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Resumen

Las diversas especies de animales han desarrollado sistemas fisioldgicos y de
control molecular que les permiten un amplio repertorio de movimientos. Los
nematodos no son la excepcién ya que se han adaptado a muchos ambientes,
desde aquellas especies que son terrestres de vida libre hasta parasitos de plantas
y animales tanto en ambientes acuaticos como terrestres. Con el fin de hacer un
analisis comparativo de parametros biomecanicos del desplazamiento de los
nematodos, en este estudio se tomd como modelo experimental el nematodo
Caenorhabditis elegans y se determinaron dos caracteristicas de sus
desplazamientos por medio de videograbaciones de alta resolucion temporal:
velocidad y longitud de onda del cuerpo. Después se identific6 por métodos
moleculares y morfologicos una especie de nematodo del suelo Oscheius tipulae.
Finalmente se realizO un analisis comparativo de las 'caracteristicas del
desplazamiento de ambas especies. Los resultados mostraron-que C. elegans se
desplaza mas rapidamente que O. tipulae (8.5 vs 3.6 pnm/seq). Ademas, la longitud
de la onda del cuerpo es mayor en C. elegans (173.08 vs 106.21um). Este trabajo
sienta las bases para poder realizar estudios comparativos de la biomecéanica del
desplazamiento de nematodos con el fin de entender los rasgos que les permiten
su adaptacion al medio ambiente.



Summary

All the species of animals have developed physiological and molecular control
systems that endows them with a wide repertoire of movements. Nematodes are no
exception as they have adapted to many environments, from species that are free-
living terrestrial to parasites of plants and animals in both aquatic and terrestrial
environments. In this work, we aimed at performing a comparative analysis of the
biomechanical parameters of nematode-movement. For this study the nematode
Caenorhabditis elegans was used as an experimental model and two characteristics
of its movements were determined by means of high time-resolution video
recordings: speed and length of body wave. In addition, a species of soil nematode,
Oscheius tipulae was identified by molecular and morphological methods. Finally, a
comparative analysis of the movement of both species was performed. The results
showed that C. elegans moves faster than O. tipulae (8.5 vs 3.6um/seg), likewise
the body wavelength is larger in C. elegans, (173.08 vs 106.21 um). This work lays
the foundations to carry out comparative studies of the biomechanics of nematode
movement in order to understand the traits that allow them to adapt to the
environment.
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I-Introduccién.

Los nematodos son uno de los phyla mas diversos que existen con estimaciones de
rangos entre las 100,000 a 1 millébn de especies existentes (Parkinson et al., 2004).
Se consideran metazoarios con una complejidad biolégica altamente especializada
(De Ley, 2006). Son gusanos cilindricos no segmentados, que poseen una cuticula
exterior acelular bajo la cual se encuentra la epidermis seguida por las fibras
musculares longitudinales y carecen de peritoneo, razén por la cual se incluyen
dentro de los pseudocelomados. Tienen sistemas excretor, nervioso, digestivo,
reproductivo y muscular, pero no sistema circulatorio ni respiratorio (Quintero,
2003). Su importancia es de gran impacto ya que algunos nematodos amenazan la
salud de las plantas, los animales y de los seres humanos en una escala global
(Blaxter et al.,1998; Sikora y Bridge, 1990; Anderson, 1992).

La capacidad de moverse es esencial para la supervivencia de los animales.
Aungue muchas formas de locomocién han evolucionado al nadar, andar, reptar, y
caminar, todas utilizan movimientos ritmicos y alternos del cuerpo o apéndices. Esta
ritmica hace que la locomocion aparente ser repetitiva y estereotipada y de hecho,
se controla automaticamente a niveles relativamente basicos del sistema nervioso
central (Kandel et al., 2013). Sin embargo, la locomocién a menudo tiene lugar en
entornos que son desconocidos o presentan condiciones impredecibles. Por lo
tanto, los movimientos locomotores 'deben modificarse continuamente,
generalmente de manera sutil, para adaptar patrones de movimiento estereotipados
al entorno inmediato (Kandel et al.,2013).

Los animales poseen una remarcable capacidad para aprender nuevas habilidades
motoras a través de su interaccion con el ambiente. Este aprendizaje es distinto e
independiente del desarrollo de habilidades motoras por maduracion (Kandel et al.,
2013). Aunque la evolucion puede configurar algunos comportamientos motores,
como la capacidad de un potro para pararse, el comportamiento motor en general
debe adaptarse a entornos nuevos y variables. No se pueden adquirir nuevas
habilidades motoras mediante un sistema de control neuronal fijo. Los sistemas de
control sensoriomotor deben adaptarse constantemente a lo largo de la vida a
medida que cambian el tamafio y las proporciones del cuerpo, manteniendo asi una
relacion adecuada entre los comandos del motor y la mecanica corporal (Kandel et
al., 2013).

Para comprender el origen y diversidad de las especies se requiere el conocimiento
de diferentes procesos que incluyen adaptaciones bioquimicas, moleculares,
etoldgicas, fisiologicas y morfoldgicas, en las que la Ecologia juega un papel clave
en el proceso de especiacion. La identificacion de nuevas especies de nematodos
proporciona un marco filogenético para estudiar la evolucion de una serie de rasgos
gendmicos y fenotipicos (Kiontke et al., 2011).



La biomecénica estudia la funcion y estructura biolégicas aplicando los principios de
la Fisica. El comportamiento de los organismos seria el substrato sobre el cual actia
la seleccion y las variaciones en el comportamiento surgen frecuentemente a través
de cambios en la biomecéanica (Fung, 1990).

Algunas especies de nematodos presentan caracteristicas morfolégicas y
estructurales de facil ensayo que posibilitan el estudio y entendimiento de los
animales a diferentes niveles incluyendo los patrones de movimiento y biomecéanica.
Uno de los modelos biol6gicos mas importantes de estudio que existen est4 dentro
del phylum Nematoda. EI nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans fue
seleccionado por Sidney Brenner, como un modelo prometedor. para el
entendimiento de una serie de cuestiones como la genética, ultraestructura y
comportamiento del desarrollo de un sistema nervioso simple (Brenner, 1974). Gran
parte de lo que sabemos acerca de la biologia molecular y del desarrollo de los
animales en esta escala proviene del estudio de esta especie, la cual es un
organismo modelo versatil, que ha contribuido substancialmente al entendimiento
de campos médicos importantes incluyendo el cancer, envejecimiento,
neurobiologia y enfermedades parasitarias (Parkinson et al., 2004).

Para realizar un estudio comparativo entre dos especies de nematodos elegimos un
proceso biomecanico cuantificable: la velocidad de desplazamiento y la longitud de
onda del cuerpo. Para este estudio primero realizamos pruebas cineméticas con el
nematodo C. elegans, después para abordar el estudio de una segunda especie,
nos dimos a la tarea de realizar una caracterizacion morfolégica y molecular de una
especie de nematodo colectado en muestras de suelo tomadas de la region en la
que se encuentra el Instituto de Neurobiologia y resguardado en el laboratorio de
Neurobiologia Molecular y Celular y finalmente realizar el estudio biomecénico
comparativo. La especie de nematodo que identificamos corresponde a Oscheius
tipulae, un nematodo de vida libre que se encuentra ampliamente distribuido en el
mundo. En los estudios de velocidad, C. elegans se desplaz6 mas rapidamente que
O. tipulae en un medio de cultivo sélido y la longitud de onda del nematodo O. tipulae
fue menor.

