferencia en la duracion entre las primeras y Gltimas 2 contracciones preGSB son mayores a las esperadas
por azar (p << 0,01 tanto en dilp8+/- como en Lgr3+/-). Este patron no es representativo del comportamiento
preGSB en los genotipos experimentales, donde no hay diferencias significativas (p = 0,24 en dilp8-/-y p

= 0,15 en Lgr3-/-) entre la duracion de las primeras y Gltimas 2 contracciones (Figura 21B).

A
15

Promedio de la duracién (segundos)
de contracciones preGSB

dilp8 Lgr3

23



Esteban Silva — Tesis de Licenciatura en Ciencias Bioldgicas

B N=14 N=12 N=16 N=10
20
o
E % o <)
o
3 D 00
2w
= O
g & 151
*
2 & -
T
= ee
S 8 "
5 S n o
S o0 > o
5 @ ®
< < ) ®
= £ o
o =
o =
o s ferete)
= A
o )
S g 0o oo
<) o)
A B & oggoo
o o o
Primeras 2 Ultimas 2 Primeras 2 Ultimas 2 Primeras 2 Ultimas 2 Primeras 2 Ultimas 2
+/- -/- +/- /-
dilp8 Lgr3

Figura 21. Para cada subfigura, el color cian representa los genotipos control y el color magenta los genotipos
experimentales. A) Promedio de la duracion de contracciones preGSB, donde cada circulo representa el promedio de la
duracién de todas las contracciones preGSB de un individuo. Tipicamente la duracion de las contracciones es
significativamente menor (p << 0,01 para dilp8 y Lgr3) en moscas mutantes. B) Promedio de la duracién de las primeras
(cian/magenta claro) y tltimas (cian/magenta oscuro) 2 contracciones de una larva. En moscas WT la duracion de las Gltimas
2 contracciones es significativamente mayor (p << 0,01 en dilp8+/- y Lgr3+/-) a las primeras 2 contracciones. No se
evidencian diferencias significativas en genotipos mutantes (p = 0,24 en dilp8-/- y p = 0,15 en Lgr3-/-). Ay B) Media y
desviacién estandar son mostradas con un circulo negro y lineas verticales negras respectivamente.

Adicionalmente, el periodo de contracciones preGSB resulta en promedio significativamente mayor
(p << 0,01 tanto para dilp8 como para Lgr3) en genotipos mutantes, carentes de dilp8 o Lgr3 (Figura 22A),
resultando en un patrén alterado de contracciones poco frecuentes en el tiempo.

También, se procedié a registrar la duracién de la fase preGSB en los diferentes grupos analizados.
Se considera la duracién preGSB como la diferencia de tiempo entre el inicio de la primera y Gltima
contraccion preGSB. Se observa que la fase preGSB puede ser en promedio significativamente de mayor
duracién (p << 0,01) en animales Lgr3-/- con respecto a individuos salvajes Lgr3+/-. Sin embargo, no se
observan diferencias significativas (p = 0,08) en la duracién de la fase preGSB entre animales dilp8+/- y
dilp8-/- (Figura 22B).
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Figura 22. Para cada subfigura, el color cian representa los genotipos control y el color magenta los genotipos
experimentales. A) Promedio del periodo de contracciones preGSB, donde cada circulo representa el promedio del periodo
de todas las contracciones preGSB de un individuo. El periodo de contracciones es significativamente mayor (p << 0,01)
en moscas que no expresan dilp8 y Lgr3 en comparacion con los genotipos control. B) Duracién total de la fase preGSB,
donde cada circulo representa la duracién de la fase preGSB de una larva. La duracién de la fase preGSB es
significativamente mayor (p << 0,01) en genotipos Lgr3-/- con respecto a su control (Lgr3+/-), mientras que no se observan
diferencias significativas (p = 0,08) en la duracion de la fase entre los genotipos dilp8+/-y dilp8-/-. En A'y B se muestra la

media (circulo negro) y la desviacién estandar (linea vertical negra) del conjunto de datos analizados.

Ademas, se registrd el nimero de contracciones preGSB desarrolladas en cada grupo de estudio. El
namero de contracciones es significativamente menor (p = 0,03) en ausencia de Dilp8 en comparacion con
animales dilp8+/-. Contrariamente, en ausencia de Lgr3 el nimero de contracciones preGSB es mayor (p

<< 0,01) en comparacion con el genotipo control Lgr3+/- (Figura 23).
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En relacion a la amplitud, se encontr6 que en promedio la amplitud de las contracciones preGSB es
mayor (p = 0,01) en genotipos que expresan Lgr3 en comparacion con grupo experimental Lgr3-/-, pero no
se observan diferencias significativas (p = 0,123) en la amplitud de contracciones entre genotipos control y
experimental para dilp8 (Figura 24). En este Gltimo caso, y como se menciond previamente, las diferencias
de amplitud registradas pueden estar subestimadas por una iluminacion heter6genea sobre el soporte de

filmacion de las larvas.
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Figura 24. EIl color cian representa los genotipos control y el color magenta los genotipos experimentales. Se observa el
promedio de la amplitud de contracciones preGSB, donde cada circulo representa el promedio de la amplitud de todas las
contracciones preGSB de un individuo. La amplitud es significativamente mayor (p = 0,01) en larvas que expresan Lgr3 en
comparacién con su genotipo control. No se observan diferencias significativas (p = 0,123) entre individuos salvajes y
mutantes para dilp8. También, se muestra la media (circulo negro) y la desviacién estdndar (linea vertical negra) del conjunto
de datos analizados.

En conclusién, la ausencia de Dilp8 o Lgr3 genera un patrén preGSB defectuoso, con contracciones
a menudo mas débiles y significativamente mas cortas y dispersas. Este comportamiento defectuoso de los
animales mutantes, adicionado a la falta de fases GSB y postGSB, explica la ausencia de un cambio
significativo en la forma corporal en la transicién larva-pupa. De esta forma, y como consecuencia de la
esclerotizacion cuticular, pupas carentes de expresion de dilp8 o Lgr3 tienen una RA significativamente

mayor al de animales salvajes.
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Participacion de las poblaciones neuronales 48H10y 18A01 en la recepcidn de la sefial hormonal Dilp8

Lgr3 es requerido en dos poblaciones celulares del sistema nervioso central para la coordinacion
del crecimiento con las transiciones del desarrollo® y para la ejecucion del programa de pupariacion®.
Previamente, se registr6é que la poblacion neuronal marcada por 19B09-Gal4, al recibir la sefial de Dilp8,
acttia coordinando el crecimiento larvario con el estado de desarrollo de los discos imaginales®. Pero cuando
se realiz6 un silenciamiento de Lgr3 por ARNI, no se observo alteracion alguna en la forma del pupario con
respecto al fenotipo salvaje. De esta forma, se deduce que 19B09 no es la poblacion neuronal receptora de
la sefial de Dilp8 durante la ejecucion del PMP. Alternativamente, 18 A01 y 48H10 fueron planteadas como
2 poblaciones neuronales cuya expresion de Lgr3 es necesaria para que ocurra el PMPZ,

