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Abstract: 

T h e c i r c a d i a n r h y t h m s c o n t r o l m a n y b i o l o g i c a l p r o c e s s e s i n a l m o s t a l l l i v i n g o r g a n i s m s , 

f r o m t h e s i n g l e c e l l s t o m a m m a l s . T h e e v o l u t i o n o f t h i s s y s t e m a l l o w s o r g a n i s m s t o r e s p o n d 

t o a n d p r e d i c t c h a n g e s i n t h e e x t e r n a l e n v i r o n m e n t . A f t e r l i g h t , t h e m o s t i m p o r t a n t c u e f o r 

s y n c h r o n i z a t i o n s o f t h e c i r c a d i a n c l o c k i s t h e c h a n g e i n t e m p e r a t u r e d u r i n g t h e d a y a n d n i g h t . 

S y n c h r o n i z a t i o n b y t h e r m o c y c l e s h a s b e e n e x t e n s i v e l y s t u d i e d i n a d u l t s o f Drosophila 

melanogaster, b u t l i t t l e i s k n o w n a b o u t t h e o n t o g e n e t i c d e v e l o p m e n t o f s e n s o r y o r g a n s f o r 

t h e r m o c y c l e p e r c e p t i o n . I n t h i s w o r k , t h e d i s t r i b u t i o n a n d f u n c t i o n o f I o n o t r o p i c R e c e p t o r 2 5 a 

( I R 2 5 a ) w a s i n v e s t i g a t e d i n D. melanogaster l a r v a e . T h i s r e c e p t o r w a s s h o w n t o p l a y a n 

i m p o r t a n t r o l e i n t h e e n t r a i n m e n t t o t h e l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s i n a d u l t s . T h e s t u d y r e v e a l e d 

s i m i l a r i t i e s i n t h e m o l e c u l a r m e c h a n i s m o f t h e l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s p e r c e p t i o n i n a d u l t s a n d 

l a r v a e o f D. melanogaster, h o w e v e r t h i s s i g n a l i n g p a t h w a y d i f f e r s i n s e v e r a l a s p e c t s . 

Prohlášení: 

Prohlašuji, že j s e m a u t o r e m této kvalifikační práce a že j s e m j i v y p r a c o v a l p o u z e 

s použitím pramenů a l i t e r a t u r y uvedených v s e z n a m u použitých zdrojů. 

V Českých Budějovicích d n e 1 3 . d u b n a 2 0 2 3 

B c . J a k u b O p e l k a 



Poděkování: 

Chtěl b y c h poděkovat všem členům Střediska m i k r o s k o p i e a h i s t o l o g i e 

Entomologického ústavu Biologického c e n t r a A k a d e m i e věd v Českých Budějovicích. 

Jmenovitě především své školitelce M g r . Haně Sehadové P h . D . z a její cenný čas, odborné 

vedení a trpělivost d o posledních m i n u t Také b y c h chtěl poděkovat P r o f . I v o S u m a n o v i P h . D . 

z a cenné l e k c e angličtiny. Dále b y c h rád poděkoval l i d e m , kteří m i u s n a d n i l i práci s p r o mě 

novými m e t o d a m i , především M g r . Markétě Vrchotové, M g r . Václavu B r a b c i , I n g . , M i c h a l o v i 

Serýmu. P h . D . a M g r . Šárce Podlahové. V neposlední řadě děkuji své přítelkyni a celé mé 

rodině z a neutuchající p o d p o r u a trpělivost. 



Obsah 

1 Introduction - 1 -

1.1 B i o l o g i c a l r h y t h m s - 1 -

1 .1 .1 C i r c a d i a n r h y t h m s - 2 -

1.2 C i r c a d i a n c l o c k - 3 -

1 .2 .1 C i r c a d i a n c l o c k n e t w o r k i n Drosophila melanogaster - 5 -

1 .2 .2 L i g h t s y n c h r o n i z a t i o n - 10 -

1.2.3 T e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n - 13 -

1 . 2 . 3 . 1 T e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n m e c h a n i s m i n a d u l t s - 1 4 -

1 . 2 . 3 . 2 T e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n m e c h a n i s m i n l a r v a e - 2 5 -

2 Aims -28-

3 Material and methods - 29 -

3 . 1 Drosophila s t o c k - 2 9 -

3 . 2 I m u n o h i s t o c h e m i s t r y - 3 0 -

3 . 2 . 1 P r i m a r y a n d s e c u n d a r y a n t i b o d i e s - 3 0 -

3 .3 I m m u n o f l o u r e s c e n c e - 3 0 -

3 . 4 C o n f o c a l m i c r o s c o p y - 3 0 -

3 . 5 S o f t w a r e q u a n t i f i c a t i o n a n d s t a t i s t i c s - 3 1 -

3 . 6 R e s p i r o m e t r y - 3 1 -

3 . 7 B e h a v i o r a l a n a l y s e s - 3 2 -

4 Results - 3 3 -

4 . 1 D i s t r i b u t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f n e u r o n s e x p r e s i n g IR25a g e n e i n D. melanogaster 

l a r v a e - 3 3 -

4 . 2 I m p a c t o f IR25a m u t a t i o n o n s y n c h r o n i z a t i o n o f t h e l a r v a l c i r c a d i a n c l o c k t o l o w T C -

3 7 -

4 . 3 T h e c o m p a r i s o n o f b e h a v i o r a l l o c o m o t o r a c t i v i t y i n a d u l t s o f IR25aGal4-UAS-

RFP-UAS-rpr a n d IR25aGal4UasRFP - 4 1 -

5 Discussion - 42 -



6 Conclusion 

7 References 

8 Suplementary data 



1 Introduction 
1.1 Biological rhythms 

B i o l o g i c a l r h y t h m s a r e a f u n d a m e n t a l a s p e c t o f h o m e o s t a s i s : " e v e r y t h i n g i s r h y t h m i c 

u n l e s s p r o v e n o t h e r w i s e . " T h e s e r h y t h m s a r e e n d o g e n o u s , t h a t i s , t h e y a r e i n t r i n s i c a l l y 

d e t e r m i n e d a n d p e r s i s t w i t h o u t e x t e r n a l i n f l u e n c e s . H o w e v e r , t h e t i m i n g a n d l e v e l o f 

f u n c t i o n i n g o f t h e s e r h y t h m s a r e u l t i m a t e l y d e t e r m i n e d b y t h e i n t e r a c t i o n o f e n v i r o n m e n t a l 

s t i m u l i w i t h i n t e r n a l e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s . L i f e i s c o n s t a n t l y i n f l u e n c e d b y e x t e r n a l s t i m u l i , 

m a n y o f w h i c h e x h i b i t c y c l i c p a t t e r n s . D a i l y a n d s e a s o n a l p a t t e r n s o f l i g h t , f o o d a v a i l a b i l i t y , 

a n d t e m p e r a t u r e a r e p r e d i c t a b l e , a n d a n i m a l s , i n c l u d i n g h u m a n s , h a v e t h e a b i l i t y t o p r e d i c t 

t h e s e c y c l e s o f e n v i r o n m e n t a l e v e n t s t h r o u g h c y c l i c c h a n g e s i n t h e i r i n t e r n a l c o n d i t i o n s . T h e s e 

r h y t h m i c p a t t e r n s o f p r e d i c t i o n h a v e c l e a r b e n e f i t s a n d c o n t r i b u t e t o s u r v i v a l ( P i t t e n d r i g h 

1 9 9 3 ) . B i o l o g i c a l r h y t h m s c a n b e c l a s s i f i e d b y t h e i r p e r i o d , w h i c h r e f e r s t o t h e i n t e r v a l 

b e t w e e n t w o s t a r t i n g p o i n t s . C i r c a d i a n r h y t h m s o c c u r a p p r o x i m a t e l y e v e r y 2 4 h o u r s a n d 

c o n t r o l r h y t h m i c f l u c t u a t i o n s i n b o d y t e m p e r a t u r e a n d l e v e l s o f c e r t a i n h o r m o n e s . U l t r a d i a n 

r h y t h m s h a v e p e r i o d s s h o r t e r t h a n 2 4 h o u r s a n d i n c l u d e r e s p i r a t i o n a n d h e a r t r a t e , w h i l e 

i n f r a d i a n r h y t h m s h a v e p e r i o d s l o n g e r t h a n 2 4 h o u r s a n d i n c l u d e t h e m e n s t r u a l c y c l e . 

C i r c a a n u a l r h y t h m s h a v e p e r i o d s o f u p t o o n e y e a r , e .g . , s e a s o n a l r h y t h m s s u c h as d i a p a u s e . 

R h y t h m s a l s o h a v e a m p l i t u d e , w h i c h i s t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n m a x i m u m a n d m i n i m u m v a l u e s 

a n d t h e a v e r a g e v a l u e . I n t e r n a l o s c i l l a t o r s a r e a d j u s t e d b y e x t e r n a l f a c t o r s , a l s o k n o w n as 

" z e i t g e b e r s , " o r " t i m e - g i v e r s " , s u c h as l i g h t - d a r k c y c l e s a n d t e m p e r a t u r e c y c l e s t h a t p r o m o t e 

s y n c h r o n i z a t i o n o f t h e c i r c a d i a n c l o c k o r t h e v a r i o u s b i o t i c c y c l e s i n o r g a n i s m s r a n g i n g f r o m 

b a c t e r i a t o a n i m a l s . T h e s e f a c t o r s c a n a l s o p r o m o t e a c h a n g e i n c l o c k p h a s e i n e i t h e r d i r e c t i o n 

d e p e n d i n g o n t h e t i m e , w h i c h i n t u r n c a n a l t e r t h e t i m i n g o f d a i l y b e h a v i o r s s u c h as r e s t -

a c t i v i t y c y c l e s , m a t i n g , e g g h a t c h i n g , a n d f e e d i n g . I n a d d i t i o n , t h e r e a r e o t h e r c y c l i c p r o c e s s e s 

t h a t c a n i n t e r a c t w i t h e a c h o t h e r , s u c h as t i d a l a n d c i r c a l u n a r r h y t h m s . T h e f r e q u e n c i e s o f 

h u m a n b i o l o g i c a l r h y t h m s c o v e r a l m o s t e v e r y t i m e p e r i o d , a n d u n d e r s t a n d i n g t h e s e r h y t h m s 

i s i m p o r t a n t t o m e d i c i n e b e c a u s e m a n y d r u g s e x h i b i t r h y t h m i c v a r i a t i o n s i n p h a r m a c o k i n e t i c s 

a n d p h a r m a c o d y n a m i c s . I n a d d i t i o n , t h e d e v e l o p m e n t o f m a n y d i s e a s e s o f c i v i l i z a t i o n a n d 

a g i n g a r e i n f l u e n c e d b y i m b a l a n c e d b i o l o g i c a l r h y t h m s . 
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1.1.1 Orcadian rhythms 
C i r c a d i a n r h y t h m s a r e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s t h a t o c c u r a p p r o x i m a t e l y e v e r y 2 4 h o u r s 

a n d a r e p r e s e n t i n m o s t l i v i n g o r g a n i s m s , i n c l u d i n g h u m a n s . T h e m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g 

c i r c a d i a n r h y t h m s d i f f e r a m o n g o r g a n i s m s , b u t t h e y s h a r e a n u m b e r o f c o r e c l o c k g e n e s , 

h i g h l i g h t i n g t h e e v o l u t i o n a r y c o n s e r v a t i o n o f t h e c o r e c l o c k m e c h a n i s m a c r o s s s p e c i e s 

( D u n l a p , 1 9 9 9 ; B e l l - P e d e r s e n e t a l . , 2 0 0 5 ) . T h e s e r h y t h m s i n f l u e n c e v a r i o u s p h y s i o l o g i c a l 

f u n c t i o n s s u c h as h o r m o n e p r o d u c t i o n , m e t a b o l i s m , a n d s l e e p - w a k e c y c l e s . D i s t u r b a n c e s i n 

c i r c a d i a n r h y t h m s , s u c h as t h o s e t h a t o c c u r d u r i n g s h i f t w o r k o r j e t l a g , c a n h a v e n e g a t i v e 

e f f e c t s o n h e a l t h , s u c h as s l e e p d i s t u r b a n c e s , m e t a b o l i c d i s o r d e r s , a n d i n c r e a s e d risk o f c a n c e r . 

S e l f - s u s t a i n i n g r h y t h m s a r e c o n t r o l l e d b y i n t e r n a l c l o c k s . T h e s e c l o c k s m u s t b e s y n c h r o n i z e d 

w i t h t h e e x t e r n a l w o r l d o n a d a i l y b a s i s . A c h a r a c t e r i s t i c f e a t u r e o f c i r c a d i a n r h y t h m s i s t h e i r 

a b i l i t y t o f u n c t i o n i n t h e a b s e n c e o f e x t e r n a l s t i m u l i , a l t h o u g h t h e s e s t i m u l i p l a y a n i m p o r t a n t 

r o l e i n s y n c h r o n i z i n g o r e n t r a i n i n g t h e s e r h y t h m s ( P i t t e n d r i g h a n d D a a n , 1 9 7 6 ) . T h e 

e n t r a i n m e n t , a d j u s t m e n t , o r r e s e t t i n g t h e c i r c a d i a n c l o c k b y a n e n v i r o n m e n t a l s t i m u l u s c a l l e d 

a " z e i t g e b e r " r e f e r s t o i m p o r t a n t e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s t h a t c a n r e s e t t h e c l o c k , s u c h as l i g h t , 

t e m p e r a t u r e c h a n g e , t i m i n g o f f o o d a v a i l a b i l i t y , a n d e x e r c i s e . H o w e v e r , t h e m o s t i m p o r t a n t o f 

t h e s e f a c t o r s i s l i g h t e x p o s u r e ( D u n l a p e t a l . , 2 0 0 4 ) . S u b j e c t i v e d a y i s t h e i n t e r n a l p h y s i o l o g i c a l 

s t a t e c o r r e s p o n d i n g t o t h e t i m e w h e n a n o r g a n i s m w a s r e g u l a r l y e x p o s e d t o d a y l i g h t , w h i l e 

s u b j e c t i v e n i g h t r e f e r s t o t h e i n t e r n a l p h y s i o l o g i c a l s t a t e c o r r e s p o n d i n g t o t h e t i m e w h e n a n 

o r g a n i s m w a s r e g u l a r l y e x p o s e d t o d a r k n e s s . E v e n u n d e r c o n s t a n t c o n d i t i o n s , d u e t o t h e c y c l i c 

o s c i l l a t i o n o f t h e c i r c a d i a n c l o c k , t h e o r g a n i s m f o l l o w s a 2 4 - h o u r c y c l e i n w h i c h s u b j e c t i v e 

d a y a n d n i g h t a l t e r n a t e ( F i g u r e 1 ) . 
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Figure 1: S i m p l i f i e d s c h e m e o f c i r c a d i a n s y n c h r o n i z a t i o n t o e n v i r o n m e n t a l 
z e i t g e b e r s i n Drosophila melanogaster. T h e m a i n z e i t g e b e r s f o r s y n c h r o n i z i n g t h e 
c i r c a d i a n c l o c k a r e t h e d a y / n i g h t c y c l e a n d t h e h o t / c o l d c y c l e . D r o s o p h i l a h a s 
s e v e r a l o r g a n s ( m a r k e d b y r e d c i r c l e s ) r e s p o n s i b l e f o r t h e p e r c e p t i o n o f t h e s e i n p u t s . 
I t s y n c h r o n i z e s i t s i n t e r n a l c l o c k b a s e d o n t h e s e i n p u t s . 

1.2 Circadian clock 
T h e c i r c a d i a n c l o c k i s a l o c a l i z a b l e f u n c t i o n a l u n i t c a p a b l e o f g e n e r a t i n g e n d o g e n o u s , 

s e l f - s u s t a i n i n g o s c i l l a t i o n s a n d c o n t r o l l i n g o t h e r r h y t h m s i n t h e b o d y . I n t h e p a s t , t h e m o s t 

w i d e l y a c c e p t e d m o d e l o f t h e m e c h a n i s m o f t h e c i r c a d i a n c l o c k , t h e f u n d a m e n t a l c i r c a d i a n 

o s c i l l a t o r , w a s b a s e d o n s i n g l e c e l l s . H o w e v e r , n e u r o n a l i n t e r a c t i o n s b e t w e e n s e v e r a l d i f f e r e n t 

g r o u p s o f p a c e m a k e r n e u r o n s a n d b r a i n p a r t s a p p e a r t o p l a y a c r i t i c a l r o l e i n g e n e r a t i n g 

r h y t h m i c b e h a v i o r . R e m a r k a b l y , t h e s e i n t e r a c t i o n s m a y e v e n b e r e q u i r e d t o m a i n t a i n c o r r e c t 

m o l e c u l a r o s c i l l a t i o n s w i t h i n i n t e r a c t i n g p a c e m a k e r c e l l s , e v e n i n t h e a b s e n c e o f 

e n v i r o n m e n t a l s t i m u l i t h a t m a r k t h e p a s s a g e o f t i m e . T h e e n d o g e n o u s p e r i o d o f t h e i n t e r n a l 

c l o c k c o n t r o l s c i r c a d i a n r h y t h m s i n a c o n s t a n t e n v i r o n m e n t w i t h a n i n t e r n a l p e r i o d o f 

a p p r o x i m a t e l y 2 4 h o u r s . T h e r e l a t i v e l y l o w s e n s i t i v i t y o f t h e m a s t e r o s c i l l a t o r t o t h e 

t e m p e r a t u r e o f t h e e x t e r n a l e n v i r o n m e n t i s c a l l e d t e m p e r a t u r e c o m p e n s a t i o n , w h i c h m e a n s 

t h a t t e m p e r a t u r e c h a n g e s i n t h e e n v i r o n m e n t d o n o t a f f e c t t h e c l o c k i t s e l f . O n t h e o t h e r h a n d , 

t h e m a i n o s c i l l a t o r c a n i n t e g r a t e i n f o r m a t i o n a b o u t t e m p e r a t u r e c h a n g e s t h r o u g h i t s 

t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e o r g a n s o r c e l l s , b u t t h i s i n f l u e n c e h a s n o t b e e n f u l l y e x p l o r e d . T h e r e i s 

l i t t l e d i f f e r e n c e b e t w e e n p o i k i l o t h e r m s a n d h o m o i o t h e r m s i n t h e u s e o f t e m p e r a t u r e 
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s y n c h r o n i z a t i o n . I n h o m o i o t h e r m s , t h e c e n t r a l o s c i l l a t o r u s e s r e d u c e d b o d y t e m p e r a t u r e d u r i n g 

s l e e p t o r e s e t t h e p e r i p h e r a l s l a v e c l o c k , w h e r e a s i n p o i k i l o t h e r m s t h i s s y n c h r o n i z a t i o n o c c u r s 

a t t h e b e h a v i o r a l l e v e l . I n Drosophila, t h i s b e h a v i o r i s r e f e r r e d t o as T R P a c t i v i t y , w h i c h i s 

c o n t r o l l e d b y t h e m a s t e r o s c i l l a t o r b u t s i m u l t a n e o u s l y s y n c h r o n i z e d b y t e m p e r a t u r e c y c l e s . 

N o t a l l e n v i r o n m e n t a l s y n c h r o n i z e r s a r e z e i t g e b e r s ; s o m e o f t h e f a c t o r s m a y h a v e a m a s k i n g 

e f f e c t t h a t i s a d i r e c t r e s p o n s e t o e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s , w h i c h i s o f t e n s e e n i n cases w h e r e t h e 

s y n c h r o n i z e r i s t o o w e a k t o r e g u l a t e r h y t h m i n b e h a v i o r b u t s t r o n g e n o u g h t o a f f e c t a c t i v i t y 

w h e n i t i s p r e s e n t . 

I n t h e pa s t , a t t e n t i o n h a s f o c u s e d o n t h e d i s t i n c t p r o p e r t i e s o f d i f f e r e n t i n d i v i d u a l c l o c k 

c e l l s c o m p r i s i n g a c o r e se t o f c l o c k g e n e s t h a t r e g u l a t e l a r g e n e t w o r k s o f g e n e t r a n s c r i p t i o n 

t h r o u g h b o t h d i r e c t t r a n s c r i p t i o n a l / t r a n s l a t i o n a l a c t i v a t i o n / r e p r e s s i o n a n d r e c r u i t m e n t o f 

p r o t e i n s t h a t a l t e r c h r o m a t i n s t a t e . H o w e v e r , r e c e n t s t u d i e s s u g g e s t t h a t t h e c i r c a d i a n n e u r o n a l 

c i r c u i t m a y c o n s i s t o f m u l t i p l e a u t o n o m o u s c o m p o n e n t s . T h e f u l l e x t e n t o f t h e m e c h a n i s m s 

b y w h i c h g e n e r e g u l a t i o n a n d o s c i l l a t i o n s o f c l o c k p r o t e i n s i n c e l l s m a i n t a i n c l o c k p a c e m a k e r s 

t h a t i n t e g r a t e a n d c o n t r o l b e h a v i o r i s s t i l l u n d e r i n v e s t i g a t i o n . I n m o r e c o m p l e x o r g a n i s m s , 

t h e r e a r e m o r e c o m p l e x c l o c k s w i t h a s p e c i f i c h i e r a r c h y . T h e m a i n p a c e m a k e r ( " m a s t e r 

o s c i l l a t o r " ) i s c a p a b l e o f s e l f - s u s t a i n i n g o s c i l l a t i o n s a n d s y n c h r o n o u s o u t p u t , e v e n w h e n 

i s o l a t e d f r o m s u r r o u n d i n g s t r u c t u r e s . T h e l o w e r l e v e l o f c o n t r o l c o n s i s t s o f s e m i - a u t o n o m o u s 

o s c i l l a t o r s w h o s e i n d i v i d u a l c e l l s a r e c a p a b l e o f o s c i l l a t i o n s b u t c a n n o t p r o d u c e a s y n c h r o n o u s 

o u t p u t s i g n a l w i t h o u t t h e s y n c h r o n i z i n g i n f l u e n c e o f t h e p a c e m a k e r . T h e s l a v e o s c i l l a t o r s a r e 

c a p a b l e o f o s c i l l a t i n g o n l y w h e n t h e r e i s a r e g u l a r o r a t l e a s t i n t e r m i t t e n t s i g n a l f r o m t h e m a i n 

o s c i l l a t o r . T h e m a i n o s c i l l a t o r i s l o c a t e d i n t h e b r a i n o f a n a n i m a l a n d m a n y s e m i - a u t o n o m o u s 

a n d s l a v e o s c i l l a t o r s a r e s c a t t e r e d i n t h e p e r i p h e r y o f t h e b o d y . C l o c k g e n e p r o d u c t i o n i s a n 

i n t r i n s i c p r o p e r t y o f a l l c l o c k c e l l s i n v a r i o u s t i s s u e s ; h o w e v e r , t h e s e p e r i p h e r a l o s c i l l a t o r s a r e 

l e s s c o m p l e x a n d u n d e r t h e c o n t r o l o f t h e m a i n o s c i l l a t o r . ( Y o o e t a l . , 2 0 0 4 ) . S i m i l a r l y , t h e 

i n s e c t b r a i n h a s a m a i n o s c i l l a t o r i n t h e a c c e s s o r y m e d u l l a ( a M e ) , w h i c h l i e s b e t w e e n t h e 

c e n t r a l b r a i n a n d t h e o p t i c l o b e s ( T o m i o k a e t a l . , 2 0 1 0 ) . T h e r e s u l t o f w h o l e - o r g a n i s m 

s y n c h r o n i z a t i o n i s b e h a v i o r a l c h a n g e s t h a t c o r r e s p o n d t o l i g h t a n d t e m p e r a t u r e c y c l e s a n d 

a n t i c i p a t e e n e r g y n e e d s w i t h o r g a n i s m a c t i v i t i e s ( s u c h as f e e d i n g a n d s l e e p i n g ) , w h i c h h e l p s 

t h e v a r i o u s t i s s u e a n d o r g a n s y s t e m s c o o r d i n a t e a n d o p t i m i z e t h e i r p e r f o r m a n c e ( B a s s a n d 

T a k a h a s h i , 2 0 1 0 ) . 
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1.2.1 Circadian clock network in D r o s o p h i l a melanogaster 
D. melanogaster, c o m m o n l y k n o w n as t h e f r u i t f l y , i s a v a l u a b l e m o d e l o r g a n i s m 

b e c a u s e i t c a n b e e a s i l y a n d i n e x p e n s i v e l y b r e d u n d e r l a b o r a t o r y c o n d i t i o n s a n d h a s a s h o r t 

l i f e c y c l e . I t h a s a d v a n c e d g e n e t i c t o o l s t h a t c a n b e u s e d t o s t u d y i n d i v i d u a l c l o c k n e u r o n s 

s e p a r a t e l y , as w e l l as m e t h o d s b a s e d o n v i s u a l i z a t i o n o f n e u r o n a l a c t i v i t y t h a t i l l u m i n a t e 

c o m m u n i c a t i o n i n t h e c i r c a d i a n c l o c k n e t w o r k . I n s t u d y i n g t h e c i r c a d i a n c l o c k i n D r o s o p h i l a , 

m e a s u r e m e n t s o f l o c o m o t o r a c t i v i t y , w h i c h i s c l o s e l y l i n k e d t o c i r c a d i a n r e g u l a t i o n , c a n a l s o 

b e u s e d . D u r i n g a 1 2 - h o u r d a y l i g h t c y c l e f o l l o w e d b y a 1 2 - h o u r d a r k c y c l e ( L D ) , w i l d - t y p e D . 

m e l a n o g a s t e r f l i e s e x h i b i t t w o d i s t i n c t p h a s e s o f l o c o m o t o r a c t i v i t y . T h e s e o c c u r a t d a w n a n d 

d u s k , as i n m a n y c r e p u s c u l a r i n s e c t s p e c i e s . T h e a c t i v i t y p e a k s b e g i n b e f o r e t h e l i g h t i s t u r n e d 

o n a n d o f f , s u g g e s t i n g t h a t t h e f l i e s a n t i c i p a t e t h e s e i n t e r m i t t e n t c h a n g e s a t L D c o n d i t i o n s . 