II- Antecedentes
[I.1 Phylum Nematoda

Los miembros del phylum Nematoda son numerosos y diversos, presentan una
amplia adaptacion a la vida libre terrestre y marina, algunos son parasitos de una
amplia variedad de plantas y animales (De Ley, 2006). Se piensa que
evolutivamente los nematodos tienen un origen antiguo, surgiendo durante el
precambrico. Sin embargo, no existe registro fosil temprano de nematodos y su
relacion con otros invertebrados no es clara (Brenner, 1988). Algunas especies son
pardsitas y la mayoria de las enfermedades causadas por nematodos son
problemas intratables. Las infecciones por nematodos en humanos resultan en una
mortalidad substancial, en especial en las regiones del tropico de Africa, Asia y
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América, donde se estima que 2.9 millones de personas son infectadas. Aunque la
mortalidad es baja en proporcién al nimero de infecciones, el nUmero de muertes
es alrededor 100,000 anualmente (Parkinson et al., 2004).

Los nematodos son de los animales mas abundantes y han colonizado multiples
ecosistemas que incluyen aguas termales, el hielo polar, el suelo, el agua dulce y
salada, y como parésitos de plantas, vertebrados, insectos e incluso de otros
nematodos. La habilidad de adaptarse a los diferentes medios mencionados ha
fascinado a los Bidlogos (Coghlan, 2005). Se les puede encontrar ocupando un
amplio rango del espectro de habitats ecoldgicos desde sedimentos del fondo
marino hasta los desiertos (De Ley, 2006). Su diversidad en diferentes ambientes,
y Su presencia en varios niveles troficos les confiere un papel importante en muchos
ecosistemas (Sudhaus y Fitch, 2001; Holterman et al., 2006). Los tipos de
alimentacion esenciales incluyen: 1) Los que se alimentan de plantas, 2) los que se
alimentan de hifas, 3) los que se alimentan de bacterias, 4) los que ingieren
substrato, 5) los que depredan animales, 6) los que se alimentan de eucariotas
unicelulares, 7) los que parasitan y 8) los omnivoros (Yeates et al., 1993). Los
nematodos estan entre los elementos mas importantes de la fauna del suelo
(Banage, 1963).

Los nematodos han conservado muy bien un plano corporal a pesar de los diversos
hébitats en los que viven. Ademas, de la.amplia diversidad de especies, existe una
gran cantidad de individuos (Sudhaus y Fitch, 2001; Parkinson et al., 2004). El
estrato superior de un fragmento de suelo rico en humus puede producir desde 1
hasta 20 millones de nematodos por metro cuadrado, lo que corresponde a una
biomasa de 5-10g, Unicamente una pequefia fraccion (aproximadamente 2%) de la
masa total de organismos del suelo (Holterman et al., 2006; Meyl, 1961). Los
nematodos de vida libre son indicadores valiosos para la condicion biologica de los
suelos, ya que muestran mucha variacion en la sensibilidad al estrés ambiental y
ocupan posiciones clave en la red alimentaria del suelo (Holterman et al., 2006).
Han alcanzado una importancia econémica mundial con respecto al monocultivo.
Solo en Estados Unidos el dafio que estos causaron en 1969 fue estimado en mas
de 1.2 billones de délares (Sudhaus y Fitch, 2001).

El analisis de las secuencias de ARN ribosomal es una herramienta importante para
determinar relaciones filogenéticas entre las especies. Basados en la filogenia por
comparacion de la secuencia de la subunidad pequefia del ARN ribosomal los
nematodos pueden ser divididos en tres clados mayores: Dorylaimia (clado 1),
Enoplia (clado 2) y Chromadorea (Figura 1) (De Ley, 2006). El orden exacto de
aparicion de los distintos grupos no esta resuelto todavia. Los datos moleculares
revelan la posibilidad de que el grupo Dorylaimia divergio primero, lo cual es una
posibilidad intrigante pues ninguno de los integrantes del grupo Dorylaimia
conocidos hasta ahora se encuentran en habitats marinos (De Ley, 2006).
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El modelo experimental que se utilizara en este estudio es C. elegans. Esta especie
pertenece a un amplio grupo de nematodos principalmente los rhabditidos. Este
taxon comprende una gran diversidad de especies, incluyendo algunos parasitos.
Aunque, existen estudios sobre la filogenia de los rhabditidos alun se desconocen
muchos detalles del proceso, lo cual es clave para descubrir como los cambios
evolutivos ocurren durante la diversificacion de este grupo (Kiontke y Fitch, 2005).

Example genera: g'
-
E
N
Caenorhabditis, Mehdinema Rhabditina o
E Brevibuccidae
Globodera, Steinerema —f Tylenchina Rz
sl Rhabditida f
——  Myolaimina g
Zalophora Spirurina z 3
Teratocephalus —  Jeratocephalidae 3
Plectus, Tylocephalus Plectida a
Cylindrolaimus, Leptolaimus Araeolaimida o
Diplolaimelia, Cryonema Monhysterida v
Stilbanema, Laxus Desmodorida
Chromadarida /
" \
Enoplus Enoplina \
—: Trefusiina
Oncholaimus, Viscosia Oncholaimina .
Ironina Enoplity ?
Campydorina 0
Tripyloidina 2
Alairni M
Tripylina h
Tobrilus, Prismatolaimus Tobilina Triplonchida
hodorus L Diphthero- P
i D‘phpho«ina ‘ % (v)
Trichuris, Trichinelia Trichinellida Zz 0
| Dioctophymatida z <
Prionchulus, Clarkus Mononchida )
Romanomermis _‘—: Mermithida 2 3
Xiphinema, Longidorus Dorylaimida P g

L

Y3H0QYWOUH

YI140N3

Figura 1. Clasificacion actual basados en comparaciones de ARN ribosomal en nematodos,
tomado de (De Ley, 2006)

1.2 ElI nematodo Caenorhabditis elegans como modelo bioldgico
experimental.

C. elegans es una especie pequeia de nematodo de vida libre del suelo encontrado
comunmente en muchas partes del mundo. Se alimenta principalmente de bacterias
y. se reproduce con un ciclo de vida de cerca de 3 dias en condiciones Optimas
(Figura 2). Presenta dos sexos: machos y hermafroditas que son los predominantes,
cada uno mide alrededor de 1 mm de longitud, pero difieren en apariencia como
adultos. Las hermafroditas producen ambos gametos, ovocitos y espermatozoides
y se pueden reproducir por autofecundacion. Los machos, que surgen
espontaneamente con una baja frecuencia (sélo el 0.1-0.2% de la progenie son
machos) pueden fecundar a los hermafroditas. Un hermafrodita no puede fecundar
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otro hermafrodita (Brenner, 1988). Una larva recién eclosionada mide 0.25
milimetros de longitud y los adultos miden 1 milimetro (Corsi et al., 2015)

De forma similar a otros nematodos, el ciclo de vida de este animal esta compuesto
por una fase embrionaria, cuatro etapas larvales (L1-L4) y un adulto. El fin de cada
etapa larval esta delimitado por una muda, durante la cual una nueva cuticula es
sintetizada. Adema4s, C. elgans posee una larva de resistencia que induce un estado
diapausico facultativo el cual se denomina Dauer, que vive de 4 a 8 veces mas que
un adulto normal. Este estado es inducido a partir del estadio larval L1 y al concluir
las condiciones adversas continda con su desarrollo en etapa L4 (Figura 3).

Figura 2. Individuo hermafrodita de la especie C. elegans.
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Figura 3. Ciclo de vida del nematodo. Caenorhabditis elegans. Se muestra cada etapa del
desarrollo, asi como la larva de resistencia (Dauer) que se induce después de la etapa L1
en condiciones adversas. Tomado de Wormatlas:
https://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html.