Por ello, se procedié a describir el PMP de distintas lineas de moscas con silenciamiento selectivo
de Lgr3 en diferentes poblaciones neuronales. Inicialmente, se realiz6 la medicion de la RA de animales
control (UAS-Lgr3-IR/+ y 18A01-Gal4/+) y su respectivo genotipo experimental (18A01>Lgr3IR) donde
el ARNi expresado disminuye la expresion de Lgr3 en la subpoblacion neuronal 18A01. Al igual que en los
genotipos carentes de dilp8 o Lgr3 vistos anteriormente, la RA es significativamente mayor (p << 0,01) en
animales con silenciamiento de Lgr3 en la poblacién 18 A01 en comparacion con los grupos control (Figura
25).
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Figura 25. Relacion de aspecto (RA) de pupas del grupo control (UAS-Lgr3-IR/+ y 18A01-Gal4/+) en color cian y
experimental (18A01>Lgr3-IR) en color magenta. A) La RA de animales con Lgr3 silenciado es significativamente mayor
(p << 0,01) al de animales control, es decir la expresion de Lgr3 es necesaria en la subpoblacion neuronal 18A01 para que
se ejecute un cambio de la forma corporal durante la transicion larva-pupa. Ademas, se muestra la media (circulo negro) y
la desviacidn estandar (linea vertical negra) del conjunto de datos analizados. B) Imagen de pupas representativas de cada
grupo de estudio.
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De hecho, al observar el patron GCaMP del genotipo control UAS-Lgr3-IR/+, se registra un PMP
completo: con fases preGSB, GSB y postGSB (Figura 26A). Llamativamente, el patron GCaMP del
genotipo 18A01-Gal4/+ realiza un PMP Unico, generalmente sin fase GSB pero con fases preGSB y
postGSB adyacentes (Figura 26B). Esto puede estar provocado por un efecto secundario propio de la
construccion genética de animales control 18A01, interfiriendo de forma directa o indirecta sobre el
desarrollo de la etapa GSB. Aln asi, reconociendo los resultados en la RA para este genotipo y detectando
gue la RA en animales 18A01-Gal4/+ es similar (p = 0.29) a la RA de animales UAS-Lgr3-IR/+, se puede
deducir que la fase GSB no tiene un efecto significativo sobre el cambio en la RA durante la transicion larva
a pupa. Luego, al observar el patron GCaMP de 18A01>Lgr3-IR, el desarrollo de un PMP incompleto (sin
GSB y postGSB como en animales dilp8-/- y Lgr3-/-) es ocasionado estrictamente por el silenciamiento de
Lgr3 en la poblacion 18A01 (Figura 26C). En definitiva, la expresion de Lgr3 en la poblacion 18A01 es
necesaria para el desarrollo de un PMP completo y, por ende, para un cambio en la forma de larva a pupa.
Consecuentemente, el patron GCaMP resultante de este silenciamiento es equivalente al obtenido cuando

se elimind en forma generalizada la expresion de dilp8 o Lgr3 (dilp8-/- y Lgr3-/-).
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Figura 26. A) Patron GCaMP de una larva UAS-Lgr3-1R/+. Se observan las 3 fases del PMP: preGSB, GSB y postGSB. Es
un PMP equivalente al observado en los genotipos salvajes, dilp8+/- y Lgr3+/-. B) Patron GCaMP de una mosca 18A01-
Gal4/+. En general, entre fases preGSB y postGSB se destaca la ausencia de actividad motora, es decir, se detecta la
ausencia de una fase GSB en el 83,33% de los casos (n = 6). C) Patron GCaMP de una larva 18A01>Lgr3-IR. Es un PMP
sin fases GSB y postGSB, equivalente al observado en los genotipos dilp8-/- y Lgr3-/-. En el ejemplo, se observan
contracciones preGSB pero pueden estar ausentes. En A, B y C los picos de GCaMP indicados con puntos color cian
corresponden a contracciones generalizadas del cuerpo durante la fase preGSB.
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Posteriormente, se procedi6 a analizar la RA y los patrones GCaMP en el genotipo control 48H10-
Gal4/+ y el genotipo experimental 48H10>Lgr3-IR. De esta forma, se puede conocer el efecto del
silenciamiento de Lgr3 en la poblacion neuronal 48H10. El genotipo UAS-Lgr3IR/+ previamente analizado
funciona como un grupo control adicional para este analisis. La ausencia de expresion de Lgr3 determina
gue la RA de las pupas sea significativamente mayor (p << 0,01) con respecto a los genotipos control (Figura
27).
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Figura 27. Relacion de aspecto (RA) de pupas control (UAS-Lgr3-1R/+ y 48H10-Gal4/+) en color cian y experimental
(48H10>Lgr3-1R) en color magenta. A) La RA de animales con Lgr3 silenciado es significativamente mayor (p << 0,01) al
de animales control, es decir la expresion de Lgr3 es necesaria en la subpoblacion neuronal 48H10 para que se ejecute un
cambio de la forma corporal durante la transicion larva-pupa. Ademas, se muestra la media (circulo negro) y la desviacion
estandar (linea vertical negra) del conjunto de datos analizados. B) Imagen de pupas representativas de cada grupo de
estudio.

Acorde a lo esperado, se observé un PMP completo con todas sus fases para el genotipo control
48H10-Gal4/+ (Figura 28A). Tras el silenciamiento de Lgr3 mediante ARNi en el grupo neuronal 48H10
(48H10>Lgr3-IR), se identificd un patrén GCaMP representativo de un PMP incompleto, sin fases GSB y
postGSB, equivalente al observado en los genotipos mutantes, dilp8-/- y Lgr3-/- (Figura 28B).
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Figura 28. A) Patron GCaMP de una mosca 48H10-Gal4/+. Se observan las 3 fases del PMP: preGSB, GSB y postGSB.
Es un PMP equivalente al observado en los genotipos salvajes, dilp8+/- y Lgr3+/-. B) Patron GCaMP de una mosca

48H10>Lgr3-IR. Se observa un PMP incompleto, sin fases GSB y postGSB. Las contracciones preGSB pueden estar

presentes (como en el ejemplo) o n6. En A, y B los picos de GCaMP indicados con puntos color cian corresponden a

contracciones generalizadas del cuerpo durante la fase preGSB.

