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Resumen

El suefio es una caracteristica presente en gran parte de los animales,
necesario para la consolidaciéon de la memoria y la regulacion de los ciclos
hormonales. En Drosophila melanogaster, el control del suefio ocurre de manera
similar al humano, existiendo genes ortdélogos que controlan este comportamiento
entre ambas especies. Existe una variacién fenotipica de los patrones de suefio
dentro de la poblacion que es principalmente explicada por el distinto fondo genético
de los individuos, y que ademas se ven afectados por cambios en el ambiente,

revelando una interaccion entre el genotipo y la dieta.

El desarrollo del SNC de Drosophila melanogaster durante el periodo larvario
se puede dividir en las etapas proliferativa y neurogénica. La etapa proliferativa, es
sensible a los cambios nutricionales, por lo que una restriccion nutricional prenatal,
afecta el numero de células madres neurales disponibles, pudiendo afectar la
morfologia de las estructuras y por lo tanto los comportamientos controlados por ellas

en el individuo adulto.

Nuestros resultados muestran que existe una variacion fenotipica en los
patrones de suefio tanto en los individuos que se desarrollan en dieta normal como en
restriccidn nutricional prenatal. Ademas, existen diferencias significativas entre los
individuos por efecto de la dieta en suefio total, suefio nocturno, actividad, duracion
promedio de episodios de suefio nocturno y latencia. Ademas, existe dimorfismo
sexual en todos los fenotipos analizados, excepto duracion promedio de episodios de
suefio nocturno. En esta tesis se demostré que existen diferencias en un panel de
lineas isogénicas en respuesta a la restriccion alimentaria, evidenciando un efecto de
interaccién entre el genotipo y la dieta que explica hasta un 15% de la varianza

fenotipica.



Abstract

Sleep is a behavior broadly distributed in animals and is necessary for memory
consolidation and hormonal cycle regulation. In Drosophila melanogaster and humans,
sleeping is controlled by orthologue genes. The phenotypic variation of sleep patterns
is affected by the different genetic backgrounds of each individual and by

environmental changes, revealing the interaction between genotype and diet.

Development of the SNC of Drosophila melanogaster during larval stage can be
divided in a proliferative stage and a neurogenic stage. The proliferative stage is
sensitive to nutritional changes; consequently, pre-natal undernourishment diminishes
the pool of neural stem cells, affecting the morphology of brain structures and,

concomitantly, the different behaviors controlled by these structures.

Our results show that there is a phenotypic variation in the sleeping patterns in both,
individuals that developed in a control diet and the ones subjected to pre-natal
undernourishment. Additionally, there are significant differences between everyone,
due to the effect of the diet, in total sleep, nocturnal sleep, activity, night average bout
length and latency. Furthermore, each analyzed phenotype shows sexual dimorphism,
except night average bout length. This thesis shows that there are significant
differences in sleeping parameters in an isogenic Drosophila reference panel in
response to dietary restriction, revealing the interaction between genotype and diet,
showing that for nocturnal sleep, up to a 15% of the phenotypic variance can be

explained by the genotype-diet interaction



Introduccidén

El dormir es una conducta necesaria que esta presente en todo el reino animal
y es variable inter- e intra-especies (Pack and Pien 2011). El suefio tiene funciones de
caracter fisiolégico, que incluyen la consolidacion de memoria y regulacién de ciclos
hormonales (Cirelli and Tononi 2008). En Drosophila melanogaster también se han
descrito estas funciones y los genes y moléculas asociadas a ello (Fig. 1) (Potdar and

Sheeba 2013).

Las alteraciones del suefio se producen por diversas causas y tienen un alto
impacto en la salud humana. Individuos con narcolepsia pueden experimentar pérdida
de control muscular y alucinaciones, interfiriendo la actividad diaria (Sehgal and
Mignot 2011). El sindrome de piernas inquietas y la apnea obstructiva del suefio
causan somnolencia diurna y una disminucion del desempefio cognitivo (Breslau et al.
1996; Liu et al. 2015). Suefio pobre y desérdenes del suefio son factores de riesgo
para otras patologias, tales como, obesidad, presion alta, patologias cardiovasculares

y depresion (Breslau et al. 1996; Cirelli and Tononi 2008; Liu et al. 2015)
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fisiologia reproductiva. Las moléculas involucradas en cada proceso estan al lado de

cada funcion, las que poseen el mismo color estan involucradas en mas de un

proceso. Las flechas en ambos sentidos, muestra que ambos procesos pueden ser la

causa y efecto de alguna alteracion fisiol6gica. Alteraciones durante el desarrollo tiene

un efecto en el suefio durante la etapa adulta de Drosophila. Modificado de (Potdar

and Sheeba 2013).



En humanos y en Drosophila melanogaster, se han descrito una serie de
fenotipos asociados al suefio, que hacen referencia a una serie de variables
cuantificables, caracterizando el suefio en un individuo. Estos son duracién del suefio,
namero de episodios de suefio, duracion promedio de episodios de suefio, actividad y
tiempo requerido para dormirse (Harbison et al. 2013). Todos estos patrones estan
regulados e insertos en el denominado ciclo circadiano, el cual es un ciclo biol6gico
gue regula las funciones fisiol6gicas diarias de un individuo. En humanos y en
Drosophila la duracion de este ciclo es de aproximadamente 24 horas (24,18 hrs)
(Young 2004). Este ritmo biologico esta controlado en el nucleo supraquiasmatico
cerebral, donde cada célula expresa genes encargados de regular este ciclo (Young
2004) activando una via de sefalizacion mediada por TGFa y ErbB-1(Foltenyi et al.
2007). En Drosophila, un tiempo mayor a 5 minutos de inactividad esta definido como
sueiio (Shaw and Cirelli 2000). En esta especie, el suefio esta controlado por
diferentes vias de sefalizacion en las que participan neuronas del par intercerebralis,
mushroom bodies, fan-shaped body vy tritocerebro (Potdar and Sheeba 2013), siendo
mediado por monoaminas, octopamina, GABA y ErbB-1(Foltenyi et al. 2007; Masek

and Keene 2012; Ueno et al. 2012; Potdar and Sheeba 2013) (Fig. 2) (Fig 3.).



Figura 2. Representacion de estructuras del SNC que regulan el suefio y
excitacion en Drosophila melanogaster. La ilustracion representa un corte
rostral de un cerebro adulto de D. melanogaster. MB: Mushroom Body, FB: Fan-
Shapped Body, EB: Ellipsoid Body, PPL1/PPM3 DA: Neuronas dopaminérgicas, PI:
Pars Intercerebralis, I-LNv/s-LNv: Neuronas ventrales laterales, largas y cortas, ExFI2:
Neuronas laterales tipo F. Los sitios inhibidores de suefio de MB, Pl y neuronas |-LNv
promueven la vigilia. Las pequefias neuronas laterales ventrales (s-LN v) se arborizan
en la vecindad de PI, lo que sugiere posibles modos de comunicacion entre los dos
grupos LN v vy el resto del circuito. El cuerpo elipsoide (EB) es un centro superior

involucrado en la excitacion mediada por el estrés. Las células ExFI2 envian
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proyecciones postsinapticas hacia el Fan-Shaped Body (FB), y estas células producen
suefio. Las neuronas dopaminérgicas pertenecientes al grupo PPL1 y / o PPM3

inhiben el FB para promover la excitacion. Modificado de (Potdar and Sheeba 2013)
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Figura 3. Organizacién del circuito de suefio dependiendo de la hora del
dia. Las lineas solidas y discontinuas representan rutas conocidas y putativas,
respectivamente. Los circulos sombreados verdes y azules representan las
moléculas promotoras de la excitaciéon y del suefio, respectivamente. Durante el