B o t h m o r n i n g a n d e v e n i n g a n t i c i p a t i o n r e q u i r e a n e n d o g e n o u s c i r c a d i a n o s c i l l a t o r . M a n y 

a r r h y t h m i c m u t a n t s c a n n o t s y n c h r o n i z e t h e i r a c t i v i t y w i t h t h e e n v i r o n m e n t , r e s u l t i n g i n t h e i r 

a c t i v i t i e s b e i n g r e s t r i c t e d t o d i f f e r e n t t i m e s . H o w e v e r , t h e y a l s o r e s p o n d t o e n v i r o n m e n t a l 

c h a n g e s i m m e d i a t e l y a f t e r l i g h t s a r e t u r n e d o n a n d o f f . 

R e c e n t s t u d i e s s u g g e s t t h a t t h e o s c i l l a t i o n s o f t h e i m p o r t a n t c l o c k g e n e s period (per), 

timeless (tim), cycle (eye), a n d clock (Clk) ( F o r s t e r e t a l . , 2 0 0 7 b ) i n i n d i v i d u a l c l o c k c e l l s a r e 

as i m p o r t a n t as t h e m u t u a l i n t e g r a t i o n o f t h e i n d i v i d u a l o s c i l l a t o r s . M o r e o v e r , t h e i r i n d i v i d u a l 

p h a s e s t o g e t h e r f o r m a h a r m o n i c a n d t i m e - d e p e n d e n t s e q u e n c e o f o u t p u t s t h a t s y n c h r o n i z e t h e 

w h o l e o r g a n i s m . C l o c k c e l l s a r e d i v i d e d i n t o f u n c t i o n a l r h y t h m i c c e n t e r s t h a t c o o p e r a t e o r 

c o m p e t e t o r e g u l a t e t h e v a r i o u s r h y t h m i c b e h a v i o r s t h a t g o v e r n t h e f l y ' s d a i l y a c t i v i t y p a t t e r n . 

( M u r a r o e t . A L , 2 0 1 3 ) T w o g r o u p s o f c i r c a d i a n n e u r o n s , k n o w n as M ( m o r n i n g ) a n d E 

( e v e n i n g ) c e l l s , a r e i n v o l v e d i n t h e c o n t r o l o f m o r n i n g a n d e v e n i n g a c t i v i t y p e a k s i n 

D r o s o p h i l a a n d o p e r a t e s e p a r a t e l y , a l t h o u g h t h e y c o m m u n i c a t e w i t h e a c h o t h e r v i a 

n e u r o p e p t i d e s t o g e n e r a t e t w o d o m a i n s o f l o c o m o t o r r h y t h m . ( S t o l e r u e t a l . , 2 0 0 4 ; G r i m a e t 

a l . , 2 0 0 4 ) . I n c o n t r a s t , t h e f o l l o w i n g s t u d i e s s u g g e s t t h a t t h e c l a s s i f i c a t i o n b e t w e e n E - a n d M -

c e l l s i s t o o s t r i c t b e c a u s e E - c e l l s c a n c o n t r o l b o t h E - a n d M - o s c i l l a t i o n s u n d e r m o r e n a t u r a l 

e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s . ( Y o s h i i e t a l . , 2 0 1 0 ; B y w a l e z e t a l . , 2 0 1 2 ; M e n e g a z z i e t a l . , 2 0 1 2 ) 

T h e r e m a i n i n g g r o u p s o f c i r c a d i a n n e u r o n s e x h i b i t r h y t h m i c b u t u n s y n c h r o n i z e d a c t i v i t y t h a t 

d e p e n d s o n m a s t e r o s c i l l a t o r s t h a t c o n t r i b u t e t o n e t w o r k p r o d u c t s a t m u l t i p l e p h a s i c t i m e s . 

( L i a n g e t a l . , 2 0 1 9 ; M u r a r o e t a l . , 2 0 1 3 ) . 
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T h e Drosophila b r a i n c o n s i s t s o f a b o u t 1 5 0 c l o c k n e u r o n s d i v i d e d i n t o s e v e r a l 

o s c i l l a t o r s u b g r o u p s t h a t c o o p e r a t e i n c o m p l e x r h y t h m i c i t y . T h e s u b g r o u p s a r e n a m e d 

a c c o r d i n g t o t h e i r a n a t o m i c a l d i s t r i b u t i o n i n t h e d o r s a l a n d l a t e r a l p r o t o c e r e b r u m a n d t h e i r 

r e l a t i v e s i z e ( L u i b l e t a l . , 2 0 1 5 ) . T h e l a t e r a l n e u r o n s i n t h e f r u i t f l y b r a i n a r e d i v i d e d i n t o f o u r 

g e n e r a l l y r e c o g n i z e d s u b g r o u p s : t h e l a r g e v e n t r o l a t e r a l n e u r o n s ( 1 - L N V ) a n d t h e s m a l l 

v e n t r o l a t e r a l n e u r o n s ( s - L N V ) , t h e 5 t h s m a l l v e n t r o l a t e r a l n e u r o n ( 5 t h s m a l l L N V ) , t h e 

d o r s o l a t e r a l n e u r o n s ( L N d ) , a n d t h e l a t e r a l p o s t e r i o r n e u r o n s ( L P N ) . I m m u n o c y t o c h e m i c a l 

s t u d i e s u s i n g a n t i - T I M a n d a n t i - P E R a n t i b o d i e s s h o w t h a t t h e s e p r o t e i n s a r e r h y t h m i c a l l y 

e x p r e s s e d i n a l l L N V s , b u t i n s o m e o f t h e m w i t h d i f f e r e n t p h a s e . S e v e r a l s t u d i e s h a v e s h o w n 

t h a t t h e s - L N V s l o c a t e d n e a r a M e a r e t h e c e n t r a l p a c e m a k e r s ( T o m i o k a e t a l . , 2 0 1 0 ) . T h e s e 

r e s u l t s a r e s u p p o r t e d b y i m m u n o h i s t o c h e m i c a l s t u d i e s o f P E R o s c i l l a t i o n s i n t h e s - L N V s , 

w h i c h a r e m o r e p r o n o u n c e d t h a n i n t h e 1 - L N V s , a n d o s c i l l a t i o n s i n t h e s - L N V s a c t as t h e m a i n 

o s c i l l a t o r f o r c i r c a d i a n r h y t h m s i n c o n s t a n t d a r k n e s s . I n a d d i t i o n , t h e s - L N V s p l a y a c r i t i c a l 

r o l e i n r e g u l a t i n g m o r n i n g l o c o m o t o r a c t i v i t y u n d e r L D c o n d i t i o n s a n d i n c o m m u n i c a t i n g w i t h 

t h e E o s c i l l a t o r s t h r o u g h t h e n e u r o p e p t i d e p i g m e n t - d i s p e r s i n g f a c t o r ( P D F ) . ( E w e r e t a l . , 1 9 9 2 ; 

S i w i c k i e t a l . , 1 9 8 8 ; Z e r r e t a l . , 1 9 9 0 ; F r i s c h e t a l . , 1 9 9 4 ) . T h e 1 - L N V s l i k e l y h a v e t h e m a i n 

f u n c t i o n i n g a t i n g a n d r e l a y i n g l i g h t i n p u t s t o t h e s - L N V s , w h i c h p r o m o t e w a k e f u l n e s s , as 

t h e y l a r g e l y i n e r v a t e t h e m e d u l l a a n d h a v e h i g h e x p r e s s i o n o f t h e l i g h t - s e n s i t i v e p r o t e i n 

c r y p t o c h r o m e ( C R Y ) (Förster, 2 0 1 4 ) . O s c i l l a t o r y a c t i v i t y f o l l o w s t h e s - L N V i n t h e m o r n i n g 

( S h a n g e t a l . , 2 0 0 8 ) . T h e f i f t h s - L N V i s a P E R a n d T I M p o s i t i v e n e u r o n t h a t d o e s n o t e x p r e s s 

P D F a n d i s l o c a t e d b e t w e e n t h e c l u s t e r s o f L N V c e l l s . B o t h g r o u p s a r e a s s o c i a t e d w i t h t h e 

e v e n i n g p e a k o f l o c o m o t o r a c t i v i t y ( E c e l l g r o u p ) ( G r i m a e t a l . , 2 0 0 4 ; S t o l e r u e t a l . , 2 0 0 4 ) , 

a n d t h e i r n e u r o n a l a c t i v i t y a n t i c i p a t e s d u s k . ( L i a n g e t a l . , 2 0 1 6 ; P e n g e t a l . , 2 0 0 3 ; L i n e t a l . , 

2 0 0 4 ) . A l t h o u g h L P N s o f t h e l a s t l a t e r a l g r o u p h a v e l o n g b e e n u n c h a r a c t e r i z e d , r e c e n t s t u d i e s 

( R e i n h a r d e t a l . , 2 0 2 2 ) h a v e i d e n t i f i e d n e u r o p e p t i d e s a n d c o n n e c t i o n s b e t w e e n o t h e r c l o c k 

n e u r o n s b u t h a v e s a i d l i t t l e a b o u t t h e i r p o s s i b l e f u n c t i o n . L P N s e x p r e s s t h e n e u r o p e p t i d e s 

a l l a t o s t a t i n A ( A s t A ) , a l l a t o s t a t i n C ( A s t C ) , a n d d i u r e t i c h o r m o n e 3 1 ( D H 3 1 ) i n d o u b l e - p e a k 

o s c i l l a t i o n s , s u g g e s t i n g t h a t t h e y a r e i n v o l v e d i n t h e c o n t r o l o f s l e e p a n d f e e d i n g i n a t y p e o f 

t e m p e r a t u r e c y c l e ( C h e n e t a l . , 2 0 1 6 ; N i e t a l . , 2 0 1 9 ; M i y a s a k o e t a l . , 2 0 0 7 ; Y o s h i i e t a l . , 

2 0 0 5 ) . 

T h e d o r s a l n e u r o n s a r e d i v i d e d i n t o t h r e e s u b g r o u p s o f d o r s a l l y p o s i t i o n e d c l o c k 

n e u r o n s , i n c l u d i n g t h e f o l l o w i n g g r o u p s D N 1 , D N 2 , a n d D N 3 . D N 1 i s n o t a v e r y u n i f o r m 

c l u s t e r , w h o s e p a r t s h a v e d i f f e r e n t c h a r a c t e r i s t i c s a n d a r e t h e r e f o r e d i v i d e d i n t o D N l a a n d 
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D N l p c e l l s . S o m e D N l s n e u r o n s o s c i l l a t e t o g e t h e r w i t h D N 2 n e u r o n s i n c o u n t e r p h a s e t o s-

L N V s a n d m a i n t a i n t h e i r p e r i o d e v e n u n d e r c o n s t a n t l i g h t c o n d i t i o n s ( L L ) i n t h e p r e s e n c e o f 

t e m p e r a t u r e c y c l i n g ( T C ) . I n a d d i t i o n , D N 1 c e l l s i n t e g r a t e m u l t i p l e i n p u t s , o n e o f w h i c h i s t h e 

s y n c h r o n i z a t i o n o f M a n d E c e l l s a n d t h e o t h e r c o m e s f r o m a n t e r i o r c e l l s ( A C ) a n d t a s t e 

p r o j e c t i o n n e u r o n s T P N - I I . B y i n t e g r a t i n g t h e s e s i g n a l s , D N 1 c o n t r i b u t e t o t h e r e g u l a t i o n o f 

l o c o m o t o r a c t i v i t y a n d s l e e p ( Z h a n g e t a l . , 2 0 1 0 ; L i a n g e t a l . , 2 0 1 7 ; G u o e t a l . , 2 0 1 6 ) . D N 2 

c e l l s a r e l o c a t e d n e a r t h e t e r m i n a l s o f t h e s m a l l L N V s , b u t t h e i r f u n c t i o n i s n o t y e t D N 2 

B e c a u s e t h e s o m a t a o f D N 2 c e l l s a r e l o c a t e d n e a r t h e P D F - p o s i t i v e t e r m i n a l s o f t h e s - L N V s , 

t h e y a r e s y n c h r o n i z e d b y t h e P D F n e u r o p e p t i d e i n L D . H o w e v e r , u n d e r D D o r L L c o n d i t i o n s , 

t h e y c a n s y n c h r o n i z e a t T C a n d r e g u l a t e T P R a c t i v i t y . D N 3 n e u r o n s a r e a h e t e r o g e n e o u s g r o u p 

i n w h i c h s o m e c e l l s a r e s y n c h r o n i z e d b y T C a n d o t h e r s b y L D . E x p e r i m e n t s w i t h p d f O m u t a n t s 

h a v e s h o w n t h a t D N 3 c o n t r i b u t e t o t h e s y n c h r o n i z a t i o n o f l o c o m o t o r a c t i v i t y , e s p e c i a l l y t o t h e 

e v e n i n g p e a k . T h i s d i f f e r e n t i a l t i m i n g a l l o w s t h e n e t w o r k t o g e n e r a t e a s e q u e n c e o f n e u r o n a l 

o u t p u t s t h a t r e g u l a t e b e h a v i o r a l r h y t h m s d u r i n g t h e d a y a n d n i g h t ( M i y a s a k o e t a l . , 2 0 0 7 ) . 

T h e c l o c k n e t w o r k o f t h e l a r v a l b r a i n i s l e s s c o m p l e x t h a n t h a t o f t h e a d u l t a n d c o n s i s t s 

o f f o u r s- L N , t h e 5 t h L N S , a n d t w o p a i r s o f d o r s a l n e u r o n s , D N 1 a n d D N 2 . T h e L N s a r e 

l o c a t e d n e a r t h e l a r v a l o p t i c n e u r o p i l e . T h e y a l l s u r v i v e t o t h e a d u l t s t a g e ( K a n e k o a n d H a l l , 

2 0 0 0 ; S h a f e r e t a l . , 2 0 0 6 ) . I n a d d i t i o n , e c l o s i o n h o r m o n e ( E H ) a n d c r u s t a c e a n c a r d i o a c t i v e 

p e p t i d e ( C C A P ) a r e i n v o l v e d i n t h e r e g u l a t i o n o f r e s p i r a t i o n a n d m e t a m o r p h o s i s a n d a r e 

s u b j e c t t o c i r c a d i a n r e g u l a t i o n . C R Y i s e x p r e s s e d o n l y b y P D F L N s a n d D N l s c l o c k n e u r o n s . 

( K l a r s f e l d e t a l . , 2 0 0 4 ) . L a r v a l l i g h t - a n d t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e o r g a n s a r e m u c h s i m p l e r . T h e 

o n l y k n o w n o r g a n t h a t p r o v i d e s l i g h t i n p u t t h r o u g h t h e v i s u a l s y s t e m i s t h e B o l w i g o r g a n 

( B O ) , w h i c h h a s o n l y 1 2 c e l l s a n d e x p r e s s e s o n l y t w o r o d o p s i n s R H 5 o r R H 6 t h a t p r o j e c t t o 

t h e P D F - e x p r e s s i n g L N s ( K a n e k o e t a l . , 2 0 0 0 ; M a l p e l e t a l . , 2 0 0 4 ) . R h o d o p s i n s c o n s i s t o f t h e 

p r o t e i n s u b u n i t o p s i n a n d a v i t a m i n A - d e r i v e d c h r o m o p h o r e . A l t h o u g h t h e y a r e p r i m a r i l y 

p h o t o r e c e p t o r s , t h e y a l s o h a v e t h e a b i l i t y t o s e n s e t e m p e r a t u r e , w h i c h i s d e s c r i b e d i n m o r e 
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d e t a i l i n t h e c h a p t e r o n t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i s a t i o n . T o g e t h e r w i t h C R Y , t h e y a r e t h e o n l y 

l i g h t i n p u t s a v a i l a b l e t o t h e l a r v a l c l o c k ( F i g u r e 2 ) . 

Figure 2: S c h e m e o f d i s t r i b u t i o n o f g r o u p s o f i n d i v i d u a l c l o c k o s c i l l a t o r s a n d t h e i r 
i n t e r r e l a t i o n s h i p s a n d c o n n e c t i o n s i n t h e b r a i n s o f a d u l t (A) a n d l a r v a ( B ) . S y n c h r o n i z a t i o n o f 
t h e o r g a n i s m o c c u r s b y c o m m u n i c a t i o n o f i n d i v i d u a l g r o u p s o f o s c i l l a t o r s s - L N V + s o m e 
D N 1 ( M - o s c i l l a t o r ) a n d L N d + D N 1 + 5 t h - L N V ( E - o s c i l l a t o r s ) . A C a n d T P N - I I a r e t h e c e l l s 
i n v o l v e d i n t e m p e r a t u r e a n d t a s t e i n p u t t o t h e c l o c k c e l l s . E c l o s i o n h o r m o n e ( E H ) , a n d 
c r u s t a c e a n c a r d i o a c t i v e p e p t i d e ( C C A P ) i s i n v o l v e d i n t h e r e g u l a t i o n o f r e s p i r a t i o n a n d 
m e t a m o r p h o s i s . 

C l o c k c e l l g r o u p s w e r e i d e n t i f i e d b a s e d o n t h e e x p r e s s i o n o f c l o c k g e n e s t h a t o s c i l l a t e 

d a i l y i n a l l c l o c k c e l l s . A p a r t i c u l a r g r o u p o f c l o c k p r o t e i n s i n i t i a t e s a n d c o n t r o l s c h a n g e s i n 

t h e i r o w n e q u i l i b r i u m s t a t e a n d i n t h e l e v e l s o f t h e i r m R N A s . T h e s e c h a n g e s r e s u l t i n r h y t h m i c 

w a v e s o f g e n e a n d p r o t e i n e x p r e s s i o n t h a t t o g e t h e r f o r m a r e p e t i t i v e t r a n s l a t i o n a l -

t r a n s c r i p t i o n a l l o o p . T h e f i r s t g e n e w h o s e e x p r e s s i o n w a s d e t e c t e d i n t h e c o n t e x t o f t h e c e l l u l a r 

c l o c k w a s p e r , s u c h t h a t t h e t r a n s l a t e d p r o t e i n P E R a l s o i n h i b i t s t r a n s c r i p t i o n o f t h e m R N A o f 

p e r , f u r t h e r h i g h l i g h t i n g t h e r o l e o f P E R i n t h i s f e e d b a c k l o o p as a t r a n s c r i p t i o n a l r e p r e s s o r . 

T h e s e r e s u l t s s u p p o r t t h e v i e w t h a t t h e r e i s a m o l e c u l a r c e l l c l o c k ( K o n o p k a a n d B e n z e r , 1 9 7 1 ; 

S e h g a l e t a l . , 1 9 9 4 ; R u t i l a e t a l . , 1 9 9 6 ) . O t h e r c o r e c l o c k p r o t e i n s h a v e b e e n d i s c o v e r e d , 

n a m e l y T F M , C Y C , C L K , a n d t o g e t h e r w i t h P A R d o m a i n p r o t e i n 1 ( P D P 1 ) , c l o c k w o r k o r a n g e 

( C W O ) , v r i l l e ( V R I ) , u n f u l f i l l e d ( U N F ) , a n d e c d y s o n e - i n d u c e d p r o t e i n 7 5 ( E 7 5 ) f o r m a t o t a l 

o f t h r e e t r a n s c r i p t i o n a l l o o p s , o f w h i c h t h e per/tim l o o p i s t h e m o s t i m p o r t a n t . T h e r e a r e 

c e r t a i n l y o t h e r p r o t e i n s , t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s , a n d k i n a s e s i n v o l v e d t h a t c a n a s s i s t i n 

t e m p e r a t u r e c o m p e n s a t i o n a n d a c c e l e r a t e o r a l t e r t h e a m p l i t u d e o f t h e c o r e c l o c k p r o t e i n s . 

T h i s i s u s u a l l y d o n e b y s t a b i l i z i n g p r o t e i n c o m p l e x e s , p h o s p h o r y l a t i n g / d e p h o s p h o r y l a t i n g o r 

p r e v e n t i n g t h e i r e n t r y i n t o t h e n u c l e u s . T h e b e s t k n o w n m o d i f i e r s a r e k i n a s e s s u c h as d o u b l e 

t i m e ( D B T ) , c a s e i n k i n a s e 2 ( C K 2 ) a n d G S K - 3 s s a k a S h a g g y ( S G G ) . T h e f i r s t f e e d b a c k l o o p 

b e g i n s w i t h t h e C L K / C Y C d i m e r , w h i c h a c t i v a t e s t r a n s c r i p t i o n o f t h e per a n d tint g e n e s b y 
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b i n d i n g t o t h e i r E - b o x e s . T h e m R N A ofper a n d tim m i g r a t e t o t h e c y t o p l a s m w h e r e t r a n s l a t i o n 

i n t o t h e p r o t e i n s P E R a n d T I M b e g i n s . W h e n t h e o r g a n i s m i s e x p o s e d t o l i g h t , t h e T I M / C R Y 

d i m e r i s n o r m a l l y f o r m e d , a n d T I M i s c o n t i n u o u s l y d e g r a d e d u n t i l e v e n i n g . S i m i l a r l y , t h e P E R 

p r o t e i n i s d e s t a b i l i z e d a n d d e g r a d e d t o s l o w i t s a c c u m u l a t i o n . I n t h e e v e n i n g , T I M a n d P E R 

f o r m a d i m e r s t a b i l i z e d b y D B T t h a t c a n m i g r a t e i n t o t h e n u c l e u s a n d b i n d t o C L K / C Y C . T h i s 

l e a d s t o t h e r e p r e s s i o n o f per a n d tim m R N A t r a n s c r i p t i o n . A t d u s k , C R Y i s r e a c t i v a t e d a n d 

c a n i n i t i a t e d e g r a d a t i o n o f t h e T I M p r o t e i n , l e a d i n g t o r e s t o r a t i o n o f t r a n s c r i p t i o n o f per a n d 

tim. T h e s e c o n d f e e d b a c k l o o p i n v o l v e s t h e e x p r e s s i o n o f Pdpl a n d vri c a u s e d b y t h e 

C L K / C Y C d i m e r . T h e V R I p r o t e i n i s r a p i d l y t r a n s l a t e d a n d i m m e d i a t e l y b i n d s t o t h e 

V R I / P D P 1 b o x i n t h e Clk p r o m o t e r , l i m i t i n g Clk t r a n s c r i p t i o n . L a t e r , P D P 1 b i n d s t o t h e Clk 

p r o m o t e r a n d r e s c u e s Clk t r a n s c r i p t i o n . T h e t h i r d f e e d b a c k l o o p i n v o l v e s t h e E - b o x - r e g u l a t e d 

p r o t e i n C W O w i t h t h e C L K / C Y C d i m e r . T h e f u n c t i o n o f C W O i s t o c o m p e t e w i t h t h e 

C L K / C Y C d i m e r i n b i n d i n g t o E - B O X s i t e s ( F o e r s t e r , 2 0 1 7 ; O z k a y a e t a l . , 2 0 1 2 ) ( F i g u r e 3 ) . 