En conclusién, el PMP se desarrolla por completo en las condiciones control, excepto cuando se

trabajo con el grupo control 18A01-Gal4/+. En esta condicion, los animales hacen preGSB y postGSB, pero

generalmente no desarrollan la fase GSB. Ademas, la ausencia de GSB no afecta la morfologia de las pupas,

ya que la RA es similar a los restantes grupos control. Al igual que para moscas dilp8-/- y Lgr3-/-, las pupas

resultan ser mas largas y angostas (alta RA) cuando la expresion de Lgr3 es silenciada por ARNi en

cualquiera de las poblaciones neuronales (48H10 o 18A01), relacionandose con la falta en el 100% de los

casos de un comportamiento GSB y postGSB (Figura 29).
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Figura 29. Porcentaje (%) de animales que
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(cian) y experimentales (magenta). Como la
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control, la fase GSB esta representada en color
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Entonces, el PMP podria desencadenarse a partir de una ruta de sefializacion compleja que implique
la recepcion de Dilp8 en algunas o todas las neuronas comprendidas en las poblaciones 48H10 y 18A01. En
este caso, la falta de expresion de Lgr3 en cualquiera de las poblaciones afectaria el desarrollo de un PMP
completo, concordante con lo observado hasta el momento.

Para poder identificar y caracterizar el nimero minimo de neuronas Lgr3+ involucradas en el
programa motor de pupariacion, se procedio a trabajar con un nuevo genotipo experimental (definido para
mayor simplicidad 18A01 N 48H10 > Lgr3-IR) donde la expresion de Lgr3 queda interferida sélo en la
interseccion de ambas poblaciones, el subgrupo de 6 neuronas compartidas por 48H10 y 18A01 (los detalles
experimentales y cruzamientos para la obtencion de este y restantes genotipos se describen en la seccion
“Materiales y Métodos™). Precisamente, para garantizar que los resultados obtenidos sean explicados sélo
por la ausencia de Lgr3 en la subpoblacidn neuronal, se procedio a contrastar los resultados con 3 genotipos
control: FIpC/+, para corroborar que la construccion FIpC no interfiera en la expresion generalizada de
Lgr3; FIpC/48H10-Gal4, permite asegurar que Gal80 (de expresion generalizada) actla correctamente
como inhibidor de Gal4; FIpC/18A01-LexA, para evaluar que la actividad de la Flipasa Recombinasa es
especifica sobre la poblacién neuronal 18 A01.

Inicialmente, se midi6 la RA de las pupas al finalizar el PMP y luego el patron GCaMP
representativo durante el evento de pupariacién de los genotipos mencionados. La falta de expresion de
Lgr3 en el subgrupo de 6 neuronas determind el desarrollo de pupas con una RA significativamente mayor

(p << 0,01) al de los genotipos control (figura 30).
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Figura 30. Relacion de aspecto (RA) de pupas control (FIpC/48H10-Gal4 y FIpC/18A01-LexA) en color cian y experimental
(18A01 171 48H10>Lgr3-IR) en color magenta. La RA de animales con Lgr3 silenciado es significativamente mayor (p <<
0,01) al de animales control, es decir la expresion de Lgr3 es necesaria en el grupo de 6 neuronas (o un subgrupo de ellas)
para que se ejecute un cambio de la forma corporal durante la transicion larva-pupa. Ademas, se muestra la media (circulo

negro) y la desviacion estandar (linea vertical negra) del conjunto de datos analizados.
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FIpC/+ y FIpC/48H10-Gal4 desarrollan un PMP completo equivalente al descripto para los
genotipos control dilp8+/-, Lgr3+/-, UAS-Lgr3-IR/+ y 48H10-Gal4/+ (figura 31A y B respectivamente).
FIpC/18A01-LexA tiene un patron GCaMP equivalente al genotipo 18A01-Gal4/+, sin fase GSB, pero con
fases preGSB y postGSB adyacentes (Figura 31C). Esto tendria la misma interpretacion descripta
anteriormente, donde la construccion genética de moscas 18A01 interfiere por si sola en el desarrollo de la
fase GSB. Cuando se expresa el ARNi de Lgr3 en la interseccion de las poblaciones neuronales 18A01 y
48H10 (18A01 N 48H10 > Lgr3-IR), observando el patron GCaMP caracteristico (Figura31D), se detecta
un PMP incompleto, sin fases GSB y postGSB.
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Figura 31. A) Patrén GCaMP de una mosca FIpC/+. Se observan las 3 fases del PMP: preGSB, GSB y postGSB. Es un
PMP equivalente al observado en los genotipos salvajes dilp8+/- y Lgr3+/-. B) Patrén GCaMP de una larva FIpC/48H10-
Gal4. Se observan las 3 fases del PMP: preGSB, GSB y postGSB. De igual interpretacion al patron A. C) Patron GCaMP
de una mosca FIpC/18A01-LexA. Al igual que en animales 18A01-Gal4/+, la fase GSB esta ausente en el 100% de los casos
(n = 10) pero siempre hay desarrollo de las fases adyacentes, preGSB y postGSB. D) Patron GCaMP de una mosca 18A01
N 48H10 > Lgr3-IR. Se observa un PMP incompleto, sin fases GSB y postGSB. No se presentan contracciones preGSB.
En A, By C los picos de GCaMP indicados con puntos color cian corresponden a contracciones generalizadas del cuerpo

durante la fase preGSB.
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En conclusion, ninguno de los individuos con genotipo 18A01 N 48H10 > Lgr3-IR analizados (n =
17) desarrolla fase GSB y postGSB. Aln més, en ninguno de ellos se pudo identificar contracciones preGSB
quedando un registro totalmente incompleto del PMP. En cambio, en los respectivos genotipos control se
pudo registrar en el 100% de los casos las fases preGSB y postGSB. La fase GSB también fue identificada
en el 100% de los grupos control, excepto para el genotipo FIpC/18A01-LexA (Figura 32).
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Figura 32. Porcentaje (%) de animales que hacen GSB y postGSB en genotipos control (cian) y experimentales (magenta).
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Como la totalidad de los individuos que realizan GSB y/o postGSB se encuentran dentro del grupo control, la fase GSB esta
representada en color cian y la fase postGSB en cian oscuro. Los grupos control desarrollan las fases GSB y postGSB (p >
0,05) excepto individuos FIpC/18A01-LexA que no realizan GSB (p << 0,01). El grupo experimental (18A01 N 48H10 >
Lgr3-IR) no desarrolla las fases GSB y postGSB (p << 0,01).