dia, cuatro caminos diferentes se conocen para promover la excitacion. Las



neuronas de dopamina PPL1 / PPM3 (DA) inhiben el Fan-shapped Body FB que
promueve el suefio y pueden tener un efecto mas directo en la excitacion. La luz
actla sobre neuronas largas ventrales (I-LN v), que también recibe sefiales de
dopamina (DA) y octopamina (OA) para promover la excitacion. OA también
promueve la excitacion mediante la estimulacién de un subconjunto de neuronas
del Par Intercerebralis (Pl). Los Iébulos a / B de los Mushroom Bodies (MB)
promueven la activacién del circuito a través de la sefalizacion de AMPc
sefalizacion inhibiendo el suefio. Estas estructuras de los MB y el Pl podrian
interactuar con |-LN v via s-LN v, y entre si a través de mecanismos aun
desconocidos. Durante la noche, FB puede promover el suefio mediante la
inhibicion de la estimulacion de neuronas DA PPL1 / PPM3. Aunque I-LNv todavia
puede recibir una sefial de activacion de la DA, la excitacion se inhibe por la
accion inhibidora de GABA sobre I-LNv. Es posible que las neuronas GABAérgicas
envien sefales inhibitorias a la I-LNv durante el dia. También el MB y el PI
promoveria el suefio por diversos mecanismos y vias de sefializacion. Sin
embargo, el sitio de promocion del suefio en los MB podria promover el suefio
mediante la inhibicion de la inhibicién del suefio sitio a través de la serotonina (5-
HT), mientras que el Pl puede promover el suefio mediante la inhibicion de la
excitacion de neuronas asociadas al PI, mediante moléculas que adn son

desconocidas. Modificado de (Potdar and Sheeba 2013)



En cuanto a la duracion, puede prolongarse incluso la mitad del ciclo circadiano
normal que dura 24 horas (Shaw and Cirelli 2000). En los periodos de suefio, los
individuos de esta especie disminuyen su actividad cerebral, teniendo una casi nula
respuesta a los estimulos externos (Cirelli and Bushey 2008). La duracion del suefio
en Drosophila, es influenciada por el sexo, durmiendo mas los machos durante el dia
y las hembras durante la noche (Zimmerman et al. 2012) (Fig 4). Al igual que en
humanos, en Drosophila, se producen fendmenos de compensacién debido a
privacion del suefio. Es decir, individuos que son inducidos a no dormir, tienden a
presentar mayor somnolencia en la siguiente fase del ciclo circadiano (Huber et al.
2004). Ademas, alteraciones o modificaciones a genes que regulan el ciclo circadiano,
impiden a individuos concretar el suefio, similar a lo que ocurre en humanos, cuando
existe alguna lesion del nucleo supraquiasmatico cerebral (Shaw and Cirelli 2000).
También en Drosophila existe una sensibilidad a farmacos y drogas, modificando el
tiempo de suefio (Shaw and Cirelli 2000). Otro fendmeno observado en Drosophila, es

la disminucion del tiempo de suefio con la edad (Fig.5).
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Fig 4. Suefio en Drosophila melanogaster.
Duracion total del suefio en individuos adultos de Drosophila, medido en una linea WT
Canton S. Machos duermen significativamente mas que las hembras durante el dia,
mientras que las hembras duermen significativamente mas que los machos durante la
noche. Modificado de Genetic Fondo Has a Major Impact on Differences in Sleep
Resulting from Environmental Influences in Drosophila. John E. Zimmerman et al

(2011).
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Fig 5. Suefio segun edad en Drosophila melanogaster.

Duracion total del suefio segun edad de Drosophila, medido en una linea WT Canton
S. Individuos jovenes (10 dias de edad) duermen significativamente mas que
individuos de edad avanzada (>56 dias de edad). Modificado de Zimmerman et al

(2011).
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Los genes que regulan el ciclo circadiano y la duracion del suefio en Humanos,
también han sido descritos en Drosophila melanogaster (Tabla 1). En cuanto a la
regulaciéon de los patrones del suefio, genes humanos también poseen sus
homoélogos en Drosophila, entre ellos: los genes involucrados en la somnolencia
diurna (Kornum et al. 2011), hora habitual de acostarse (Kornum et al. 2011), duracion
del suefio (Kornum et al. 2011), narcolepsia (Dauvilliers et al. 2004; Winkelmann et al.
2007; Cvetkovic-lopes et al. 2010; Kawashima et al. 2010; Lim and Scammell 2010;
Toyoda et al. 2010), sindrome de piernas inquietas ( Gottlieb et al., 2004; Schormair et
al., 2008) y apnea del suefio (Gottlieb et al., 2004) (Tabla 2). De esta manera, estudiar
los desordenes del suefio en esta especie es de gran utilidad para comprender los

mecanismos normales y alterados en la especie humana.

Tabla 1. Genes involucrados en la regulacion del ciclo circadiano. Genes humanos y

sus homologos en Drosophila melanogaster.

Gen Humano Homologo Drosophila
CSNK2A1 Ckllalpha
Period (PERL, 2y 3) Period (per)
Timeless (hTim) Timeless (tim)
hCLOCK Clock (Jrk)

12



Tabla 2: Genes involucrados en la regulacién de suefio. Genes humanos y sus

homadlogos en Drosophila melanogaster. Modificado de Harbison et al. (2013).

Rasgo o desorden del

Sueio

Somnolencia Diurna

Hora usual de
acostarse
Duracion del Suefio

Narcolepsia

Sindrome de piernas
inquietas

Apnea del suefio

Gen Humano

PDE4D
EYAl

OPCML

NCOA7
P2RY11
TRIB2
Dscam

MEIS1

ApoE

Gen D. melanogaster

dunce (dnc)
eyes absent (eya)

CG31646

1(3)82Fd

peter pan (ppan)
tribbles (trbl)
Dscam

homothorax (hth)

nudE

13



Variacion fenotipica de los patrones del suefio

En Drosophila, al igual que en humanos, existe una variacion fenotipica en los
patrones del suefio, la cual est4d determinada en su mayoria por componentes
genéticos por sobre los ambientales (Zimmerman et al. 2012), es decir esta variaciéon
fenotipica se refiere a las diferencias cuantificables entre los patrones de suefio entre
individuos de una misma especie. Este componente genético, afecta o regula la
expresion de vias a nivel del SNC que modulan los patrones del suefio tanto en
condiciones normales como patolégicas (Harbison et al. 2013). En Drosophila la
variacion fenotipica de los patrones del suefio dada por los componentes genéticos
fue estudiada por el grupo de Trudy Mackay. (Harbison et al. 2013). Utilizaron un
panel de 200 lineas isogénicas secuenciadas que representan la variacion genética
de una poblacion natural de Drosophila melanogaster, denominado DGRP (Mackay et
al. 2012). Dado que se conoce la secuencia, las tasas de mutaciones y SNPs de cada
una de estas lineas, se puede estudiar la variacion fenotipica de algun caracter y
como el ambiente influye en esta. Los resultados nos muestran rangos de tiempo
promedio de suefio entre 122 a 689 minutos en hembras y 278 a 703 minutos en
machos durante la noche. El suefio diurno varia entre 94 y 640 minutos en hembras y
entre 120 y 682 minutos en machos entre lineas (Fig. 6). Ademas, el suefio es
variable entre los individuos de una misma linea, variabilidad que aumenta en las
lineas que tienen promedio de suefio menor (Fig. 7). Todos estos resultados son en

base a un ciclo circadiano de 24 horas, en una proporcion de luz/oscuridad de 1:1.

