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Resumen

El nematodo C. elegans se establecié desde 1960, gracias al biélogo sudafricano Sydney Brenner,
como un organismo modelo en investigacién. Sus cualidades biolégicas permiten mejorar la
visién y comprensién de patologias en los seres humanos y otros seres pluricelulares; ademds, sus
fenotipos claros y observables lo convierten en un organismo adecuado para el estudio basico
de enfermedades neurodegenerativas, inmunoldgicas y procesos cancerigenos. Objetivo. Analizar
las caracteristicas fenotipicas de la cepa silvestre N2 de C. elegans para su posterior uso como
modelo de tamizaje en el laboratorio de Biotecnologia y Genética (Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca). Materiales y Métodos. El nematodo fue cultivado y crecido en el medio NGM
con la cepa E. coli OP50. La cepa N2 fue sincronizada para obtener huevos y posteriormente
larvas L1. Se estandarizaron los ensayos de longevidad, reproduccién, longitud y estrés térmico.
Resultados. La caracterizacién fenotipica de la cepa N2 de C. elegans presenté: una longevidad
de 16 a 22 dias, una reproduccién promedio de 225 crias, la longitud del nematodo fue de
1100+50 pm y la supervivencia bajo estrés térmico evaluada en las dos etapas de desarrollo del
nematodo es muy reducida a 37°C en comparacién de 35°C; ademas, los nematodos fueron mds
resistentes al primer dia de adulto joven en comparacion con el sexto dia de adulto. Conclusiones.
Los resultados aportados por este estudio permiten sugerir que las caracteristicas fenotipicas del
nematodo analizadas se encuentran dentro de lo reportado en la literatura, por lo cual es viable
usarlo como como modelo bioldgico en diferentes ensayos tal como lo reportan otros estudios.

Palabras claves: C. elegans, Neurodegenerativa, Longevidad, Reproduccién, Estadios larvarios.

1. Bacteridlogas, egresadas Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Semillero Biotecnologia y Genetica UCMC

2. PhD Biotecnologia. MSc Genética Humana. Docente Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. Grupo de Biotecnologia y Genética UCMC o
Recibido: 29/05/2017

Correspondencia: rmsanchezm@unicolmayor.edu.co Aceptado: 29/06/2017

69



NOVA. 2017; 15 (28): 69-78

Abstract

The nematode C. elegans was established since 1960, thanks to the South African biologist
Sydney Brenner, as a model organism in research. Their biological qualities allow to improve
the vision and understanding of pathologies in human and other multicellular beings; In
addition, its clear and observable phenotypes make it a suitable organism for the basic study
of neurodegenerative, immunological diseases and carcinogenic processes. Objective. To analyze
the phenotypic characteristics of the C. elegans N2 wild strain for later use as a screening model
in the Biotechnology and Genetics Laboratory (Colegio Mayor de Cundinamarca University).
Materials and Methods. The nematode was grown and grown in the NGM medium with the
strain E. coli OP50. The N2 strain was synchronized to obtain eggs and later L1 larvae. The tests
of longevity, reproduction, length and thermal stress were standardized. Results. The phenotypic
characterization of the N2 strain of C. elegans presented a longevity of 16 to 22 days, an average
reproduction of 225 offspring, the length of the nematode was 1100 + 50 pm and the survival
under thermal stress evaluated in the two Development stages of the nematode is greatly reduced
at 37 ° C compared to 35 ° C; In addition, nematodes were more resistant to the first day of young
adult compared to the sixth day of adulthood. Conclusions. The results of this study suggest that
the phenotypic characteristics of the nematode analyzed are within the literature, so it is feasible
to use it as a biological model in different trials as reported in other studies.

Keywords: C. elegans, Neurodegenerative, Longevity, Reproduction, Larval stages.