En funcion de los resultados obtenidos, se sugiere que el grupo de 6 neuronas, 0 un subgrupo de
ellas son las que especificamente requieren Lgr3 para desencadenar el PMP por completo. Cuando dichas
neuronas carecen de expresion de Lgr3, no se recibe la sefial hormonal de Dilp8 y, en consecuencia,
desarrollan un PMP incompleto. De esta forma, se evidencia que la falta de este comportamiento motor en
la transicion larva-pupa determina la formacion de pupas mas largas y angostas. También se explica el
desarrollo incompleto del PMP observado previamente en los genotipos 18A01>Lgr3-IR y 48H10>Lgr3-
IR: al realizar un silenciamiento de Lgr3 por ARNi en cualquiera de las 2 poblaciones neuronales, siempre
incluye un silenciamiento de Lgr3 en el subgrupo de 6 neuronas. Aln mas, trabajando con los genotipos
control y experimental que permiten analizar la interseccion de ambas poblaciones neuronales, se observa
lo esperado: cuando se reduce la expresion de Lgr3 en el subgrupo de 6 neuronas (18A01 N 48H10 > Lgr3-
IR), no hay desarrollo de un PMP completo. De hecho (al igual que para dilp8-/-, Lgr3-/-, 18A01>Lgr3-IR
y 48H10>Lgr3-IR) en ningun caso se supera la fase preGSB.
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Efecto del aumento sostenido en los niveles de Dilp8 sobre el PMP

Se ha descripto que durante el proceso de pupariacion hay un aumento sostenido de Dilp8%. El nivel
de expresion de dilp8 medido por PCR cuantitativa se incrementa sostenidamente entre el final del estadio
de larva L3 hasta el de prepupa y vuelve a valores basales 60 minutos después de la pupariacion. Cinco
minutos después del GSB, el nivel de ARNm de dilp8 es aproximadamente 100 veces mayor que en larva
wandering y alcanza un pico maximo al finalizar el PMPZ. La relevancia fisiologica de este aumento
sostenido no es conocida. Nos propusimos analizar si es necesario para la progresion de las diferentes fases
del PMP. Para ello, se analiz6 el PMP de animales heterocigotas para el alelo hipomorfo dilp8™'%727, Este
alelo conjugado con una alelo de expresion nula, representan el 30% del valor normal de expresién de dilp8.

A valores normales de expresion de dilp8, todas las fases del PMP son desarrolladas (Figura 33A).
En los animales con genotipo -/dilp8™'°°72” también se identificd un patrén con todas las etapas de un PMP:
preGSB, GSB y postGSB (Figura 33B). En consecuencia, a niveles de expresion de dilp8 inferiores al
normal, las etapas del PMP han sido al menos iniciadas, definiendo una progresion del comportamiento
motor mas bien similar a la de los genotipos control y totalmente diferente a los genotipos experimentales

(sin expresion de dilp8 o Lgr3, donde solo podian visualizarse en algunos casos contracciones preGSB).
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Figura 33. A) Patron GCaMP de una larva dilp8+/-. Se observan todas las fases caracteristicas del PMP. B) Patron GCaMP
de una larva con genotipo -/dilp8™!%7?7_ Se observan las 3 fases de un PMP: preGSB, GSB y postGSB. A, B) Los picos de
GCaMP indicados con puntos color cian corresponden a contracciones generalizadas del cuerpo durante la fase preGSB.

Luego, se procedi6 a caracterizar cada una de las fases del PMP de los mutantes hipomorfos para
dilp8. Llamativamente, se observd un incremento en el nimero de contracciones preGSB. Al comparar esta
variable con el genotipo control (dilp8+/-), esta vez se identifico que el nimero de contracciones preGSB
es significativamente mayor (p << 0,01) en el genotipo experimental (Figura 34A). Aln mas, similar a lo
obtenido en las comparaciones anteriores entre genotipos control y experimentales, los animales que tienen

la expresion de dilp8 disminuida no presentan diferencias significativas (p = 0,114) en la amplitud de las
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contracciones preGSB (figura 34B), pero exhiben una duracion significativamente menor (p << 0,01) de las
contracciones (figura 34C), separadas por intervalos de tiempo mayores (p < 0,05; figuras 34D).
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Figura 34. A) Numero de contracciones preGSB, donde cada larva estd representada por un circulo. Individuos
representativos del genotipo control (dilp8+/-) se indican en color cian mientras que los representativos al genotipo
experimental (-/dilp8™%72") se indican en color magenta. EI nGmero de contracciones preGSB es significativamente menor
(p << 0,01) en animales salvajes. B) Se observa el promedio de la amplitud de contracciones preGSB, donde cada circulo
representa la amplitud promedio de las contracciones preGSB de una larva. No hay diferencias significativas (p = 0,114) en
la amplitud promedio entre individuos salvajes y con expresion disminuida de dilp8. C) Promedio de la duracién de
contracciones preGSB, donde cada circulo representa el valor promedio de duracion de una contraccion preGSB de una
larva. Tipicamente la duracion de las contracciones es significativamente mayor (p << 0,01) en moscas con expresion normal
de dilp8. D) Promedio del periodo de contracciones preGSB, donde cada circulo representa el periodo promedio transcurrido
entre contracciones sucesivas preGSB de una larva. El periodo de contracciones es significativamente mayor (p < 0,05) en
moscas con niveles de expresion de dilp8 disminuidos en comparacién con los genotipos control. En A, B, Cy D se muestra

la media (circulo negro) y la desviacion estandar (linea vertical negra) del conjunto de datos analizados.
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En definitiva, en individuos con niveles de expresion de dilp8 disminuidos se representa un patrén
preGSB defectuoso particular donde se caracterizan contracciones de baja duracion, alto periodo v,
adicionalmente, un mayor numero de contracciones en comparacion con el genotipo control.
Posteriormente, el tiempo que transcurre entre la Ultima contraccion preGSB y el inicio de la fase GSB fue
caracterizado en -/dilpgM'%727 y comparado con el grupo control, de expresién normal de dilp8. Resultd
concluyente que el tiempo transcurrido es significativamente mayor (p << 0,01) en -/dilp8M'%°727 donde los
individuos cominmente demoran mas de 10 minutos en iniciar la fase GSB luego de transcurrida la ultima

contraccion preGSB (Figura 35).
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Figura 35. Tiempo (minutos) que transcurre entre la Gltima contraccion preGSB y el inicio del comportamiento GSB para
los animales salvajes dilp8+/- (cian claro) y mutantes hipomorfos -/dilp8M'%727 (magenta), donde cada circulo representa
un individuo. El tiempo transcurrido entre el fin la fase preGSB y el inicio de la siguiente (GSB) es significativamente
mayor (p << 0,01) en animales con expresion disminuida de dilp8. Media y desviacion estdndar son mostradas con un

circulo negro y lineas verticales negras respectivamente.