14
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Fig. 6. Variacion Fenotipica de Patrones del Suefio en Drosophila. (Machos,
celeste; Hembras, Morado) (a-d) Histograma de los promedios para la duracién del
suefo. a) Suefo nocturno. b) Diferencias en suefio nocturno entre machos y hembras
c) Sueiio Diurno. d) Diferencias en suefio diurno entre machos y hembras. (e-h)
Histograma de numero de episodios de suefio. e) Episodios de suefio nocturno. f)
Diferencias en episodios de suefio entre machos y hembras. g) Episodios de suefio
diurno. h) Diferencias en episodios de suefio entre machos y hembras (i-j) Histograma
de actividad. i) Actividad por tiempo despierto. j) Diferencia en actividad entre machos
y hembras. En este estudio, asignaron aleatoriamente los ambientes a cada linea, por
lo cual la varianza ambiental fue reducida al minimo. Es por esto que las diferencias
son asignables a la varianza genotipica entre las lineas. Modificado de Harbison et al.

(2013).
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Disminucién del Suefio

0 200 400 600
Suefio Nocturno (min) Suefio Diurno (min.)

Fig. 7 Influencia del genotipo sobre la variabilidad individual en la duracion
del suefio a) Duracién del suefio noche-dia para cada individuo por linea. Machos —
puntos azules / Hembras — puntos morados. Barras grises representan el rango de la
duracion del suefio, y la linea vertical negra, represental las lineas de mayor a menor

duracion del suefio. Modificado de Harbison et al. (2013).
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Nutricién y Suefio

El ambiente juega un rol muy importante tanto en el desarrollo como en la
mantencion de los procesos fisiolégicos de los individuos. Cuando el ambiente es
alterado, es necesario que los individuos se adecuen a estos cambios, pudiendo
alterar la fisiologia normal del individuo, con modificaciones en su conducta o en sus

organos internos.

El sistema nervioso central (SNC) es altamente sensible a los cambios del
ambiente, tales como la nutricion, el ejercicio y las drogas (Spéder et al. 2011). En el
caso de la nutricion, una dieta baja en nutrientes afecta severamente algunas
funciones cerebrales, tales como la memoria, la neurogénesis y el aprendizaje
(Gottlieb et al. 2007). Cuando los desordenes alimenticios o dietas restrictivas ocurren
en la etapa prenatal producen un crecimiento fetal deficiente y un permanente mal
funcionamiento del SNC, incluyendo desordenes neurolégicos y un temprano
comienzo de la disminucion de la cognicion (St. Clair and He 2005; Xu et al. 2009;
Rapoport et al. 2012) Todas estas alteraciones a nivel prenatal se expresan en la
etapa adulta incluyendo gran variedad de desérdenes neuroldgicos (de Rooij et al.
2010). Asi mismo una malnutricién prenatal en humanos aumenta al doble el riesgo
de padecer esquizofrenia (Rehn et al. 2004). En esta patologia se presentan sintomas
como las alucinaciones, pérdida de capacidad cognitiva, emociones Yy
comportamientos alterados, etc. Asi también el suefio se afecta, teniendo estos
pacientes cuadros de insomnio (Furukubo-Tokunaga 2009; Lumey et al. 2011; Shao

et al. 2011; Calcagno et al. 2013).

18



Tal como en humanos los problemas de nutriciébn provocan alteraciones en la
conducta y patrones del sueiio en Drosophila. Durante el desarrollo de SNC de
Drosophila melanogaster, se pueden diferenciar 2 etapas, una proliferativa y otra
neurogénica (Lanet and Maurange 2014) (Fig. 8). La fase proliferativa es sensible a la
cantidad de nutrientes disponibles para la proliferacion de las células madres
neuronales, por lo cual, un individuo sometido a restriccién nutricional tendrd una
menor tasa de proliferacion (Lanet & Maurange, 2014). La etapa neurogénica en
cambio, es independiente de la dieta, por lo que ocurre una diferenciacion de los tipos
celulares presentes en el SNC a partir de las células madres neurales (Lanet and
Maurange 2014). De esta manera, se privilegia la mantencion de los tipos celulares,
por sobre la cantidad de neuronas, por lo que el individuo es viable y termina su

desarrollo (Lanet and Maurange 2014).
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Figura 8: Plasticidad del desarrollo del I6bulo 6ptico de Drosophila melanogaster de
larvas sometidas a restriccion nutricional. En la etapa proliferativa ocurre una
expansion del neuroepitelio (NE) que es dependiente de la dieta. En condiciones de
restriccion nutricional (RN) durante el periodo larvario, una cantidad reducida de
sefales nutricionales da cuenta de la expansion del NE vy, en Ultima instancia, a un
reducido grupo de células madre neurales. Las células NE proliferantes estan
representadas por rectangulos que contienen un huso mitético (forma de diamante).
La induccién de la conversion neuroepitelial a neuroblastos posterior a haber
alcanzado la masa critica critico puede asegurar que los neuroblastos se beneficien
de almacenes nutricionales enddgenos, lo que permite la integridad de la linea bajo

RN. A la derecha, las neuronas producidas por los neuroblastos medulares estan

representadas en los l6bulos épticos de la Cerebro adulto en condiciones normales o
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déficit dietario. Bajo RN, los numeros neuronales se reducen, pero su diversidad se
conserva. La retina se representa en rojo y se reduce a proporciones similares.

Modificado de Lanet & Maurange (2014).
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Figura 9: Las poblaciones de moscas duermen mejor con comida completa.
Perfiles de suefio para las poblaciones de hembras (A) y machos (B) de diferentes
alimentos. C Cuantificacion total de suefio. D actividad mientras se estd despierto. E
Numero de episodios de suefio.F Duracion de episodios de suefio, G Latencia. Las
hembras se durmieron mas rapido con alimento completo que solo con agar-
sacarosa, mientras que los machos exhiben latencias similares en ambos medios de
alimentos. n = 8 grupos para todas las condiciones. ZT, tiempo Zeitgeber; F, hembra;

M, masculino. Modificado de Liu et al. (2015)

En esta especie, se han observado cambios significativos en los patrones del
suefio en, estudios en donde se ha evaluado la calidad del alimento (Fig. 9)
(Zimmerman et al. 2012). Estos estudios se basan en la comparacion de dietas
balanceadas entre proteinas y carbohidratos con otras basadas solo en carbohidratos.
Machos y hembras duermen significativamente menos durante el dia con una dieta
compuesta solo por sucrosa (Zimmerman et al. 2012). Sin embargo, se desconoce
como los cambios producidos por una restriccion nutricional durante el desarrollo
afectan los comportamientos de los adultos de Drosophila melanogaster, en especial
el suefio, y también se desconoce si el fondo genético de los individuos es capaz de

modificar el efecto de una dieta restrictiva de nutrientes sobre este comportamiento.

Para responder a esta pregunta, se utilizara un modelo de restriccion
nutricional durante el estadio larvario en individuos de Drosophila melanogaster con
distinto fondo genético, utilizando lineas isogénicas de una poblacion denominada
DGRP. DGRP consiste en mas de 200 lineas derivadas de una unica poblacién no
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consanguinea, obtenidas luego del apareamiento endogamico de cada linea durante
20 generaciones. DGRP contiene una muestra representativa de la variacion genética
Drosophila, tiene un mapa de recombinacion adecuado para la localizacion precisa de
variantes causales, y tiene informacion casi completa de la secuencia eucromatinica.
Del total de lineas, se utilizaron 20 lineas de un subgrupo denominado core 40,

descrito por Ayroles et al. (2009).

En conclusién, el objetivo de esta tesis sera determinar el efecto de la
interaccion genético-nutricional prenatal sobre la variacion de los patrones del suefio

de individuos adultos de Drosophila melanogaster.
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Hipotesis
La variacion genética de Drosophila melanogaster modifica el efecto de la

restriccion prenatal de nutrientes en los patrones de suefio de los adultos.
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Objetivos

Objetivo General
+ Determinar el efecto de la interaccion genético-nutricional prenatal sobre la
variacion de los patrones del suefio de individuos adultos de Drosophila

melanogaster.