Introduccion periodo de tiempo; la practicidad y simplicidad al

momento de estudiar el nematodo, pues el adulto
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El nematodo Caenorhabditis elegans ha llegado a
convertirse en un modelo animal importante en di-
versos campos, tales como: la neurobiologia (1, 2),
biologia del desarrollo (3), la genética (4-6), la to-
xicologia biomédica (7-9), la neurociencia (10-13),
en el estudio de cdncer (14), entre otros; debido a
que posee genes, vias y proteinas homélogas en el
ser humano, ademds de ser el modelo en el cual se
descubri6 la muerte celular programada (15).

C. elegans posee una serie de caracteristicas que
lo hacen relevante y exitoso como modelo para la
investigacién bioldgica, algunas de estas particula-
ridades son: su genoma bien caracterizado; la faci-
lidad de mantenimiento; un cuerpo pequefio (8);
la posibilidad de mantener en condiciones de labo-
ratorio con una dieta de Escherichia coli OP50, lo
que resulta ser bastante econdémico y ficil; su corto
ciclo de vida 3 difas (ver Figura 1A); un gran nd-
mero de crias (>300) que permite la produccién a
gran escala de estos animales dentro de un corto

hermafrodita tiene sélo 959 células somdticas que
forman diferentes érganos y tejidos incluyendo el
musculo, la hipodermis (piel), sistema reproductor,
glindulas, y un sistema nervioso que contiene 302
neuronas (16).

El uso de este nematodo se ha convertido en una
herramienta de gran alcance para la industria far-
macéutica, la explicacién de problemas cientificos y
es una ayuda para definir nuevos puntos de entrada
terapéuticos; sin embargo, en Colombia son pocos
los estudios que se llevan a cabo utilizando dicho
modelo.

Cabe resaltar que una de las aplicaciones més co-
nocidas de C. elegans es su uso para el estudio de
enfermedades neurodegenerativas cuyo tratamiento
no ha sido plenamente identificado. No obstante,
en su mayorfa, los mecanismos subyacentes a la
disfuncién y muerte neuronal en estos trastornos
siguen sin estar claros pese a la identificacién de
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genes relacionados con enfermedades neurodege-
nerativas relevantes, tales como: Alzheimer (EA),
Parkinson (EP), sindrome de disfuncién cognitiva,
entre otros. Es relevante mencionar que es dificil
encontrar tratamientos para estas enfermedades ya
que no estdn disponibles o resultan ser ineficaces

(17).

En el presente estudio se utilizo la cepa silvestre de
C. elegans N2; se analizaron aspectos fenotipicos
como la longevidad, la reproduccién, la longitud
del cuerpo y el estrés térmico.

Materiales y métodos
Mantenimiento de C. elegans cepa silvestre N2

Para el mantenimiento del nematodo se realizé la
preparacién del medio NGM (Nematode Growth
Medium), utilizado para el crecimiento de nema-
todos y el mantenimiento de la E. coli OP50, se
tomé como referencia el protocolo propuesto por el
Caenorhabditis Genétics Center (CGC) de la Uni-
versidad de Minnesota,en el cual se utiliza NaCl,
agar y peptona disueltos en agua para ser autoclava-
dos y posteriormente enriquecerse con CaCl2 1M,
colesterol més etanol y el buffer KPO4 1M pH 6.0
preparado con KH2PO4, K2HPO4 en agua desti-
lada (18).

La E. coli OP50 puede ser mantenida en agar LB o
en caldo LB se deja incubar por 24 horas a 37°C y

se pueden mantener a 4°C durante meses (18).

Reactivacién Cultivo de C. elegans cepa silvestre
N2

La cepa N2 de C. elegans y E. coli OP50 fue do-
nada por la Dra. Andrea Calixto de la Universidad
Mayor de Chile. Para la reactivacién del cultivo se
traspasaron fragmentos de agar de las cajas donde
venia la cepa N2 cuyos nematodos se encontraban
en etapa Dauer a 5 cajas NGM completamente
nuevas y con E. coli OP50, brindando las condi-
ciones necesarias para la reactivacién del nematodo
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y que reiniciara su ciclo de vida con el consecuente
aumento poblacional.