C. elegans, es un importante modelo para la investigacion biolégica en muchos
campos de estudio, incluyendo la genética, la biologia celular, neurociencia y el
envejecimiento. Entre sus muchas ventajas para su estudio esta su corto ciclo de
vida, lo compacto de su genoma, el cual ya ha sido secuenciado, su desarrollo
estereotipico, la facilidad de su propagacion y su pequefio tamafio. Su plan corporal
de adulto es anatomicamente simple con cerca de 1000 células sométicas. Este
nematodo es sencillo para realizar cruzas genéticas y produce un gran niamero de
progenie por adulto. ElI animal puede mantenerse en el laboratorio bajo 6ptimas
condiciones donde crece sobre placas de agar o medios de cultivo liquido con
Escherichia coli como fuente de alimento. Este puede ser examinado al nivel celular
en preparaciones vivas al microscopio por interferencia diferencial de contraste
(DIC) debido a que es transparente durante su ciclo de vida. La descripcion
anatomica del animal fue completada al nivel de microscopia electronica. También
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se conoce el linaje celular completo durante el desarrollo, el cual es invariante entre
animales (Brenner, 1973; Sulston et al., 1980; Wood, 1988; Lewis y Fleming, 1995).
Una de las principales razones por las que Sidney Brenner lo selecciono fue por su
facil manipulacion genética. La autofecundacion permite que cualquier mutacion
(excepto letales) en hermafroditas (PO) se mantenga a través de las generaciones
lo que facilita el estudio de mutantes inducidas experimentalmente (Corsi et al.,
2015).

[1.3 Sistema locomotor en C. elegans

Las neuronas del nematodo se clasifican en cuatro categorias: las motoneuronas,
gue hacen contacto sinaptico con las células musculares; las neuronas sensoriales,
gue poseen especializaciones sensoriales a estimulos externos; las interneuronas,
gue reciben y hacen sinapsis a otras neuronas; y las neuronas polimodales que
llevan a cabo una o mas funciones (Altun y Hall, 2011).

Dentro del repertorio de conductas locomotoras de C. elegans se incluye el arrastre
(crawling) sobre superficies sélidas y el nado (trashing) sobre-medio liquido. Un total
de 113 neuronas de las 302 pertenecen a la categoria de motoneuronas y estas
controlan las conductas de arrastre y nado, asi-como la motilidad de los sistemas
alimentario y reproductivo (Altun y Hall, 2011). De estas 113, 75 inervan a 79
musculos corporales de la pared posterior hacia la cabeza (16 en el cuello y 63 en
musculos corporales), y estas pertenecen a 8 clases distintas (AS, DA, DB, DD, VA,
VB, VC y VD). Las motoneuronas.tipo A’y tipo B (VA, VB, DA, DB, AS) son
colinérgicas estimulantes. Las motoneuronas tipo D (VD, DD) liberan acido y-amino
butirico (son GABAérgicas) y son inhibitorias y estrictamente post-sinapticas a otras
motoneuronas. Las motoneuronas VC expresan varios neurotransmisores y sus
principales blancos son los musculos de la vulva. Las clases VA, VB, VC, y VD
inervan musculos ventrales, mientras DA, DB, DD, y AS inervan los musculos
dorsales (Altun y Hall, 2011; White et al., 1976).

Estudios de ablacién celular temprana sugieren que las motoneuronas colinérgicas
tipo B son especificamente requeridas para la locomocion hacia delante de C.
elegans (Chalfie et al., 1985). Las neuronas VB y las neuronas DB inervan la
musculatura ventral y dorsal respectivamente como se observa en la Figura 4.
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Figura 4.Se indican de manera simplificada las motoneuronas colinérgicas tipo B, las cuales
son responsables especificamente de controlar y mantener la locomocién hacia adelante
del nematodo C. elegans. (Imagen tomada de Wen et al., 2012).

Sobre superficies soélidas, durante la conducta explotaria, la locomocion hacia
adelante de C. elegans es interrumpida con giros y retrocesos que ocurren con
frecuencias predecibles (Grey et al., 2005). En respuesta a un estimulo nocivo,
incluyendo el tacto, C. elegans escapa al estimulo con la conducta locomotora
involucrando giros y retrocesos similares o un movimiento acelerado hacia el frente.
Cuando se estimula por tacto en la parte anterior del cuerpo el animal se mueve
hacia atrds (locomocion reversa) y cuando se lo hace en la parte posterior del
cuerpo, el animal se mueve hacia adelante. Cuando se coloca sobre un medio
liquido, el animal revierte su estrategia de arrastre al nado. La frecuencia de
ondulacién durante el nado es mas rapida que durante el arrastre, y la forma de
onda de los gusanos nadadores tiene forma de C, a diferencia de la forma de S al
arrastrarse (Croll, 1975; Altun y Hall, 2011).

El cordon nervioso ventral regula el caracteristico movimiento ondulatorio del
animal, el cual involucra contracciones alternas de las filas de mdusculos
longitudinales dorsal y ventral. Estas neuronas motoras hacen sinapsis en ambos
cuadrantes del musculo dorsal o ventral, restringiendo asi las flexiones del cuerpo
al plano dorso-ventral, creando ondas sinusoidales cuando el animal yace sobre su
lado lateral sobre el sustrato. Cuando los musculos dorsales son activados, los
musculos ventrales son inhibidos reciprocamente y viceversa (White et al., 1978).
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II.4 Estudio de lalocomocién en C. elegans

La locomocion requiere de una actividad motora ritmica coordinada en vertebrados
e invertebrados y en ambos sistemas existen sefiales oscilatorias que inervan hacia
los musculos y que son generadas por neuronas que forman circuitos especificos
gue generan propiedades ritmicas en el movimiento. Estas regiones se denominan
generadores de patron central (CPGs por sus siglas en inglés; Kiehn, 2006; Marder
y Calabrese, 1996). Aunque la actividad oscilatoria de los CPG puede mantenerse
independientemente de las entradas sensoriales, las retroalimentaciones
propioceptivas 0 mecanosensibles modifican la dindmica motora durante el
movimiento (Kiehn, 2006; Marder y Calabrese, 1996; Pearson, 1995). En lampreas
y sanguijuelas, la activacion de neuronas especializadas propioceptivas, ya sea por
una inyeccién de corriente eléctrica o por una flexion del cuerpo impuesta, arrastra
la actividad motora de los CPG. En animales con extremidades, la retroalimentacion
fasica rapida proveniente de mecanorreceptores sintoniza la activacion ritmica de
las neuronas motoras durante el ciclo escalonado (McClellan'y Jang, 1993; Pearson,
2004). El entendimiento de las bases neuronales de los comportamientos motores
puede integrar dinAmicas neuromusculares, retroalimentacion mecanosensorial, asi
como comandos de sefales globales para predecir dinamicas del comportamiento
(Tianqui et al., 2018).

El estudio respecto al comportamiento del movimiento en C. elegans requiere del
entendimiento de su biomecénica locomotora. Es importante comprender cémo la
actividad muscular produce movimiento dentro de la red mecénica del cuerpo del
gusano y su ambiente fisico (Fang-Yen, 2010). Con tan solo 300 neuronas, este
nematodo exhibe habilidades para navegar a través de distintos y complejos
ambientes en busqueda de alimento y/o para evadir algun peligro (Hancock, 19583;
Gray et al.,, 2005). La locomocién, esta considerada como una de las mas
fundamentales y simples facetas del comportamiento de C. elegans. Est4 bien
establecido que estos animales se desplazan por la propagacion ondulatoria a lo
largo de su cuerpo (Frankel y Gunn, 1961). El nematodo se mueve hacia adelante
tipicamente mediante la propagacion de ondas en su plano dorso-ventral, que es
generado. por la actividad alternativa de contraccion y relajacion de los grupos
musculares dorsales y ventrales que corren en su longitud (Croll, 1970; Stetina et
al., 2006) como se observa en la Figura 5.