Para concluir la caracterizacion de la fase preGSB de animales -/dilp8™'°7?7  se procedié a comparar
la duracion de la fase preGSB entre este grupo y su respectivo control. Los animales -/dilp8™!°72" atraviesan
una fase preGSB de duracion significativamente mayor (p << 0,01, figura 36). Esto podria deberse a, como
se describi6 previamente, un mayor nimero de contracciones desarrolladas y dispersas entre si (alto periodo)

en los animales experimentales con respecto al grupo control.
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Figura 36. Duracion total de la fase preGSB, donde cada circulo representa la duracion de la fase preGSB de una larva. La
duracion de la fase preGSB es significativamente mayor (p << 0,01) en moscas -/dilp8™%727 con respecto a su control
(dilp8+/-). Media y desviacién estandar son expuestas con un circulo negro y lineas verticales negras respectivamente.

En individuos -/dilp8™'%7%" |a fase GSB siempre esta presente y es de similar duracion a la fase
GSB desarrollada por animales del grupo control. A pesar de ello, ocasionalmente en los animales
experimentales no se ve el comportamiento motor tipico de la fase GSB observado en animales salvajes.
Probablemente seria necesario hacer filmaciones con mayor resolucion durante el PMP de larvas mutantes
-/dilp8MI%727 para identificar diferencias concretas en el comportamiento con respecto a larvas salvajes.

Por ultimo, un patrén GCaMP correspondiente a la fase postGSB de animales -/dilp8M'%727 fue
visualmente distinguible del patron representativo de animales salvajes. Las contracciones de mutantes
hipomorfos conforman un patrén en el cual no es posible diferenciar las 2 fases (definidas previamente) de
la etapa postGSB (figura 37). Posiblemente, las contracciones postGSB desarrolladas en mutantes
hipomorfos representen una de las 2 fases de la etapa postGSB de los individuos salvajes. Esto podria
identificarse ya que, como se describié previamente, las fases 1 y 2 de individuos dilp8+/- son
comportamientos diferentes, observandose diferencias significativas en la duracion y periodo de sus
contracciones. La fase 1 desarrolla contracciones en promedio de mayor duracién y periodo que la fase 2.
Por ello, se procedié a comparar las caracteristicas de las contracciones postGSB de animales -/dilp8™!%0727
con las desarrolladas en la fase 1 y 2 (por separado) de animales salvajes dilp8+/-.

Los individuos experimentales presentan contracciones en promedio de duracién significativamente

menor (p << 0,01) con respecto a tanto la fase 1 como la fase 2 de animales salvajes (figura 39).
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Ademas, el periodo de contracciones postGSB en promedio es significativamente menor (p << 0,01)
en animales dilp8 hipomorfos en comparacion con las contracciones de la fase 1 de animales salvajes. La
fase 2 de animales dilp8+/- presenta un periodo de contracciones postGSB similar (p = 0.731) con respecto

a mutantes hipomorfos (figura 40).
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Figura 40. Promedio del periodo de contracciones postGSB. En cian claro (fase 1) y oscuro (fase 2) se representa el

promedio de las contracciones desarrolladas por larvas dilp8+/-. En magenta esta representado el promedio de contracciones

postGSB en animales con expresion disminuida de dilp8. El promedio del periodo de contracciones postGSB es

significativamente menor (p << 0.01) en animales -/dilp8™'%°72” con respecto al periodo promedio de contracciones de la

fase 1 de animales salvajes. No hay diferencias significativas (p = 0.731) entre las contracciones de animales mutantes

hipomorfos y las de la fase 2 de animales salvajes. Media y desviacion estandar son mostradas con un circulo negro y lineas

verticales negras respectivamente.
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Finalmente, si bien no hay diferencias significativas (p = 0,484) en la media de la duracion de la

fase postGSB entre individuos salvajes dilp8+/- y animales -/dilp8M'°7?7  |a varianza de la duracion es
visualmente mayor en el segundo caso (Figura 41).
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Figura 41. Duracion de la fase postGSB en minutos. En cian se representa la duracién de la fase postGSB de larvas dilp8+/-
mientras que en magenta esta representada la duracion de la etapa postGSB de animales con expresion disminuida de dilp8.
No hay diferencias significativas en la media de la duracién postGSB entre larvas mutantes y salvajes, pero se evidencia
una varianza mayor para animales -/dilp8M'%72" Media y desviacion estandar son mostradas con un circulo negro y lineas
verticales negras respectivamente.

En definitiva, animales con expresion disminuida de dilp8 desarrollan un patrén postGSB Unico con
propiedades que permiten su diferenciacion con respecto a las 2 fases postGSB de animales salvajes. Si bien
no hay diferencias significativas en el periodo de contracciones postGSB de la fase 2 entre larvas dilp8+/-
y larvas -/dilp8M'7%" las diferencias en la duracion y el patrén visual GCaMP sugieren que no son
comportamientos motores semejantes. Comparando la fase 1 postGSB de animales salvajes con larvas
mutantes -/dilp8M'®727 a pesar de que el patrén visual GCaMP de la fase 1 de larvas dilp8-+/- insin(ia una
similitud con el patron desarrollado en animales -/dilp8™'%77  la duracion y el periodo de contracciones
postGSB son significativamente diferentes. Sin embargo, es posible sugerir que la fase postGSB
desarrollada en animales con expresién disminuida de dilp8 es un comportamiento defectuoso de la fase 1

postGSB de animales salvajes (Figura 42).
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Figura 42. A) Patrén GCaMP de la fase postGSB de larvas dilp8+/-. Se identifican con verde y violeta las fases 1y 2
respectivamente. B) Patrén GCaMP de la fase postGSB de larvas -/dilp8™%727,

Llamativamente, durante el analisis del comportamiento postGSB de larvas -/dilp8M'%727 en un
individuo mutante (de un total de 10 analizados) se visualizé un patron GCaMP diferente, previamente no
identificado. Este patron comienza a desarrollarse de igual forma a los 9 individuos restantes del grupo
experimental, hasta alcanzar un punto en el cual el comportamiento es mas bien similar a la fase 2 postGSB
de animales salvajes (Figura 43). La disminucion de la expresion de dilp8 conduce a alterar el
comportamiento postGSB ya que se desarrollan contracciones mas cortas y dispersas con respecto al grupo
control. Pero, ademas, -/dilp8M'°"2" podria representar un umbral de expresion de dilp8 critico para el
desarrollo de la fase 2. Quizas, cuando dicho umbral es levemente superado, se desarrolla una simil fase 2

postGSB posterior a la fase 1 defectuosa.
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Figura 43. Patron GCaMP de la fase postGSB de una larva -/dilp8“1%7?7 La transicion entre las hipotéticas fases 1y 2 se encuentran

diferenciadas con verde y violeta respectivamente.
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DISCUSION