Sincronizacion

El método de sincronizacién es requerido para tra-
bajar con el nematodo siguiendo el orden de su
ciclo de vida, este procedimiento permite eliminar
las larvas y quedarse con los huevos, con el fin de
empezar los ensayos estando los nematodos en un
mismo estadio larvario.

Para este procedimiento se tomaron placas donde se
visualiz6 gran cantidad de huevos, las cuales se lava-
ron con tampén M9 (3g KH2PO4, 6g NaHPO4,
5g NaCl, Iml de MgSO4 1M en un litro de agua
destilada) y se recogieron en tubos falcén, los cuales
se mantenian en una cubeta con hielo para evitar la
eclosién de los huevos, estos eran centrifugados a
3000 rpm por 5 minutos a 4°C. Posteriormente se
eliminé el sobrenadante y se adicioné una solucién
de hipoclorito de sodio al 12%, la cual destruye las
larvas sin que se vean afectados los huevos, esto se
mantuvo durante 10 minutos con intervalos de agi-
tacién. Luego se centrifugaron a 3000 rpm por 5
minutos a 4°C y nuevamente se eliminé el sobre-
nadante, este procedimiento se repitié una vez mds.
Con el fin de eliminar los residuos de hipoclorito se
realizaron cuatro lavados con tampén M9 vy el resi-
duo final se re-suspendi6 en 1ml de tampén M9 y
se pasé a cajas petri para la posterior eclosién de los
huevos a larvas L1 (19).

Ensayos de longevidad y longitud del cuerpo

Para el ensayo de longevidad, los nematodos sin-
cronizados en el estadio larvario L1 se cultivaron en
cajas de medio NGM/E. coli OP50 a temperatura
ambiente hasta que alcanzaron el estadio larvario
L4, luego fueron transferidos 15 nematodos por
placa cada dia hasta finalizar su periodo reproduc-
tivo para evitar mezcla de generaciones, posterior-
mente solo se transfirieron cada dos dias y al cabo
de este tiempo se determind la viabilidad mirando
si respondian los nematodos al estimulo con el asa.
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Para el ensayo de longitud del cuerpo los nematodos
sincronizados en el estadio larvario L1 se cultivaron
en cajas de medio NGM/E. coli OP50 hasta termi-
nar su periodo fértil. En esta etapa de desarrollo se
les provocé la muerte por medio de un tratamiento
térmico a 42°C durante dos horas, para medir su
longitud por medio de un microscopio con reglilla
milimetrada. Se realizé el conteo de 10 nematodos
por ensayo (19). Estos ensayos se llevaron a cabo
por triplicado.

Ensayos de reproduccion y estrés térmico

Para el ensayo de reproduccién los nematodos sin-
cronizados en el estadio larvario L1 se cultivaron en
cajas de medio NGM/E. coli OP50 cuando alcan-
zaron el estadio larvario 14 se empezé a transferir
de a un gusano por dia a nuevos medios, esto hasta
finalizar su periodo reproductivo. Cada medio con
los huevos se dejaba incubar por dos dias y luego
se hacfa el conteo de las larvas en estadios L1 Y L2.

En C. elegans se ha observado que ante condiciones
adversas como el estrés térmico las células producen
un ripido aumento en las concentraciones de las
HSP (por sus siglas en inglés Heat Shock Proteins),
las cuales constituyen un mecanismo de defensa que
permite a la célula adaptarse a condiciones anéma-
las y aumentar su capacidad de supervivencia (20).