La motilidad de C. elegans es el resultado de la actividad coordinada de 95 células
del musculo de la pared del cuerpo (ver Figura 5), que son muy similares en
anatomia y composicion molecular a los masculos esqueléticos de los vertebrados.
El comportamiento de motilidad de los nematodos es una funcion de sus
propiedades fisicas, como la rigidez del cuerpo y el tono muscular. Las
investigaciones experimentales sobre el comportamiento de la locomocion en C.
elegans se han centrado principalmente en la cuantificacion de propiedades
cinematicas utilizando medidas como la frecuencia de flexion, la amplitud y la
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longitud de onda y la velocidad del centroide del nematodo (Sznitman et al., 2010;
Cronin et al., 2005).
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Figura 5. Al moverse hacia adelante el nematodo C. elegans propaga ondas a través de la
longitud de su cuerpo (de la cabeza a la cola) gracias a la contraccion alterna de las células
musculares dorsales y ventrales (Imagen tomada de Wen et al., 2012).

Por otro lado, el movimiento sinusoidal de C. elegans se ha utilizado como un
fenotipo de referencia en muchos estudios de su desarrollo, comportamiento y
fisiologia. Una comprension profunda de las formas en que los genes controlan
estos aspectos de la biologia depende, en parte, de la precision del andlisis
fenotipico (Cronin et al., 2005).

La capacidad de los animales para detectar estimulos mecénicos, térmicos y otro
tipo de sefiales fisicas se conserva en los filos y desempefia un papel clave en su
navegacion por condiciones ambientales variables y adversas. Estos sentidos
permiten a los animales aparearse, encontrar comida y evitar el peligro (Goodman
y Sengupta, 2019). Estudios previos han demostrado que la manera en que el
nematodo C. elegans se desplaza es cambiante de acuerdo al medio en el que los
gusanos se encuentran. Fang-Yen et al.,, en el 2010 estudiaron los procesos
biomecanicos de C. elegans y sugirieron que hay factores cambiantes en diferentes
ambientes en_los que se desplaza el gusano que pueden ser analizados
cuantitativamente y que tienen un impacto significativo en la manera en que el
nematodo exhibe la conducta de locomocién, en ese estudio variaron la carga
mecanica del medio para que el nematodo se desplazara y se comprobé que al
aumentar gradualmente esta carga del medio la longitud y la frecuencia de onda
decrece. Otros estudios sugieren algo similar, Sznitman et al., en 2005 realizaron
experimentos con efectos en las propiedades cinematicas del comportamiento de
nado de C. elegans al variar también la viscosidad del medio. Detectaron que la
forma espacial de la marcha de natacion casi no cambia, mientras que la frecuencia
de batir del cuerpo disminuye solo ligeramente al aumentar la viscosidad. En base
a las observaciones de la cinematica, se demostré que los nematodos mantienen
constante su velocidad promedio de natacidon hacia adelante. Tales hallazgos
apoyan la adaptabilidad locomotriz de C. elegans a su entorno.
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Por otro lado, Parida y Padmanabhan (2016), realizaron una investigacion en la que
se abordo el estudio de la preferencia del nematodo C. elegans por migrar hacia
zonas de menor a mayor rigidez de la superficie. Se comprobé la habilidad del
nematodo para detectar rigidez y desplazarse hacia estas zonas y que es capaz de
tomar decisiones para desplazarse preferentemente hacia estos lugares. Estos
estudios hacen referencia de la importancia que este tipo de investigaciones tiene,
ya que permite entender procesos biomecanicos fundamentales para la adaptacion
de las especies y aplicarlo a las caracteristicas del sistema locomotor en organismaos
vertebrados (Fang-Yen et al., 2010; Sznitman et al., 2005; Parida y Padmanabhan,
2016).

Aunque, varias especies del género Caenorhabditis son estudiadas ahora a gran
detalle, el conocimiento sobre la ecologia de la mayoria de estas especies es
escaso. Los habitats de estas especies son muy diversos rondando desde tejidos
de cactus en descomposicion hasta canales auditivos inflamados del ganado cebu
(Kiontke y Sudhaus, 2006). Algunas especies, incluyendo a C. elegans, han sido
solamente aisladas en ambientes antropogénicos, como consecuencia su habitat
natural es desconocido. Todas las especies de Caenorhabditis son colonizadoras
de substratos ricos en nutrientes y bacterias y -ninguna de ellas es un verdadero
nematodo de suelo (Kiontke y Sudhaus, 2006).

El andlisis de la motilidad ha radicado tradicionalmente en observaciones
cuantitativas para describir la locomocioén de C. elegans y discriminar entre la
especie silvestre y mutantes. En muchos casos, sin embargo, las variaciones
cualitativas entre las cepas no son evidentes a simple vista. Tales limitaciones han
generado el desarrollo de sistemas automatizados de andlisis de imagenes en un
esfuerzo por ofrecer diferencias fenotipicas relevantes entre las cepas de
nematodos, si bien la mayor parte del esfuerzo de investigacién se ha dirigido a
analizar las caracteristicas locomotoras de nematodos individuales, también se han
desarrollado algunos sistemas de rastreo de multiples gusanos (Sznitman et al.,
2010).

Tomando en. cuenta estos antecedentes se procedié a realizar un andlisis
cuantitativo de la dinamica del movimiento en dos especies de nematodos. Para
iniciar el estudio de las caracteristicas cinematicas de otras especies, en este
trabajo se tom6 como base los parametros de desplazamiento conocidos en C.
elegans para compararlos con otra especie de nematodo de vida libre. Para ello, se
selecciono del cepario del laboratorio de Neurobiologia Molecular y Celular D15 del
INB a una cepa y se identifico por métodos moleculares y morfologicos a la especie
Oscheius tipulae. Una vez identificada, se realizo el analisis cinematico comparativo.
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[ll- Hipotesis

Hi: Analizando el comportamiento fenotipico de la locomocion entre dos especies
de nematodos de vida libre adaptados al suelo se encuentran diferencias
significativas en los parametros de la velocidad de desplazamiento y la longitud de
onda a causa de las condiciones naturales (caracteristicas fisicas del medio) en las
que ambas especies se encuentran lo que puede traducirse como una presion de
seleccion en el ambiente.

Ho: No se encuentran diferencias significativas en el andlisis fenotipico de
locomocion en la especie identificada en el estudio con respecto a C. elegans.
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IV Justificacion

A pesar de que los nematodos son un grupo amplio y diverso y de que contribuyen
de diferentes maneras en varios aspectos de la calidad de vida humana, aun se
conoce muy poco sobre sus relaciones evolutivas entre los individuos de este grupo
y la sistematica de este phylum requiere del acoplamiento de nuevas técnicas para
su mejor comprension. Ademas, es importante ampliar el conocimiento de las bases
que permiten comprender los principios del movimiento.

El uso de técnicas en biologia molecular acoplado a las técnicas morfologicas para
la identificacion de especies, mas el estudio de la locomocién como fenotipo para la
caracterizacion de este comportamiento, permite reconocer de manera mas precisa
diferencias entre individuos de un mismo grupo.
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V Objetivos

V.1 Objetivo General

Analizar la cinematica de la locomocioén de C. elegans y O.tipulae.

V.2 Objetivos particulares

Identificar a nivel morfolégico y molecular la especie de hematodo colectado para
conocer y ampliar el registro de la diversidad de nematodos presentes en la region.

Analizar las relaciones filogenéticas mediante el uso de herramientas moleculares.

Determinar las diferencias y similitudes en el comportamiento locomotor entre C.
elegans y O. tipulae.

22



VI- Metodologia

El proyecto se llevo a cabo en el Laboratorio de Neurobiologia Molecular y Celular
D15 dentro de las instalaciones del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Autdnoma de México.