Diversas moléculas regulatorias, asi como sus conexiones y la conformacion de redes complejas
que subyacen al desarrollo de los programas bioldgicos han sido identificadas (2). Por ejemplo, diferentes
programas bioldgicos pueden ser ejecutados debido a la accion concertada de redes de genes y moduladores
fisioldgicos tales como hormonas (8). Estos programas pueden ser comportamientos innatos, es decir,
patrones biolégicos robustos y estereotipados programados por circuitos neuronales determinados
genéticamente. Si bien esta programado, dicho comportamiento es flexible y responde variablemente a la
modulacion de diversas redes moleculares (38). Entonces, dilucidar los mecanismos por los cuales un
comportamiento es ejecutado puede ser complejo. Sin embargo, con la ayuda de nuevas herramientas
genéticas, se han logrado grandes avances para abordar este tipo de comportamientos en organismos
modelos como Drosophila melanogaster (10, 38).

Recientemente, se ha identificado un comportamiento innato durante la transicion de larva a pupa
en D. melanogaster, denominado programa motor de pupariacion (PMP). Es un patron estereotipado y
repetitivo de contracciones musculares donde se identifican tres fases sucesivas: preGSB, GSB y postGSB
(29). La denominacidn de estas fases es funcional al comportamiento mas conspicuo denominado Glue
Spreading Behavior (GSB), durante el cual la larva expulsa una sustancia pegajosa desde las glandulas
salivales que permite la adhesion del pupario al sustrato (15,21,24).

La transicion larva-pupa es iniciada por la hormona esteroide Ecdisona (16,25). Un primer pico de
actividad de Ecdisona induce un cambio en el comportamiento de la larva, la cual deja de alimentarse y se
desplaza activamente hacia un nuevo sitio donde, tras un segundo pico de ecdisona, se detendrd e iniciara
el PMP(36). Aqui, la Ecdisona es una sefial hormonal que activa la expresién del gen dilp8, codificante de
la hormona peptidica Dilp8, en la epidermis cuticular (29). Ademas, Dilp8 actla a través de Lgr3, un
receptor neuronal acoplado a proteina G (31,33).

En esta tesina probamos que Dilp8, proveniente de la epidermis cuticular, y su receptor neuronal
Lgr3 son necesarios para la ejecucion del PMP. En los animales mutantes que carecen de la hormona o el
receptor, una vez la larva se detiene e inicia el comportamiento de pupariacién, el PMP queda blogueado en
el inicio de la fase preGSB. Durante la transicion larva-pupa, el remodelado corporal permite generar una
cubierta endurecida (o pupario) que contendra al individuo durante la metamorfosis. Observamos que los
animales que no tienen Dilp8 o Lgr3 desarrollan un pupario defectuoso cuya principal caracteristica es una
relacién de aspecto (RA) atipicamente grande. En otras palabras, vimos que las larvas carentes de Dilp8 o
Lgr3 no transitan el acortamiento tipico de su cuerpo (elevada RA), sin embargo la cuticula se endurece y
pigmenta normalmente. Esto podria ser posible ya que la Ecdisona ejecuta diferentes subprogramas en la
epidermis cuticular. Por un lado, activa la expresion de dilp8 y el consecuente remodelado corporal a partir

del PMP. Por otro lado, promueve la esclerotizacion cuticular activando una red génica que involucra la
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sintesis de Dopamina a partir de Tirosina debido a la accion de enzimas codificadas por los genes pale y
Ddc (29). Esto sugiere que los programas de esclerotizacion y reestructuracion corporal son paralelos.

Estudiamos el PMP de animales salvajes para conocer el rol de Dilp8 y Lgr3 en este proceso y
comprender porqué su ausencia conduce a la formacion de un pupario morfologicamente defectuoso.
Identificamos las tres fases del PMP (preGSB, GSB y postGSB). Con mayor detalle, identificamos un patrén
ascendente en la duracion de las contracciones a medida que transcurre la fase preGSB, siendo entonces las
Gltimas contracciones de mayor duracion que las primeras. La fase preGSB tiene una duracion rara vez
mayor a 10 minutos y pocos minutos después, la etapa GSB da inicio. Esta fase resulta ser la de menor
duracion (~1 minuto) luego de la cual, de forma inmediata, comienza la Gltima etapa denominada postGSB.
En esta etapa, de 35 a 50 minutos de duracion, logramos diferenciar 2 comportamientos secuenciales: el
primero donde se desarrollan contracciones dispersas en el tiempo y de larga duracion, el segundo en
contraposicion con contracciones frecuentes en el tiempo y de menor duracion.

Luego de caracterizar el PMP de animales salvajes, hicimos o mismo con el PMP de animales
mutantes, carentes de expresion de dilp8 y Lgr3 (dilp8-/- y Igr3-/-). Encontramos que el PMP se encuentra
alterado o incompleto ya que los comportamientos GSB y postGSB no son ejecutados. Mas aun, en un
43,5% de los animales el programa estaba totalmente bloqueado, es decir, sin fase preGSB.
Complementariamente, en el 56.4% observamos contracciones preGSB pero resumiéndose en un
comportamiento defectuoso: la duracion de las contracciones no seguian un patrén de duracion incremental,
siendo tipicamente de menor duracion que las desarrolladas por animales salvajes. Ademas, las
contracciones se desarrollaban muy distantes en el tiempo unas de otras, a veces definiendo una fase preGSB
que facilmente superaba los 10 minutos de duracién. De esta forma, sugerimos que Dilp8 y Lgr3
probablemente no son imprescindibles para iniciar el PMP, pero son necesarios para permitir la continuidad
de las sucesivas fases de un PMP completo. En ausencia de Dilp8 o Lgr3, la esclerotizacién se ejecuta al
igual que animales salvajes (un programa paralelo activado por Ecdisona), pero sin desarrollar en simultaneo
el comportamiento motor que permite remodelar por completo la morfologia de una larva en pupa. Como
consecuencia, una vez que la cuticula esta endurecida, las pupas mutantes exhiben una forma alargada
definitiva, es decir, con una RA mayor a la de animales salvajes.