Figure 3: S c h e m a t i c o f t r a n s c r i p t i o n - t r a n s l a t i o n l o o p s i n c l o c k g e n e o s c i l l a t i o n i n t h e 
c l o c k c e l l . F i r s t , a C L K a n d C Y C d i m e r i s f o r m e d t h a t b i n d s t o ( E - b o x e s ) i n t h e 
p r o m o t e r o f t h e c l o c k g e n e s per a n d tim. T h e P E R a n d T I M p r o t e i n s f o r m a d i m e r w i t h 
t h e p a r t i c i p a t i o n o f d o u b l e t i m e ( D B T ) , e n t e r t h e n u c l e u s , a n d i n h i b i t C L K - C Y C 
a c t i v i t y . T h e s e c o n d l o o p m o d u l a t e s Clk gene e x p r e s s i o n b y i n d u c i n g C L K - C Y C d i m e r 
t r a n s c r i p t i o n o f t h e vri a n d Pdpl g e n e s . V R I a n d P d p l c o m p e t e f o r t h e s a m e e l e m e n t 
i n t h e p r o m o t e r ( D - b o x ) o f t h e Clk g e n e , t h e r e b y c o n t r o l l i n g i t s t r a n s c r i p t i o n . I n 
a d d i t i o n , D B T m o d u l a t e s c l o c k p r o t e i n a c t i v i t i e s b y p h o s p h o r y l a t i o n a n d t h u s r e g u l a t e s 
p r o t e i n - p r o t e i n i n t e r a c t i o n s , n u c l e a r t r a n s l o c a t i o n a n d P E R d e g r a d a t i o n . T F M i s 
d e g r a d e d i n t h e c e l l t o f o r m a d i m e r w i t h t h e C R Y p r o t e i n w h i c h i s a n i n t e r n a l l i g h t -
a c t i v a t e d p h o t o r e c e p t o r . 
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1.2.2 Light synchronization 
I n t h e c o n t e x t o f a n i m a l b e h a v i o r , l i g h t c a n h a v e d i f f e r e n t e f f e c t s . B a s e d o n t h e f i n d i n g 

t h a t t h e T I M p r o t e i n i s d e g r a d e d i n t h e p r e s e n c e o f t h e l i g h t - s e n s i t i v e p r o t e i n C R Y , a s i m p l e 

m o d e l w a s d e v e l o p e d t o e x p l a i n h o w l i g h t s y n c h r o n i z e s t h e c l o c k . T h i s m o d e l e x p l a i n s t h e 

p r o l o n g a t i o n o f t h e b e h a v i o r a l p e r i o d o r a r r h y t h m i a i n L L d u e t o a l o n g e r a c c u m u l a t i o n o f t h e 

r e q u i r e d l e v e l o f T I M . I n a d d i t i o n , t h e s a m e m o d e l c a n b e u s e d t o e x p l a i n t h e p h a s e s h i f t 

r e s p o n s e t h a t o c c u r s a f t e r a l i g h t p u l s e d u r i n g s u b j e c t i v e n i g h t . E x p e r i m e n t s w i t h a c r y b m u t a n t 

l a c k i n g a f u n c t i o n a l C R Y r e v e a l e d t h a t c r y b m u t a n t s a r e u n a f f e c t e d b y l i g h t p u l s e s a n d d o n o t 

s h o w a r r h y t h m i a i n L L . O n t h e c o n t r a r y , t h e y a r e a b l e t o e n t r a i n L D , a l t h o u g h t h e i r P E R a n d 

T I M o s c i l l a t i o n s a r e r e d u c e d . T h e s e o s c i l l a t i o n s c a n b e r e s c u e d i n c o m b i n a t i o n w i t h T C , a n d 

i m m u n o s t a i n i n g w i t h t h e a n t i - C R Y a n t i b o d y s h o w e d t h a t s o m e s u b s e t s o f c l o c k n e u r o n s ( s i x 

D N 1 , b o t h D N 2 , D N 3 s , t h r e e L N D , a n d L P N ) h a v e l i t t l e o r n o C R Y e x p r e s s i o n . T h e s e r e s u l t s 

s u g g e s t t h a t m o r e i n p u t s m u s t b e i n v o l v e d i n l i g h t s y n c h r o n i z a t i o n a n d t h a t t e m p e r a t u r e i s t h e 

s e c o n d m o s t p o w e r f u l z e i t g e b e r n e x t t o l i g h t . T h e c o m p l e x i t y o f t h i s s y s t e m l i e s a t s e v e r a l 

l e v e l s . T h e v a r i e t y o f m e c h a n i s m s t h a t r e c e i v e t h e l i g h t s i g n a l , t h e r e g u l a t i o n o f t h i s s i g n a l a t 

t h e l e v e l o f t h e c l o c k c e l l , t h e m o d u l a t i o n o f t h e o u t p u t w i t h i n t h e i n d i v i d u a l o s c i l l a t o r s i n t h e 

b r a i n t o t h e o u t p u t i n t h e f o r m o f a c h a n g e i n t h e i n t e r n a l e n v i r o n m e n t o r a c h a n g e i n b e h a v i o r , 

a l l t h i s i s o n l y o n e s i d e o f t h e c o i n , b e c a u s e a l t h o u g h t e m p e r a t u r e i s a s e c o n d a r y z e i t g e b e r , i t 

i s s t i l l a n i m p o r t a n t f a c t o r t h a t i n f l u e n c e s a n d s y n c h r o n i z e s t h e c i r c a d i a n c l o c k ( O z k a y a e t a l . , 

2 0 1 2 ; M a r r u s e t a l . , 1 9 9 6 ; H e l f r i c h - F o r s t e r e t a l . , 2 0 0 1 ; S t a n e w s k y e t a l . , 1 9 9 8 ) . T e m p e r a t u r e 

s y n c h r o n i z a t i o n m e c h a n i s m i n a d u l t s 

T h e m o d e l o f t h e m e c h a n i s m o f t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n b e g i n s w i t h t h e 

p e r c e p t i o n o f t e m p e r a t u r e c h a n g e s b y p e r i p h e r a l o r g a n s , w h i c h t r a n s m i t t h i s i n f o r m a t i o n t o 

t h e b r a i n t o s p e c i a l i z e d s u b p o p u l a t i o n s o f c l o c k c e l l s , i n w h i c h t h e m o l e c u l a r m a c h i n e r y o f 

t h e c l o c k i s a l t e r e d . T h i s i s f o l l o w e d b y t h e i n t e g r a t i o n o f m u l t i p l e s i g n a l s f r o m i n d i v i d u a l 

s u b p o p u l a t i o n s o f c l o c k n e u r o n s b y n e u r o p e p t i d e s , w h i c h t h e n r e l a y t h e r e s u l t i n g o u t p u t t o 

h i g h e r c e n t e r s r e s p o n s i b l e f o r c h a n g i n g t h e b e h a v i o r o f t h e w h o l e o r g a n i s m o r p e r i p h e r a l 

o r g a n s . M o r e o v e r , a t a l l t h e s e l e v e l s t h e r e i s a p o s s i b l e c o m b i n a t i o n a n d v a r i e t y o f as y e t 

u n k n o w n i n p u t s , o u t p u t s , a n d m o d i f i c a t i o n s t h a t m a y c o n t r i b u t e t o t h e f i n a l s y n c h r o n i z a t i o n . 

M o r e o v e r , t h e s t r u c t u r e s a n d m o l e c u l e s i n v o l v e d i n c i r c a d i a n t h e r m o r e c e p t i o n a r e s t i l l n o t w e l l 

u n d e r s t o o d . 
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T h e f i r s t r e q u i r e m e n t f o r s y n c h r o n i z a t i o n b y T C i s t h e r e c e i p t o f i n f o r m a t i o n a b o u t t h e 

a m b i e n t t e m p e r a t u r e o r i t s c h a n g e . I t i s l i k e l y t h a t p e r i p h e r a l t h e r m o s e n s o r s a r e r e s p o n s i b l e 

f o r t r a n s m i t t i n g t e m p e r a t u r e i n f o r m a t i o n t o c l o c k n e u r o n s . T h i s h a s b e e n d e m o n s t r a t e d i n 

e x p e r i m e n t s i n v e s t i g a t i n g t h e r o l e o f D N l p i n t h e t i m i n g o f s l e e p a n d a c t i v i t y u n d e r c o n s t a n t l y 

c h a n g i n g T C . ( Y a d l a p a l l i e t a l . , 2 0 1 8 ) F o r c o r r e c t p e r c e p t i o n o f c o o l i n g o r w a r m i n g , i t w a s 

n e c e s s a r y t o u s e a n i n t a c t f l y , b e c a u s e i s o l a t e d b r a i n s c o u l d n o t b e s y n c h r o n i z e d b y T C . 

( S e h a d o v a e t a l . , 2 0 0 9 ) . T h i s m e a n s t h a t t e m p e r a t u r e i n p u t s m u s t b e l o c a t e d s o m e w h e r e i n t h e 

p e r i p h e r y . T h e f i r s t o r g a n i d e n t i f i e d as p o t e n t i a l l y s e n s i t i v e t o t e m p e r a t u r e w a s t h e 

c h o n d r o t o n a l o r g a n ( C h O ) , w h i c h i s l o c a t e d i n s i d e b o d y s e g m e n t s s u c h as t h e f e m o r a l j o i n t s , 

t h e w i n g b a s e , t h e h a l t e r e s , a n d t h e s e c o n d s e g m e n t o f t h e a u d i t o r y J o h n s t o n o r g a n ( J O ) o f t h e 

a n t e n n a e . T h e b a s i c u n i t s o f t h e C h O a r e c a l l e d s c o l o p i d i a . E a c h s c o l o p i d i u m c o n s i s t s o f 

a c c e s s o r y c e l l s ( d e n d r i t i c c e l l s a n d s c o l o p a l c e l l s ) t h a t p r o t e c t a n d a n c h o r o n e t o t h r e e s e n s o r y 

n e u r o n s , w h i c h a r e m o s t l y s p e c i a l i z e d s e n s o r y p r o p r i o c e p t o r s ( T u t h i l l e t a l . , 2 0 1 6 ; M a t s u o e t 

a l . , 2 0 1 3 ; M a m i y a e t a l . , 2 0 1 8 ) . C h O s a r e n o t o n l y s p e c i f i c m e c h a n o r e c e p t o r s b u t a l s o a r e 

t h e r m o r e s p o n s i v e , w h i c h w a s d e m o n s t r a t e d i n l a r v a e w h o s e C h O s i n c r e a s e d t h e i r a c t i v i t y 

u p o n b o t h c o o l i n g a n d h e a t i n g . ( L i u e t a l . , 2 0 0 3 ) . T h e s e r e s u l t s w e r e s u p p o r t e d b y r e s e a r c h o n 

t h e T R P c h a n n e l I N A C T I V E ( I A V ) , w h i c h i s e x p r e s s e d i n C h O a n d i s i m p o r t a n t f o r c o l d 

p e r c e p t i o n , e s p e c i a l l y f o r t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e a r o u n d 1 7 . 5 °C. H o w e v e r , t h i s i s n o t t h e o n l y 

i m p o r t a n t f a c t o r . A n o t h e r i n d i s p e n s a b l e g e n e i s n o c t e ( n o c i r c a d i a n t e m p e r a t u r e e n t r a i n m e n t ) , 

w h i c h e n c o d e s a l a r g e g l u t a m i n e - r i c h p r o t e i n a n d i s w i d e l y e x p r e s s e d i n s e n s o r y o r g a n s , 

i n c l u d i n g c h o r d o t o n a l o r g a n s ( C h o ) ( S e h a d o v a e t a l . , 2 0 0 9 ) . N o c t e l s h o w e d n o o s c i l l a t i o n s 

d u r i n g L L a n d D D w i t h T C , b u t o s c i l l a t i o n s w e r e n o r m a l a t L D a n d c o n s t a n t t e m p e r a t u r e . 

( G l a s e r a n d S t a n e w s k y , 2 0 0 5 ) M o r e o v e r , t h i s m u t a t i o n l e a d s t o t h e i n f l u e n c e o f P E R a n d T I M 

o s c i l l a t i o n s i n c l o c k n e u r o n s a n d d i s r u p t s t h e e l e c t r i c a l r e s p o n s e s o f D N l p c l o c k n e u r o n s 

( C h e n e t a l . , 2 0 1 8 ) . S i m i l a r l y , i R N A k n o c k d o w n o f t h e n o c t e g e n e s p e c i f i c a l l y i n C h O h a s t h e 

s a m e p h e n o t y p e . M o r e o v e r , b o t h n o c t e l a n d i R N A k n o c k d o w n o f C h O s h o w e d r e l e v a n c e t o 

t h e s t r u c t u r a l f u n c t i o n o f t h e w h o l e C h O o r g a n , as b o t h c a u s e d e f o r m a t i o n s , a f t e r w h i c h 

m e c h a n o s e n s o r f u n c t i o n i s a l s o d i s r u p t e d . T h i s i m p l i e s t h a t t h e N O C T E p r o t e i n h a s a 

s t r u c t u r a l r a t h e r t h a n a t h e r m o s e n s o r y f u n c t i o n . 

A n o t h e r p o t e n t i a l t h e r m o r e c e p t o r i s e x p r e s s e d i n c a p c e l l s t h a t c o n n e c t t h e d e n d r i t i c 

c i l i a o f C h O n e u r o n s t o t h e c u t i c l e ( W o l f g a n g e t a l . , 2 0 1 3 ) . T h i s p r o t e i n b e l o n g s t o t h e T R P 

f a m i l y o f c h a n n e l s ( l i k e I A V ) a n d i s c a l l e d P Y R A X I A ( P Y X ) . L o s s o f t h e p y x g e n e i m p a i r s 

b e h a v i o r a l s y n c h r o n i z a t i o n w i t h 1 6 °C:20 °C t e m p e r a t u r e c y c l e s a t b o t h L L , r e d u c i n g 
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o s c i l l a t i o n s o f P E R i n c l o c k n e u r o n s . D e s p i t e t h e s e d e f e c t s a t t h e l o w e r e n d o f t h e 

D. melanogaster p h y s i o l o g i c a l t e m p e r a t u r e o p t i m u m , s y n c h r o n i z a t i o n t o w a r m e r t e m p e r a t u r e 

c y c l e s , s u c h as 2 5 °C:29 °C, i s n o r m a l ( W o l f g a n g e t a l . , 2 0 1 3 ) . S u r p r i s i n g l y , P Y X a l s o p r o t e c t s 

f l i e s f r o m h e a t s h o c k a t t e m p e r a t u r e s a b o v e 4 0 °C. A l t h o u g h t h i s g e n e i s e x p r e s s e d i n C h O s , 

i t h a s a m o r e i m p o r t a n t f u n c t i o n f o r T C s y n c h r o n i z a t i o n i n a n t e n n a e , as t h e r e m o v a l o f p o o r l y 

f u n c t i o n i n g P Y X c h a n n e l s b y a b l a t i o n o f a n t e n n a e i m p r o v e s b e h a v i o r a l s y n c h r o n i z a t i o n w i t h 

t e m p e r a t u r e c y c l e s ( R o e s s i n g h e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

T h e n e x t f a m i l y o f r e c e p t o r s e x p r e s s e d i n C h O a r e i o n o t r o p i c g l u t a m a t e r e c e p t o r s 

( I R s ) , w h i c h a r e a d i v e r s e g r o u p o f r e c e p t o r s i n v o l v e d i n m e c h a n o r e c e p t i o n , g r a v i t y , w i n d , 

t a s t e , h e a r i n g , a n d f i n a l l y t e r m o r e c e p t i o n ( C h e n e t a l . , 2 0 1 5 ; S u n e t a l . , 2 0 0 9 ; S a n c h e z - A l c a i z 

e t a l . , 2 0 1 8 ) . I n p a r t i c u l a r , ( I R 2 5 a ) , k n o w n t o b e i n v o l v e d i n t h e r m o s e n s a t i o n , i s e x p r e s s e d i n 

s e v e r a l t y p e s o f s e n s o r y n e u r o n s i n t h e C h O , i n c l u d i n g J O a n d l a b e l l u m . I n t h e o l f a c t o r y 

s y s t e m , I R 2 5 a w o r k s as a c o - r e c e p t o r w i t h d i f f e r e n t I R s t h a t s e n s e o d o r s ( S a n c h e z - A l c a n i z e t 

a l . , 2 0 1 8 ) . I R 2 5 a l o s s - o f - f u n c t i o n m u t a n t s s h o w i m p a i r e d s y n c h r o n i z a t i o n t o t e m p e r a t u r e 

c y c l e s , p a r t i c u l a r l y i n t h e s y n c h r o n i z a t i o n o f t h e D N 1 a n d D N 2 s u b s e t s o f c l o c k n e u r o n s . 

I R 2 5 a k n o c k o u t f l i e s s h o w n o r m a l s y n c h r o n i z a t i o n t o t e m p e r a t u r e c y c l e s w i t h h i g h r a n g e s , 

b u t I R 2 5 a i s s p e c i f i c a l l y r e q u i r e d f o r s y n c h r o n i z a t i o n t o l o w t e m p e r a t u r e i n t e r v a l s w i t h a n 

a m p l i t u d e as l o w as 2 °C. U n l i k e w i l d - t y p e f l i e s , I R 2 5 a m u t a n t s d o n o t s y n c h r o n i z e w i t h 

s h a l l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s i n c o n s t a n t d a r k n e s s ( D D ) o r c o n s t a n t l i g h t ( L L ) a n d a r e a c t i v e 

t h r o u g h o u t t h e t e m p e r a t u r e c y c l e , e x c e p t f o r a b r i e f p e r i o d o f r e d u c e d a c t i v i t y a t t h e b e g i n n i n g 

o f t h e w a r m p h a s e o f T C ( C h e n e t a l . , 2 0 1 5 ) . 

I n t h e c o n t e x t o f a n i m a l b e h a v i o r , l i g h t c a n h a v e d i f f e r e n t e f f e c t s . B a s e d o n t h e f i n d i n g 

t h a t t h e T I M p r o t e i n i s d e g r a d e d i n t h e p r e s e n c e o f t h e l i g h t - s e n s i t i v e p r o t e i n C R Y , a s i m p l e 

m o d e l w a s d e v e l o p e d t o e x p l a i n h o w l i g h t s y n c h r o n i z e s t h e c l o c k . T h i s m o d e l e x p l a i n s t h e 

p r o l o n g a t i o n o f t h e b e h a v i o r a l p e r i o d o r a r r h y t h m i a i n L L d u e t o a l o n g e r a c c u m u l a t i o n o f t h e 

r e q u i r e d l e v e l o f T I M . I n a d d i t i o n , t h e s a m e m o d e l c a n b e u s e d t o e x p l a i n t h e p h a s e s h i f t 

r e s p o n s e t h a t o c c u r s a f t e r a l i g h t p u l s e d u r i n g s u b j e c t i v e n i g h t . E x p e r i m e n t s w i t h a c r y b m u t a n t 

l a c k i n g a f u n c t i o n a l C R Y r e v e a l e d t h a t c r y b m u t a n t s a r e u n a f f e c t e d b y l i g h t p u l s e s a n d d o n o t 

s h o w a r r h y t h m i a i n L L . O n t h e c o n t r a r y , t h e y a r e a b l e t o e n t r a i n L D , a l t h o u g h t h e i r P E R a n d 

T I M o s c i l l a t i o n s a r e r e d u c e d . T h e s e o s c i l l a t i o n s c a n b e r e s c u e d i n c o m b i n a t i o n w i t h T C , a n d 

i m m u n o s t a i n i n g w i t h t h e a n t i - C R Y a n t i b o d y s h o w e d t h a t s o m e s u b s e t s o f c l o c k n e u r o n s ( s i x 

D N 1 , b o t h D N 2 , D N 3 s , t h r e e L N D , a n d L P N ) h a v e l i t t l e o r n o C R Y e x p r e s s i o n . T h e s e r e s u l t s 

s u g g e s t t h a t m o r e i n p u t s m u s t b e i n v o l v e d i n l i g h t s y n c h r o n i z a t i o n a n d t h a t t e m p e r a t u r e i s t h e 
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s e c o n d m o s t p o w e r f u l z e i t g e b e r n e x t t o l i g h t . T h e c o m p l e x i t y o f t h i s s y s t e m l i e s a t s e v e r a l 

l e v e l s . T h e v a r i e t y o f m e c h a n i s m s t h a t r e c e i v e t h e l i g h t s i g n a l , t h e r e g u l a t i o n o f t h i s s i g n a l a t 

t h e l e v e l o f t h e c l o c k c e l l , t h e m o d u l a t i o n o f t h e o u t p u t w i t h i n t h e i n d i v i d u a l o s c i l l a t o r s i n t h e 

b r a i n t o t h e o u t p u t i n t h e f o r m o f a c h a n g e i n t h e i n t e r n a l e n v i r o n m e n t o r a c h a n g e i n b e h a v i o r , 

a l l t h i s i s o n l y o n e s i d e o f t h e c o i n , b e c a u s e a l t h o u g h t e m p e r a t u r e i s a s e c o n d a r y z e i t g e b e r , i t 

i s s t i l l a n i m p o r t a n t f a c t o r t h a t i n f l u e n c e s a n d s y n c h r o n i z e s t h e c i r c a d i a n c l o c k ( O z k a y a e t a l . , 

2 0 1 2 ; M a r r u s e t a l . , 1 9 9 6 ; H e l f r i c h - F o r s t e r e t a l . , 2 0 0 1 ; S t a n e w s k y e t a l . , 1 9 9 8 ) . 