V1.1 Cepas

Para el presente estudio se utilizé la cepa silvestre Bristol (N2) de C. elegans. Se
tomOo un cultivo de nematodos obtenido de muestras de suelo colectadas
previamente en el Instituto de Neurobiologia (INB) UNAM Campus-Juriquilla,
Querétaro, Qro. a los cuales se les traté para su identificacion morfologica y
molecular.

VI.2 Cultivo y mantenimiento de las cepas.

Para el mantenimiento de los nematodos se revisoé y siguio el protocolo especificado
en Stiernagle (2006). Para el crecimiento de los nematodos se utilizé NGM
(Nematode Growth Medium, por sus siglas en inglés). La preparacion de un litro de
este medio requiere de mezclar 3 gr de NaCl, 17 gr de agar bacteriolégicoy 2.5 gr
de peptona sobre un matraz con agua destilada. Esta preparacion se coloca
directamente sobre la autoclave. En seguida se afiaden al medio en orden 1 ml de
colesterol (5mg/ml), 1 ml de CaClz 1M, 1 ml.de MgSO4 1My 1 ml de KHPO4 1M. El
medio se vierte sobre cajas de Petri de 6 cm bajo condiciones estériles.

Al dia siguiente cuando el medio solidifica en las cajas, se inocula sobre la superficie
del agar 200 ul de bacteria E.coli cepa OP50, la cual es la principal fuente de
alimento para los nematodos en el laboratorio y que ademas se caracteriza por
presentar un crecimiento limitado (Stiernagle, 2006).

Para la manipulacion fisica de los nematodos se elabor6 un asa con una pipeta
Pasteur la cual se calenté-y se le insertd un alambre de platino en la punta. Debido
a gue el tamafo de los nematodos utilizados fue en promedio de 1 mm las
observaciones de los individuos de hicieron empleando microscopios épticos y
estereoscopicos.

VI.3 Extraccion de DNA gendmico.

Se extrajo DNA gendémico de la muestra de gusanos WT-INB mediante el empleo
del Buffer de lisis. Para la preparacion de este buffer se afiadieron 20 pl de la enzima
Phusion GC buffer (nimero de catalogo B0519S en NEB), 80 pyL de agua
desionizada y 2.5 ul de proteinasa K (nimero de catalogo P2308 en SIGMA). Para
la lisis se agregaron 10 gusanos sobre 10 ul de buffer de lisis en un tubo para PCR,
en seguida se colocaron dentro del refrigerador a -80°C durante 30 min y posterior
a ese tiempo se colocaron en el termociclador para la reaccion.
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VI.4 Amplificacién por PCR.

Se amplifico la regidon espaciadora interna transcrita (ITS2) mediante el seguimiento
del protocolo para la Phusion DNA Polymerase y con la adicion de los
oligonucledtidos especificos 5.8 S-1(Forward) y KK28S-22 (Reverse) (tomados de
Kiontke et al. (2011) en la mezcla de reactivos para la reaccion en cadena de la
polimerasa). Se muestra en el cuadro 1 la secuencia de los oligonucleétidos
utilizados. Se agregaron a la mezcla 26.6 pl de H20, 8 pl Phusion Buffer, .8l
dNTPs, 2 pl primer Forward, 2 pl primer Reverse, 1.2 pl DNA, .4 pl Phusion DNA
Polymerase (niumero de catalogo F530L en Thermo Fisher Scientific). Se muestra
en el cuadro 2 los componentes para la PCR.

Cuadro 1. Secuencia de oligonucleoétidos utilizados para la amplificacion de la
region ITS2.

Region Secuencia
* r\
A\

Forward 5
CTGCGTTACTTACCACGATT
3!

Reverse 5
GCGGTATTTGCTACTACCA
3’

Cuadro 2. Componentes para la amplificacion por PCR.

Component;er\w ) Volumen
H20O Libre de nucleasa 25.6 ul
2X Phusion buffer 8 ul

dNTPSs 10 mM 0.8 ul
Primer Forward 10 mM 2 ul
Primer Reverse 10 mM 2 ul
DNA 1.2 pl

Phusion DNA pol. 0.4 ul
VOLUMEN FINAL 40
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VI.5 Purificacion de DNA en geles de agarosa.

El producto obtenido en la amplificacién se analiz6 en un gel de agarosa al 1%,
utilizando un marcador de peso molecular para corroborar el tamafo del fragmento.
El producto fue aislado mediante el protocolo de purificacion QIAquick GEL
(QIAGEN) que se describe a continuacion. Se pesé la banda cortada, se coloco en
un tubo de 1.5ml. Se agregaron 3 volumenes de solucién QG con respecto de la
muestra (solucion de solubilizacién) y se incubd a 50°C por 10 min hasta disolver-la
agarosa agitando con el vortex. Se agregé un volumen de isopropanol a la muestra
y la solucién se transfiri6 una columna del kit la cual se centrifugd 1 min a 13,000
rpm. El liquido que paso a través de la columna se deseché y se agreg6.0.75 ml de
buffer PE (solucién de lavado 5X) antes de centrifugar 1 min a 13,000 rpm. Después
se coloco la columna en un tubo limpio, agregando 30 pL de buffer de elucion, se
dej6 incubando a 50°C para mejorar la eficiencia de la elucion de DNA y posterior a
ello, se centrifugd 1 min a 13,000 rpm.

V1.6 Clonacién de productos de PCR.

De acuerdo al protocolo de clonacion CloneJET PCR Cloning Kit (ndmero de
catalogo K1231 en ThermoFisherScientific) se preparo el plasmido para la clonacion
de la region de interés amplificada (ITS2). Se agrego a la mezcla para ligacion: 10
puLBuffer de reaccién, 1 L de producto de PCR, 1 pL Vector de clonacion pJET, 7
MLH20, 1 uLT4 DNA Ligasa y se incubé toda una noche a 4°C (cuadro 3).

Cuadro 3. Componentes para la reaccion de ligacion del ITS2 con el vector de
clonacion pJETL1.2/blunt

Componente Volumen
2X Buffer de reaccién 10 pL
Producto de PCR 1L
Vector de clonacion 1L

pJET1.2/blunt (50 ng/pL)

H20 7 pL
T4 DNA Ligasa 1L
Volumen final 20 pL

El kit presenta el nuevo vector de clonacién de seleccién positiva pJET1.2 / romo.
El pJET1.2/blunt es un vector de clonacion linearizado, el cual acepta insertos desde
6 pb hasta 10 kb.Este vector incluye un gen letal que es interrumpido por la ligadura
de un inserto de DNA en el sitio de clonacion. Como resultado solo las células que
incluyeron el plasmido con el inserto podran proliferar sobre las placas de agar.
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VI.7 Transformacioén

Se mezclaron 5 pL de la reacciéon de ligacion (DNA-vector) en un vial de células
competentes de E. coli para transformacion. Se incubaron por 30 min en hielo y
después se expusieron durante un min y medio a una temperatura de 42°C para
provocar un choque térmico, seguido por 2 min en hielo. Se incubé en 400 uL de
medio LB por 2 h a 37°C a 550 rpm. Posteriormente se sembraron 200 puL de las
bacterias transformadas en cajas Petri con LB-agar suplementadas con ampicilina
(50 pg/ml). Se incubaron por 16 h y se seleccionaron varias colonias para su
propagacion en tubos con 4 ml de medio liquido LB con ampicilina. Se incubaron
las bacterias por 16 h a 37°C con agitacion de 160 rpm y se procedi6.a hacer la
extraccion de los plasmidos.

V1.8 Extraccion de DNA de plasmido.