Para evaluar la viabilidad del nematodo ante el es-
trés térmico, se llevdo a cabo el ensayo en dos etapas
de desarrollo: primero los nematodos sincronizados
en el estadio larvario L1 se cultivaron en cajas de
medio NGM/E. coli OP50 cuando alcanzaron el
primer dia de adulto joven se sometieron a 35°C
durante 8 horas, para el segundo ensayo se esper6
a que los nematodos en estadio larvario L1 alcan-
zaran el sexto dia de adulto joven y se sometieron
a 35°C durante 8 horas, estos desde el cuarto dia
eran transferidos a nuevas placas para evitar mezcla
de generaciones. La viabilidad fue determinada to-
cando a los nematodos con el asa, si no respondian
se consideraban muertos. Este ensayo se realizé con
30 nematodos por triplicado. En la estandarizacién

se sometieron los nematodos a 35°C y 37°C en las
dos etapas (19). Estos ensayos se llevaron a cabo por
triplicado.

Amndlisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente
con el método One-Way y Two-Way Anova que
realiza el programa GraphPad Prims Version 5.

Resultados

La cepa silvestre N2 de C. elegans se reactivé a las 2
horas de ser transferidas al medio de NGM con la
E. coli OP50. Inicialmente se observé movimien-
to de larvas y hacia las 24 horas ya se obtuvo una
poblacién sostenida de C. elegans con el inicio de
produccién de crias, posteriormente, a las 48 horas
ya se podia identificar la presencia de varios esta-
dios larvarios, huevos y la eclosién de los mismos

(ver Figura 2A).
Identificacion de los estados larvarios

Una vez se obtuvieron los huevos por medio de la
sincronizacién (ver Figura 2B), fueron transferidos
al medio NGM vy se dejaron por 14 a 16 horas, pe-
riodo en donde se llevé a cabo la fase embrionaria
del nematodo para la posterior eclosién a la larva
L1, caracterizada por un tamafio pequefio que no
permite visualizar sus érganos totalmente diferen-
ciados (ver Figura 2C); al cabo de 12 horas se pro-
cedié a identificar el estado larvario L2 que presenta
un tamano ligeramente mayor al de la L1 y mayor
complejidad a nivel interno (ver Figura 2D). A las
8 horas se identificé el estado larvario L3 (ver Figu-
ra 2E) donde se distingue un aumento de tamano
considerable que oscila entre las 600 pm y 700 pm,
y sus estructuras internas presentan mayor diferen-
ciacién. Después de 16 horas se llega al estado lar-
vario L4 (ver Figura 2F) donde se puede apreciar
un espacio o campo claro hacia la mitad del cuerpo
que corresponde al lugar donde se almacenardn los
huevos; ademds, su tamafio se acerca a los 1000 pm.
El nematodo alcanzé su estado de adulto joven 10
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horas después de haber alcanzado su estado larvario
L4, dando inicio a su etapa reproductiva y alcan-
zando su madurez 8 horas después. Las diferencias
entre el adulto joven y el adulto (ver Figura 2G) pa-
san desapercibidas; sin embargo, el adulto muestra
un ancho y longitud mayor al adulto joven.

Caracterizacion de longevidad y longitud del
cuerpo de la cepa silvestre N2 de C. elegans

En esta parte del ensayo los nematodos llegaron
hasta su madurez y se evité la mezcla de genera-
ciones para poder evaluar su supervivencia en un
periodo de tres a cuatro semanas. En este lapso se
encontrd que en los primeros 20 dias, de los 30 ne-
matodos el 20% eran viables pues respondieron al
estimulo con el asa, el 80% no presentaban signo
de supervivencia, y ya para el dia 30 ninguno de
los organismos habia sobrevivido. Hubo una dis-
minucién progresiva de la longevidad con ausencia
de supervivencia de la poblacién inicial hacia el dia

22. (ver Figura 3A).

Para determinar la longitud del nematodo, una vez
fue sincronizado el cultivo, se permitié que llegaran
hasta el final de su periodo fértil, y posteriormente
se sometieron temperaturas superiores a los 40°C
con el fin de provocar su muerte y poder determi-
nar la longitud (ver Figura 3B); para este fin, se
midieron 10 nematodos determinando que tienen
una longitud de 1100+50um (ver Figura 3C).