Objetivos Especificos
1. Establecer un protocolo de restriccion nutricional prenatal y observar su efecto
en el desarrollo y viabilidad de 20 lineas isogénicas del DGRP.
2. Evaluar los patrones del suefio de individuos adultos en 20 lineas isogénicas
del DGRP con y sin restriccion nutricional prenatal.
3. Determinar efectos genéticos, nutricionales y de interaccion en los patrones de

suefo entre las distintas lineas DGRP
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Materiales y métodos

Unidad de observacion

Se utilizaron ejemplares de 20 lineas distintas de adultos DGRP de Drosophila
melanogaster. Esta especie posee los siguientes cromosomas: 2L, 2R, 3L, 3R y X.
Estos individuos fueron mantenidos en viales con dieta control o diluida segun
corresponda, mantenidos en ciclos de luz- oscuridad de 12 horas y a 25 grados para

facilitar su cruza y eclosion.

Criterios de seleccion

Se recolectaron individuos adultos de 3-7 dias de edad. Las condiciones que se
utilizaron son las establecidas en el laboratorio de Genética del desarrollo de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, a 25° C, en condiciones de

luz/oscuridad de 1:1.
The Drosophila melanogaster Genetic Reference Panel (DGRP) 2*

Este proyecto nacié como una comunidad con el fin de investigar genética de
poblaciones y rasgos cuantitativos. DGRP consiste en mas de 200 lineas derivadas
de una Uunica poblacion no consanguinea, obtenidas luego del apareamiento
endogamico de cada linea durante 20 generaciones. DGRP contiene una muestra
representativa de la variacion genética Drosophila, tiene un mapa de recombinacion
adecuado para la localizacion precisa de variantes causales, y tiene informacién casi
completa de la secuencia eucromatinica. DGRP es una herramienta poderosa para
reducir rapidamente el espacio de busqueda de variantes moleculares que afectan a

los rasgos cuantitativos de todo el genoma, a polimorfismos y genes candidatos. Del
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total de lineas, se utilizd un subgrupo denominado core 40, descrito por Ayroles et al.

(2009) consistente en 20 de estas lineas (Anexo 1).

Consideraciones éticas

Este protocolo esta aprobado segun la reglamentacion de la Comision de Etica
de la investigacién en Animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
y su protocolo estd integrado en el proyecto Conicyt “Drosophila Ring in

Developmental Adaptations to Nutritional Stress (DRiDANS)”.

Tamafo muestral
De acuerdo al protocolo usado en Harbison et al. (2013), se utilizaron 8

individuos de cada sexo y cada linea para estudiar los patrones de suefio y actividad.
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Técnicas y métodos utilizados
Dieta: De acuerdo a Bass et al. (2007), se realizaron distintas diluciones (0,5x; 0.2x;
0,1x) de la dieta normal que ellos proponen (Tabla 3). Se realizard un ANOVA con test

de Dunnett para comprobar las diluciones y el control.

Tabla 3 Receta para dieta estandar o control por un Litro

Levadura de Cerveza 100 g
Glucosa 5009

Agar 159

Ac. Propionico 6 mi
Nipagin 30 mi

Protocolo de obtencion de individuos.

Se seleccionaron 40 hembras y 20 machos por cada linea y fueron puestos en
botellas para que se desarrollara la ovoposicion durante 4 dias. Luego se recolectaron
nuevos adultos para realizar el procedimiento de 48 horas de ovoposicion en dieta
normal. El ciclo completo de desarrollo dura alrededor de 10 dias para dieta control y
14 dias para comida baja en nutrientes. De esta manera, se sincronizo la eclosién en

ambas condiciones.
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Cuantificacién de fenotipos

La actividad de las moscas se midi6 con un sistema automatizado para evaluar
su transito por unidad de tiempo. Para realizar esta medicion se utilizé Drosophila
Activity Monitoring System (DAMs5) de Trikinetics. Este método consiste en una base
con 32 canales, en donde cada canal tiene un tubo de vidrio de 5 mm de diametro con
un sistema infrarrojo central en los cuales se puso un individuo por cada tubo
(Harbison et al. 2013) (Fig. 10) con una comida estandar agar-sucrosa al 5%. Las
moscas fueron previamente anestesiadas con CO.. Este estudio se realiz6 para cada
linea isogénica en ambas condiciones de alimentacion. Los individuos se analizaron
en dos ciclos, uno de 12 horas de luz y otro de 12 horas de oscuridad, durante 4 dias.

El andlisis de datos se hizo en el programa PySolo.

Infrared beams food
—1

( St} ) 5\rVnm I@D
A =

9‘ 65 mm ‘<

Figura 10. Sistema DAMs Trikinetics. Consiste en 32 tubos de 5 mm de diametro, y 65

mm de largo. En el centro, posee un sensor infrarrojo que detecta el movimiento del

individuo.
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Fenotipos Evaluados

Actividad: Se refiere al niumero de veces en que el individuo cruza el sensor
infrarrojo, dividido por el tiempo en que esta despierto. La actividad fue medida en
cada hora en tiempo de Zeitgeber: 0-12 horas etapa de luz / 12-24 horas etapa de

oscuridad.

Latencia: Se refiere al tiempo en que un individuo demora en comenzar un

periodo de suefio.

Duracion del sueio: tiempo de inmovilidad mayor a 5 minutos. Esta medicion
se hizo en individuos machos y hembras, en ciclos de luz/oscuridad 1:1, para ambas
condiciones nutricionales. Se sumaron todas las mediciones para obtener la duracion

total del suefio. Se medira ademas el suefio diurno y nocturno.

Numero de periodos de suefio (NES): Se refiere a la cantidad de veces
durante el dia en que el individuo entra en un lapso de suefio. Estos calculos se
hicieron por linea y sexo, ademas del numero por suefio diurno (NESD) vy

nocturno(NESN).

Promedio de periodos de suefio (PES): Se obtuvo un promedio de la
duracion de todas las veces que duermen los individuos. Estos calculos se hicieron

por linea y sexo, ademas del promedio por suefio diurno (PESD) y nocturno (PESN).
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Andlisis Estadistico

Se recolectaron los datos en Microsoft Excel. Todos los célculos se realizaron
en R (R Core Team, 2016). Se estimaron medias para cada variable estudiada. Se
realizé el andlisis de la varianza (ANOVA). Se utilizaron dos modelos estadisticos, el
primero se ajustd de forma separada en cada el sexo que incluye solo interacciones
dobles. El segundo modelo contiene el sexo como factor, por lo que ademas incluye

una interaccién triple. Estos modelos se aplicaron para los 9 fenotipos estudiados.

Modelo 1: Yii=u + D;i + Lj + DXLjj + ejji

Modelo 2: Yju=u + D; + Lj + Sk + DxLjj + LxSjk + DxSix + DXLxSijk + eijui

Donde D; corresponde al efecto de la Dieta, L;de la linea, Sk del sexo, DxLj, LxSji, DxSix

y DxLxSjjk son los efectos de interaccion doble y triple, y eju €l error.

El Modelo 1 se utilizdé para estimar los componentes de varianza o.?, oox.? y 0¢? para
cada sexo. El modelo 2 se utilizO para estimar la significancia de cada efecto,
marginal y de interaccion, mediante ANOVA. Para realizar estos analisis, se estimaron

las siguientes sumas de cuadrados:
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Modelo 1 Modelo 2

555=grz (¥..—¥..)7 551::=5ng (¥ =7 .. )?
i i

"

SSL=dr Z (¥;. —7.. ) SSL= sdrz (¥;.. =7 .. )
i i

S5E = Z Z Z Vit — ¥ijy 555 = dHT"Z (Fier- =7 )"
i i l k

5= 5 5 3 onesin
i j k i

En donde SSD la suma de los cuadrados por Dieta, SSL es la suma de
cuadrados entre lineas, SSS es la suma de cuadrados entre sexos y SSE la suma de
los cuadrados del error. La constante k corresponde al nimero de sexos (2), d es el
namero de dietas, g es el niumero de lineas, y r es el numero de réplicas por linea por

S€eXO0.