1.2.3 Temperature synchronization 
Z i m m e r m a n , P i t t e n d r i g h , a n d P a v l i d i s o b s e r v e d t h a t t h e c i r c a d i a n r h y t h m s o f Drosophila 

pseudoobscura c a n b e e n t r a i n e d b y t e m p e r a t u r e c y c l e s a n d t h a t h e a t o r c o l d p u l s e s c a u s e p h a s e 

s h i f t s w h o s e m a g n i t u d e d e p e n d s o n t h e t i m i n g o f t h e o s c i l l a t i o n i n t h e c y c l e ( Z i m m e r m a n e t 

a l . , 1 9 6 8 ) . F u r t h e r s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h e c i r c a d i a n r h y t h m o f Drosophila melanogaster 

c a n b e s y n c h r o n i z e d b y t e m p e r a t u r e c y c l e s i n c o n s t a n t d a r k n e s s o r c o n s t a n t l i g h t ( W h e e l e r e t 

a l . , 1 9 9 3 ; Y o s h i i e t a l . , 2 0 0 5 ) . M o r e o v e r , l a t e r s t u d i e s s h o w e d t h a t f l i e s w i t h o u t C R Y p o s i t i v e 

c l o c k n e u r o n s a r e s t i l l a b l e t o s y n c h r o n i z e t h e i r c i r c a d i a n c l o c k w i t h T C . T h e s e r e s u l t s a r e 

c o n s i s t e n t w i t h e x p e r i m e n t s a t L D c o n d i t i o n s w i t h n o n - s y n c h r o n o u s T C , w h e r e w i l d - t y p e f l i e s 

h a v e C R Y p o s i t i v e n e u r o n s t h a t a r e s y n c h r o n i z e d , i n c o n t r a s t t o L P N a n d D N 2 , w h i c h a r e o u t 

o f p h a s e . S u r p r i s i n g l y , t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n c a n b e s o s e n s i t i v e t h a t a t e m p e r a t u r e 

d i f f e r e n c e o f 2-3°C d e g r e e s b e t w e e n d a y a n d n i g h t w i t h i n t h e p h y s i o l o g i c a l t e m p e r a t u r e r a n g e 

(17-29° C ) i s s u f f i c i e n t t o s y n c h r o n i z e t h e c i r c a d i a n c l o c k . R h y t h m i c t e m p e r a t u r e f l u c t u a t i o n s 

o u t s i d e t h e t e m p e r a t u r e r a n g e t h a t t r i g g e r d i a p a u s e o r t h e r m a l s t r e s s m a y s e r v e as a s t r o n g 

z e i t g e b e r f o r e n t r a i n m e n t , a t l e a s t i n p o i k i l o t h e r m i c a n i m a l s . T h i s s e n s i t i v i t y t o t e m p e r a t u r e 

f l u c t u a t i o n s i s s u r p r i s i n g b e c a u s e t h e e n d o g e n o u s f r e e - r u n n i n g c l o c k p e r i o d i s i n d e p e n d e n t o f 

t e m p e r a t u r e , a p h e n o m e n o n r e f e r r e d t o as t e m p e r a t u r e c o m p e n s a t i o n ( W h e e l e r e t a l . , 1 9 9 3 ; 

Z i m m e r m a n e t a l . , 1 9 6 8 ) . T e m p e r a t u r e c o m p e n s a t i o n i s p r o b a b l y a m e c h a n i s m c o m p l e t e l y 

i n d e p e n d e n t o f t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n . C l o c k c e l l s i n t h e b r a i n a r e s e l f - c o m p e n s a t e d a n d 

r e q u i r e a s i g n a l f r o m p e r i p h e r a l t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e c e l l s t o s y n c h r o n i z e w i t h T C , u n l i k e t h e 

h e a d , b o d y , o r l e g ( S e h a d o v a e t a l . , 2 0 0 9 ) . M o r e o v e r , r e c e n t s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t n o t o n l y 

i s o l a t e d b r a i n s , b u t a l s o p e r i p h e r a l t i s s u e s s u c h as h a l t e r s o r a n t e n n a e a r e t e m p e r a t u r e 

c o m p e n s a t e d . S u r p r i s i n g l y , e v e n a n i s o l a t e d b r a i n l a c k i n g P D F s i g n a l i n g ( p d f O l m u t a n t ) 

s h o w s r o b u s t t e m p e r a t u r e c o m p e n s a t i o n ( V e r s t e v e n e t a l . , 2 0 2 0 ) . S o m e p o l y m o r p h i s m s t h a t 

a f f e c t t e m p e r a t u r e c o m p e n s a t i o n h a v e e v o l v e d as a l t e r n a t i v e a d a p t a t i o n s t o l i v i n g a t d i f f e r e n t 

l o n g i t u d e s , e .g . , n o r t h e r n p o p u l a t i o n s o f D. melanogaster h a v e a l o n g e r p e r i o d t h a n s o u t h e r n 
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p o p u l a t i o n s . F u r t h e r m o r e , t h e p o l y m o r p h i s m s a r e n o t j u s t a d a p t a t i o n s , b u t D. melanogaster 

c h a n g e s i t s a c t i v i t y p a t t e r n t h r o u g h d i f f e r e n t t i m o r p e r s p l i c i n g v a r i a n t s . ( L a m a z e e t a l . , 2 0 2 2 ; 

M o n t e l l i e t a l . , 2 0 1 5 ) I n s u m m a r y , a g r o w i n g b o d y o f e v i d e n c e s u g g e s t s t h a t t e m p e r a t u r e 

c y c l e s m a y b e a m o r e r e l i a b l e z e i t g e b e r f o r a n i m a l s ( i n c l u d i n g s o m e f l y s p e c i e s ) t h a t 

e x p e r i e n c e s u m m e r i n p o l a r r e g i o n s ( H a r p e r e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

T e m p e r a t u r e i s a l s o r e l a t e d t o t h e r e c e n t l y i d e n t i f i e d o u t p u t o f t h e c i r c a d i a n c l o c k , n a m e l y t h e 

d i u r n a l v a r i a t i o n i n p r e f e r r e d t e m p e r a t u r e , t e r m e d t h e t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e r h y t h m ( T P R ) . 

Drosophila i s e c t o t h e r m i c o r g a n i s m , m e a n i n g t h a t i t s b o d y t e m p e r a t u r e i s t h e s a m e as t h e 

a m b i e n t t e m p e r a t u r e , a n d i t t e n d s t o c h o o s e a p r e f e r r e d t e m p e r a t u r e t o r e g u l a t e i t s b o d y 

t e m p e r a t u r e . T h e p r e f e r r e d t e m p e r a t u r e o f Drosophila i n c r e a s e s d u r i n g t h e d a y a n d d e c r e a s e s 

d u r i n g t h e n i g h t . T h e T P R p e r s i s t s e v e n u n d e r c o n s t a n t l i g h t c o n d i t i o n s a n d i s c o n t r o l l e d b y 

a n e n d o g e n o u s c i r c a d i a n c l o c k ( G o d a e t a l . , 2 0 1 9 ) . T h e m a i n c l o c k n e u r o n s r e s p o n s i b l e f o r 

r e g u l a t i n g T P R a r e D N 2 s a n d D N l a . T R P f u n c t i o n s i n d e p e n d e n t l y o f n e u r o n s t h a t r e g u l a t e 

t h e r h y t h m o f l o c o m o t o r a c t i v i t y ( C h e n e t a l . , 2 0 2 2 ) . 

A s m e n t i o n e d e a r l i e r , t h e i s o l a t e d b r a i n c a n n o t b e s y n c h r o n i z e d w i t h T C w i t h o u t r e l y i n g o n 

p e r i p h e r a l h e a t s e n s o r s . I n p u t f r o m t h e p e r i p h e r y t o t h e c e n t r a l c l o c k i s c o m p l i c a t e d a n d 

i n v o l v e s d i f f e r e n t s e n s o r y s t r u c t u r e s a n d d i f f e r e n t f a m i l i e s o f t h e r m o r e c e p t i v e m o l e c u l e s ( s u c h 

as I R s , T R P c h a n n e l s , a n d p r o b a b l y r h o d o p s i n s ) . I n a d d i t i o n , d i f f e r e n t t h e r m o r e c e p t o r s 

o p e r a t e i n d i f f e r e n t t e m p e r a t u r e r a n g e s , a n d s o m e r e c e p t o r s c a n d e t e c t t e m p e r a t u r e c h a n g e s 

a c r o s s t h e s p e c t r u m , s u c h as I R 2 5 a ( C h e n e t a l . , 2 0 1 5 ) . T h e s e m e c h a n i s m s h a v e e v o l v e d t o 

p r o v i d e a r a p i d r e s p o n s e t o s u d d e n t e m p e r a t u r e c h a n g e s t h a t c o u l d b e d e l e t e r i o u s , w h i l e a l s o 

u s i n g s m a l l e r t e m p e r a t u r e f l u c t u a t i o n s b e t w e e n d a y a n d n i g h t t o r e g u l a t e b e h a v i o r . 

1.2.3.1 Temperature synchronization mechanism in adults 

T h e m o d e l o f t h e m e c h a n i s m o f t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n b e g i n s w i t h t h e 

p e r c e p t i o n o f t e m p e r a t u r e c h a n g e s b y p e r i p h e r a l o r g a n s , w h i c h t r a n s m i t t h i s i n f o r m a t i o n t o 

t h e b r a i n t o s p e c i a l i z e d s u b p o p u l a t i o n s o f c l o c k c e l l s , i n w h i c h t h e m o l e c u l a r m a c h i n e r y o f 

t h e c l o c k i s a l t e r e d . T h i s i s f o l l o w e d b y t h e i n t e g r a t i o n o f m u l t i p l e s i g n a l s f r o m i n d i v i d u a l 

s u b p o p u l a t i o n s o f c l o c k n e u r o n s b y n e u r o p e p t i d e s , w h i c h t h e n r e l a y t h e r e s u l t i n g o u t p u t t o 

h i g h e r c e n t e r s r e s p o n s i b l e f o r c h a n g i n g t h e b e h a v i o r o f t h e w h o l e o r g a n i s m o r p e r i p h e r a l 

o r g a n s . M o r e o v e r , a t a l l t h e s e l e v e l s t h e r e i s a p o s s i b l e c o m b i n a t i o n a n d v a r i e t y o f as y e t 

u n k n o w n i n p u t s , o u t p u t s , a n d m o d i f i c a t i o n s t h a t m a y c o n t r i b u t e t o t h e f i n a l s y n c h r o n i z a t i o n . 
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M o r e o v e r , t h e s t r u c t u r e s a n d m o l e c u l e s i n v o l v e d i n c i r c a d i a n t h e r m o r e c e p t i o n a r e s t i l l n o t w e l l 

u n d e r s t o o d . 

T h e f i r s t r e q u i r e m e n t f o r s y n c h r o n i z a t i o n b y T C i s t h e r e c e i p t o f i n f o r m a t i o n a b o u t t h e 

a m b i e n t t e m p e r a t u r e o r i t s c h a n g e . I t i s l i k e l y t h a t p e r i p h e r a l t h e r m o s e n s o r s a r e r e s p o n s i b l e 

f o r t r a n s m i t t i n g t e m p e r a t u r e i n f o r m a t i o n t o c l o c k n e u r o n s . T h i s h a s b e e n d e m o n s t r a t e d i n 

e x p e r i m e n t s i n v e s t i g a t i n g t h e r o l e o f D N l p i n t h e t i m i n g o f s l e e p a n d a c t i v i t y u n d e r c o n s t a n t l y 

c h a n g i n g T C . ( Y a d l a p a l l i e t a l . , 2 0 1 8 ) F o r c o r r e c t p e r c e p t i o n o f c o o l i n g o r w a r m i n g , i t w a s 

n e c e s s a r y t o u s e a n i n t a c t f l y , b e c a u s e i s o l a t e d b r a i n s c o u l d n o t b e s y n c h r o n i z e d b y T C . 

( S e h a d o v a e t a l . , 2 0 0 9 ) . T h i s m e a n s t h a t t e m p e r a t u r e i n p u t s m u s t b e l o c a t e d s o m e w h e r e i n t h e 

p e r i p h e r y . T h e f i r s t o r g a n i d e n t i f i e d as p o t e n t i a l l y s e n s i t i v e t o t e m p e r a t u r e w a s t h e 

c h o n d r o t o n a l o r g a n ( C h O ) , w h i c h i s l o c a t e d i n s i d e b o d y s e g m e n t s s u c h as t h e f e m o r a l j o i n t s , 

t h e w i n g b a s e , t h e h a l t e r e s , a n d t h e s e c o n d s e g m e n t o f t h e a u d i t o r y J o h n s t o n o r g a n ( J O ) o f t h e 

a n t e n n a e . T h e b a s i c u n i t s o f t h e C h O a r e c a l l e d s c o l o p i d i a . E a c h s c o l o p i d i u m c o n s i s t s o f 

a c c e s s o r y c e l l s ( d e n d r i t i c c e l l s a n d s c o l o p a l c e l l s ) t h a t p r o t e c t a n d a n c h o r o n e t o t h r e e s e n s o r y 

n e u r o n s , w h i c h a r e m o s t l y s p e c i a l i z e d s e n s o r y p r o p r i o c e p t o r s ( T u t h i l l e t a l . , 2 0 1 6 ; M a t s u o e t 

a l . , 2 0 1 3 ; M a m i y a e t a l . , 2 0 1 8 ) . C h O s a r e n o t o n l y s p e c i f i c m e c h a n o r e c e p t o r s b u t a l s o a r e 

t h e r m o r e s p o n s i v e , w h i c h w a s d e m o n s t r a t e d i n l a r v a e w h o s e C h O s i n c r e a s e d t h e i r a c t i v i t y 

u p o n b o t h c o o l i n g a n d h e a t i n g . ( L i u e t a l . , 2 0 0 3 ) . T h e s e r e s u l t s w e r e s u p p o r t e d b y r e s e a r c h o n 

t h e T R P c h a n n e l I N A C T I V E ( I A V ) , w h i c h i s e x p r e s s e d i n C h O a n d i s i m p o r t a n t f o r c o l d 

p e r c e p t i o n , e s p e c i a l l y f o r t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e a r o u n d 1 7 . 5 °C. H o w e v e r , t h i s i s n o t t h e o n l y 

i m p o r t a n t f a c t o r . A n o t h e r i n d i s p e n s a b l e g e n e i s n o c t e ( n o c i r c a d i a n t e m p e r a t u r e e n t r a i n m e n t ) , 

w h i c h e n c o d e s a l a r g e g l u t a m i n e - r i c h p r o t e i n a n d i s w i d e l y e x p r e s s e d i n s e n s o r y o r g a n s , 

i n c l u d i n g c h o r d o t o n a l o r g a n s ( C h o ) ( S e h a d o v a e t a l . , 2 0 0 9 ) . N o c t e l s h o w e d n o o s c i l l a t i o n s 

d u r i n g L L a n d D D w i t h T C , b u t o s c i l l a t i o n s w e r e n o r m a l a t L D a n d c o n s t a n t t e m p e r a t u r e . 

( G l a s e r a n d S t a n e w s k y , 2 0 0 5 ) M o r e o v e r , t h i s m u t a t i o n l e a d s t o t h e i n f l u e n c e o f P E R a n d T I M 

o s c i l l a t i o n s i n c l o c k n e u r o n s a n d d i s r u p t s t h e e l e c t r i c a l r e s p o n s e s o f D N l p c l o c k n e u r o n s 

( C h e n e t a l . , 2 0 1 8 ) . S i m i l a r l y , i R N A k n o c k d o w n o f t h e n o c t e g e n e s p e c i f i c a l l y i n C h O h a s t h e 

s a m e p h e n o t y p e . M o r e o v e r , b o t h n o c t e l a n d i R N A k n o c k d o w n o f C h O s h o w e d r e l e v a n c e t o 

t h e s t r u c t u r a l f u n c t i o n o f t h e w h o l e C h O o r g a n , as b o t h c a u s e d e f o r m a t i o n s , a f t e r w h i c h 

m e c h a n o s e n s o r f u n c t i o n i s a l s o d i s r u p t e d . T h i s i m p l i e s t h a t t h e N O C T E p r o t e i n h a s a 

s t r u c t u r a l r a t h e r t h a n a t h e r m o s e n s o r y f u n c t i o n . 

A n o t h e r p o t e n t i a l t h e r m o r e c e p t o r i s e x p r e s s e d i n c a p c e l l s t h a t c o n n e c t t h e d e n d r i t i c 

c i l i a o f C h O n e u r o n s t o t h e c u t i c l e ( W o l f g a n g e t a l . , 2 0 1 3 ) . T h i s p r o t e i n b e l o n g s t o t h e T R P 
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f a m i l y o f c h a n n e l s ( l i k e I A V ) a n d i s c a l l e d P Y R A X I A ( P Y X ) . L o s s o f t h e p y x g e n e i m p a i r s 

b e h a v i o r a l s y n c h r o n i z a t i o n w i t h 1 6 °C:20 °C t e m p e r a t u r e c y c l e s a t b o t h L L , r e d u c i n g 

o s c i l l a t i o n s o f P E R i n c l o c k n e u r o n s . D e s p i t e t h e s e d e f e c t s a t t h e l o w e r e n d o f t h e 

D. melanogaster p h y s i o l o g i c a l t e m p e r a t u r e o p t i m u m , s y n c h r o n i z a t i o n t o w a r m e r t e m p e r a t u r e 

c y c l e s , s u c h as 2 5 °C:29 °C, i s n o r m a l ( W o l f g a n g e t a l . , 2 0 1 3 ) . S u r p r i s i n g l y , P Y X a l s o p r o t e c t s 

f l i e s f r o m h e a t s h o c k a t t e m p e r a t u r e s a b o v e 4 0 °C. A l t h o u g h t h i s g e n e i s e x p r e s s e d i n C h O s , 

i t h a s a m o r e i m p o r t a n t f u n c t i o n f o r T C s y n c h r o n i z a t i o n i n a n t e n n a e , as t h e r e m o v a l o f p o o r l y 

f u n c t i o n i n g P Y X c h a n n e l s b y a b l a t i o n o f a n t e n n a e i m p r o v e s b e h a v i o r a l s y n c h r o n i z a t i o n w i t h 

t e m p e r a t u r e c y c l e s ( R o e s s i n g h e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

T h e n e x t f a m i l y o f r e c e p t o r s e x p r e s s e d i n C h O a r e i o n o t r o p i c g l u t a m a t e r e c e p t o r s 

( I R s ) , w h i c h a r e a d i v e r s e g r o u p o f r e c e p t o r s i n v o l v e d i n m e c h a n o r e c e p t i o n , g r a v i t y , w i n d , 

t a s t e , h e a r i n g , a n d f i n a l l y t e r m o r e c e p t i o n ( C h e n e t a l . , 2 0 1 5 ; S u n e t a l . , 2 0 0 9 ; S a n c h e z - A l c a i z 

e t a l . , 2 0 1 8 ) . I n p a r t i c u l a r , ( I R 2 5 a ) , k n o w n t o b e i n v o l v e d i n t h e r m o s e n s a t i o n , i s e x p r e s s e d i n 

s e v e r a l t y p e s o f s e n s o r y n e u r o n s i n t h e C h O , i n c l u d i n g J O a n d l a b e l l u m . I n t h e o l f a c t o r y 

s y s t e m , I R 2 5 a w o r k s as a c o - r e c e p t o r w i t h d i f f e r e n t I R s t h a t s e n s e o d o r s ( S a n c h e z - A l c a n i z e t 

a l . , 2 0 1 8 ) . I R 2 5 a l o s s - o f - f u n c t i o n m u t a n t s s h o w i m p a i r e d s y n c h r o n i z a t i o n t o t e m p e r a t u r e 

c y c l e s , p a r t i c u l a r l y i n t h e s y n c h r o n i z a t i o n o f t h e D N 1 a n d D N 2 s u b s e t s o f c l o c k n e u r o n s . 

I R 2 5 a k n o c k o u t f l i e s s h o w n o r m a l s y n c h r o n i z a t i o n t o t e m p e r a t u r e c y c l e s w i t h h i g h r a n g e s , 

b u t I R 2 5 a i s s p e c i f i c a l l y r e q u i r e d f o r s y n c h r o n i z a t i o n t o l o w t e m p e r a t u r e i n t e r v a l s w i t h a n 

a m p l i t u d e as l o w as 2 °C. U n l i k e w i l d - t y p e f l i e s , I R 2 5 a m u t a n t s d o n o t s y n c h r o n i z e w i t h 

s h a l l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s i n c o n s t a n t d a r k n e s s ( D D ) o r c o n s t a n t l i g h t ( L L ) a n d a r e a c t i v e 

t h r o u g h o u t t h e t e m p e r a t u r e c y c l e , e x c e p t f o r a b r i e f p e r i o d o f r e d u c e d a c t i v i t y a t t h e b e g i n n i n g 

o f t h e w a r m p h a s e o f T C ( C h e n e t a l . , 2 0 1 5 ) . 
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T h e l a s t k n o w n r e c e p t o r s i n v o l v e d i n p e r i p h e r a l t e r m o s e n s i n g a r e r h o d o p s i n s ( 1 - 7 R H ) . 

H o w e v e r , t h e m e c h a n i s m o f t h e i r f u n c t i o n i n a d u l t f l i e s i s s t i l l d i f f i c u l t t o u n d e r s t a n d , b u t 

r e s u l t s i n l a r v a e o f D. melanogaster s h o w t h e i r i m p o r t a n c e ( S h e n e t a l . , 2 0 1 1 ) . A l t h o u g h w e 

a l r e a d y k n o w s o m e o f t h e g e n e s i n v o l v e d i n t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n , t h e i r r e l a t i o n s h i p 

w i t h t h e c e l l c l o c k i s s t i l l n o t e n t i r e l y c l e a r . T h e n e u r o n a l c i r c u i t i n w h i c h t h e C h O 

t e r m o r e c e p t o r s a r e i n t e g r a t e d a n d t h e i r c o o p e r a t i o n i n t e m p e r a t u r e s e n s i n g r e m a i n t o b e 

i d e n t i f i e d ; h o w e v e r , m a n y s t u d i e s p r o v i d e s t r o n g e v i d e n c e t h a t C h O f u n c t i o n i n t e m p e r a t u r e 

s e n s i n g i s c r i t i c a l f o r s y n c h r o n i z i n g t h e c i r c a d i a n c l o c k i n f l i e s ( F i g u r e 4 ) . 

B Cuticle 

Cap cell 

I \>Dendritic cap 

]>Cilium 

| f i^Scolopale 

J V t\ , Ligament 

S ^ ^ ^ ^ N e u r o n 

Figure 4: T h e s c h e m e ( A ) s h o w s t h e l o c a t i o n o f t h e C h O o r g a n i n t h e l e g a n d i t s b a s i c 
s t r u c t u r a l u n i t , t h e s c o l o p i d i u m . (B) d e s c r i p t i o n o f t h e d i f f e r e n t p a r t s o f t h e s c o l o p i d i u m 
c o n t a i n s d i f f e r e n t t h e r m o c e p t i v e c a n d i d a t e s . T h e P Y X r e c e p t o r i s l o c a l i z e d i n t h e c a p c e l l . 
T h e node g e n e i s e x p r e s s e d i n t h e d e n d r i t i c c u p . A n u m b e r o f I R g e n e s (IR8a, IR25a, 
IR64a, IR75a, IR75d, IR76a, IR94b andlRlOOa) a n d r h o d o p s i n g e n e s (rhl a n d rh3-rh7) 
a r e e x p r e s s e d d i r e c t l y i n n e u r o n s ( i n s p i r e d b y G e o r g e a n d S t a n e w s k y ) . 

A n t e n n a e a r e o t h e r c o m p l e x s e n s o r y o r g a n s o f Drosophila, l o c a t e d o n t h e f r o n t o f t h e 

f l y ' s h e a d b e t w e e n t h e e y e s , a n d s e r v e t h e i r m a i n f u n c t i o n as n e a r - f i e l d s o u n d r e c e p t o r s . E a c h 

a n t e n n a c o n s i s t s o f a n a r i s t a a n d t h r e e s e g m e n t s ( A 1 - A 3 ) . T h e i n d i v i d u a l s e g m e n t s d i f f e r f r o m 
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e a c h o t h e r n o t o n l y i n s t r u c t u r e b u t a l s o i n f u n c t i o n . T h e A 2 s e g m e n t o f a n t e n n a e i s c a l l e d 

J o h n s t o n ' s o r g a n ( J O ) , a n d i t s i n t e r n a l s t r u c t u r e c o n t a i n s t h e l a r g e s t c h o n d r o t o n a l o r g a n o f t h e 

f l y . T h e A 3 s e g m e n t i s c a l l e d t h e s a c c u l u s a n d i s d i v i d e d i n t o t h r e e m o r e c h a m b e r s . A l l 

t h e r m o r e c e p t o r s k n o w n s o f a r a r e d i s t r i b u t e d a t d i f f e r e n t f r e q u e n c i e s i n a l l t h e s e p a r t s o f t h e 

a n t e n n a . 