Caracterizacion de reproduccion y estrés térmico

de la cepa silvestre N2 de C. elegans

En cuanto al comportamiento reproductivo, se
pudo observar que en los tres ensayos los gusanos
empezaban a poner huevos desde el primer dia de
adulto hasta aproximadamente el cuarto dia. Se de-
termind que el nematodo tuvo una capacidad re-
productiva en promedio de 225 crias por ciclo (ver

Figura 4A).

Para determinar la supervivencia del nematodo
bajo la influencia del estrés térmico se realizé una
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observacién en dos etapas de desarrollo: al primer
y sexto dia de adulto. Para esta parte del expe-
rimento se tomaron 30 larvas en estadio L1, las
cuales se transfirieron a medio NGM y se esper6
hasta que alcanzaran el primer dia de adulto para
someterlas durante 8 horas a temperaturas entre
37°C y 35°C; como resultado se pudo observar
que el porcentaje de supervivencia fue menor en
los nematodos que se sometieron a una tempe-
ratura de 37°C con una proporcién promedio
de supervivencia del 17% y un intervalo que va
del16% al 23%, esto en comparacién a aquellos
nematodos que fueron sometidos a temperaturas
de 35°C con una proporcién promedio de 92%
de supervivencia y un intervalo de 90% a 93%.

(ver Figura 4B).

En un segundo ensayo se esperd hasta el final del
periodo reproductivo de los nematodos (seis dias
a partir del estadio de adulto joven). Al sexto dia
los adultos fueron sometidos durante 8 horas a
temperaturas entre 37°Cy 35°C. Ademis, se pro-
cedié a contar el nimero de nematodos vivos y
muertos (ver Figura 4B). La proporcién prome-
dio de nematodos sobrevivientes fue del 7 % a
una temperatura de 37°C con un intervalo de 4%
a 10% y del 84% a una temperatura de 35°C con
un intervalo de 83% a 86%. En las dos etapas de
desarrollo se pudo ver que a una temperatura de
37°C el porcentaje de supervivencia es muy bajo
comparado con una temperatura de 35°C. Tam-
bién se determiné que son mds resistentes en el
primer dia que en el sexto dia de adulto y esto se
evidencié tanto a temperaturas de 37°C como a
35°C, puesto que al primer dia de adulto fueron
sometidos a temperaturas de 37°C y se obtuvo un
17% de supervivencia mientras que al sexto dia
solamente un 9% de los nematodos que sobrevi-
vieron cuando fueron expuestos a la misma tem-
peratura, lo mismo se evidencié en el ensayo que
se realizé a temperaturas de 35°C con un 92% de
supervivencia al primer dia de adulto y un 84%
de supervivencia al sexto dia de adulto.
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Discusion

Uno de los factores que hacen relevante el uso de
C. elegans como modelo bioldgico es el ciclo corto
de vida (3 dias) y gran nimero de progenies (hasta
300), lo que permite la produccién a gran escala de
los animales dentro de un corto periodo de tiem-
po (8). De acuerdo con Hu y colaboradores en el
2007, una reactivacién exitosa del cultivo consiste
en que una vez proporcionadas las condiciones 6p-
timas al nematodo en etapa de quiescencia o dauer,
este reactivaria su ciclo de vida llegando a su etapa
adulta en un tiempo de 15 horas post-instauracion
de las condiciones ambientales (21), tal como se ha
podido ver a lo largo de este estudio.

Son pocos los estudios que abordan la caracteriza-
cién de los distintos estadios larvarios de C. ele-
gans. El punto de partida es el trabajo publicado
por Hall y colaboradores en el 2007 en el atlas de
C. elegans; donde describen los estadios larvarios
de acuerdo a su complejidad tanto interna como
externa, lo cual contribuyé bastante a la descrip-
cién dada por este estudio, pues las larvas se pu-
dieron identificar tanto por tamano como por el
desarrollo interno de las mismas (22).