La estimacién de los componentes de varianza fenotipica se realiz6 por el
método de los cuadrado medios. Se estimé la varianza genotipica o; , la varianza del
genotipo debido al tratamiento o5,; y la varianza del error oz a partir del despeje de
las ecuaciones para la esperanza de los cuadrados medios [E(M.S.) por su sigla en

inglés] indicadas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Tabla ANOVA, en la cual se muestran las esperanzas de los cuadrados

medios para el Modelo 2.

Grados de libertad M.S E(M.S)
Dieta d—1 55D 24 gl 4 Z a’
Oe LT gar a—1
Lineas g-—1 SSL o’ +rop,, + drof’
DxL (d—1)(g— 1) SST—SSD—SSL of+roi,;
Error dg(r — 1) SSE ol

Para determinar la significancia de cada factor en el Modelo 1 se estimo el estadistico

F y el Valor-P y se considerd un 95% de significancia.

Se realizé la estimacion de la heredabilidad en sentido amplio para cada
variable y el indice de interaccidon genético-ambiental, para medir los efectos de la
dieta segun cada genotipo, por sobre el efecto marginal de la dieta. La varianza
genotipica, varianza genotipica dada por el tratamiento y la varianza del error fueron
estimadas a partir del modelo ANOVA. En este caso, debido a la utilizaciéon de lineas
isogénicas, que provienen de 20 generaciones de endogamia, se atribuye la varianza
entre grupos a componentes genéticos, ademas de que los efectos ambientales se
espera que se distribuyan aleatoriamente entre lineas, por lo que el efecto de que el

ambiente haya favorecido a alguna linea se desprecia.
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La heredabilidad en sentido amplio se estimé con la siguiente formula:

"
r

gL

HY=——— 5
Of + Opyy T 0

Adicionalmente, definimos un indice de la varianza debida a interaccion genético-
ambiental (1) como:

OpxL

fz = 2 H H
Of + Opy + O
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Resultados

1. Establecer un protocolo de restriccion nutricional prenatal y observar su
efecto en el desarrollo y viabilidad de un grupo de lineas isogénicas del
DGRP.

Si bien, la dieta estandar en que son mantenidos los stocks de Drosophila en el
laboratorio es en base a levadura de pan, en esta tesis se utilizé levadura de cerveza,
debido a que reportes de la literatura, demuestran una mayor efectividad de este tipo
de levadura para estudios de restriccion nutricional (Bass et al. 2015). Esto, debido a
gue favorecen la ovoposicion y el desarrollo de los individuos. En la Tabla 4 se
muestran las diluciones para 1 litro de la dieta control usadas para establecer el
protocolo de restriccion nutricional. Los otros ingredientes de la dieta, Nipagin (30 ml),

Acido Propiénico (6 ml) y Agar (13 gr), permanecieron constantes en ambas dietas.

Tabla 5: Protocolos de dilucion de dieta control

Ingrediente Dilucién 1x (control) 0.5x 0.2x 0.1x
Levadura de Cerveza 100 g 50g 20g 10g
Glucosa 50g 25¢ 10g 5¢

De las 3 diluciones usadas, se analizaron tiempos de desarrollo y dia de eclosion
de los individuos, en 10 lineas seleccionadas al azar. Los promedios del tiempo de
desarrollo, se muestran en la Fig. 11. Se calcularon los valores de significancia con
ANOVA con un test de Dunnett, en el tiempo de eclosién y las 3 diluciones probadas,

y las 3 diluciones mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al
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control. El p-value para todas las diluciones fue menor a 0,001. Se descart6 el uso de
la dieta de 0.1x debido a que se observd una baja ovoposicién y por tanto poca
cantidad de individuos. Luego de realizar observaciones de tiempo de eclosién, se
concluyé que la dilucion de 0.2x era la mejor dieta de restriccién calorica, ya que era
la dieta mas extrema que permitia el desarrollo de los individuos y cumplia con el

criterio de tiempo establecido.

Tiempo desarrollo individuos Drosophila

L) melanogaster
2 20

S 18

3 16

O 14

@ 12

s 10

> 8

(=)

s 3

£ 2

S o

Q.

0.5x 0.2x 0.1

ConcentracionDieta

Figura 11. Tiempo de desarrollo en dias de individuos de Drosophila

melanogaster en comida normal y 3 diluciones (0.5x, 0.2x 0.1x)

36



2. Evaluar los patrones del suefio de individuos adultos en un grupo de lineas
isogénicas del DGRP con y sin restriccion nutricional prenatal.

Con el fin de evaluar el efecto de la dieta en la variacién de los patrones del suefio,
se estudiaron 20 lineas isogénicas seleccionadas desde el core 40 de DRGP (Mackay
et al. 2012) en las cuales se midi6 tiempo de suefio total, tanto diurno como nocturno,
cantidad de periodos de suefio, duracion promedio de los periodos, latencia y la
actividad. Esta definido como suefio al periodo de inactividad superior a 5 min, siendo
usado ese valor de referencia en este estudio (Shaw and Cirelli 2000; Harbison et al.
2013). Se observaron los perfiles de suefio y actividad de 20 lineas DGRP, en ambos
sexos y condiciones (Fig. 12). Se observan perfiles distintos de suefio para las lineas
estudiadas (Fig 12a), mostrando ademas altos niveles de actividad al momento de
cambiar el ciclo de luz a oscuridad, similar a lo reportado en la literatura (Liu et al.
2015). Lineas como 25445 mostraron un perfil de suefio por 30 min mas bajo que las

demas lineas, tanto como en machos y hembras de dieta normal (Fig. 12ay 12c).

Tal como reporté Harbison et al. (2013) se observaron tiempos de suefio total
distintos entre las lineas estudiadas (Fig.12), siendo significativas para ambos sexos y
condiciones experimentales (Tabla 6). Asimismo, todos los fenotipos en ambos sexos
y condiciones mostraron diferencias significativas entre las lineas estudiadas en
ambas condiciones experimentales, excepto PESD en machos en comida normal.
Cuando realizamos la comparacion entre el efecto de las dietas por si solas, se
observan diferencias significativas en 6 de los 9 fenotipos estudiados en hembras y en

5 fenotipos estudiados en machos.
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Tabla 6: Variacion fenotipica debido al genotipo en los patrones del suefio en
hembras y machos adultos de Drosophila melanogaster en ambas dietas. En

negrita se muestran los valores significativos.