Entonces, es concluyente que la via de sefializacién Dilp8/Lgr3 es necesaria para la ejecucién del
PMP. Ademas, la idea de que la esclerotizacion y el PMP son programas paralelos es sustentado por el
hecho de que el pico de expresion de dilp8 asociado a la pupariacion es producido por la expresién del gen
dilp8 en la epidermis cuticular, posterior al estimulo por ecdisona (29). En otras palabras, la Ecdisona actla
sobre la epidermis activando el endurecimiento cuticular y, simultaneamente, la expresién de dilp8. Dilp8
es una sefial hormonal cuyo tejido diana es el cerebro, donde se une a receptores Lgr3 desbloqueando el
programa motor. De esta forma, Dilp8 actla como una sefial que coordina ambos programas, la

esclerotizacion y el remodelado corporal.

42



Esteban Silva — Tesis de Licenciatura en Ciencias Bioldgicas

Lgr3 es un receptor neuronal necesario que permite detectar la sefial de Dilp8 proveniente de la
epidermis y, acoplado a proteina G, responde ante la interaccion con Dilp8 activando en el SNC el circuito
neuronal implicado en el programa motor de pupariacion. Esto explica por qué, aunque existiera expresion
de dilp8, la falta de expresion de Lgr3 impide también el desarrollo de un PMP completo y, por ende, el
remodelado corporal. Se ha descripto que Dilp8, secretada desde los discos imaginales en respuesta al dafio
de los tejidos larvales, se asocia a Lgr3 en un par de neuronas bilaterales del cerebro de la larva
(denominadas neuronas PIL). Asi, Dilp8 modula la actividad de las glandulas enddcrinas que controlan la
transicion entre las etapas del desarrollo en D. melanogaster, retrasando el inicio de la metamorfosis cuando
los discos imaginales estan dafiados (30,31,32,35). Por ello, resultaria sugerente suponer que este mismo
grupo de neuronas también recibe la sefial de Dil8 para ejecutar el PMP. Sin embargo, al silenciar la
expresion de Lgr3 en las neuronas PIL, el desarrollo del PMP no resulta afectado (29).

Alternativamente, identificamos que Lgr3 es requerido en un grupo especifica de 6 neuronas (o un
subgrupo de ellas) para detectar la sefial de Dilp8 y desbloquear el PMP. Dicho grupo neuronal se encuentra
contenido en las poblaciones estudiadas mediante las inserciones 48H10 y 18A01. Estas inserciones
representan secuencias situadas rio arriba de Gal4 y reproducen parte del patron de expresion de Lgr3. Ante
el silenciamiento de Lgr3 por ARN de interferencia en los mencionados grupos neuronales (48H10>Lgr3IR
y 18A01>Lgr3IR), observamos que las larvas no sufren un acortamiento del cuerpo durante la pupariacion.
De hecho, visualizamos que el PMP quedaba bloqueado en el inicio de la fase preGSB al igual que animales
dilp8-/- y lgr3-/-. Entonces, Dilp8 no es detectable para la ejecucién del PMP completo cuando las
poblaciones neuronales 48H10 o 18A01 carecen de receptores Lgr3. En otras palabras, 18A01 y 48H10 son
poblaciones que incluyen a las neuronas Lgr3+ sensibles a Dilp8 durante la pupariacion.

Procedimos a estudiar la transicién de larva a pupa en la interseccion de dichas poblaciones (18 A01
N 48H10), es decir, en un grupo especifico de 6 neuronas que se encuentran presentes tanto en la poblacion
18A01 como en la 48H10. Para conocer la implicancia de este subgrupo neuronal en el desarrollo del PMP,
se promovid el silenciamiento de Lgr3 sélo en estas 6 neuronas (18A01 N 48H10>Lgr3IR). Aqui
demostramos que las 6 neuronas de la cuerda ventral tienen un rol clave en el desarrollo del programa motor.
Inicialmente, vimos que las pupas experimentales tienen una RA mayor, es decir que carecen de un
programa de remodela corporal y el consecuente acortamiento del cuerpo. Por ello, procedimos a describir
el PMP y observamos que, ante la ausencia de expresion de Lgr3 en este subgrupo especifico de neuronas,
las larvas no desbloguean el PMP maés alla de la fase preGSB. Nuevamente, este PMP consiste en un preGSB
defectuoso cuyas contracciones (cuando presentes) tienen una baja duracion y alto periodo, sin continuacién
de fases GSB y postGSB. Simultaneamente, observamos que la insercion 18AO01 tiene un efecto
caracteristico sobre el desarrollo del PMP. En este sentido, las lineas control 18A01-Gal4/+ y FIpC/18A01-
LexA expresan Lgr3 en las neuronas sensoras de Dilp8 para ejecutar el PMP completo, pero visualizamos

la ausencia de la fase GSB. El impedimento de 18 A01-Gal4 y 18A01-LexA para el desarrollo de la fase
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GSB no es consecuencia de la presencia de una insercion transgénica en el genoma ya que ambas
construcciones se encuentran insertas en sitios diferentes del genoma (18A01-Gal4 esta en el cromosoma 3
mientras que 18A01-LexA en el cromosoma 2). Esto sugiere entonces que la presencia de la secuencia
18A01, independientemente del sitio en el que esté insertada, bloquea la ejecucion del GSB. Ademas,
procedimos a medir la RA de las pupas con genotipo 18A01-Gal4/+ y FIpC/18A01-LexA y observamos que
la RA es similar a la de animales salvajes. Esto permite concluir que el GSB no tiene significativas
implicancias en el remodelado corporal ya que cuando dicha fase est& ausente, existe un acortamiento tipico
del cuerpo en la transicion larva-pupa. Entonces, el comportamiento motor detectado durante la fase GSB
parece estar exclusivamente implicado en la liberacion de una sustancia pegajosa desde las glandulas
salivales y la transferencia de esta sustancia por gran parte de la superficie ventral del animal permitiendo
la adhesion del pupario al sustrato.

En conclusion, resulta sugerente pensar que la sefial hormonal Dilp8 es especificamente requerido
en el grupo de 6 neuronas de la cuerda ventral, o un subgrupo de ellas, para ejecutar todas las fases del PMP
y, por ende, el remodelado corporal de larva a pupa. Dentro de este grupo, el soma de un par de neuronas,
denominadas MIL, se sitGan en la parte interna anterior del segmento toracico de la cuerda nerviosa mientras
que los somas de los 2 pares restantes de neuronas estan ubicadas a nivel posterior en la linea media ventral
de la cuerda nerviosa. La anatomia de estas neuronas no ha sido estudiada en detalle, pero un anélisis inicial
muestra que sus proyecciones se dirigen hacia los 16bulos cerebrales y no hacia la cuerda nerviosa ventral,
donde se alojan las neuronas motoras (29). Esto sugiere que las neuronas Lgr3+ que participan en el
remodelado corporal forman parte de un circuito neuronal extenso, comunicando la sefial dependiente de
Ecdisona proveniente desde tejidos periféricos con las neuronas que transmiten el patron ritmico de
contracciones musculares. Las neuronas Lgr3+ podrian controlar directamente la actividad de estas
neuronas o, alternativamente, modular la liberacion de neuropéptidos cuya accion es desencadenar cada una
de las etapas del PMP. Esta segunda posibilidad seria semejante a la cdscada de péptidos descripta durante
el proceso de ecdisis 0 muda, donde la hormona desencadenante de la ecdisis (ETH) activa neuronas
peptidérgicas al asociarse a receptores de ETH (ETHR). Consecuentemente, por activacién de ETHR se
promueve la sintesis directa de multiples péptidos, entre ellos la hormona de la eclosion (EH), CCAP
(Crustacean cardioactive peptide) y Bursicona, que ejecutan diferentes procesos implicados en la ecdisis
(39,40).