T h e a r i s t a i s n o t o n l y t h e m a i n o r g a n f o r s o u n d l i k e h a i r a n d s e n s o r y b r i s t l e s , b u t a l s o 

a n i m p o r t a n t t h e r m o s e n s o r , w i t h t h r e e c o l d a n d t h r e e w a r m c e l l s a t i t s b a s e . T h e c o l d a n d 

w a r m c e l l s r e s p o n d t o t e m p e r a t u r e c h a n g e s i n t h e c o l d a n d w a r m r a n g e s . W a r m c e l l s r e s p o n d 

t o a r i s e i n t e m p e r a t u r e a n d a r e i n h i b i t e d b y c o o l i n g . C o l d c e l l s s h o w a c t i v a t i o n i n r e s p o n s e t o 

c o o l i n g a n d a r e i n h i b i t e d b y h e a t i n g ( B u d e l l i e t a l . , 2 0 1 9 ) . W a r m a n d c o l d c e l l s e x p r e s s t h r e e 

d i f f e r e n t I R s . S o m e I R s a r e i n c l u d e d as c o - r e c e p t o r s i n m u l t i p l e s t r u c t u r e s ( T R 9 3 a a n d I R 2 5 a ) , 

a n d t h e o t h e r s h a v e a s p e c i f i c f u n c t i o n , e .g . , ( T R 2 1 ) r e s p o n d s t o c o o l i n g . I n a d d i t i o n t o t h e I R s , 

h o t c e l l s a l s o e x p r e s s t h e g u s t a t o r y r e c e p t o r G r 2 8 b , w h i c h t r i g g e r s r a p i d t e m p e r a t u r e 

a v o i d a n c e . T h i s s u p p o r t s t h e h y p o t h e s i s t h a t G r 2 8 b c o n t r o l s r a p i d r e s p o n s e s t o a m b i e n t 

t e m p e r a t u r e , i n c o n t r a s t t o T R P A 1 , w h i c h c o n t r o l s r e s p o n s e s t o t e m p e r a t u r e i n c r e a s e s i n t h e 

o r g a n i s m ( N i e t a l . , 2 0 1 3 ) . F r o m t h e u l t r a s t r u c t u r e o f a r i s t a e , i t a p p e a r s t h a t p r o p e r l y f o r m e d 

m e m b r a n e l a m e l l a e ( b o s s y o r t h o g o n a l s u r f a c e s u b s t r u c t u r e s - B O S S s ) a r e e s s e n t i a l f o r p r o p e r 

c o l d c e l l f u n c t i o n . M u t a n t s o f t h e IR25a a n d IR21a g e n e s e x h i b i t d e f e c t s i n t h e s t r u c t u r e o f 

B O S S , r e s u l t i n g i n t h e l o s s o f t h e i r a b i l i t y t o m e d i a t e t h e r m o t a c t i c b e h a v i o r ( B u d e l l i e t a l . , 

2 0 1 9 ) . A l t h o u g h i t i s s t i l l u n c l e a r w h e t h e r I R s i n t h e a r i s t a e a r e d i r e c t l y i n v o l v e d i n T C 

s y n c h r o n i z a t i o n , t h e l a c k o f t h e r m o s e n s i t i v e c e l l s i n t h e a r i s t a e r e s u l t s i n a l t e r e d s l e e p t i m i n g 

d u r i n g a n d i m p a i r e d a c u t e t e m p e r a t u r e a v o i d a n c e . T e r m o s e n s o r s b e t w e e n t h e b a s e o f t h e 

a r i s t a e a n d s a c u l l u s c h a m b e r 3 e x p r e s s B r i v i d o 1-3 g e n e s t h a t a r e s e n s i t i v e t o c o o l i n g , b u t a r e 

n o t i n v o l v e d i n t e m p e r a t u r e a v o i d a n c e b e h a v i o r ( G a l l i o e t a l . , 2 0 1 1 ; B u d e l l i e t a l . , 2 0 1 9 ) . T h e 

s a c c u l u s , a m u l t i c h a m b e r e d i n v a g i n a t i o n i n t h e A 3 s e g m e n t , a l s o c o n t a i n s t h e r m o r e c e p t o r s . 

T e r m o s e n s i t i v e r e c e p t o r s ( I R 2 5 a , I R 9 3 a ) a n d h u m i n i d y r e c e p t o r s ( I R 4 0 a a n d I R 6 8 a ) a r e 

e x p r e s s e d i n c h a m b e r s 1-2. TheIR21a i s e x p r e s s e d n e a r c h a m b e r 3 ( B e n t o n e t a l . , 2 0 0 9 ; A b u i n 

e t a l . , 2 0 1 1 ; F r a n k e t a l . , 2 0 1 7 ) . 

T h e s e c o n d s e g m e n t o f t h e a n t e n a e ( J O ) , c o n t a i n s m a n y d i f f e r e n t r e c e p t o r s . S o m e o f 

t h e m , s u c h as R H 5 , R H 6 a n d I R 7 5 a , a r e i m p o r t a n t f o r h e a r i n g ( S e n t h i l a n e t a l . , 2 0 1 2 ) . 

S c o l o p i d i u m c e l l s f r o m J O a l s o e x p r e s s P Y X a n d I R 2 5 a r e c e p t o r s ( R o e s s i n g h e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

H o w e v e r , b e c a u s e a s u b s e t o f r h o d o p s i n , I R - r e c e p t o r s , a n d P Y X - c h a n n e l s t h a t m a y 

c o n t r i b u t e t o t e m p e r a t u r e e n t r a i n m e n t i n r e s e t t i n g t h e t h e r m a l c l o c k w e r e d i s r u p t e d b y a 
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m u t a t i o n o f t h e P y x g e n e r e s u l t i n g i n d i s r u p t i o n o f T C , a n d s u b s e q u e n t r e m o v a l o f t h e a n t e n n a 

r e s u l t e d i n a m p l i f i c a t i o n o f T C , a d i r e c t l i n k o f t h e a n t e n n a t o c i r c a d i a n c l o c k s y n c h r o n i z a t i o n 

c a n n o t b e c o n f i r m e d ( S h e n e t a l . , 2 0 1 1 ) . T h e f a c t t h a t f l i e s c a n e n t r a i n t o t e m p e r a t u r e c y c l e s 

e v e n w i t h o u t a n t e n n a e s u g g e s t s t h a t o t h e r a l t e r n a t i v e t h e r m o s e n s i n g c i r c u i t s e x i s t ( F i g u r e 5 ) . 

Control IR21a-/-

BOSS 

Cold cell 

Hot cell 

Figure 5: D i a g r a m o f t h e a n t e n n a a n d i t s p a r t s w i t h t h e d i s t r i b u t i o n o f p o t e n t i a l 
t h e r m o r e c e p t o r s . (B) s h o w s t h e l o c a t i o n o f t h e a n t e n n a o n t h e h e a d o f Drosophila. ( A ) 
d i v i d e s t h e a n t e n n a i n t o p a r t s ( a r i s t a , s a c c u l u s , J O a n d s c a p e ) , d i s t r i b u t i o n o f 
t e r m o s e n s i t i v e c e l l s . (C) s h o w s t h e e f f e c t o f t h e IR25a a n d IR21a g e n e m u t a t i o n s o n t h e 
u l t r a s t r u c t u r e o f c o o l i n g c e l l s . 
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A l t h o u g h a n t e n n a l t h e r m a l s e n s o r s a r e n o t t h e m a i n i n p u t s f o r t e m p e r a t u r e 

e n t r a i n m e n t , i t i s s t i l l i m p o r t a n t t o m a p t h e s e a n t e n n a l c i r c u i t s a n d d e s c r i b e t h e i r m e c h a n i s m . 

R e c e n t s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t r e c e p t o r s p r o j e c t f r o m t h e a n t e n n a e t o t h e a n t e n n a l l o b e ( P A L ) 

i n t h e s a m e w a y t h a t o l f a c t o r y s e n s o r y n e u r o n s p r o j e c t t o a M e ( M a r i n e t a l . , 2 0 2 0 ) . N e u r o n s 

i n P A L a r e d i v i d e d i n t o s t e r e o t y p e d v e n t r o p o s t e r i o r g l o m e r u l a r s u b d i v i s i o n s ( V P - A L ) . O n e o f 

t h e s e g l o m e r u l i i s t h e h o t g l o m e r u l u s ( V P 2 ) , w h i c h r e c e i v e s i n f o r m a t i o n f r o m h o t c e l l s i n t h e 

a r i s t a e a n d w h o s e t h e r m o r e c e p t o r i s G r 2 8 b . d . C o n v e r s e l y , c o l d - s e n s i t i v e t h e r m o r e c e p t o r s 

( I R 2 1 a ) f r o m c o l d c e l l s i n t h e a r i s t a e , c o l d t h e r m o r e c e p t o r s f r o m s a c c u l u s c h a m b e r 1 , a n d A C 

n e u r o n s n e w l y i d e n t i f i e d t h e r m o r e c e p t o r s e x p r e s s i n g ir25a a r e g u i d e d b y t h e a c t i v i t y o f T P N -

I I a n d t e r m i n a t e n o t o n l y i n t h e c o l d g l o m e r u l u s ( V P 3 ) b u t a l s o d i r e c t l y i n D N 1 c l o c k n e u r o n s . 

T h e I R 4 0 a r e c e p t o r p r o j e c t i o n s i n t h e s a c c u l u s t e r m i n a t e i n V P 4 , a n d t h e I R 6 8 a h u m i n i d y 

r e c e p t o r t e r m i n a t e s i n V P 5 . F i n a l l y , p u t a t i v e i r 4 0 a t h e r m o r e c e p t o r s i n c h a m b e r 2 p r o j e c t t o 

V P 1 . F r o m t h e s e g l o m e r u l i , p r o j e c t i o n n e u r o n s s e n d i n f o r m a t i o n t o h i g h e r b r a i n r e g i o n s s u c h 

as t h e m u s h r o o m b o d y ( M B ) a n d l a t e r a l h o r n ( L H ) o f t h e p r o t o c e r e b r u m ( M a r i n e t a l . , 2 0 2 0 ) 

( F i g u r e 6 ) . 

Figure 6: T h e d i a g r a m s h o w s t h e i n t e g r a t i o n o f s i g n a l s f r o m d i f f e r e n t p a r t s o f t h e a n t e n n a . 
T h e g r e e n c o l o u r s h o w s t h e p a t h f o r t h e d r y s i g n a l , t h e p u r p l e c o l o u r s h o w s t h e p r o c e s s i n g 
o f t h e m o i s t u r e s i g n a l . R e d ( H G - h o t g l o m e r u s ) s h o w s t h e w a r m i n g s i g n a l a n d b l u e s h o w s 
t h e c o o l i n g s i g n a l ( C G - c o l d g l o m e r u s ) . l a t e r a l h o r n ( L H ) , m u s h r o o m b o d y ( M B ) , a n t e n n a l 
l o b e ( P A L ) . 
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M o r e o v e r , t h e c l o c k n e u r o n s a r e l o c a t e d b e t w e e n t h e b r a i n b o d i e s . I t i s p o s s i b l e t h a t 

t h e r e a r e d i r e c t c o n n e c t i o n s b e t w e e n s o m e t h e r m o r e c e p t o r s a n d c l o c k c e l l s i n t e r m s o f 

t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n , b u t s u c h c o n n e c t i o n s h a v e n o t y e t b e e n d e s c r i b e d . 

O n e o f t h e s e c o n n e c t i o n s c o u l d b e t h e T R P A 1 c h a n n e l , a l t h o u g h i t s e f f e c t o n 

t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n i s q u e s t i o n a b l e . O n t h e o t h e r h a n d , i t i s i m p o r t a n t f o r t e m p e r a t u r e 

p r e f e r e n c e b e h a v i o r . T R P A 1 i s a f f e c t e d b o t h d i r e c t l y b y t e m p e r a t u r e a n d i n d i r e c t l y t h r o u g h 

t h e G Q / P L C - B s i g n a l i n g p a t h w a y . A l t h o u g h T R P A 1 i s a l s o e x p r e s s e d i n A C n e u r o n s a n d 

s o m e c l o c k n e u r o n s ( n o t c o n f i r m e d i n s i t u b y a n t i b o d i e s ) , T R P A 1 m u t a n t s w e r e s y n c h r o n o u s 

w i t h T C i n D D ( T a n g e t a l . , 2 0 1 7 ) a n d t w o o t h e r s t u d i e s ( H a m a d a e t a l . , 2 0 0 8 L e e e t a l . , 2 0 1 3 ) 

r e f u t e d t h e n e e d f o r a l i n k b e t w e e n T R P A 1 a n d t e m p e r a t u r e c y c l e s a c r o s s t h e D r o s o p h i l a 

t e m p e r a t u r e o p t i m u m . D e s p i t e t h e k n o w n r o l e o f T R P A 1 i n r e g u l a t i n g t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t 

b e h a v i o r s , t h e f u n c t i o n o f t r p a l i n t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n i s s t i l l u n c l e a r ( L e e e t a l . , 2 0 1 3 ; 

R o e s s i n g h e t a l . , 2 0 1 5 ; D a s e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

F o r t h i s r e a s o n , t h e o n l y c o n n e c t i o n k n o w n s o f a r i s t h e s i g n a l f r o m T P N - I I t o D N 1 

n e u r o n s . M o v e v e r , i n I R 2 5 a , n o c t e l , a n d p y x m u t a n t s , t h e e x p r e s s i o n o f T I M a n d P E R i s 

a l t e r e d i n D N 1 , p r o v i d i n g s t r o n g e v i d e n c e f o r t h e r o l e o f t h e D N 1 g r o u p i n r e c e i v i n g 

t e m p e r a t u r e i n p u t s f r o m m u l t i p l e p e r i p h e r a l t h e r m o s e n s o r s . ( C h e n e t a l . , 2 0 1 5 ; R o e s s i n g h e t 

a l . , 2 0 1 9 ) M o r e o v e r , s L N v s r e c e i v e i n p u t f r o m D N l a n e u r o n s v i a C C H a m i d e s i g n a l i n g w i t h 

t h e f u n c t i o n o f t i m i n g s l e e p . T h i s w o r k h i g h l i g h t s t h e i m p o r t a n c e o f i n p u t f r o m c o l d s e n s o r s 

i n t h e a n t e n n a e f o r i n h i b i t i n g D N l a a c t i v i t y a n d r e g u l a t i n g s l e e p - w a k e p a t t e r n s i n a c o l d 

e n v i r o n m e n t . A n o t h e r g r o u p o f c l o c k c e l l s l i k e l y i n v o l v e d i n t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n i s 

D N 2 . A l t h o u g h t h e y d o n o t i n f l u e n c e t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t l o c o m o t o r b e h a v i o r , t h e y a r e 

d i r e c t l y i n v o l v e d i n t h e r e g u l a t i o n o f t h e c i r c a d i a n t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e ( T P R ) r h y t h m . 

I n t e r e s t i n g l y , t h e T P R r h y t h m p e r s i s t s u n d e r c o n s t a n t l i g h t c o n d i t i o n s , s u g g e s t i n g t h a t t h e T P R 

r h y t h m a n d t h e l o c o m o t o r a c t i v i t y r h y t h m a r e r e g u l a t e d i n d e p e n d e n t l y . I n a d d i t i o n , T P R 

f l u c t u a t e s a t d i f f e r e n t t i m e p o i n s o f t h e d a y , i n c l u d i n g d a y t i m e , t h e o n s e t o f n i g h t , a n d b e f o r e 

d a w n . 
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D H 3 1 R , t h e r e c e p t o r f o r t h e d i u r e t i c h o r m o n e 3 1 , i s r e s p o n s i b l e f o r m e d i a t i n g T P R i n 

f l i e s . T h e D H 3 1 R m u t a n t e x h i b i t s a c o n s t a n t p r e f e r r e d t e m p e r a t u r e o f a p p r o x i m a t e l y 2 7 °C 

d u r i n g t h e d a y a n d h a s d i s r u p t e d d i u r n a l T P R i n D D , s u g g e s t i n g t h a t t h e f u n c t i o n o f D H 3 1 R 

i n d i u r n a l T P R i s r e l a t e d t o t h e e n d o g e n o u s c i r c a d i a n c l o c k . A l t h o u g h D H 3 1 R i s n o t e x p r e s s e d 

i n D N 2 s , i t i s e x p r e s s e d i n a s u b s e t o f D N l s , D N 3 s , a n d l L N v s , s u g g e s t i n g t h a t D H 3 1 R m a y 

b e a m e d i a t o r b e t w e e n s u b s e t s o f c l o c k n e u r o n s b y a c t i n g d o w n s t r e a m o f t h e c l o c k ( G o d a a t 

a l . , 2 0 1 9 ) ( F i g u r e 7 ) . 

Figure 7 : D i a g r a m o f t h e D r o s o p h i l a b r a i n w i t h i n d i v i d u a l g r o u p s o f c l o c k n e u r o n s 
( s L N v , l L N v , L N d , D N 3 , D N 2 , D N l a , D N l p ) a n d t h e i r i n t e g r a t i o n o f m u t u a l s i g n a l s . 

A l t h o u g h s o m e p o t e n t i a l t h e r m o r e c e p t o r s h a v e a l r e a d y b e e n i d e n t i f i e d , i t i s s t i l l 

u n c l e a r h o w c l o c k c e l l s i n t e g r a t e t h e s e i n p u t s i g n a l s a t t h e c e l l u l a r l e v e l . H o w e v e r , s o m e 

s t u d i e s s h o w t h a t T C s a f f e c t t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f m a n y g e n e s , i n c l u d i n g t h o s e w i t h 

c i r c a d i a n f u n c t i o n s . ( B o o t h r o y d e t a l . , 2 0 0 7 ; A n d u a g a e t a l . , 2 0 1 9 ) . T e m p e r a t u r e a f f e c t s t h e 

e x p r e s s i o n o f t h e c e n t r a l c l o c k g e n e s p e r a n d t i m a n d m o d u l a t e s t h e i r a m p l i t u d e a n d p h a s e 

( S h a k h m a n t s i r e t a l . , 2 0 1 9 ) . T h e s p l i c e v a r i a n t o f p e r i n t r o n c a l l e d d m p i 8 , i n c r e a s e s a t c o o l e r 

t e m p e r a t u r e s , l e a d i n g t o h i g h e r d i u r n a l a c t i v i t y . A t t h e s a m e t i m e , r e d u c e d s p l i c i n g a t w a r m 

t e m p e r a t u r e s c o r r e l a t e s w i t h d e l a y e d o n s e t o f n o c t u r n a l a c t i v i t y a n d p r o l o n g e d i n a c t i v i t y 

d u r i n g t h e d a y ( M a j e r c a k e t a l . , 1 9 9 9 ) . I t i s n o t c l e a r h o w t e m p e r a t u r e d i r e c t l y m o d u l a t e s t h e 

e f f i c i e n c y o f d m p i 8 s p l i c i n g . H o w e v e r , e x p e r i m e n t s w i t h t h e n o r p A m u t a n t s h o w e d t h a t t h e 

n o r p A m u t a t i o n m i m i c s c o l d t e m p e r a t u r e s a n d i s i n v o l v e d i n i n c r e a s i n g t h e s p l i c i n g e f f i c i e n c y 

o f d m p i 8 . I n c r e a s e d d m p i 8 s p l i c i n g l e a d s t o a n i n c r e a s e i n P E R p r o t e i n a m p l i t u d e . M o r e o v e r , 
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c o l d - e n h a n c e d d m p i 8 s p l i c i n g i s a l s o c o - e x p r e s s e d w i t h t h e d a y w a k e g e n e ( d y w ) , w h o s e R N A 

o v e r l a p s w i t h d m p i 8 a t t h e 3 ' e n d s , a l l o w i n g r e c i p r o c a l r e g u l a t i o n o f t h e s e g e n e s . D y w e n c o d e s 

a j u v e n i l e h o r m o n e - b i n d i n g p r o t e i n t h a t r e d u c e s s i e s t a b e h a v i o r ( B e c k w i t h e t a l . , 2 0 1 9 ) . 

S t u d i e s s u g g e s t t h a t t h i s p e r - s p l i c i n g e v e n t i s i m p o r t a n t f o r b e h a v i o r a l a d a p t a t i o n t o h o t a n d 

l o n g s u m m e r d a y s , w i t h l e s s s p l i c i n g l e a d i n g t o i n c r e a s e d s i e s t a a n d r e d u c e d r i s k o f 

d e h y d r a t i o n ( F i g u r e 8 ) . 

MIDDAY SIESTA REDUCTION 

E-BOX Per 

Figure 8: S c h e m e o f c o l d ( 1 8 °C<) a l t e r n a t i v e s p l i c i n g p e r g e n e . A t t e m p e r a t u r e s b e l o w 
18 °C, a c c u m u l a t i o n o f n o r e c e p t o r p o t e n t i a l A ( N O R P A ) p r o t e i n n e g a t i v e l y a f f e c t s 
i n h i b i t i o n ofper g e n e s p l i c i n g . T h i s p r o d u c e s t h e dmpi8 v a r i a n t w h i c h , t o g e t h e r w i t h dwy, 
i n d u c e s t h e p r o d u c t i o n o f t h e D W Y p r o t e i n , w h i c h i n h i b i t s m i d d a y s i e s t a a n d i n c r e a s e s 
d a y a c t i v i t y a t d u s k . 

A l t e r n a t i v e s p l i c i n g a l s o o c c u r s i n t h e T i m g e n e . C o n s i d e r i n g t h e 9 p r e d i c t e d v a r i a n t s 

o f a l t e r n a t i v e s p l i c i n g , t h i s i s a d y n a m i c s y s t e m s u r p r i s i n g l y d e p e n d e n t o n e n v i r o n m e n t a l 

t e m p e r a t u r e . I n c o n t r a s t t o t h e p e r g e n e , t i m g e n e r a t e s d i f f e r e n t t i m t r a n s c r i p t s , s u c h as t i m -

t i n y , w h i c h r e d u c e s t h e r a t e o f t i m R N A , r e s u l t i n g i n r e d u c e d a m o u n t s o f t h e T I M p r o t e i n 

u n d e r t h e c o n d i t i o n s o f 30°C:25°C T C i n D D a n d L L . I t s a m o u n t i n c r e a s e s w i t h i n c r e a s i n g 

t e m p e r a t u r e ( S h a k h m a n t s i r e t a l . , 2 0 1 9 ) . M o r e o v e r , a t l o w t e m p e r a t u r e s (18°C), t w o d i f f e r e n t 

a l t e r n a t i v e s p l i c e v a r i a n t s a r e p r e v a l e n t , r e s u l t i n g i n t w o d i f f e r e n t t r a n s c r i p t s ( t i m - c o l d a n d 
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t i m - s c ) ( B o o t h r o y d e t a l . , 2 0 0 7 ; A n d u a g a e t a l . , 2 0 1 9 ) . T h e T I M - C O L D v a r i a n t p l a y s a r o l e i n 

s e a s o n a l a d a p t a t i o n t o c o l d t e m p e r a t u r e s b y h a v i n g a n i n c r e a s e d a f f i n i t y o f T I M - C O L D f o r 

C R Y ( M o n t e l l i e t a l . , 2 0 1 5 ) . T I M - S C b i n d s t o b u t d o e s n o t s t a b i l i z e t h e P E R p r o t e i n , a n d i n 

t i m - s c m u t a n t s h a v e s a m e a c t i v i t y p a t t e r n i n L D 25°C as w i l d - t y p e f l i e s a t 18°C ( A n d u a g a e t 

a l . , 2 0 1 9 ) . A c c u m u l a t i o n o f T I M - S C i n c r e a s e s g r e a t l y i n f l i e s a t t e m p e r a t u r e s b e l o w 10°C. I n 

a d d i t i o n , T I M - S C b i n d s a n d s t a b i l i z e s a c o - t r a n s c r i p t i o n f a c t o r c a l l e d E Y A u n d e r s h o r t 

p h o t o p e r i o d s , w h i c h i s r e q u i r e d f o r e f f i c i e n t t r a n s i t i o n t o f e m a l e d i a p a u s e u n d e r c o l d 

c o n d i t i o n s ( A n d u a g a e t a l . , 2 0 1 9 ) . T h e s e s p l i c e v a r i a n t s a r e a s s o c i a t e d w i t h a d a p t a t i o n s t o 

d i f f e r e n t e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s , s u c h as r e p r o d u c t i v e d o r m a n c y i n t e m p e r a t e c l i m a t e s . T h e 

r o l e o f a l t e r n a t i v e s p l i c i n g i n d a i l y e n t r a i n m e n t t o t e m p e r a t u r e c y c l e s i s n o t w e l l u n d e r s t o o d , 

b u t i t i s p o s s i b l e t h a t t h e s e m e c h a n i s m s a r e i n v o l v e d i n t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n a n d 

c o m p e n s a t i o n . H o w e v e r , t h e r o l e o f c e l l - a u t o n o m o u s t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t c l o c k R N A 

a l t e r n a t i v e s p l i c i n g e v e n t s i n t e m p e r a t u r e e n t r a i n m e n t a p p e a r s t o b e m i n o r ( F i g u r e 9 ) . 

tim-L 

Female diapause Seasonal adaptation ? 