Hembras Machos
Dieta Normal Dieta restrictiva de Dieta Normal Dieta restrictiva de
nutrientes nutrientes
Fenotipo Promedio pvalue Promedio pvalue Promedio pvalue Promedio pvalue
Suefo 687,8+21 4,7E-25 775,8+419,1 2,7E-17 882+19 1,4E-34 843+18 7,7E-16
Total
Suefio 237,6x129 3,4E-19 265%+12,62 7,3E-23 363,5+11 2,5E-17 367,419 1,8E-26
Diurno
Sueiio 450,1+13,5 5,1E-43 510,7+11 4,6E-10 518,5+11 1,2E-47 475,6+12, 3,2E-11
Nocturno 3
Actividad 1,4+0,03 1,3E-28 1,43+0,04 1,5E-14 1,66+0,04 2,9E-18 1,8+0,03 2,8E-22
NESD 18,44+0,09 3,8E-09 18,45+0,1 3,2E-07 17,4+0,06 1,8E-17 17,9+0,16 7,2E-06
NESN 16,95+0,1 3,7E-15 15,76+0,1 3,3E-13 14,9+0,07 9,2E-12 15,4+0,16 1,3E-08
PESD 12,88+1,6 3,2E-07 14,36+1,7 0,5326 20,8+2,6 1,2E-20 20,4+2.6 3,9E-09
PESN 26,54+4 1E-06 32,38+4,87 1,5E-11 34,7+4,89 1,3E-15 30,8+4,4 9,5E-12
Latencia 55,60+5,9 1,1E-18 46,86#5,1 1,8E-07 36,4+2,95 4,1E-09 41,7+3,5 9,6E-17
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Figura 12: Perfiles de suefio y actividad para 20 lineas DGRP. El panel superior de
cada grupo muestra el indice de actividad, que corresponde al cruce por el haz de luz
por minuto a lo largo de un ciclo de luz/oscuridad. El panel inferior muestra los
minutos invertidos en suefio en un lapso de 30 minutos. Se observan altos indices de
actividad cercanos al final del ciclo de luz. (t 12 zeitgeber), ademas de diferencias en
los perfiles de suefio entre las lineas estudiadas. Cada color representa una linea
(leyenda no mostrada) para ambos sexos y condiciones dietarias. Se destaca la linea
25445 (morado), en donde, hembras en condicion normal presentan un tiempo de

suefo nocturno menor a sus pares en restriccion nutricional.

Para ver el efecto que tiene una dieta prenatal restrictiva de nutrientes en
diferentes genotipos, se compararon promedio de suefio, tanto diurno (PESD) y
nocturno (PESN), y otros fenotipos asociados a patrones de suefio, en 20 lineas de
DGRP. Cuando se realiza la comparacion del suefio total entre la dieta normal y la
dieta restrictiva de nutrientes por linea, en machos se observa que 4 lineas muestran
diferencias significativas (Fig. 13a). La linea 25179, presenta una disminucion
significativa del tiempo total de suefio (p=0.02) con respecto a su control normal.
Similar a lo que ocurre en la linea 25198, que disminuye significativamente el tiempo
total de suefio cuando los individuos se desarrollan en comida restrictiva de nutrientes
(p=0.04). La linea 25208 muestra una disminucion significativa del suefio total en
condiciones de restriccion nutricional (p=0.018), mientras que la linea 25445 presenta
un aumento significativo de este parametro en comparacién con la dieta normal

(p=0.0085). En el caso de las hembras, hubo un aumento significativo del suefio total
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en 7 de las lineas estudiadas. 25177, 25188, 25192, 25197, 25204, 25210 y la linea
25445 (Fig. 13b). En el resto de las lineas estudiadas las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Fig. 12b). Se encontré dimorfismo sexual para suefio
total en las lineas 25177, 25179, 25180, 25197 y 25445. Nuestros resultados
muestran que existen una variacion natural en el tiempo total de suefio en ambas

condiciones estudiadas dado en distinto fondo genético de las lineas.

Dado que el estudio del suefio total puede enmascarar diferencias especificas
de suefio en diferentes periodos del ciclo analizamos el suefio diurno y nocturno en
las dos condiciones nutricionales prenatales. En el caso de los machos se observan
diferencias significativas en 25208 para el suefio diurno (Fig. 13c); 25179, 25180 y
25445 para suefio nocturno (Fig. 132e). En las hembras, las diferencias significativas
para suefio diurno se observaron en las lineas 25188, 25210 y 25445 (Fig. 13d). En el
total de suefio nocturno las siguientes lineas mostraron diferencias significativas:
25177, 25192, 25197, 25210 y 25445 (Fig. 13f). De esta manera, el analisis del suefio
diurno y nocturno, reveld que la dieta restrictiva de nutrientes, afecta de distinta

manera las lineas dependiendo de la etapa del ciclo luz-oscuridad.

Con el fin de analizar el estado de vigilia de los adultos de Drosophila
melanogaster, analizamos la actividad total para ambos sexos y condiciones
nutricionales. Las diferencias significativas se observaron en las lineas 25193, 25201,
25207 y 25210 en machos (Fig. 13g) y 25174, 25181, 25208, 25210, 25445 y 25744

para hembras (Fig. 13h).

Para explicar la disminucion de suefio en algunas lineas, se estudiaron
patrones asociados a los episodios de suefio (Fig. 14), entre ellos el nimero de
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episodios de suefio, ya que la disminucion se puede explicar a que los individuos
duermen menos veces durante el ciclo diario. Esta medicion se hizo tanto para suefio
diurno (NESD), como para suefio nocturno (NESN). En machos se observaron
diferencias significativas, en las lineas 25192 y 25744, para NESD (Fig. 14a) y 25445
para NESN (Fig.14c). En tanto, en hembras, la linea 25190 mostr6 una disminucion
significativa en el NESD (Fig. 14b). En el fenotipo NESN, 2 lineas mostraron un
aumento significativo de este patrén, 25198 y 25445. Por su parte, la linea 25197,
mostro una disminucion significativa de este fenotipo (p=0.02) (Fig. 14d). Otro fenotipo
estudiado fue la duracién promedio de episodios de suefio, tanto para suefio diurno
(PESD), como nocturno (PESN) (Anexo 2 a-d). En este fenotipo no se encontraron
diferencias, excepto en la linea 25206 en machos en donde disminuy6 la duracion
promedio de los episodios de suefio diurno (p=0.01). (Anexo 2 e). Para determinar el
tiempo en que los individuos se demoraban en dormir, se midio el tiempo de latencia
para ambas dietas y sexos. La linea 25201 mostr6 una disminucién significativa del
tiempo de latencia en machos y las lineas 25204 y 25445, mostraron una disminucion

significativa en la latencia en hembras (Anexo 2f).
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Figura 13: La restriccion de nutrientes modifica los fenotipos de suefio

diferencialmente entre hembras y machos adultos de lineas isogénicas de

Drosophila melanogaster. Gris: Individuos en comida normal, Rojo: Individuos en

restriccion nutricional. El panel izquierdo muestra fenotipos de suefio para machos

adultos de Drosophila melanogaster. El panel derecho muestra fenotipos de suefio

para hembras adultas de Drosophila melanogaster.
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Figura 14: La disminucién del suefio total en algunas lineas, se explica

principalmente por el aumento en el niumero de episodios de suefio y a la

disminucion del tiempo de latencia en hembras y machos adultos de lineas

isogénicas de Drosophila melanogaster. Gris: Individuos en comida normal, Rojo:

Individuos en restriccion nutricional. El panel izquierdo muestra fenotipos de suefio
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para machos adultos de Drosophila melanogaster. El panel derecho muestra fenotipos

de suefio para hembras adultas de Drosophila melanogaster.

3. Determinar efectos genéticos, nutricionales y de interaccion en patrones de
suefio entre las distintas lineas DGRP.

Con el fin de determinar los efectos del genotipo, la dieta, sexo y las
interacciones de estas variables, se realizaron andlisis de varianzas (ANOVA) para
cada fenotipo estudiado. Los resultados para los efectos marginales de los factores
del Modelo 1 se muestran en la Tabla 7. Se observan que en todos los fenotipos
existe una diferencia significativa entre las lineas. En el caso del efecto del sexo, se
observa que todos los fenotipos estudiados a excepcioén de PESD (p=0.06) resultaron
significativos por lo que presentan dimorfismo sexual. La dieta no afecté a todos los
fenotipos estudiados, siendo las diferencias significativas en Suefio Total, suefio
nocturno, actividad, PESN (0.006) y latencia. Los demas fenotipos no fueron
significativamente diferentes. Los resultados del analisis de varianza para las
interacciones entre los factores del Modelo 1 se muestran en la Tabla 8. Para el
Suefio Total, resultaron significativas las interacciones por sexo, lineas y dieta, pero la
interaccién triple no tuvo significancia (Tabla 8a). En Suefio Diurno, todas resultaron
significativas excepto la interaccion triple (Tabla 8b). El fenotipo Suefio nocturno,
mostré diferencias en todas las interacciones (Tabla 8c). El fenotipo de actividad,
mostrd significancia en la interaccién entre LxS (Tabla 8d). La interaccion LxS y LxD
fueron significativas para NESD y NESN, asi como también la interaccion triple en

ambos fenotipos (Tabla 8e-f). El fenotipo PESD mostrd significancia para la
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interaccion LxS y LxD, no asi en la interaccién SxD, ni la interaccion triple (Tabla 89).