La longevidad evaluada en el experimento con la
cepa N2 coincide con la descripcién del ciclo de
vida natural de la cepa, en el cual se dice que el
C. elegans N2 tiene un periodo de vida de apro-
ximadamente tres semanas y que los individuos de
una poblacién no mueren al tiempo sino que la
poblacién va disminuyendo paulatinamente (23).
Surcos-laos y colaboradores en el 2011, utilizaron
como control la cepa N2 para sus estudios del efec-
to de quercertina en el C. elegans, en el ensayo de
longevidad se mostré que hacia los dias 20 y 21 de
vida la cepa disminufa su supervivencia a un 20%
y hacia el dia 30 un 0%, lo cual se relaciona con
el resultado del ensayo realizado en este estudio,
igualmente demuestra la inequidad en los tiempos
de mortalidad de cada individuo de la poblacién
(19). Win y colaboradores en el 2013 estudiaron
la longevidad de la cepa N2 y de las cepas mutan-

tes mu86 y mgDf50 comparando la supervivencia
de estos medios con E. coli OP50 activa y medios
con la misma inactiva mediante luz UV, demos-
trando que la cepa N2 en condiciones normales de
mantenimiento durante los dias 20 y 21 tiene una
supervivencia que oscila entre el 10% y el 20%, e
igualmente los resultados de los ensayos realizados
hacia el dia 30 la supervivencia era de un 0% (24).

La longitud del nematodo en los experimentos
realizados oscilé en un rango de 1100+50um dato
que se asemeja a lo reportado en la literatura. C.
elegans tiene una longitud de aproximadamente
1000um en su etapa adulta (25). Morck y Pilo es-
tudiaron en 2006 la cepa N2 junto con cepas mu-
tantes (dbl-1, eat-3, pha-2, pha-3,sma-1 y tax-6)
debido a que estas cepas posefan mutaciones que
causaban defectos en el proceso de alimentacién
del nematodo la cual estd relacionada con el cre-
cimiento del mismo. En este estudio la cepa N2
mostré una longitud promedio de 1200+100pm,
lo cual coincide con los resultados presentados en
este trabajo (26). Por otro lado, Knigth y colabo-
radores en 2002 estudiaron el crecimiento en la
cepa N2 midiendo al nematodo en cada una de sus
etapas larvarias y relaciondndolo con el proceso de
divisién y diferenciacién celular que este tiene du-
rante el transcurso de estas etapas. En ese estudio
encontraron que el nematodo adulto presentaba
una longitud promedio de 1500+400pum, un valor
aproximado pero alto comparado con los resulta-
dos del este estudio, lo que puede deberse a las di-
versas metodologias empleadas, cuyo fundamento
y proceso difieren entre si.

Gualteros Bustos y colaboradores en 2017 realiza-
ron la medicién en los nematodos inmovilizados
con levamisol 100 mM (14), mientras que Laos
y colaboradores en 2011, utilizaron una fuente
térmica (horno) a 420C durante dos horas con
el fin de ocasionar la muerte de los nematodos y
asi facilitar su medicién por medio de un software
de procesamiento de datos equipado de una esca-
la milimetrada (27), similar a la empleada en este
estudio.
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La caracterizacién de C. elegans realizada en el pre-
sente estudio partié de un promedio de compor-
tamiento reproductivo de 225 progenies que estd
dentro de los valores de niumero y de tamafio de
progenies normalizado.