E-BOX Tim 

Figure 9: S c h e m e o f c o l d a l t e r n a t i v e s p l i c i n g o f t h e t i m g e n e . A t t e m p e r a t u r e s o f 18°C< t h e 
s p l i c i n g p a t t e r n o f t h e t i m p r o t e i n c h a n g e s a n d t h e t i m - s c a n d t i m - c o l d v a r i a n t s p r e d o m i n a t e . 
T h e t i m - s c v a r i a n t i s a b l e t o r e l e a s e t h e t i m O l m u t a n t a n d i s t h o u g h t t o b e i n v o l v e d i n s e a s o n a l 
a d a p t a t i o n . S i m i l a r l y , t i m - c o l d a f f e c t s t h e a c c u m u l a t i o n o f t h e p r o t e i n p r o t e i n - t y r o s i n e -
p h o s p h a t a s e ( E Y A ) , w h i c h h e l p s i n d u c e d i a p a u s e i n f e m a l e f l i e s ( o o g e n e s i s ) . 
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I n s u m m a r y , t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n d e p e n d s m a i n l y o n s i g n a l s f r o m p e r i p h e r a l 

t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e o r g a n s ( C h O , a n t e n e a ) . H o w e v e r , t h e s e o r g a n s c o n t a i n a v a r i e t y o f 

d i f f e r e n t t h e r m o a c t i v e p r o t e i n s f r o m d i f f e r e n t p r o t e i n g r o u p s , a n d i t i s s t i l l u n c l e a r w h i c h o f 

t h e s e t h e r m o r e c e p t o r s a r e i n v o l v e d i n t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n a n d w h i c h i n t h e 

i m m e d i a t e e s c a p e r e s p o n s e o r i n t e r n a l t e m p e r a t u r e p e r c e p t i o n . T h e s e p r o c e s s e s a r e l i k e l y 

i n t e r c o n n e c t e d a n d r e g u l a t e d a t m u l t i p l e l e v e l s , c o m p l i c a t i n g t h e i r c l a r i f i c a t i o n . T h e 

c o o p e r a t i o n o f i n d i v i d u a l t h e r m o s e n s o r y o r g a n s i s s u p p o r t e d b y t h e f a c t t h a t d i r e c t r e m o v a l o f 

t h e C h O o r a n t e n n a d o e s n o t l e a d t o c o m p l e t e d i s r u p t i o n o f T C s y n c h r o n i z a t i o n . I t c a n b e 

a s s u m e d t h a t r e c e p t o r s t h a t r e s p o n d t o t e m p e r a t u r e c h a n g e s o v e r l o n g e r p e r i o d s o f t i m e a r e 

m o r e l i k e l y t o b e i n v o l v e d i n t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n . R e c e p t o r s o f I R s t h u s s e e m t o b e 

m o r e i m p o r t a n t f o r t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n . 

1.2.3.2 Temperature synchronization mechanism in larvae 

T e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n h a s b e e n s t u d i e d e x t e n s i v e l y i n a d u l t D. melanogaster, 

b u t m a n y i m p o r t a n t i n s i g h t s i n t o t e m p e r a t u r e p e r c e p t i o n h a v e c o m e f r o m e x p e r i m e n t s w i t h 

l a r v a e . T h e l a r v a l c i r c a d i a n s y s t e m i s m u c h s i m p l e r t h a n t h a t o f a d u l t s a n d t h e r e f o r e e a s i e r t o 

m a n i p u l a t e . L a r v a l t e m p e r a t u r e p e r c e p t i o n , as i n a d u l t s , d e p e n d s o n p e r i p h e r a l o r g a n s . 

P e r i p h e r a l o r g a n s a l r e a d y k n o w n a r e t h e b i l a t e r a l l y s y m m e t r i c a l o l f a c t o r y o r g a n ( d o r s a l 

o r g a n ) , i n w h i c h a n I R 2 1 a , I R 2 5 a , a n d I R 9 3 a a r e e x p r e s s e d . T h e s e g e n e s h a v e b e e n s h o w n t o 

m e d i a t e c o l d d e t e c t i o n i n l a r v a l d o r s a l o r g a n s ( K n e c h t e t a l . , 2 0 1 6 , N i e t a l . , 2 0 1 6 ) . T h e d o r s a l 

o r g a n a l s o e x p r e s s e s r h o d o p s i n s t h a t a r e i m p o r t a n t f o r t e m p e r a t u r e p e r c e p t i o n , w h e t h e r f o r 

i m m e d i a t e r e s p o n s e t o w a r m i n g o r c o o l i n g o r f o r s e l e c t i o n o f p r e f e r r e d t e m p e r a t u r e . O n e o f 

t h e s e i s t h e r h l r e c e p t o r , w h i c h i s i m p o r t a n t f o r t h e t h e r m o t a x i c b e h a v i o u r o f t h i r d i n s t a r l a r v a e 

a f t e r t h e y e n t e r t h e w a n d e r i n g s t age . Drosophila l a r v a e r e s p o n d t o t e m p e r a t u r e f l u c t u a t i o n s o f 

a f r a c t i o n o f a d e g r e e ( K l e i n e t a l . , 2 0 1 5 ) , a n d t h i r d i n s t a r l a r v a e c h a n g e t h e i r t e m p e r a t u r e 

p r e f e r e n c e f r o m 2 4 °C t o 1 8 °C. R h l i s r e q u i r e d f o r t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e b e f o r e t h e 

w a n d e r i n g s t a g e ( K w o n e t a l . , 2 0 0 8 ; S h e n e t a l . , 2 0 1 1 ) . I n t h e w a n d e r i n g s t a g e , t h e r e a r e t w o 

o t h e r R H 5 a n d R H 6 m u t a n t s t h a t d o n o t s h o w t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e s ( S h e n e t a l . , 2 0 1 1 ) . 

T h e s e r e s u l t s a r e c o n f i r m e d b y a n e x p e r i m e n t w i t h a m u t a n t i n t h e c h r o m o p h o r e , o n e o f t h e 

r h o d o p s i n s u b u n i t s . S u c h a m u t a n t a l s o l o s t i t s t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e f o r 1 8 C l a t e i n t h e t h i r d 

i n s t a r . M o r e o v e r , r h 5 a n d r h 6 a r e e x p r e s s e d i n l a r v a l C h O n e u r o n s a n d s u p p o r t t h e s t r u c t u r a l 

i n t e g r i t y o f C h o n e u r o n d e n d r i t e s ( S o k a b e e t a l . , 2 0 1 6 ) . 

R h o d o p s i n s r e q u i r e T R P c h a n n e l s t o f u n c t i o n . D r o s o p h i l a h a s s e v e r a l o f t h e s e : t w o 

m e m b e r s o f t h e T R P V f a m i l y , o n e T R P M , a n d f o u r T R P A s . T R P V s a r e a c t i v a t e d u p o n h e a r i n g 
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( G o n g e t a l . 2 0 0 4 ) . T R P A P a i n l e s s , w h i c h m e d i a t e s l a r v a l n o c i c e p t i v e r e s p o n s e s t o m e c h a n i c a l 

s t i m u l a t i o n a t h i g h t e m p e r a t u r e s ( T r a c e y e t a l . , 2 0 0 3 ) . T R P A 1 i s i n v o l v e d i n t h e r m o r e c e p t i o n 

b e c a u s e a m u t a t i o n o f t r p A l p r e v e n t s l a r v a e f r o m d i s c r i m i n a t i n g 1 8 °C f r o m o t h e r 

t e m p e r a t u r e s i n t h e c o m f o r t r a n g e i n t h e m i d - t h i r d i n s t a r ( K w o n e t a l . , 2 0 0 8 ) . I n a d d i t i o n , a 

m e m b e r o f t h e T R P c h a n n e l f a m i l y , I A V , i s e x p r e s s e d i n C h O , t h e m u t a t i o n o f w h i c h c a u s e s 

d i s r u p t i o n o f t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e i n t h e r a n g e a b o v e 1 7 °C. 

T h e I R 2 5 a p r o t e i n i s a l s o f o u n d i n v a r i o u s t y p e s o f g u s t a t o r y o r g a n s d i s t r i b u t e d o n t h e 

h e a d a n d n e a r t h e p h a r y n x , i n c l u d i n g h e a d s e n s o r y n e u r o n s i n t h e t e r m i n a l a n d v e n t r a l o r g a n s 

a n d i n t e r n a l n e u r o n s i n t h e d o r s a l , v e n t r a l , a n d p o s t e r i o r p h a r y n x . T h e p e r i p h e r a l n e u r o n s i n 

t h e b o d y w a l l a r e t h e r m o s e n s i t i v e c e l l s o f t h e p e r i p h e r a l n e r v o u s s y s t e m . I n a p r e v i o u s s t u d y , 

t h e s e n e u r o n s w e r e a l r e a d y i d e n t i f i e d b y elav e x p r e s s i o n a n d m e a s u r e m e n t s o f t h e i r a c t i v i t y 

s h i f t s s h o w e d a r e s p o n s e t o t e m p e r a t u r e s t i m u l i . F r o m t h e s e r e s u l t s , a f u n c t i o n a l m a p o f t h e s e 

c e l l s a n d t h e i r t h e r m o s e n s i t i v i t y w a s c o n s t r u c t e d . I n c o n t r a s t t o a d u l t s , t h e r e a r e o t h e r 

t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e b o d y w a l l n e u r o n s i n l a r v a e b e s i d e s C h O , e a c h o f w h i c h r e s p o n d s 

d i f f e r e n t l y t o t e m p e r a t u r e s t i m u l i ; w h i c h o f t h e s e a r e i n v o l v e d i n t e m p e r a t u r e s y n c h r o n i z a t i o n 

i s s t i l l u n c l e a r . S o m e o f t h e p e r i p h e r a l t h e r m o s e n s i t i v e c e l l s ( C h o / I C H 5 a n d c l u s t e r l ) s h o w e d 

i n c r e a s e d a c t i v i t y d u r i n g b o t h c o o l i n g a n d w a r m i n g ( L i u e t a l . , 2 0 0 3 ; S c h o l z e t a l . , 2 0 1 7 ) . O n 

t h e o t h e r h a n d , p r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h e l a r v a l c l o c k c a n b e s y n c h r o n i z e d b y T C 

c y c l e s e v e n i n c o m p l e t e l y b l i n d l a r v a e ( M a l p e l e t a l . , 2 0 0 4 ) . P e r - o s c i l l a t i o n s a r e a l s o o b s e r v e d 

i n D D w i t h T C c y c l e s i n c l o c k c e l l s ( D N 2 , D N 1 , L N s ) , w i t h t h e s t r o n g e s t o s c i l l a t i o n s 

o c c u r r i n g i n D N 2 . A t t h e s a m e t i m e , a s i m u l t a n e o u s p h a s e o f D N 2 a n d L N v c a n b e o b s e r v e d 

i n T C c y c l e s w i t h P E R l o w s a t Z T 4 a n d p e a k s a t Z T 1 6 . S o m e r e s u l t s e v e n s u g g e s t t h a t t h e r m a l 

s y n c h r o n i z a t i o n , u n l i k e l i g h t s y n c h r o n i z a t i o n , d o e s n o t r e q u i r e L N s w i t h P D F s ( P i c o t e t a l . , 

2 0 0 9 ) . H o w e v e r , t h e l i n k b e t w e e n t h e c i r c a d i a n c l o c k i n T C c y c l e s a n d b e h a v i o r a l o u t c o m e s 

h a s n o t y e t b e e n f u l l y d e s c r i b e d . I n a d d i t i o n , t h e n e u r a l c i r c u i t s t h a t s e n d i n f o r m a t i o n f r o m 
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t h e r m o r e c e p t o r s t o t h e c i r c a d i a n c l o c k a n d t h e f u n c t i o n o f t h e r m o r e c e p t o r s i n t e m p e r a t u r e 

s y n c h r o n i z a t i o n h a v e n o t b e e n f u l l y e l u c i d a t e d ( F i g u r e 1 0 ) . 

Figure 10 T h e d i a g r a m s h o w s t h e d i s t r i b u t i o n o f s e n s o r y o r g a n s i n t h e b o d y 
( b o d y w a l l p e r i p h e r a l n e u r o n s ) T h e b l u e c i r c l e i n d i c a t e s C h O / I c h a c c o r d i n g 
t o ( L i u e t a l . , 2 0 0 3 ) a n d t h e b l a c k c i r c l e i n d i c a t e s t h e m o r e p r e c i s e l y 
s p e c i f i e d C h O / I c h l u n i t a c c o r d i n g t o ( S i n g h a n i a e t a l . , 2 0 1 4 ) . T h e r e d l i n e s 
i n d i c a t e t h e s i g n a l i n g o f R 5 a n d R 6 r h o d o p s i n s i n t h e l a r v a l b o d y f o r w h i c h 
t h e i r p r e c i s e t e r m i n a t i o n i s n o t k n o w n . H e a d s e n s o r y o r g a n s i n w h i c h t h e 
e x p r e s s i o n o f I R s i s a l r e a d y k n o w n a r e a l s o i n d i c a t e d ( S a n c h e z - A l c a n i z e t 
a l . , 2 0 1 8 ) . 
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2 Aims 
1 . I d e n t i f y c e l l s e x p r e s s i n g t h e IR25a g e n e i n t h e b o d y o f Drosophila melanogaster 

IR25aGal4-UAS-RFP l a r v a e . 

2 . I n v e s t i g a t e t h e e f f e c t o f t h e IR25a-l- m u t a t i o n o n t h e t h e a b i l i t y o f c i r c a d i a n c l o c k t o 

s y n c h r o n i z e d t o t h e l o w a m p l i t u d e t e m p e r a t u r e c y c l e s b y i n v e s t i g a t i n g d a i l y 

o s c i l l a t i o n s i n P E R p r o t e i n l e v e l a n d i n C O 2 p r o d u c t i o n . 

3 . C r o s s IR25aGal4-UAS-RFP w i t h UAS-rpr f l i e s t o i n i t i a t e a p o p t o s i s o f IR25a 

e x p r e s s i n g c e l l s , a n d t o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t o f IR25a e l i m i n a t i o n o n s y n c h r o n i z a t i o n 

o f t h e p r o g e n y t o t h e l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s . 

4 . E x a m i n e t h e e f f e c t o f IR25a e l i m i n a t i o n o f a d u l t IR25aGal4-UAS-RFP-UAS-rpr f l i e s 

t o s y n c h r o n i z e t h e l o c o m o t o r a c t i v i t y t o t h e l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s . 
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3 Material and methods 

3.1 D r o s o p h i l a stock 
F l i e s w e r e g r o w n i n a l i g h t / d a r k ( L D ) c y c l e o f 1 2 h r L a n d 1 2 h r D a t 2 5 °C o n s t a n d a r d 

c o r n m e a l - y e a s t - a g a r m e d i u m . D e p e n d i n g o n t h e t e m p e r a t u r e c o n d i t i o n s , t h e d e v e l o p m e n t a l 

t i m e v a r i e s b e t w e e n 5 a n d 7 d a y s t o t h e w a n d e r i n g t h i r d i n s t a r l a r v a l s t a g e , a t w h i c h t h e 

i m m u n o s t a i n i n g e x p e r i m e n t s w e r e d o n e . IR25aGAL4-UAS-RFP s t r a i n w a s u s e d as a c o n t r o l . 

T r a n s g e n i c U A S - G A L 4 t e c h n i q u e w a s p e r f o r m e d t o e x p r e s s t a r g e t UAS-RFP t r a n s g e n e 

r e p o r t e r o n l y i n IR25aGal4 c e l l s . T h e f o l l o w i n g s t r a i n s u s e d i n t h i s s t u d y : UAS-rpr, 

IR25aGal4-UAS-RFP, IR25-/- w e r e o b t a i n e d f r o m t h e B l o o m i n g t o n Drosophila S t o c k C e n t e r 

( L a r s s o n e t a l . , 2 0 0 4 ; B D S C , N I H P 4 0 O D 0 1 8 5 3 7 ) . F o r a b l a t i o n o f IR25a p o s i t i v e c e l l 

IR25aGal4-UAS-RFP a n d UAS-rpr w e r e c r o s s e d a n d e l i m i n a t i n g o f t h e IR25a p o s i t i v e c e l l s 

w e r e c h e c k e d u n d e r c o n f o c a l m i c r o s c o p e . S u c c e s s f u l c r o s s produsing IR25aGAL4-UAS-RFP 

f l y s t o c k w a s v e r i f i e d b y l o s s o f R F P s i g n a l i n t h e p r o g e n y ( F i g u r e 1 1 ) . 

t i i J J J i*7 

Figure 11: S c h e m e o f i n d i v i d u a l s t r a i n s a n d t h e i r g e n e t i c b a c k g r o u n d t h a t l e a d s t o t h e i r 
p h e n o t y p e s i n R F P e x p r e s s i o n . 

F o r t h e l i g h t e n t r a i n m e n t e x p e r i m e n t s , l a r v a e w e r e p l a c e d i n L D c o n d i t i o n s a t 2 5 °C. 

A t t h i s t e m p e r a t u r e , t h e l a r v a e r e a c h e d t h i r d i n s t a r w a n d e r i n g s t a g e i n 5 t o 6 d a y s . F o r t h e T C 

e n t r a i n m e n t e x p e r i m e n t s , l a r v a e w e r e g r o w n i n L D 1 2 : 1 2 , a n d a t t h e b e g i n n i n g o f t h e t h i r d 

i n s t a r , t h e y w e r e m o v e d t o D D w i t h t h e l o w T C 1 7 °C: 1 9 °C f o r 5 d a y s b e f o r e f i r s t d i s s e c t i o n 

t i m e . T h e w a r m i n t e r v a l h a s b e e n d e f i n e d as Z e i t b e r g e r t i m e 0 ( Z T O ) t o Z T 1 2 . U n d e r t h e s e 

c o n d i t i o n s , l a r v a e r e a c h e d t h i r d i n s t a r w a n d e r i n g s t a g e i n 1 0 d a y s . 

IR25aGal4-UAS-RFP- UAS-rpr 
UAS ! Reaper 

IR25aGal4-UAS-RFP 
enhancer IR25a 

IR25-/-
enhancer IF _ --a 
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3.2 Imunohistochemistry 
T h e p r i n c i p l e o f t h i s t e c h n i q u e i s t h e v i s u a l i z a t i o n o f a p r o t e i n u s i n g a s p e c i f i c a n t i b o d y 

t h a t r e a c t s w i t h t h e p r o t e i n e p i t o p e s . I n d i r e c t i m m u n o h i s t o c h e m i c a l d e t e c t i o n , w h i c h u s e s 

a l a b e l e d s e c o n d a r y a n t i b o d y t o d e t e c t a n u n l a b e l e d p r i m a r y a n t i b o d y , w a s u s e d i n t h e 

e x p e r i m e n t s . 

3.2.1 Primary and secundary antibodies 
A l l e x p e r i m e n t s w e r e d o n e o n w h o l e m o u n t e d t h i r d - i n s t a r l a r v a e o r o n t h e i r b r a i n s . 

T h e r a b b i t a n t i - P E R a n t i b o d y ( S t a n e w s k y e t a l . , 1 9 9 7 ) w a s p r e a b s o r b e d us ingperO e m b r y o s , 

a n d t h e n w a s d i l u t e d 1 : 1 0 0 0 i n t h e b l o c k i n g s o l u t i o n c o n s i s t i n g o f 5 % g o a t s e r u m i n p h o s p h a t e 

b u f f e r ( P B ) s u p p l e m e n t e d w i t h 0 . 3 % T r i t o n ( P B - T ) . T h e r a t a n t i - E L A V a n t i b o d y ( H y b r i d o m a 

B a n k ) a n d t h e m o n o c l o n a l m o u s e a n t i b o d y n b 3 3 ( a n t i - P D F a n t i b o d y ; H y b r i d o m a B a n k ) w e r e 

u s e d i n 1 : 4 0 0 a n d 1 : 1 0 0 0 d i l u t i o n , r e s p e c t i v e l y . P r i m a r y a n t i b o d i e s w e r e d i l u t e d 1 : 2 0 0 i n t h e 

b l o c k i n g s o l u t i o n . S e c o n d a r y a n t i b o d i e s : g o a t a n t i - r a b b i t a n t i b o d y c o n j u g a t e d w i t h 

f l u o r o p h o r e , A l e x a F l u o r 4 8 8 n m ; g o a t a n t i - r a t a n t i b o d y c o n j u g a t e d w i t h f l u o r o p h o r e 

A l e x a F l u o r 4 8 8 n m ; a n d g o a t a n t i - m o u s e a n t i b o d y c o n j u g a t e d w i t h f l u o r o p h o r e A l e x a F l u o r 

6 4 7 n m ( M o l e c u l a r P r o b e s ) w e r e d i l u t e d 1 : 2 0 0 i n t h e b l o c k i n g s o l u t i o n . 

3.3 Immunoflourescence 
I m m u n o h i s t o c h e m i c a l s t a i n i n g w a s p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y w i t h a f e w 

m o d i f i c a t i o n s ( L i n e t a l . , 2 0 2 1 ) . Drosophila s p e c i m e n s w e r e d i s s e c t e d i n P B a n d f i x e d i n 

4 % p a r a f o r m a l d e h y d e f o r 2 0 m i n . A f t e r w a s h i n g i n P B - T t h r e e t i m e s f o r 1 0 m i n , t h e s a m p l e s 

w e r e i n c u b a t e d i n t h e b l o c k i n g m e d i u m f o r 1 h . N e x t , t h e b l o c k i n g s o l u t i o n w a s r e p l a c e d b y 

p r i m a r y a n t i b o d i e s a n d i n c u b a t e d f o r o v e r n i g h t a t 4 °C. A f t e r w a s h i n g i n P B - T t h r e e t i m e s f o r 

1 0 m i n , t h e s a m p l e s w e r e i n c u b a t e d i n a p p r o p r i a t e s e c o n d a r y a n t i b o d i e s f o r 1 h . F o l l o w i n g 

i n c u b a t i o n w i t h s e c o n d a r y a n t i b o d i e s , t h e s a m p l e s w e r e w a s h e d i n P B - T t h r e e t i m e s f o r 1 0 

m i n a n d w e r e m o u n t e d w i t h F l u o r e s h i e l d ( S i g m a - A l d r i c h ) . 