La interaccion LxS y LxD, fue significativa para el patron PESN (Tabla 8h).

Finalmente, la Latencia, mostré significancia en la interaccién de los factores LxS y

LxD. La interaccion SxD y la interaccion triple, no resultaron significativas (Tabla 8i).

Tabla 7: Promedios por fenotipo y valores de significancia de los efectos

marginales de cada factor del modelo estadistico 1. En negrita se muestran los

valores significativos

Fenotipo/Factor
a) Suefo Total
b) S. Diurno

¢) S. Nocturno

d) Actividad

e) NESD

f) NESN

g) PESD

h) PESN

i) Latencia

Hembras
D. Normal Restriccion
Promedio Promedio
687.8+21 775.8£19.1
237.6+12.9  265+12.62
450.1+13.5 510.7+11
1.4+0.03 1.43+0.04
18.44+0.09 18.45+0.1
16.95+0.1 15.76+0.1
12.88+1.6 14.36+1.7
26.54+4 32.38+4.87
55.60+5.9 46.8615.1

Machos

D. Normal Restriccion
Promedio  Promedio
882+19 843+18
363.5+11 367.4+9
518.5+11 475.6%12.3
1.66%0.04 1.8+0.03
17.4+0.06  17.9+0.16
14.9+0.07 15.4+0.16
20.8+2.6 20.4+2.6
34.7+4.89 30.8+4.4
36.4+2.95 41.7+£3.5

Dieta

4.4e-08

0.193

4.8e-15

2.4e-05

0.7

0.1

0.8

0.006

0.001

p value

Linea
3.4e-143
1.2e-135
9.2e-167

3.2e-140
5.5e-88
2.5e-89
1.09e-15

6.89e-86

8.6e-114

Sexo

9.6e-41

4.7e-75

0.0008

8.6e-35

0.03

0.0007

2.6e-11

0.06

2.5e-05
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Tabla 8: Significancia de efectos de interaccion entre linea, sexo y dieta para 9

fenotipos de suefio en 20 lineas isogénicas DGRP. En negrita se muestran

los valores significativos.

Fenotipo/Factor

a) Suefio Total

b) Suefio Diurno
¢) Suefio Nocturno
d) Actividad

e) NESD

f) NESN

g) PESD

h) PESN

i) Latencia

LxS
5.5e-17
4.2e-12
1.1e-19
5.4e-12

1.5e-6
1.6e-16

0.023

0.075

0,002

LxD

1.04e-1

9.8e-12

1.5e-16

0.3

8.5e-17

7.4e-19

5.1e-5

1.05e22

1.4e-05

DxS

0.004

0.002

0.02

0.6

0.336

0.548

0.202

0.429

0.285

LxDxS

0.2

0.28

0.02

1.1

0.005

1.7e-05

0.695

0.985

0.207

Luego, a partir del Modelo 2 se calcularon las varianzas para cada factor, para

cada sexo (Tabla 9-10), para finalmente estimar la heredabilidad en sentido amplio

para determinar en qué medida la varianza fenotipica de los patrones analizados

depende de la varianza genética (Tabla 11). Se observaron heredabilidades en

sentido amplio de moderadas a altas, cercanas a 0,5 Ademas, estimamos un

componente de interaccién genético-ambiental con la finalidad de determinar los

efectos de la dieta seglin cada genotipo, por sobre el efecto marginal de la dieta. Los
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resultados se muestran en la Tabla 11. Se realiz6 en analisis para cada fenotipo y

sexo. El fenotipo que posee mayor heredabilidad en sentido amplio es el Suefio

Nocturno en hembras (0.45), mientras que machos presentaron la mitad de esa

heredabilidad (0.21). Ademas, nuestros resultados muestran que existen un efecto de

interaccion de genotipo y dieta para todos los fenotipos observados, excepto para los

PESD en hembras y PESN en ambos sexos, que explica alrededor del 10% de la

variabilidad fenotipica. EI mayor indice del efecto de interaccion genético-ambiental se

observo para PESN en hembras (0.15).

Tabla 9. Valores de varianza para los factores del Modelo estadistico 2 por cada

fenotipo en Machos

Fenotipo/Varianza

Sueflo Nocturno

Suefio Total

Sueno Diurno

Actividad

NESD

NESN

PESD

PESN

Latencia

L

23921

6858

10484

0.1194

24.08

17.1

109.1

791

605.7

25994

7974

9662

0.1336

44.06

38.17

162.1

2053

996

DxL

41174

976

1580

0.0044

5.1531

6.61

13.66

91

38.18
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Tabla 10: Valores de varianza para los factores del Modelo estadistico 2 por

cada fenotipo en Hembras

Fenotipo/Varianzas L £ DxL
Suerfio Total 26181 31922 5171
Sueno Diurno 10799 13002 1726

Suefio Nocturno 10726 10589 2413

Actividad 0.093 0.1198 0.024
NESD 30.7 65.47 6.5
NESN 20.39 43.11 11.94
PESD 21.28 1110 13
PESN 4609 7362 0

Latencia 1914 2808 121.7
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Tabla 11: Heredabilidad en sentido amplio e indice de interaccion genético-

ambiental para fenotipos del suefio de 10 lineas isogénicas sometidas a

restriccion nutricionales prenatal.

Fenotipo

Suerfio Total

Suefio Diurno

Sueno Nocturno

Actividad

NESD

NESN

PESD

PESN

Latencia

Sexo

M

H2
0.44
0.41
0.43
0.42
0.48
0.45
0.46
0.39
0.32
0.29
0.28
0.27
0.38
0.01
0.27
0.40
0.37

0.4

0.08

0.08

0.07

0.07

0.07

0.10

0.02

0.10

0.07

0.06

0.11

0.15

0.05

0.00

0.00

0.00

0.02

0.03
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Discusion.

Nuestros resultados muestran que una dieta restrictiva de nutrientes modifica 6
de 9 patrones de suefio analizados en hembras y en 5 de 9 fenotipos analizados
en machos. Se puede realizar el analisis de los fenotipos en dos grupos, los
asociados a tiempo de suefio, y los asociados a episodios de suefio. Se observa
en general que las diferencias de tiempo de suefio tanto diurno como nocturno en
una poblacion DGRP, se explican por diferencias en la duracion promedio de los
episodios de suefio y no asi por diferencias en el nimero de episodios de suefio.
Asi también, se observa una variacion fenotipica de los patrones de suefio en
ambos sexos y condiciones, dado el distinto fondo genético de las lineas. Esto
concuerda con el estudio realizado por (Harbison et al. 2013), en donde los

fenotipos del suefio poseian una variacion natural dada por el genotipo.

Por otra parte, nuestros resultados comprueban que el genotipo modifica el
efecto de una dieta de restriccion nutricional prenatal en 9 patrones del suefio
analizados. Existe una respuesta diferencial de las lineas al estrés durante el
desarrollo producido por una dieta restrictiva de nutrientes. Se observan algunas
lineas en las cuales las diferencias son significativas, ya sea un aumento o
disminucién del fenotipo estudiado y otras lineas en que no existen diferencias.
Esto confirma que diferentes genotipos resultan en consecuencias diferenciales

del comportamiento a un cambio en la nutricion prenatal.