De igual forma, es relevante conocer como una Unica sefial proveniente desde la periferia (Dilp8)
es capaz de producir un comportamiento tan complejo como el PMP. Una posibilidad seria que la activacion
de Lgr3 es un evento suficiente para que se ejecute todo el programa motor, similar al fenémeno de ecdisis.
Aqui la hormona ETH es suficiente para activar a los receptores ETHR en el sistema nervioso central,
desencadenando la produccion de péptidos (EH, CCAP, Bursicona, etc.) funcionales al proceso de muda

(40). Alternativamente, cada fase secuencial del PMP podria desencadenarse en respuesta a umbrales
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incrementales de concentracion de Dilp8. En otras palabras, un umbral de Dilp8 puede desbloquear el inicio
del PMP (y por ende el desarrollo de la fase preGSB), pero umbrales crecientes serian necesarios para que
las fases consecutivas (GSB y postGSB) también sean ejecutadas. Previamente se detect6 que la expresion
de dilp8 aumenta a medida que transcurre el PMP, incrementandose su expresion hasta mil veces al finalizar
el programa (29). Entonces, procedimos a trabajar con un genotipo (-/dilp8™'°27) cuya expresion de dilp8
se encuentra reducida en un 30%. Contrastando el comportamiento de pupariacion de animales -/dilp8™"'00727
con animales salvajes, logramos evaluar si los umbrales crecientes de Dilp8 son necesarios para la
continuidad de todas las fases del PMP. Nuestros resultados sugieren que esta Gltima hipétesis es la correcta.

En primera medida vimos que los animales -/dilp8M'%72" desarrollan todas las fases del PMP.
Entonces, procedimos a estudiar las caracteristicas de las fases del PMP para identificar posibles alteraciones
en el PMP. Inicialmente vimos una fase preGSB defectuosa con un mayor nimero de contracciones, mas
cortas y dispersas que las de animales salvajes. Esto sugiere que la expresion disminuida de dilp8 permite
que se inicie el PMP, pero los niveles de expresién no son suficientemente altos provocando que las
contracciones preGSB sean defectuosas. Ademas, el tiempo que transcurre entre la Gltima contraccion
preGSB al inici6 de la fase GSB es mayor en animales -/dilp8™'%727, Posiblemente, no hay una ejecucion de
la fase GSB hasta tanto no se alcance un umbral critico de concentracion de dilp8 y por ello, los animales
con expresion disminuida de dilp8 demoran mas tiempo en alcanzar dicho umbral. También, en animales
mutantes -/dilp8M'%727 |a fase postGSB presenta contracciones de muy corta duracion y no logra
desarrollarse por completo. Nuevamente, esto sugiere que la expresion disminuida de dilp8, a pesar de ir en
incremento, ocasiona que las contracciones de la fase postGSB sean defectuosas. Ademas, no pudimos
diferenciar las fases 1y 2 postGSB en animales -/dilp8M'%727, Sugerimos que la etapa postGSB observada
en la mayoria de los mutantes hipomorfos puede representar una fase 1 defectuosa. En este sentido, los
niveles de Dilp8 no alcanzarian el umbral necesario para desbloquear la ejecucion de la fase 2. Esto nos
permite pensar a las fases del PMP como unidades discretas, independientes unas de otras. Es decir, no seria
necesario el desarrollo de la fase preGSB para que ocurra la fase GSB, asi como esta Gltima no seria
necesaria para gque se desarrolle el comportamiento postGSB. La progresion en forma secuencial de las
diferentes fases del PMP podria estar definida porque cada una de estas requiere un umbral critico de
expresion de dilp8 diferente. Menores concentraciones de Dilp8 ejecutarian la fase preGSB y luego, siendo
la concentracion de Dilp8 incremental en el tiempo, se alcanzaria el umbral critico para el desarrollo de la
fase GSB y postGSB.

En definitiva, a pesar de que las fases preGSB, GSB y postGSB se estén ejecutando en animales
mutantes hipomorfos -/dilpgM'%727  |as fases son incompletas, su ejecucion puede estar demorada y las
contracciones repetitivas son defectuosas. Entonces, para poder entender como Dilp8 puede ejecutar un
comportamiento innato ordenado, es verosimil que Dilp8 podria estar actuando como un neuromodulador,

modificando la actividad de la red neuronal ejecutante del PMP. Es conocido que los neuromoduladores
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pueden estimular la produccion de segundos mensajeros uniéndose a receptores de proteina G y cambiar las
propiedades intrinsecas de las neuronas (41). En otras palabras, la excitabilidad neuronal u otras propiedades
como la fuerza de la sinapsis de las neuronas Lgr3+ ejecutantes del PMP podria estar modulada por Dilp8.
Ademas, se sabe que ciertos patrones ritmicos y comportamientos innatos dependen de la presencia de
niveles especificos de un neuromodulador y las variaciones en su concentracion pueden alterar en mayor o
menor medida dicho patrén o comportamiento (42). En consecuencia, podemos plantear que en animales
mutantes -/dilp8M%72" |as neuronas Lgr3+ reciben una sefial débil de Dilp8, desencadenando que la
propagacion de sinapsis nerviosas (o la liberacion de otros neuromoduladores), a través de la red neuronal
ejecutante del PMP, resulten disminuidas.

En conclusion, describimos una red molecular concreta para el desarrollo del PMP: Ecdisona
necesaria para la expresion de dilp8 en la epidermis cuticular de larvas L3y la consecuente activacién de
receptores Lgr3 por parte de Dilp8 (proveniente de la epidermis) en un grupo de 6 neuronas (18A01 N
48H10) del SNC de la larva. Mas aun, en la transicién larva-pupa es necesario un incremento de la expresion
de dilp8 para que la red neuronal ejecutante del PMP permita el desarrollo de todas sus fases, con
contracciones repetitivas completas y, finalmente, previo a la concrecion de la esclerotizacion cuticular, se

realice el remodelado corporal.
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