3.4 Confocal microscopy 
T h e s a m p l e s w e r e a n a l y z e d i n t h e l a s e r c o n f o c a l m i c r o s c o p e ( F l u o V i e w T M F V 3 0 0 0 

O l y m p u s ) , w h i c h a l l o w e d t o o b t a i n Z - s t a c k i m a g e s w i t h a r e s o l u t i o n o f 1 0 2 4 x 1 0 2 4 p i x e l s . 

T h e I m a r i s s o f t w a r e v e r s i o n 6 . 3 . 1 ( B i t p l a n e , O x f o r d I n s t r u m e n t s ) w a s u s e d f o r i m a g e a n a l y s i s . 
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T h i s c o m p o s i t e i m a g e i n T I F f o r m a t w a s t h e n g r a p h i c a l l y m o d i f i e d u s i n g b r i g h t n e s s a n d 

c o n t r a s t t o o l s i n t h e A d o b e P h o t o s h o p s o f t w a r e ( A d o b e S y s t e m s ) . 

3.5 Software quantification and statistics 
A n a l y s i s o f t h e i n t e n s i t y o f t h e P E R p r o t e i n i m m u n o r e a c t i v i t y w a s m e a s u r e d u s i n g t h e 

F I J I ( I m a g e J p r o g r a m ; R a s b a n d e t a l . , 1 9 9 7 ) . I n d i v i d u a l se t o f Z - s t a c k s w e r e a l w a y s c a l i b r a t e d 

t o e n s u r e t h a t t h e i d e n t i c a l s c a l e o f m e a n g r a y v a l u e i n t e n s i t y . O n l y t h e n u c l e a r s i g n a l w a s 

m e a s u r e d , t h e r e w e r e 3 m e a s u r e m e n t s p e r f o r m e d i n e a c h i n d i v i d u a l c e l l o f e v e r y c e l l c l u s t e r s . 

T h e m e a n v a l u e s o f e a c h g r o u p ( D N 1 , D N 2 , L N s ) w i t h i n 5 b r a i n s w e r e t h e n p l o t t e d i n g r a p h s . 

I n t h e R s t u d y p r o g r a m n e ( R S t u d i o T e a m , 2 0 2 0 ) , t h e A N O V A s t a t i s t i c a l m o d e l w a s u s e d t o 

c o m p a r e d i f f e r e n c e b e t w e e n a l l t i m e p o i n t s . T u k e y m u l t i p l e c o m p a r i s o n s o f m e a n s t e s t w a s 

u s e d t o c o m p a r e t h e i n t e n s i t y o f P E R s t a i n i n g a t e a c h t i m e p o i n t t e s t e d ( R S t u d i o T e a m , 2 0 2 0 ) . 

3.6 Respirometry 
T h e p r o d u c t i o n o f C 0 2 w a s m e a s u r e d u s i n g t h e r e s p i r o m e t r y a n a l y s i s s y s t e m M F C -

2 / T R - S S 3 / M U X ( S a b l e S y s t e m s I n t e r n a t i o n a l , L a s V e g a s , N V , U S A ) e q u i p p e d w i t h L I 7 0 0 0 

C O 2 / H 2 O a n a l y z e r ( L I - C O R B i o s c i e n c e s , B a d H o m b u r g , G e r m a n y ) . S i x g r o u p s o f 1 0 l a r v a e 

w e r e p l a c e d i n s i x g l a s s t u b e s ( v o l u m e 2 2 m l ) o n 0 . 3 g o f l a r v a l d i e t . A l l t u b e s w e r e p l a c e d 

i n s i d e t h e i n c u b a t o r ( S a n y o ) s e t t o c o n s t a n t D D a n d t o t h e l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s 1 7 °C: 1 9 °C 

( 1 2 h : 1 2 h ) . L a r v a e l i v e d i n s i d e t u b e s f o r a p p r o x i m a t e l y 8 4 h a n d t h e i r C O 2 p r o d u c t i o n w a s 

m e a s u r e d i n 3 0 m i n i n t e r v a l s . D u r i n g e a c h i n t e r v a l , t h e s y s t e m w a s " c l o s e d " f o r 1 . 5 7 5 sec a n d 

t h e n f l u s h e d f o r 2 2 5 sec u s i n g 7 5 m l o f C O 2 t o d e v o i d a i r f r o m a t a n k ( L i n d e G a s , P r a h a , 

C z e c h R e p u b l i c ) . T h e C O 2 w a s r e m o v e d u s i n g C C h - a b s o r b e t s o d a l i m e ( E l e m e n t a l 

M i c r o a n a l y s i s , O k e h a m p t o n , U K ) . T h e d a t a a n a l y s e s i n t h e E x p e D a t a s o f t w a r e t o o l ( v . 1 . 2 . 0 2 , 

S a b l e S y s t e m s I n t e r n a t i o n a l ) w e r e f o l l o w e d b y v i s u a l i n s p e c t i o n o f t h e o b t a i n e d g r a p h s t o 

s e a r c h e d f o r a d a i l y r h y t h m i c p a t t e r n ( F i g u r e 1 2 ) . 
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Figure 12: A s c h e m a o f e x p e r i m e n t a l s e t u p f o r m e a s u r i n g d a i l y r e s p i r a t i o n a c t i v i t y i n 
D. melanogaster l a r v a e . 

3.7 Behavioral analyses 
T h e b e h a v i o r a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d o n a d u l t s o f IR25aGAL4-UAS-RFP-rpr 

s t r a i n , k e p t f o r 4 d a y s i n D D w i t h t h e l o w T C 1 7 °C:19 °C. T h e n t w o t o f o u r d a y s o l d m a l e s 

w e r e C O 2 a n e s t h e t i z e d a n d t r a n s f e r r e d u n d e r r e d s a f e l i g h t t o 7 0 m m l o n g t u b e s c o n t a i n i n g 5 % 

s u c r o s e i n a g a r , a n d t h e t u b e s w e r e l o a d e d i n t o t h e D A M 2 T r i K i n e t i c s s y s t e m ( W a l t h a m , M A , 

U n i t e d S t a t e s ) e n t r a i n e d t o t h e l o w T C c o n d i t i o n s f o r 15 d a y s , a n d r e l e a s e d t o c o n s t a n t 

t e m p e r a t u r e a n d d a r k n e s s ( D D ) f o r a d d i t i o n a l 5 d a y s . A c t o g r a m J w a s u s e d t o c r e a t e d o u b l e -

p l o t t e d a c t o g r a m s , t h a t w e r e f u r h t e r e y e i n s p e c t e d ( S c h m i d e t a l . , 2 0 1 1 ) . I n o r d e r t o q u a n t i f y 

b e h a v i o u r d u r i n g t e m p e r a t u r e c y c l e s , a c t i v i t y f r o m t h e f i r s t f i v e d a y s w a s p l o t t e d i n E x c e l 

( O f f i c e , M i c r o s o f t ) . 
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4 Results 

4.1 Distribution and characterization of neurons expresing I R 2 5 a 

gene in D . melanogaster larvae 
T h e d i s t r i b u t i o n o f IR25a g e n e i n t h e p e r i p h e r a l n e u r a l s y s t e m w a s d e t e r m i n e d u s i n g t h e 

t h i r d i n s t a r l a r v a e o f IR25aGAL4-UAS-RFP s t r a i n . T h e c o n f o c a l m i c r o s c o p y r e v e a l e d o n e 

b i l a t e r a l c e l l e x p r e s s i n g IR25a g e n e i n t h e l a t e r a l r e g i o n o f t h e f r o n t a l p l a i n o f e a c h b o d y 

s e g m e n t ( F i g u r e 1 2 A , B l , B 2 ) . T h e p r e s e n c e o f a x o n a l p r o j e c t i o n r u n n i n g f r o m t h e c e l l b o d y 

s h o w e d t h e n e u r o n a l c h a r a c t e r o f t h e d e t e c t e d c e l l s . T h e n e u r o n s l a y e d i n t h e m e d i a l p l a n e o f 

t h e l a t e r a l s e g m e n t r e g i o n a n d t h e i r a x o n s p a s s e d t h r o u g h t t h e b o d y w a l l t o t e r m i n a t e d i n t h e 

d o r s a l c u t i c l e ( F i g u r e 1 2 D ) . 
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Figure 12: L o c a l i z a t i o n o f IR25a e x p r e s s i n g n e u r o n s i n t h e p e r i p h e r a l n e u r o n 
s y s t e m o f t h e D. melanogaster t h i r d i n s t a r l a r v a e . IR25a i s d r i v i n g e x p r e s s i o n o f 
R F P ( i n r e d o r b l u e ) i n IR25aGAL4-UAS-RFP s t r a i n b y G a l 4 - U A S s y s t e m . ( A ) A n 
i m a g e s h o w i n g I R 2 5 a s e n s o r y n e u r o n s i n e n t i r e l a r v a l b o d y . T h e R F P s i g n a l i n b l u e 
i s o v e r l a i d w i t h t r a n s m i t i o n l i g h t i m a g e . (Bl , B2) T h e i m a g e s s h o w i n g I R 2 5 a s i g n a l 
i n t h e s u p e r i o r p a r t o f t h e IR25aGAL4-UAS-RFP l a r v a e . T r a n s s m i s i o n l i g h t i m a g e 
o v e r l a i d w i t h R F P s i g n a l ( B l ) . R F P s i g n a l ( B 2 ) . A r o w h e a d s p o i n t t o t h e n e u r o n s i n 
t h e b o d y w a l l . A r r o w s s h o w s e n s o r y o r g a n s o n t h e h e a d a n d i n t h e p h a r y n x , s c a l e 
b a r i n A 5 0 0 u r n , i n B l , B 2 , C 1 0 0 u r n , D 5 0 u m . 
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I n a d d i t i o n , t h e s i g n a l w a s d e t e c t e d i n t h e h e a d , w h e r e t h e IR25a g e n e w a s e x p r e s s e d 

i n s e n s o r y n e u r o n s o f t h e t e r m i n a l a n d v e n t r a l o r g a n s , a n d i n i n t e r n a l n e u r o n s o f t h e d o r s a l , 

v e n t r a l , a n d p o s t e r i o r p h a r y n g ( F i g u r e 13 C ) . T h e s e o r g a n s f u n c t i o n as c h e m o s e n s o r y , 

t e r m o s e n s o r y a n d h u m i d i t y o r g a n s (Sänchez-Alcaniz e t a l . , 2 0 1 8 ) . 

^ V P 

V 1 

Figure 13: L o c a l i z a t i o n o f IR25a e x p r e s s i n g n e u r o n s t h e i n h e a d o f t h e D. melanogaster 
t h i r d i n s t a r l a r v a e . IR25a i s d r i v i n g e x p r e s s i o n o f R F P IR25aGAL4-UAS-RFP b y G a l 4 -
U A S s y s t e m . ( A ) A n i m a g e o f t h e h e a d p a r t w i t h R F P s i g n a l i n r e d a n d a n t i - E L A V s t a i n i n g 
i n g r e e n . (B) T h e h e a d o f a l a r v a e w i t h R F P s i g n a l . (C) C o m b i n a t e d i m a g e o f t r a n s m i t t e d 
l i g h t a n d R F P e x p r e s s i o n ( i n b l u e ) i n t h e s e n s o r y h e a d o r g a n s . (D1-D4) C l o s e - u p v i e w s o f 
i n d i v i d u a l I R 2 5 a p o s i t i v e h e a d s e n s o r y o r g a n s . D P - d o r s a l p h a r y n x o r g a n , P P - p o s t e r i o r 
p h a r y n x o r g a n s , T O - T e r m i n a t e h e a d o r g a n s , V O - v e n t r a l h e a d o r g a n s , V P - v e n t r a l 
p h a r y n x o r g a n s . S c a l e b a r i n A , B 5 0 u m , i n C 3 0 u m , a n d i n D 1 - D 4 1 0 u m . 
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Figure 14: C o - l o c a l i z a t i o n o f I R 2 5 a p o s i t i v e c e l l s w i t h n e u r o n s i n t h e p e r i p h e r a l b o d y 
w a l l l a b e l e d w i t h a n t i - E L A V a n t i b o d y . ( A ) T h e I R 2 5 a p o s i t i v e n e u r o n ( i n r e d ) a n d E l a v 
p o s i t i v e n e u r o n s ( i n g r e e n ) . (B) S p a c e a r a n g m e o f t h e b o d y w a l l n e u r o n s . (C) A s c h e m e 
o f p e r i p h e r a l n e u r o n a l s y s t e m b a s e d o n L i u e t a l . , 2 0 0 3 . N o t e t h a t I R 2 5 a n e u r o n s a r e 
l o c a t e d i n a p o s i t i o n I c h l c h o r d o t o n a l n e u r o n . I t s p o s i t i o n i n e a c h s e g m e n t i s m a r k e d b y 
r e d o c t a g o n e s . S c a l e b a r 1 0 ( i m 

T h e d e t a i l e d c h a r a c t e r i z a t i o n o f IR25a p o s i t i v e n e u r o n s w a s b a s e d o n p r e v i o u s s t u d i e s 

( S a n c h e z - A l c a n i z e t a l . , 2 0 1 8 , L i u e t a l . , 2 0 0 3 ) t h a t m a p p e d t h e l a r v a l p e r i p h e r a l s y s t e m 

n e u r o n s u s i n g p a n - n e u r o n a l p r o m o t e r e m b r y o n i c - l e t h a l a b n o r m a l v i s u a l s y s t e m (elav) d r i v i n g 

e x p r e s s i o n o f y e l l o w c a m e l e o n ( Y C 2 . 1 ) b y G A L 4 - U A S s y s t e m . T h e n e t w o r k o f p e r i p h e r a l 

n e u r o n s w a s f u r t h e r c l a s s i f i e d b a s e d o n t h e i r p e r c e p t i o n c h a r a c t e r i s t i c s ( G r u b b e r e t a l . , 2 0 0 2 ) . 

T h e c o - l o c a l i z a t i o n o f R F P s i g n a l w i t h a n t i - E L A V a n t i b o d y s t a i n i n g mIR25aGAL4-UAS-RFP 

l a r v a e a l l o w t h e i n d e t i f i c a t i o n o f IR25a p o s i t i v e c e l l s . B a s e d o n t h e p o s i t i o n o f E L A V - p o s i t i v e 

n e u r o n s i n t h e n e u r o n a l s y s t e m o f t h e b o d y w a l l a n d o n t h e c e l l t y p e , t h e I R 2 5 a p o s i t i v e c e l l s 

w e r e i d e t i f i e d as a c h o d o t o n a l o r g a n I c h l ( F i g u r e 1 4 ) . 
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4.2 Impact of I R 2 5 a mutation on synchronization of the larval 

circadian clock to low T C 
T o i d e n t i f y i f IR25a p o s i t i v e n e u r o n s a f f e c t s y n c h r o n i z a t i o n o f t h e l a r v a l c i r c a d i a n c l o c k t o 

l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s , t h e c i r c a d i a n p a t t e r n i n e x p r e s s i o n o f P E R p r o t e i n a n d t h e d a i l y 

o s c i l l a t i o n o f C O 2 p r o d u c t i o n w e r e c o m p a r e d i n IR25a-/- m u t a n t s a n d c o n t r o l l a r v a e k e p t i n 

D D a n d l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s 1 7 °C : 1 9 °C. T h e IR25aGAL4-UAS-RFP l a r v a e w a s s e r v e d 

as a c o n t r o l . I n b o t h s t r a i n s , a n t i b o d y a g a i n s t P E R p r o t e i n s t a i n e d a g r o u p o f f i v e l a t e r a l 

n e u r o n s ( L N v s ) a n d t w o d o r s a l n e u r o n s ( D N 2 ) . T h e g r o u p o f d o r s a l n e u r o n s l o c a t e d i n t h e 

pars intercerebralis ( D N 1 ) w e r e f o u n d e x c l u s i v e l y i n t h e c o n t r o l l a r v a e . T h e s t a i n i n g w i t h 

a n t i - P D F a n t i b o d y h e l p e d t o d i s t i n q u i s h t h e g r o u p o f L N v n e u r o n s . T h e s p e c i f i c i t y o f P E R 

a n t i b o d y a n d t h e p r e s e n c e o f f u n c t i o n a l c i r c a d i a n p a c e m a k e r i n D. melanogaster l a r v a e w a s 

v e r i f i e d b y a p i l o t e x p e r i m e n t w i t h IR25aGAL4-UAS-RFP l a r v a e c o n d u c t e d u n d e r t h e L D 

c o n d i t i o n s ( 1 2 h L : 1 2 h D ) a n d c o n s t a n t t e m p e r a t u r e 2 5 °C ( S u p p l e m e n t a r y F i g u r e 2 A ) . 

E v a l u a t i o n o f P E R p r o t e i n e x p r e s s i o n c o n t r o l e d b y t h e L D i n t h e c o u r s e o f 2 4 h w a s c o n s i s t e n t 

w i t h p r e v i o u s l y p u b l i s h e d d a t a ( P i c o t e t a l . , 2 0 0 9 , S u p p l e m e n t a r y F i g u r e 2 ) . 

O v e r t h e c o u r s e o f l o w T C i n D D c o n d i t i o n s , t h e l e v e l o f P E R p r o t e i n i n b o t h L N v a n d 

D N 1 c e l l c l u s t e r s o s c i l l a t e d i n I R 2 5 a - / - m u t a n t w i t h t h e s i g n i f i c a n t l y h i g h e x p r e s s i o n t h r o u g h 

e n t i r e w a r m p h a s e a n d w i t h t h e l o w e x p r e s s i o n d u r i n g t h e c o l d p h a s e ( F i g u r e 15 A ) . T h e d a i l y 

o s c i l l a t i o n o f P E R e x p r e s s i o n i n b o t h L N s a n d D N 1 c l u s t e r s i n t h e c o n t r o l IR25aGAL4-UAS-

RFP l a r v a e r e v e a l e d t h e o p p o s i t e p h a s e t o t h e p h a s e o f P E R e x p r e s s i o n i n I R 2 5 - / - m u t a n t s 

w i t h t h e p e a k i n t h e c o l d p h a s e ( Z T 1 6 ) a n d t h e d e c l i n e i n t h e w a r m p h a s e . T h e c i r c a d i a n 

o s c i l l a t i o n o f P E R p r o t e i n l e v e l i n D N 1 n e u r o n s , t h a t w a s n o t f o u n d i n I R 2 5 - / - m u t a n t s , 

r e s e m b l e t h e p a t t e r n o f P E R o s c i l l a t i o n i n L N v a n d D N 2 g r o u p s w i t h t h e l o w e r e x p r e s s i o n 

l e v e l i n a l l t i m e p o i n t s t e s t e d ( F i g u r e s 15 B ) . T o v e r i f y t h e e f f e c t o f I R 2 5 a - / - m u t a t i o n o n t h e 

p a t t e r n o f P E R o s c i l l a t i o n c o n t r o l l e d b y l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s , t h e p r o f i l e o f P E R e x p r e s s i o n 

w a s e x a m i n e d i n f l i e s IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr w e r e t h e I R 2 5 a p o s i t i v e c e l l s w e r e 

e l i m i n a t e d b y e x p r e s s i o n o f reaper g e n e , t h a t c a u s e t h e i r a p o p t o s i s . N o s i g n i f i c a n t o s c i l l a t i o n 
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Figure 16: T h e o s c i l l a t i o n o f P E R p r o t e i n l e v e l i n f l i e s k e p t i n t h e l o w T C ( 1 7 °C/19 °C) 
a n d i n D D . (A) P E R s t a i n i n g i n t h e l a r v a l b r a i n o f IR25a-/-mutants. P e r l e v e l s a r e 
s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t i n t w o g r o u p s o f c l o c k n e u r o n s ( D N 2 a n d L N s ) : p - v a l u e = 2 . 0 7 e - 0 7 * * * 
a n d p - v a l u e = 0 . 0 0 2 7 1 **. (B) P E R s t a i n i n g i n t h e b r a i n o f IR25aGAL4-UAS-RFP l a r v a e . P e r 
l e v e l s a r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t i n a l l t h r e e g r o u p s o f l a r v a l c l o c k n e u r o n s ( D N 2 , D N 1 , a n d 
L N s ) , p - v a l u e = 0 . 0 1 2 0 3 , p - v a l u e = 0 . 0 3 2 7 5 , a n d p - v a l u e = 4 . 8 7 e - 0 5 * * * . (C) P E R s t a i n i n g 
i n t h e b r a i n o f IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr l a r v a e . P e r l e v e l s d i d n o t s h o w a n y 
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e n e i t h e r i n D N 2 n o r i n L N s g r o u p s , p - v a l u e = 0 . 0 6 1 3 , p - v a l u e = 
0 . 8 4 5 1 6 7 7 . E r r o r b a r s ( S T D ) . O n t h e r i g h t t h e r e a r e r e p r e s e n t a t i v e i m a g e s o f a n t i - P E R ( i n 
g r e e n ) a n d a n t i - P D F ( i n b l u e ) s t a i n i n g o f D N 2 ( a r r o w s ) a n d L N s ( a r r o w h e a d s ) c l o c k n e u r o n s 
a t Z T 4 a n d Z T 1 6 t i m e p o i n t s . S i z e b a r : 1 0 u m 
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i n P E R e x p r e s s i o n w a s f o u n d i n e i t h e r L N v n o r D N 2 n e u r o n s ( F i g u r e 15 C ) . I n b o t h L N v a n d 

D N 2 c e l l s t h e l e v e l o f P E R p r o t e i n w a s m o d e r a t e d u r i n g t h e e n t i r e 2 4 h c y c l e w h i l e P E R 

p r o t e i n i n D N 1 w a s u n d e r t h e d e t e c t i o n l e v e l i n a l l t i m e p o i n t s t e s t e d . 

T o i n v e s t i g a t e h o w t h e p h e n o t y p e ofIR25a-/- a n d IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr t h a t 

i s p h a s e s h i f t a n d t h e d i s r u p t i o n o f t h e c i r c a d i a n c l o c k r e s p e c t i v e l y , a f f e c t s b e h a v i o r a l a c t i v i t y , 

t h e d a i l y r h y t h m s i n t h e p r o d u c t i o n o f C O 2 w a s m e a s u r e d . T h e m e a s u r e m e n t o f r e s p i r a t o r y 

a c t i v i t y w a s c h o s e n b e c a u s e t h e l a r v a e l i v e i n s i d e t h e s u b s t r a t e a n d t h e r e f o r e t h e i r l o c o m o t i o n 

a c t i v i t y c a n n o t b e d e t e c t e d . 

T h i r d i n s t a r l a r v a e w e r e f o r f o u r d a y s p r i o r t h e m e a s u r m e n t o f C O 2 p r o d u c t i o n e n t r a i n e d 

t o l o w T C 1 9 °C:17 °C a n d D D c o n d i t i o n s . U n d e r t h e s e c o n d i t i o n s , r e s p i r a t o r y a c t i v i t y 

e x h i b i t s c i r c a d i a n o s c i l l a t i o n s w i t h i n c r e a s e d C O 2 p r o d u c t i o n d u r i n g t h e w a r m p h a s e w i t h 

a t i c i p a t i o n o f t h e t r a n s i t i o n t o b o t h t h e w a r m a n d c o l d p h a s e s o f t h e c y c l e ( F i g u r e 1 6 A ) . 