Se seleccionaron las colonias exitosamente transformadas y se incubaron en medio
LB con ampicilina para posteriormente realizar la extraccion del DNA plasmidico. La
extraccion del plasmido se realizé en base al protocolo de lisis alcalina del kit de la
marca Qiagen como se describe a continuacion. De los cultivos incubados
previamente se tomaron 2 ml por muestra (se trabajaron 18 muestras) los cuales se
centrifugaron 5 min a 13,000 rpm; se descart6 el sobrenadante y el boton obtenido
se suspendio en 200 ul de la solucién 1 (Tris-Cl 25mM,pH 8.0, EDTA 10 mM, pH 8).
Se agito en el vortex hasta disolucién completa, después se agregaron 200 ul de la
solucion 2 (NaOH 10 N y SDS 10%), se mezclé suavemente por inversion. Se
afadieron 350 pl de la solucién 3 (60 ml de acetato de potasio 5M, 11.5 ml de acido
acético concentrado, 28.5 ml de agua), se agitO nuevamente por inversion. Se
centrifugaron 5 min a 13,000 rpm. El sobrenadante obtenido se transfirié a nuevos
tubos de 1.5 ml. Se tomaron 700 ul y por cada muestra se afadieron 560 ul de
isopropanol y se centrifugd durante 5 min a 13,000 rpm para obtener un precipitado.
El sobrenadante resultante se descart6 y la pastilla obtenida se lavo con etanol al
70% y se centrifug6 por 2 min a 13,000 rpm. Se removio el sobrenadante y el botén
obtenido se sec6 en una incubadora a 37°C por 10 min. Por ultimo, el DNA fue
suspendido en 20 pul de H20. Para corroborar la extraccion del plasmido se
analizaron 4 pl'de cada muestra en un gel de agarosa al 0.8%.

V1.9 Cortes con enzimas de restricciéon

Para corroborar que el fragmento de interés se insertd correctamente en el plasmido
pJETse realizé un corte con la enzima Bglll la cual flanquea el sitio de clonacion. Se
mezclaron 7.9 ul de H20, 1 ul de buffer de reaccién, 0.1 ul de la enzima Bglll mas
1 pl de DNA de muestra por cada reaccion (cuadro 4). En total se realizaron 18
réplicas de la muestra. Las reacciones de digestion se incubaron por 3 ha 37°Cy
se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 %.
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Se envid a secuenciacion de capilar largo las muestras de las que se obtuvo
exitosamente el fragmento de interés en el plasmido. La secuencia de nucledétidos
obtenida se utilizé para comparacion en BLAST en las la base de datos GenBank
para determinar la identidad de la muestra analizada.

Cuadro 4. Componentes para la reaccion de digestion enzimatica.

Componente Volumen
H20 7.9 ul
Buffer 1l
DNA 1ul

Enzima (Bglll) 0.1l

Volumen final 10ul

VI.10 Anélisis fenotipico comparativo de lalocomocién.

Con una camara de alta resolucion PCO Edge4.2 se realizé la toma de videos a una
frecuencia de 10 imagenes por segundo para un total de 600 imagenes en 1 min.
Se colocaron 5 individuos en el centro de una placa de Petri con NGM y una rondana
de 1 cm de diametro. Se dejaron en habituacion durante 10 min y después se
capturaron los videos.

Los videos se analizaron mediante el software Wormlab
(https://www.mbfbioscience.com/wormlab), y se extrajeron para comparacion 600
datos de velocidad de desplazamiento y 600 datos de longitud de onda para cada
individuo de cada especie. Se extrajeron los datos de un total de 30 individuos de
las dos especies y se promediaron para compararlos mediante una prueba de t de
Student. De igual manera los datos fueron sometidos a una prueba de Shapiro-Wilk
para verificar la normalidad de los mismos. Los datos se analizaron y se graficaron
en el software R mediante boxplot.

VIl-Resultados
VII.1 Identificacion de la especie de nematodo colectada

Se realizé una caracterizacion a nivel morfologico y se identificO mediante el uso de
una clave dicotomica hasta el nivel de especie para el nematodo aislado. Se
determind que este pertenece a la familia Rhabditidae y que se trata de la especie
Oscheius tipulae. La familia Rhabditidaese puede distinguir por las siguientes
caracteristicas; son nematodos de tamafo pequefio a mediano, desde 0.50 a 3.25
mm de largo. Campo lateral con tres a cinco crestas (cuatro a seis incisiones).
Region labial continua, estoma tubular, aparato glotoideo con pequefios dientes
alargados, faringe formada por un cuerpo cilindrico que se agranda gradualmente
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en sentido posterior, sin metacorpus hinchado, y bulbo basal con haustrulo duplex.
Conducto secretor-excretor alargado, enrollado y fuertemente esclerotizado.
Sistema genital femenino didelfo-anfidelfo, con vulva ecuatorial. Recto femenino
notoriamente mas largo que el diametro del cuerpo anal, proximalmente dilatado,
formando una expansion similar a la vejiga del intestino posterior (a menudo lleno
de heces). Cola femenina conica a coénica alargada. Testiculo reflejado
ventralmente. Bursa peloderan o leptoderan (bolsa caudal que puede extenderse o
no hasta la cola), anteriormente abierta, con velo ancho que lleva nueve papilas
genitales dispuestas 1 + 1 + 1/3 + 3, GP5 y GP8 abriéndose dorsalmente. Conoide
de la cola del macho con o sin una punta terminal corta y aguda fuera de la bursa.
Fasmido posterior al tltimo GP, tubular. Espiculas libres, en forma de pufial, cabeza
y hombro inclinado, la punta engrosada.

Las relaciones evolutivas de las especies de Oscheius se han analizado
previamente con una perspectiva tradicional (morfolégica) o moderna (molecular),
pero aun falta un enfoque integrador. Andrassy (1976, 1984, 2005), sobre la base
de datos morfoldgicos, defendié la separacidon de Oscheius de otros géneros
Rhabditinae, especialmente de Dolichorhabditis, mientras que Sudhaus y Hooper
(1994, 2011) mediante analisis morfologicos cladisticos, defendieron la sinonimia
de Oscheius y Dolichorhabditis. Sin embargo, Sudhaus (2011) reconoci6 dos grupos
de especies monofiléticas, el grupo Insectivora, que incluye las especies Oscheius
sensu Andrassy, y el grupo Dolichura, que incluye las especies Dolichorhabditis
sensu Andrassy. Diversos estudios moleculares (Ye et al., 2010, 2018; Darby et al.,
2011; Liu et al., 2012; Zhang et al., 2012; Campos-Herrera et al., 2015; Torrini et al.,
2015; Tabassum et al., 2016; Lima de Brida et al., 2017; Valizadeh et al., 2017) han
confirmado repetidamente la monofilia de los grupos Insectivora y Dolichura, y la
mayoria de ellos esta de acuerdo en que estos grupos son grupos hermanos. Tanto
las evidencias morfolégicas como las moleculares apoyan la monofilia de Oscheius,
con dos subgrupos monofiléticos bien definidos entre sus especies. Una traduccién
razonable de estas ideas a la clasificacion da como resultado el mantenimiento de
Oscheius como.género vélido, con Dolichorhabditis como sinonimia menor, y la
propuesta de dos subgéneros: Oscheius para el grupo de especies Insectivora y
Dolichorhabditis para el grupo de especies Dolichura.

Con base en la clasificacion propuesta por Sudhaus y Hooper, el género Oscheius
se define bajo los siguientes criterios; estoma tubular o en forma de barril con
metastegostom con dientes setosos. Bursa peloderan. La punta de la cola del
macho no llega mas alla del final de la bursa. Puntas de las espiculas con forma de
cabeza de sonda.