En el nematodo C. elegans la respuesta de choque
térmico es regulada por una red de neuronas ter-
mosensoriales que detectan temperaturas elevadas
y activan un mecanismo de proteccion que permite
la restauracion de la homeostasis (28), siendo esta
via de respuesta conservada evolutivamente. En
este estudio se determiné que la supervivencia eva-
luada en las dos etapas de desarrollo del nematodo
es muy reducida a 37°C, en comparacion de 35°C.
Ademds, los nematodos fueron mds resistentes al
primer dia de adulto joven en comparacion con el
sexto dia de adulto. Esto se puede explicar debido
a que a mayor edad las células sufren atenuacién a
la respuesta de shock térmico, lo cual conduce a la
acumulacion de proteinas dafadas (29).

El C. elegans como modelo de experimentos bio-
16gicos es importante en la actualidad ya que no
solo es un modelo simple de trabajar debido a su
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susceptibilidad experimental, sino que presenta
gran similitud genética con el ser humano (31);
ademds, tiene un sistema nervioso bien definido lo
cual lo hace un modelo interesante en los estudio
de neurociencias. Desde su descubrimiento ha sido
utilizado no solo para el entendimiento del proce-
so fisiopatoldgico de las distintas patologias, sino
como modelo inicial para el tamizaje de nuevos
tratamientos y la identificacién de nuevos blancos
terapéuticos (30-31). En Colombia al no haber
muchos estudios utilizando este modelo, el uso de
este en nuevas investigaciones abre un nuevo cam-
po de accién el entendimiento de las enfermedades
neurodegenerativas y patologias de otra indole.
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Figuras

Figura 1. Ciclo de vida de la cepa silvestre N2. A. Ciclo de vida de la cepa silvestre N2. B. Caracteristicas fenotipicas de los estadios
larvarios de la cepa silvestre N2. Fotografias tomadas del Worm Atlas copyright 2016.
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Figura 2. Estandarizacién del cultivo y caracterizacién fenotipica de la cepa silvestre N2. A. Cultivo 48 horas postransferencia de agar
ya hay presencia de larvas L4 y puesta de crias al igual que otros estadios larvarios. Estadios larvarios de C. elegans. B. Huevos de C.
elegans post-sincronizacion. C. Larva L1 16 — 24 horas post-sincronizacién. D. Larva L2 36 horas post-sincronizacién. E. Larva L3 44
horas post-sincronizacién. F. Larva L4 60 horas post-sincronizacién. G. Adulto joven 68 horas post sincronizacion. Fotografias tomada

por Caren Dayan Coronel Robayo.
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Figura 3. Longevidad y longitud de la cepa silvestres N2 de C. elegans. A. Disminucién progresiva de la longevidad con ausencia de
supervivencia de la poblacién inicial hacia el dia 22. Los ensayos se presentan como la media de tres experimentos independientes.
P< 0.0001. B. Se muestra la media de los tres ensayos donde se puede estimar que la longitud del nematodo al finalizar su periodo de
fertilidad es de 1100+ 50pm. Los ensayos se presentan como la media de tres experimentos independientes. P<0,2159. C. Adulto joven
después del tratamiento a 40°C en su medicidn con reticula objetivo de 10x. Fotografia tomada por Caren Dayan Coronel Robayo.
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Figura 4. Ensayo de reproduccién y estrés térmico de la cepa silvestre N2 de C. elegans. A. Se observa el comportamiento reproductivo
de C. elegans en el que se tiene un promedio de 225 progenies. Ensayos realizados por triplicado. Los tres ensayos no mostraron
diferencia estadistica representativa ya que fueron constantes. P<1.0000. B. Se muestra la viabilidad de los nemdtodos bajo la influencia
del estrés térmico a 35°C. Se determiné que son mds resistentes al primer dia de adulto joven. Los ensayos se presentan como la media
de tres experimentos independientes. P<0.0003. C. Conteo de larvas en el primer dia reproductivo del nematodo objetivo de 10x se
pueden observar huevos. D. Adulto Joven después del tratamiento a 35°C el cual no responde al estimulo con el asa en objetivo 10x.
Fotografias tomadas por Caren Dayan Coronel Robayo.
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