A n t i c i p a t i o n o f t e m p e r a t u r e c h a n g e s w a s s u r p r i s i n g g i v e n i t s a b s e n c e u n d e r L D 25°C 

c o n d i t i o n s ( S u p p l e m e n t a r y F i g u r e 2 B ) . I R 2 5 a - / - m u t a n t l a r v a e s h o w a l o s s o f a n t i c i p a t i o n f o r 

t h e c o l d p h a s e a n d t h u s t h e r e i s a d e l a y i n t h e d e c l i n e o f C O 2 p r o d u c t i o n u n t i l t h e s w i t c h o f 

t h e f r o m w a r m p h a s e t o c o l d p h a s e ( F i g u r e 1 8 B ) A n t i c i p a t i o n t o t h e t e m p e r a t u r e p h a s e i s 

p r e s e r v e d . I n t e r e s t i n g l y , i n IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr l a r v a e t h e r e w a s a l a c k o f 

a n t i c i p a t i o n t o b o t h t h e c o l d a n d t h e r m a l p h a s e s o f t h e T C ( F i g u r e 1 6 C ) . 
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Figure 16: T h e d a i l y o s c i l l a t i o n i n C O 2 p r o d u c t i o n i n t h e g r o u p o f l a r v a e k e p t i n t h e 
l o w T C 1 7 °: 1 9 °C a n d i n D D f o r 3 . 5 d a y s . (A) IR25aGAL4-UAS-RFP. (B) IR25a-/-
. (C) IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr. A n t i c i p a t i o n t o t h e w a r m p h a s e o f a n T C i s 
m a r k e d b y g r e e n c i r c l e , a n t i c i p a t i o n t o c o l d o f i s m a r k e d b y b l a c k c i r c l e . R e d c i r c l e 
p o i n t t o i m e d i a t e r e s p o n s e t o c h a n g e o f t e m p e r a t u r e . E r r o r b a r s ( S T D ) 
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4.3 The comparison of behavioral locomotor activity in adults 

o i I R 2 5 a G a l 4 - U A S - R F P - U A S - r p r and I R 2 5 a G a l 4 U a s R F P 
T o find o u t t h a t i f t h e l u c k o f I R 2 5 a p o s i t i v e c e l l s p r o d u c e i d e n t i c a l p h e n o t y p e t o p h e n o t y p e 

o f I R 2 5 a - / - m u t a n t d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ( C h e n e t a l . , 2 0 1 5 ) , t h e m o n i t o r i n g o f l o c o m o t o r 

a c t i v i t y i n c o n d i t i o n o f l o w T C 1 9 °C:17 °C a n d c o n s t a n t d a r k n e s s w a s c o n d u c t e d i n t h r e e 

d a y s o l d IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr m a l e a d u l t s , h e i n d i v i d u a l s l o s e t h e a b i l i t y t o 

s y n c h r o n i z e l o c o m o t o r a c t i v i t y t o t h e l o w T C w h i l e m a i n t a i n i n g a f r e e - r u n n i n g p e r i o d . T h e 

f r e e - r u n n i n g p e r i o d i s s e e n i n t h e h i s t o g r a m c a p t u r i n g t h e b e h a v i o r o f o n e i n d i v i d u a l o v e r 2 0 

d a y s ( a n e x a m p l e i n F i g u r e 1 7 A ) b u t d u e t o t h e d i f f e r e n t p e r i o d o f t h e i n d i v i d u a l s , t h e g r a p h 

s h o w s a p l o t a n a l y z i n g t h e e n t i r e g r o u p o f a s y n c h r o n o u s i n d i v i d u a l s u n l i k e , t h e g r o u p o f 

c o n t r o l IR25aGAL4-UAS-RFP flies ( F i g u r e 1 7 B ) . 

i — i — i — i — i — i — i — i — i 

• I 
ZTS 

1,1 I I I I 

ZT12 ZT16 ZT20 ZT24 

- I . I * 

l i n i i .1 i l l ! , t i i l . l u.i U i 

» Wu«l.j 

J A J 

, | J .1 i l l . J • i L H J L i 
l u l l L t L I L 

I . J U H . L 

i UäÉ, 

B m u nun mini in 

n, mil. J i , j i I in. 

I 

I 1 r 1 [ 1 1 

1 1 l A L U n l i l 
i d i k i i i i i 

i l i l l l l i l l l i l J L 
i t a i . i m i i u l i t l l i . . l . J i U l l y i a i l 

.IliuiWi. 
5 t.ll.Mk umiiÁJ 

. l i U l l L . 1 J I . J U I Í . 
1 .ĽMái. J . i t U I 
í J u . J i . i U I LilL , U l i t ' u . 

L ill Háákl U l i i L I 
10 i t - i l l . i i L _ . 10 

i l i L i . „u .lUUlJk... 
_ l i i i l U k . . U l 

.UkJL.L 
l U u l i i l 

15 j J l . L i 
.... . , 

1.1...i .1 . 
. i il 1 , i III ,.i 1 . , 

1 , 1 , I , . 1 
1 

Figure 17: H i s t o g r a m s o f l o c o m o t o r a c t i v i t y i n IR25aGAL4-UAS-RFP a n d IR25aGAL4-
UAS-RFP-UAS-rpr a d u l t s k e p t i n t h e l o w T C c y c l e s 1 7 °: 1 9 °C i n D D . L e f t p a n e l r e p r e s e n t s 
t h e a v e r a g e o f a l l f l i e s t e s t e d . R i g h t p a n e l s h o w s t h e a c t o g r a m o f a n i n d i v i d u a l f l y . N o t e t h e 
l u c k o f s y n c h r o n i z a t i o n t o t h e l o w T C c y c l e s i n IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr f l i e s . 
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5 Discussion 
T h e c i r c a d i a n c l o c k o f t h e a d u l t D. melanogaster i s s y n c h r o n i z e d t o e n v i r o n m e n t a l 

t e m p e r a t u r e c y c l e s i n a s a m e w a y as m o s t l i v i n g o r g a n i s m s . S u r p r i s i n g l y , t h e a m p l i t u d e c o u l d 

b e as l o w as a d i f f e r e n c e o f 2-3° C a n d y e t s t i l l w o r k e d as p o w e r f u l z e i t g e b e r . T h e k e y e f f o r t 

o f t h i s s t u d y i s t o d e t e r m i n e w h e t h e r a l s o Drosophila l a r v a e , t h a t a r e l i v i n g u n d e r c o m p l e t e l y 

d i f f e r e n t c o n d i t i o n s c o m p a r e d t o a d u l t s , m o s t o f t h e m b u r i e d i n f o o d , h a v e t h e i r c i r c a d i a n 

p a c e m a k e r u n d e r t h e c o n t r o l o f l o w T C c y c l e s . S t u d i e s o n D. melanogaster a d u l t s h a v e 

i d e n t i f i e d a g e n e , IR25a, t h a t p l a y s c r u c i a l r o l e i n s y n c h r o n i z i n g o r g a n i s m s t o l o w t e m p e r a t u r e 

c y c l e s . T h i s w o r k d e m o n s t r a t e s a r o l e f o r I R 2 5 a i n s y n c h r o n i z i n g t h e c i r c a d i a n r h y t h m s o f D. 

melanogaster l a r v a e t o l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s . 

I n t h e Drosophila t h i r d i n s t a r l a r v a e , I R 2 5 a p r o t e i n w a s l o c a l i z e d i n b i l a t e r a l n e u r o n i n 

e a c h b o d y s e g m e n t . I n a d d i t i o n , t h e r e w e r e s e v e r a l g r o u p s o f s e n s o r y n e u r o n s i n t h e h e a d 

f o r m i n g s e n s i t i v e t e r m i n a l a n d v e n t r a l o r g a n s , a n d r e s t o f t h e m w e r e d i s t r i b u t e d i n t h e d o r s a l , 

t h e v e n t r a l , a n d t h e p o s t e r i o r p h a r y n g e a l . T h e l o c a l i z a t i o n o f I R 2 5 a p o s i t i v e c e l l s i n t h e h e a d 

r e g i o n i s c o n s i s t e n t w i t h p r e v i o u s l y p u b l i s h e d d a t a ( S a n c h e z - A l c a n i z e t a l . , 2 0 1 8 ) . S a n c h e z -

A l c a n i z e t a l . ( 2 0 1 8 ) m e n t i o n e d t h e d i s t r i b u t i o n o f I R 2 5 a i n t h e b o d y o f t h e l a r v a e b u t t h e 

e x a c t p o s i t i o n o f I R 2 5 a p o s i t i v e c e l l s h a s n o t b e e n d e s c r i b e d . T h i s t h e s i s c h a r a c t e r i z e s I R 2 5 a 

n e u r o n s i n t h e l a r v a l b o d y w a l l b a s e d o n c o l o c a l i z a t i o n w i t h a n t i - E L A V s t a i n i n g , t h a t p o i n t 

o n t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v e c e l l s ( L i u e t a l . , 2 0 0 3 ) . A c c o r d i n g t o a d e t a i l e d m a p o f E L A V p o s i t i v e 

n e u r o n s i n p e r i p h e r a l c e l l s o f t h e b o d y w a l l ( L i u e t a l . , 2 0 0 3 ) , I R 2 5 a p o s i t i v e n e u r o n s c o u l d 

b e i d e n t i f i e d as o n e o f t h e p e r i p h e r a l c h o r d o t o n a l o r g a n s . I R 2 5 a n e u r o n l a i d b e l o w t h e c u t i c u l a , 

w h i c h e x c l u d e d i t f r o m t h e g r o u p o f e x t e r n a l s e n s o r y n e u r o n s . W i t h i n t h e i n t e r n a l s e n s o r y 

n e u r o n s , t h e a b s e n c e o f d e n d r i t e s r a n k s t h i s I R 2 5 a b e l o n g t o c h o r d o t o n a l o r g a n r a t h e r t h a n 

m u l t i d e n d r i t i c n e u r o n . A c c o r d i n g t o S i n g h a n i a e t a l . ( 2 0 1 4 ) t h e p e r i p h e r a l c h o r d o t o n a l o r g a n s 

w a s d i v i d e d i n t o f o u r p a r t s ( I c h 5 , I c h , V c h B , V c h A ) B a s e d o n o u r c o m p a r a t i v e s t u d y w i t h 

E L A V s t a i n i n g s h o w i n g l o c a t i o n o f I R 2 5 a n e u r o n i n d i s t a n c e f r o m I c h 5 , c a n b e c o n c l u d e d 

t h a t I R 2 5 a i s e x p r e s s e d e x c l u s i v e l y i n t h e c h o n d r o t o n a l o r g a n n e u r o n I c h l . T h e e n t i r e c l u s t e r 

o f t h e l a r v a e c h o n d r o t o n a l o r g a n w a s i d e n t i f i e d as a t e m p e r a t u r e s e n s o r r e s p o n d i n g t o 

p r o l o n g e d t e m p e r a t u r e c h a n g e s b u t w a s n o t a f f e c t e d b y s h o r t t e m p e r a t u r e p u l s e s ( L i u e t a l . , 

2 0 0 3 ) . T h e l o c a l i z a t i o n o f I R 2 5 a p r o t e i n i n t h e I c h l c h o r d o t o n a l n e u r o n , r e f i n e d t h e r o l e o f 

t h e I c h l i n s e n s i n g l o w - a m p l i t u d e t e m p e r a t u r e c y c l e s i n t h e r a n g e o f ( 1 7 0 C / 1 9 0 C ) . I n a c l o s e 

v i c i n i t y t o I c h l , t h e r e a r e c l a s s 4 m u l t i d e n d r i t i c n e u r o n s c o n s i s t i n g o f t h r e e n e u r o n s ( v d a B , 
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v ' a d a a n d d d a C ) t h a t c o - e x p r e s s T R P A 1 a n d t w o r h o d o p s i n s , R h 5 a n d R h 6 , i n v o l v e d i n l a r v a l 

t e m p e r a t u r e p r e f e r e n c e ( S h e n e t a l . , 2 0 1 1 , G r u e b e r e t a l . , 2 0 0 2 ) . 

T h e s h i f t i n t h e p h a s e o f t h e P E R p r o t e i n c i r c a d i a n o s c i l l a t i o n i n I R 2 5 a m u t a n t s i n 

r e s p e c t t o t h e c o n t r o l f l i e s , s u g g e s t t h e r o l e o f I R 2 5 p r o t e i n i n t h e e n t r a i n m e n t t o t h e l o w 

t e m p e r a t u r e c y c l e s . H o w e v e r , t h e m a i n t a i n i n g o f t h e 2 4 h P E R o s c i l l a t i o n i n I R 2 5 a m u t a n t 

c l o c k n e u r o n s , s u g g e s t i n v o l v e m e n t o f s o m e o t h e r f a c t o r / f a c t o r s c o n t r o l l i n g t h e p h a s e o f 

r h y t h m i c P E R e x p r e s s i o n . T h e s e f a c t o r / f a c t o r s a r e m o s t l i k e l y c o - e x p r e s s e d i n I R 2 5 a p o s i t i v e 

c e l l s s i n c e i n d u c t i o n o f t h e i r a p o p t o s i s b y e x p r e s s i o n o f reaper g e n e l e a d s t o 

d e s y n c h r o n i z a t i o n o f t h e d a i l y o s c i l l a t i o n o f P E R p r o t e i n l e v e l s . T h i s h y p o t h e s i s i s s u p p o r t e d 

b y d i s r u p t i o n o f s y n c h r o n i c o s c i l l a t i o n s i n r e s p i r a t o r y a c t i v i t y o f t h e g r o u p o f IR25aGAL4-

UAS-RFP-UAS-rpr t h i r d i n s t a r l a r v a e , w h i l e t h e d a i l y r h y t h m s i n r e s p i r a t o r y a c t i v i t y o f I R 2 5 a -

/- m u t a n t a r e s y n c h r o n i z e d . H o w e v e r , i n t h e c o n t r a s t t o t h e c o n t r o l l a r v a e , t h e I R 2 5 a - / - m u t a n t s 

l o s t t h e i r a b i l i t y t o a n t i c i p a t e t h e c o l d p h a s e w h i l e s t i l l a n t i c i p a t i n g t h e o n s e t o f t h e w a r m 

p h a s e . D e s p i t e t h e l o s s o f c o l d a n t i c i p a t i o n , I R 2 5 - / - m u t a n t l a r v a e s t i l l p e r f o r m e d a 

s y n c h r o n o u s 2 4 h r e s p i r a t i o n p a t t e r n m o s t l i k e l y d e p e n d e n t o f t h e o n s e t o f t h e c o l d p h a s e , t h a t 

c a u s e s a n i m m e d i a t e r e d u c t i o n i n r e s p i r a t o r y a c t i v i t y ( F i g u r e 1 6 B ) . T h e l o s s o f t h e c o l d p h a s e 

a n t i c i p a t i o n c o u l d e x p l a i n t h e p h a s e s h i f t o f t h e P E R p r o t e i n o s c i l l a t i o n . 

T h e IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr l a r v a e l o s t t h e a b i l i t y t o a n t i c i p a t e e v e n t h e 

t h e r m a l p h a s e o f a n T C c y c l e . T h e y r e s p o n d t o t e m p e r a t u r e c h a n g e w i t h a s i g n i f i c a n t d e l a y . 

I n IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr l a r v a e l o s t t h e a b i l i t y t o s y n c h r o n i z e t h e c i r c a d i a n c l o c k 

w i t h a l o w T C ( 1 7 0 C / 1 9 0 C ) p r o b a b l y w i t h p r e s e r v a t i o n o f t h e f r e e r u n n i n g p e r i o d . A f r e e 

r u n n i n g c i r c a d i a n c l o c k c a n n o t b e o b s e r v e d i n t h e l a r v a l g r o u p . H o w e v e r , t h e d a t a f r o m a d u l t s , 

w h i c h c a n b e m o n i t o r e d i n d i v i d u a l l y , s h o w e d a f r e e r u n n i n g p e r i o d i n b e h a v i o r a l a c t i v i t y w i t h 

l o s s o f i t s s y n c h r o n i z a t i o n . T h e l o s s o f s y n c h r o n i z a t i o n t o l o w T C o c c u r r e d a l s o i n IR25a-/-

a d u l t s ( C h e n e t a l . , 2 0 1 5 ) u n l i k e i n IR25a-/- l a r v a e , w h e r e t h e p e r i o d o f t h e c i r c a d i a n c l o c k i s 

p r e s e r v e d b u t w i t h s h i f t e d p h a s e . T h e a b i l i t y o f IR25aGAL4-UAS-RFP t o a n t i c i p a t e p e r i o d i c 

c h a n g e s i n e n v i r o m e n t a l s t i m u l i w a s n o t o b s e r v e d f o r L D c y c l e s ( S u p p l e m e n t a r y F i g u r e 2 A ) . 

T h i s r e s u l t s u p p o r t s t h e g r e a t e r i m p o r t a n c e o f t e m p e r a t u r e p e r c e p t i o n i n l a r v a e l i v i n g b u r i e d 

i n t h e s u b s t r a t e . 

T h e f a c t t h a t i n b o t h IR25a-/- a n d IR25aGAL4-UAS-RFP-UAS-rpr t h e P E R p r o t e i n i s 

n o t e x p r e s s e d i n D N 1 c e l l s i n d i c a t e s a c r u c i a l r o l e o f D N 1 c e l l s i n p r o c e s s i n g i n f o r m a t i o n 

a b o u t l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s . A k e y r o l e o f D N 1 n e u r o n s i n s y n c h r o n i z a t i o n t o t h e l o w 
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t e m p e r a t u r e c y c l e h a s b e e n d e m o n s t r a t e d i n a d u l t s . E x p r e s s i o n o f T I M p r o t e i n v D N l s o f 

I R 2 5 a f l i e s i s r e d u c e d a n d t h e i t s m a x i m u m l e v e l i s s h i f t e d t o t h e w a r m p h a s e . I n l a r v a e , t h e r e 

w e r e p o i n t e d o u t t h e r o l e o f D N 2 n e u r o n s i n t e m p e r a t u r e e n t r a i n m e n t o f t h e c i r c a d i a n c l o c k , 

s i n c e t h e y r e s p o n d e d v e r y d i f f e r e n t l y t o L D a n d T C ( P i c o t e t a l . , 2 0 0 9 ) . I n t h o s e n e u r o n s t h e 

m o l e c u l a r o s c i l l a t i o n s o f P E R p r o t e i n a r e i n a n t i p h a s e t o o t h e r c l o c k n e u r o n s w h e r e a s i n h i g h 

t h e r m o c y c l e s ( 2 5 °C / 1 9 °C), P E R p r o t e i n i n t h o s e c e l l s o s c i l l a t e w i t h s i m i l a r p h a s e as i n o t h e r 

c l o c k n e u r o n s . T h e i r p h a s i n g i n L D i s c o n t r o l l e d b y P D F s i g n a l i n g s i n c e D N 2 n e u r o n s c o n t a i n s 

P D F R . D N 2 a r e b l i n d w i t h t h e a b s e n c e o f P D F b u t t h e y c a n s t i l l s y n c h r o n i z e t o T C ( P i c o t e t 

a l . , 2 0 0 9 ) . S i m i l a r p a t t e r n i n P E R o s c i l l a t i o n w e r e o b s e r v e d i n o u r e x p e r i m e n t s ( S u p p l e m e n t a r y 

f i g u r e 2 B ) . 

6 Conclusion 
O u r r e s u l t s s h o w e d a r o l e f o r I R 2 5 a p r o t e i n i n t h e s y n c h r o n i z a t i o n o f l a r v a l c i r c a d i a n 

p a c e m a k e r t o l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s . T h e m u t a t i o n o f t h e IR25a g e n e l e a d s t o t h e p h a s e s h i f t 

i n t h e P E R p r o t e i n o s c i l l a t i o n a n d c a u s e d i s a b i l i t y f o r a n t i c i p a t i o n o f c o l d p h a s e i n t h e 

r e s p i r a t o r y a c t i v i t y . T h e r o l e o f I R 2 5 a i n s y n c h r o n i z a t i o n t o T C i s s u p p o r t e d b y i t s d i s t r i b u t i o n 

i n t h e i n t e r n a l r e c e p t o r , t h e c h o r d o t o n a l n e u r o n I c h l , l o c a t e d i n e v e r y b o d y s e g m e n t a n d i n 

o t h e r r e c e p t o r s i n t h e t e r m i n a l , v e n t r a l o r g a n s a n d o n t h e p h a r y n x . I n d u c e d a p o p t o s i s o f a l l 

I R 2 5 a p o s i t i v e c e l l c a u s e d d e s y n c h r o n i z a t i o n o f t h e c i r c a d i a n c l o c k t o l o w t h e r m o c y c l e s . T h e 

c r u c i a l r u l e i n t h e p r o c e e d i n g o f t e m p e r a t u r e e n t r a i n m e n t s i g n a l i n g p l a y D N 1 a n d D N 2 c l o c k 

n e u r o n s . T h e s y n c h r o n i z a t i o n t o t h e T C i n l a r v a e m i g h t i n v o l v e o t h e r g e n / g e n e s e x p r e s s e d i n 

I R 2 5 a p o s i t i v e c e l l s ( e i t h e r i n a l l o r i n t h e i r s u b s e t ) , s i n c e i n m u t a n t l a r v a e , u n l i k e IR25a-/-

a d u l t s , t h e s y n c h r o n i z a t i o n t o T C i s m a i n t a i n e d b u t w i t h a s h i f t e d p h a s e . T h u s , t h e m o l e c u l a r 

m e c h a n i s m o f t h e p e r c e p t i o n o f l o w t e m p e r a t u r e c y c l e s i n a d u l t s a n d i n l a r v a e o f D. 

melanogaster s h a r e s s i m i l a r i t i e s i n b o t h t h e g e n e s i n v o l v e d i n t h i s s i g n a l i n g p a t h w a y a n d t h e 

c e l l s t h a t s e r v e as s e n s o r y o r e x e c u t i v e u n i t s , h o w e v e r t h e i r m o l e c u l a r m e c h a n i s m s c o n t r o l l i n g 

t h i s s i g n a l p a t h w a y d i f f e r . 
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8 Suplementary data 

Suplementary Figure 1: 

Supplementary Figure 1: M a p o f n e u r o n s o f t h e p e r i p h e r a l n e u r a l s y s t e m i n t h e b o d y w a l l . 
A d a p t e d f r o m S i n g h a n i a e t a l . , 2 0 1 4 . 

A. Drawing of a third instar Drosophila larva showing sensory elements that comprise the 
peripheral nervous system. For simplicity, only sensory neurons of a subset of abdominal 
segments are shown. Bundled sensory axons project to the central nervous system (CNS) that 
resides in the ventral and anterior part of the larva. 
B. Schematic of the arrangement of sensory neurons in a single abdominal hemisegment. 
External sensory organs are indicated by yellow circles, chordotonal organs by blue ovals, and 
multidendritic neurons by red circles. 
C. Drawing of external sensory organ structure. Names of individual cellular elements are 
indicated. Drawing adapted, with permission, from Comprehensive Molecular Insect Science. 
Vol. 1: Hartenstein V. Development of Insect Sensilla. pp. 379-419, 2005. 
D . Drawing of chordotonal organ structure. Names of individual cellular elements are 
indicated. Drawing adapted, with permission, from Comprehensive Molecular Insect Science. 
Vol. 1: Hartenstein V. Development of Insect Sensilla. pp. 379-419, 2005. 
E . Tracings of multidendritic neurons. Two different neurons are shown, the dorsal bipolar 
dendrite neuron (top), and a class IV nociceptive neuron (bottom). Note the different degrees 
of dendritic branching shown by the two neurons. Tracing of class IV neuron. 
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Supplementary Figure 2: 
A  

2 0 0 
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Supplementary Figure 2: C i r c a d i a n o s c i l l a t i o n o f P E R p r o t e i n l e v e l ( A ) a n d 
C 0 2 p r o d u c t i o n ( B ) i n IR25aGAL4-UAS-RFP k e p t i n L D ( 1 2 h L : 1 2 h D ) a n d 
2 5 °C. P l e a s e n o t e t h e a b s e n c e o f a n t i c i p a t i o n o f d a r k / l i g h t t r a n s i t i o n . 
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