Para identificar la especie aislada se utilizd una clave dicotomica tomada de
(Abolafia y Pefia-Santiago, 2019) y los caracteres que definen a la especie O. tipulae
fueron los siguientes; longitud corporal corta (505-691 um, estoma en forma de
barril o tubular; bursa peloderan (bolsa caudal que se extiende hasta la cola), ambas
espiculas de tamafio similar mas cortas de menos de 30um, recto femenino 2 a 3
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veces mas largo que el diametro anal cola de la hembra mas alargada, region de
los labios igual o mas ancha que la parte adyacente del cuerpo, gymnostoma con
paredes paralelas, region de los labios no compensada, cuello ligeramente mas
largo en relacién con la longitud del cuerpo.

Se muestra en la Figura 6 una fotografia del nematodo identificado en este trabajo
la especie Oscheius tipulae.

Figura 6. Ejemplar del nematodo aislado e identificado bajo la especie Oscheius tipulae de
acuerdo a criterios morfol6gicos y también mediante técnicas moleculares.

VII.1.1 Amplificacion por PCR de la region ITS2

Para la identificacion de la cepa del nematodo silvestre WT-INB se tom6 como
referencia la region _espaciadora interna 2 (ITS2) del ARN ribosomal la cual fue
amplificada por PCR con el uso de cebadores especificos utilizando como molde
DNA genoémico aislado de un cultivo de nematodos. El producto de la amplificacion
fue analizado en un gel de agarosa. El resultado muestra la amplificacion exitosa de
las regiones ITS2 de C. elegans y de la segunda especie, la cual muestra una
diferencia-en peso molecular de alrededor de 300 pb (Figura 7).

M N2 WT-INB

3 Kb

4= ts?
1 Kb

Figura 7. Amplificacion por PCR de la region ITS2 de ARN ribosomal de Caenorhabditis
elegans y WT-INB.

29



Se determind la concentracion del DNA por espectrofotometria y el analisis arrojo
una concentracion de 18.5 ng/pl.

VI1.1.2 Clonacién molecular

Se generaron pldsmidos que contenian la region 1TS2 de WT-INB. El mapa
funcional del pldsmido obtenido se muestra en la Figura 8. El pldsmido- porta el
fragmento ITS2 en el sitio Eco47IR y es flanqueado por el sitio Bglll.

pJETForw

pJET+ITS2

4825 bp

nsert| T52

pJETREW

Figura 8. Se muestra el plasmido generado después de la ligacién del fragmento ITS2 con
pJET. Se diferencian por colores las regiones funcionales dentro del plasmido construido.
En verde oscuro el fragmento ITS2, verde claro el promotor T7. El fragmento ITS2 es
flanqueado por el sitio Bglll, el cual también se encontré dentro del mismo.

Se asilo el plasmido de colonias independientes obtenidas de la transformacion con
la ligacién pJET con Ist2. Debido a que el fragmento its2 es de 1700 pb se predijo
gue el producto de la ligacion debia ser de 4.6 Kb aproximadamente, es decir, en el
analisis por electroforesis en gel los plasmidos con probabilidad de portar el inserto
debian mostrar un retraso en su migracién. En la Figura 9 se muestra el analisis por
electroforesis de los plasmidos aislados en donde se observan algunas muestras
gue tuvieron un retraso en la migracion.
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M C1C2 C3 C4C5C6 C7 C8 CO9C10C11C12C13C14 M
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__ DNA plasmidico

Figura 9. Plasmidos aislados de 18 colonias que resultaron de la transformaciéon de
bacterias con la ligacion pJET vy its2. Se observaron algunas que mostraban un retraso en
el desplazamiento, por ejemplo, muestras C2 y C3.

Para determinar que en efecto los nuevos plasmidos portaban un inserto del tamafio
predicho, se utilizé la enzima de restriccion Bglll la cual corto al plasmido en tres
fragmentos I: 3000 pb, 1789 pb y 360 pb. Se observa en la Figura 10a el patron de
bandeo obtenido. De las 18 clonas independientes se seleccionaron la 11, 12 y 13
paradeterminar su secuencia de nucledtidos (Figura 10b).

M C1 €2 C3C4 C5C6 C7 C8 C9CI0 C11CTIE13C1aM Ci1 C12 Ci3C14 M

3kb

1Kb

@) (b)

Figura 10. Patron de bandeo obtenido después de cortar los plasmidos con la con
la enzima Bglll. En el panel a se muestra el resultado de corte de los 18 plasmidos
aislados y en el panel b de los tres seleccionados para determinar su secuencia de
nucledtidos.
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VII.1.3 Anédlisis de secuenciacién

Las muestras exitosamente clonadas fueron enviadas a secuenciacion de capilar
largo. Al recibir las secuencias se trabajaron para realizar una secuencia consenso
para cada una de las tres muestras enviadas como se observa en la Figura 1S.
Estas fueron utilizadas para determinar la identidad de la especie tratada
comparandola mediante el algoritmo BLAST en la base de datos GenBank
(www.nchi.nlm.nih.gov). Las tres secuencias obtenidas resultaron con una identidad
del 99.57% correspondientes a la especie O.tipulae (Lam y Webster 1971) cepa
CEWI1 con codigo de acceso EU195969.1 en GenBank. En la Figura 2S se muestra
la comparacion de la secuencia. Se construy6 un éarbol filogenético utilizando la
region ITS2 del genoma de 50 cepas de nematodos del género Caenorhabditis
(tomadas de Kiontke et al., 2011) para identificar las relaciones entre C. elegans y
O. tipulae (Figura 11).
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Figura 11. Arbol filogenético construido con la secuencia ITS2 de 50 cepas del género
Caenorhabditis y tres secuencias obtenidas por clonacion correspondientes a la especie
O tipulae.



VII.2 Andlisis de la cinemética
VII.2.1 Pruebas de comparacién cinematica

La extraccion de los datos analizados por el software WormLab para las variables
gue se tomaron en cuenta para este estudio, velocidad y longitud de la onda, se
analizaron mediante una prueba t de Student. Previo a esto se realiz6 una prueba
de normalidad Shapiro-Wilk para los datos individuales para cada especie. El
andlisis del comportamiento de los promedios de los datos obtenidos tanto las
medias de velocidad como la longitud de onda se distribuy6 de manera normal.

Al comparar los promedios de la velocidad del desplazamiento entre ambas
especies se extrajeron los datos de un total de 30 nematodos de cada especie, los
datos por nematodo se extrajeron del andlisis completo de videograbacion por
placa, se demostr6 que el nematodo C. elegans se desplaza por arrastre
significativamente (p<.05) més rapido que O. tipulae 8.5 vs 3.6 pm/seg (Figura 12).

Velocidad

12 14

10

8.563

um/seg

|

| I
C. elegans Q. tipuloe

Figura 12. Comparacion de la velocidad del desplazamiento de ambas especies mediante
una prueba t de Student (p<.05). En el eje Y se muestran la distancia en um/seg y en el gje
X las especies.

La longitud de onda mide el grado de curvatura que presenta el cuerpo del
nematodo al desplazarse sobre algun medio (Figura 13) la cual se ha visto que varia
dependiendo de la carga o densidad del medio. Esta se midié en base a la deteccién
de imagenes por medio del software Wormlab el cual toma en cuenta la longitud de
onda/2 como se observa en la Figura 13. La prueba t de Student para la
comparacion de los promedios del grado de longitud de onda producida durante el
desplazamiento sobre las mismas condiciones iniciales mostr6 una diferencia
significativa (p<.05) entre ambas especies. La longitud de la onda en C. elegans es
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mas extensa que la que se observo en el nematodo O. tipulae como se puede ver
en la Figura 14 (173 vs 106 um).