Al realizar el andlisis de ANOVA, observamos que existe una interaccion entre
el genotipo y el sexo para todos los fenotipos estudiados. Con respecto a la

interaccién entre la dieta y las lineas estudiadas, se observaron interacciones
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significativas para 8 fenotipos, excepto la actividad. La interaccion DxS, mostro
valores significativos para el suefio total, suefio diurno y suefio nocturno, no asi
para los otros fenotipos analizados. Cuando se realiza el andlisis de la interaccion
triple, se observan valores significativos para el suefio nocturno, NESD y NESN.

No se observa una interaccion significativa para otros fenotipos.

El andlisis de heredabilidad, revelé que existen patrones de suefio en donde la
varianza fenotipica depende en gran medida de la varianza genotipica, como es el
caso del suefio total, suefio diurno, y suefio nocturno en hembras. Ademas, se
observan diferencias en la heredabilidad en algunos fenotipos entre machos y
hembras, teniendo alta heredabilidad en un sexo y baja en el otro. Suefio nocturno
en machos tiene una heredabilidad de 0.21, mientras que en hembras es de 0.45.
Lo mismo se observa en PESD en donde en los machos se observa una alta
heredabilidad 0.38 y en hembras la heredabilidad es baja o nula, 0.01. Las
diferencias en el resto de los fenotipos dependen principalmente de la variacion
ambiental. Los resultados de nuestro experimento son similares a los obtenidos
por (Harbison et al. 2013), en donde se estimé la H?, para el suefio nocturno, el
suefio diurno, NESN, NESD, PESN, PESD vy la actividad fueron H? = 0,54 H? =
0,42, H? = 0,33, H? = 0,38, H? = 0,19 y H? = 0,39. Si bien estas heredabilidades
son para ambos sexos en conjunto, los valores mayores son similares a los

nuestros, cercanos a 0.5.

Los resultados de la determinacién del indice de interaccidbn genético-
ambiental, mostraron que existe una incidencia de la varianza de interaccion entre

el genotipo y la dieta, en la variacién fenotipica de los patrones de suefio

52



estudiados, a excepcion de PESD, y PESN en machos en donde el valor es 0. En
el resto de los fenotipos los valores del indice de interaccion genético-nutricional,
se encuentran cercano a 0.1, a excepcién de la Actividad en machos. El indice de
interaccidbn mas alto se observo en el fenotipo NESN, en donde en machos fue de
0.11 y 0.15 en hembras. Estos datos sugieren que la interaccion genético-
nutricional prenatal juega un rol en las diferencias en los patrones de suefio de
Drosophila debido a una malnutricion prenatal, explicando hasta el 15% de la

variacion fenotipica en patrones del suefio.

Durante el desarrollo del sistema nervioso de Drosophila melanogaster es
posible identificar etapas dependientes de la dieta que requieren aminoacidos
producidos a partir de la dieta. Cuando se someten larvas a una dieta restrictiva de
nutrientes, se afecta la etapa proliferativa, la cual consiste en aumentar el nimero
de células neurales progenitoras, para permitir que exista un nimero normal de
células que posteriormente se van a diferenciar en glias y neuronas referencia.
Estos tipos celulares conformaran las diversas estructuras que permiten a
Drosophila desenvolverse en el ambiente y ademas controlan los diversos
comportamientos asociados a esta especie (Lanet and Maurange 2014). Es
esperable que estos cambios morfolégicos asociados a una mala alimentacion
afecten las conductas y comportamientos propios de las moscas. Sin embargo, el
fondo genético de los individuos juega un papel importante en los efectos en el
comportamiento de este tipo de dieta. En esta tesis hemos observado que los
patrones de suefio se ven afectadas de distinta manera en las lineas analizadas.

Hemos realizado el analisis de suefio diurno y nocturno por separado, debido a
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gue en Drosophila melanogaster se regula el diurno y nocturno por diferentes
estructuras (Potdar and Sheeba 2013). De esta manera, el fondo genético modifica
el efecto de la dieta de distinta forma en estos 2 fenotipos en las lineas analizadas.
Ademas, realizamos la medicion de otros fenotipos, con el fin de determinar el
origen de la diferencia significativa en suefio total. Al realizar la descomposicion
del suefio total en diurno y nocturno, observamos que el principal componente que
se modifica en las lineas estudiadas es el suefio nocturno. En la literatura, esta
reportado que si bien, estan definidos los mecanismos que controlan el suefio,
existen diferentes combinaciones de inhibiciones y activaciones que controlan
tanto el suefio diurno, como el suefio nocturno (Potdar and Sheeba 2013). Con
esto, y basandonos en nuestros resultados, sostenemos que el principal efecto de
una restriccion nutricional prenatal, afecta principalmente a estructuras y
mecanismos relacionados con el control del suefio nocturno. De la misma manera,
estudiamos fenotipos relacionados al numero de episodios de suefio y latencia,
con el fin de determinar otra causa probable a la diferencia significativa en los
tiempos de suefio. Los resultados muestran, que principalmente la diferencia se
debe a que los individuos duermen mas veces durante el ciclo de 24 horas, eso
debido a que disminuyen el tiempo de latencia, es decir, demoran menos tiempo
en comenzar una nueva siesta, por lo que duermen mas veces durante el dia y la

noche.

Estan descritas diferentes alteraciones fisiolégicas en las estructuras
cerebrales de Drosophila melanogaster. Existen diferencias en el grosor de los

|6bulos o y B de los MB, ademas de casos en que existe pérdida de algun Iébulo
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(Zwarts et al. 2015). En nuestro laboratorio (datos no mostrados), se han
observado estos mismos fenotipos, asociados a cambios en la nutricion, lo que
podria explicar las diferencias en los patrones de suefio analizados en esta tesis.
Por ejemplo, la linea 25445, la cual presenta las mayores diferencias entre ambas
dietas, muestra alteraciones morfologicas en el MB. Ademas, esta misma linea
presenta diferencias significativas en otros comportamientos analizados, como
Climbing (geotaxis negativa y actividad motora) y Startle (tiempo de recuperacion a
una perturbacion mecanica). Otras lineas no mostraron ninguna diferencia

significativa, lo que se puede asociar a un efecto protector del genotipo.

Es necesario realizar nuevos estudios para comprender los mecanismos y
moléculas que interactian en estos procesos, debido a que la explicacion
fisiol6gica para los cambios en los patrones del suefio debido a una dieta, pueden
deberse a cambios en la expresion génica, morfologia, actividad metabdlica y

otros mecanismos.
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Conclusiones

Una dieta prenatal restrictiva de nutrientes modifica fenotipos de suefio
en machos y hembras adultos.

Existe una variacion fenotipica dada por el distinto fondo genético para
nivel de actividad y patrones de suefio evidenciadas en heredabilidades
moderadas.

La interaccion entre el genotipo y la dieta tiene efectos bajos pero
significativos en diferencias de patrones de suefio entre moscas adulas,
demostrando que la respuesta frente a un cambio en el ambiente

depende del genotipo de los individuos.
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Anexos

Anexo 1. Lineas de DGRP pertenecientes al subgrupo Core 40. Cada numero correresponde
al cédigo para cada linea.

25174 25177 25179 25180 25181
25188 25190 25192 25193 25197
25198 25201 25201 25204 25205
25206 25207 25208 25210 25744

Anexo 2: El promedio de los episodios de suefio, no tienen mayor efecto en las
diferencias del suefio total, pero si la latencia en hembras y machos adultos de
lineas isogénicas de Drosophila melanogaster. Gris: Individuos en comida normal,
Rojo: Individuos en restriccion nutricional. El panel izquierdo muestra fenotipos de
suefio para machos adultos de Drosophila melanogaster. El panel derecho muestra

fenotipos de suefio para hembras adultas de Drosophila melanogaster.
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