Wavelength/2

Figura 13. Representacion general grafica de la longitud de onda que presentan los
nematodos al desplazarse. Los puntos azules sefialan la distancia que toma en cuenta el
software wormlab para medir la longitud de onda. (Tomada de Taki et al., 2013).

Longitud de onda

2 4 — 10621

@ - ' g

C. elegans 0. tipuiae

Figura 14. Comparacién de la longitud de onda de ambas especies mediante una prueba
de t de Student (p<.05). En el eje Y se muestra la longitud en umy en el eje X las especies.

VIlI- Discusién

El sistema nervioso detecta seflales ambientales y ajusta respuestas motoras de
navegacion hacia un ambiente mas favorable. La conduccion a esta preferencia
depende de la situacion y el contexto, asi los animales necesitaran integrar un
estimulo ambiental con informacion contextual para generar una respuesta motora
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apropiada. Tal procesamiento neuronal dependiente del contexto es critico para la
adaptabilidad motora (Ikeda et al., 2020). La habilidad de un animal para moverse
a través de su ambiente depende fundamentalmente de la interaccion entre su
control enddégeno activo y la fisica de sus interacciones con el medio ambiente (Berri
et al., 2009).

La comparacion de rasgos biomecéanicos entre especies similares es importante
para comprender los mecanismos de adaptacion. La primera parte de este trabajo
consistié en identificar morfologica y molecularmente a ejemplares de nematodos
del cepario del laboratorio de Neurobiologia Molecular y Celular. La especie
identificada fue O. tipulae de acuerdo a los siguientes criterios morfolégicos: longitud
del cuerpo entre 505-691 um, cuello ligeramente mas largo en relacion con la
longitud del cuerpo; estoma en forma de barril o tubular; bursa peloderan, ambas
espiculas de tamafio similar generalmente mas cortas (menos de 30 um), recto
femenino 2 a 3 veces mas largo que el diametro anal, cola de la hembra mas
alargada, region de los labios igual 0 mas ancha que la parte adyacente del cuerpo;
gymnostoma con paredes paralelas y region de los labios no-.compensada.

Adicionalmente, se aplicaron técnicas moleculares que permitieron determinar la
secuencia de nucledtidos de la region ITS2 de RNA ribosomal que también arrojé la
identidad de la especie es O. tipulae. Kiontke et al. (2011) realizaron un estudio
sistematico que compar6é secuencias -moleculares entre cincuenta cepas de
nematodos pertenecientes al género Caenorhabditis, en ese estudio se
determinaron nuevas especies para el género y se comprobd que todas pertenecen
a dos clados hermanos bien resueltos los cuales llaman el supergrupo Elegans y el
supergrupo Drosophilae como se observa en la Figura 15. Las mismas secuencias
utilizadas en ese estudio fuerontomadas para buscar las relaciones entre O. tipulae
y C. elegans y la generacion del arbol filogenético de las especies de la familia
rhabditidae posiciona a O. tipulae en la rama del stuper grupo Drosophilae ya que
se observa una relacibn muy estrecha y cercana directa con la especie
Caenorhabditis drosophilae y con una especie C. sp.2 (como se observa en la
Figura 11) las cuales estan dentro del mismo super grupo de acuerdo a los estudios
previos realizados por Kiontke et al. (2011).
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Figura 15. Se muestran las relaciones entre 26 especies del género Caenorhabditis,
divididas en los clados hermanos Elegans y Drosophilae.

En la segunda parte del trabajo se obtuvieron videograbaciones de los movimientos
de C. elegansy O. tipulae para determinar como se desplazan estos en medio NGM,
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se registraron dos parametros: velocidad y longitud de onda. La comparacion de la
velocidad del desplazamiento entre C. elegans y O. tipulae muestra una diferencia
significativa la cual puede estar en parte directamente relacionado con la diferencia
de tamafio que se observa entre ambas especies, ya que como se sabe C. elegans
en la etapa adulta alcanza a medir hasta 1 mm de longitud mientras que los adultos
del nematodo O. tipulae alcanza una longitud maxima de 700 um (Eo et. al., 2010).
Sin embargo, esta diferencia podria estar ligada a las diferentes adaptaciones al
entorno en el que se desarrolla cada especie.

Estudios previos demostraron que la composicion del medio en el que se desplazan
los nematodos es una funcién fuertemente asociada a la adaptacion de los mismos
al ambiente (Fang-Yen et al., 2010; Parida y Padmanabhan, 2016; Sznitman et al.,
2005; Eo et al., 2010). También, se ha visto que las especies comparadas en este
estudio presentan una distribucion espacial diferente, sugiriéndonos podria ser una
caracteristica importante para determinar las diferentes adaptaciones de O. tipulae
respecto a C. elegans, ya que como se ha demostrado antes O. tipulae es una
especie mucho mas ampliamente distribuida y comin en muestras de suelo a través
de todo el mundo que las especies del género Caenorhabditis (Baille et al., 2008).

En cuanto a las diferencias encontradas en el parametro de longitud de onda medido
para las dos especies, es posible que las caracteristicas del medio natural en el que
se encuentran estos nematodos cumpla una funcion sobre la medida de este
comportamiento. La mayoria de las especies de Caenorhabditis (incluyendo a C.
elegans) no habitan exclusivamente el suelo y de hecho ninguna se considera 100%
como nematodo de suelo ya que algunos autores han considerado erréneo llamar
a las especies de Caenorhabditis como nematodos de suelo y se refieren a estas
como nematodos de frutos, pues se han encontrado en cantidades significativas
sobre tejidos de frutos y algunas otras estructuras de las plantas (Kiontke y
Sudhaus, 2006; Kiontke et al., 2011). Aunque, las muestras de suelo producen una
variedad de especies de nematodos, incluidas algunas especies de la familia
Rhabditidae (a la que pertenece Caenorhabditis y Oscheius) es raro encontrar
Caenorhabditis. Por otro lado, algunas especies de Oscheius (entre ellas O. tipulae)
se encuentran facilmente en muestras de suelo (Kiontke et al., 2011). Tomando en
cuenta estos hallazgos, podemos considerar que las condiciones del medio a las
que podria estar relacionada cada especie parece diferenciarse pues los
componentes del suelo presentan caracteristicas quimicas y fisicas distintas de las
gue se encuentran sobre tejidos de plantas y otras estructuras vegetales, por lo que
esto puede estar teniendo un efecto directo en las observaciones del
comportamiento fenotipico.

Las condiciones geobioquimicas juegan un papel importante en el comportamiento
de estos organismos (Croll, 2006). La composicion y estructura del suelo la mayoria
de las veces es mas solida que la mayoria de los frutos, creemos que esto podria
estar afectando tanto la velocidad del desplazamiento como la longitud de onda que
presenta O. tipulae respecto a C. elegans. Es importante mencionar que los
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resultados muestran solo el comportamiento de arrastre sobre placas de agar sélido,
por lo que estudios posteriores podrian hacerse para aclarar mas a detalle como y
por qué evolucionan los patrones y adaptaciones de locomocion ya sea realizando
ensayos comparativos cinematicos en el nado (trashing) o acoplando métodos mas
sofisticados, ya que las herramientas y las condiciones experimentales no son como
el habitat natural en el que cada especie se desplaza libremente.

IX Conclusiones

Se identificé a nivel de especie empleando técnicas de biologia molecular y
morfologicas al nematodo O. tipulae (Fam: Rhabditidae).

Se genero un arbol filogenético comparando la secuencia ITS2 de 50 especies de
nematodos pertenecientes al género Caenorhabditis y 3 secuencias obtenidas por
clonacion molecular de la misma region del nematodo O. tipulae para observar las
relaciones y cercania entre esta especie y la del nematodo C. elegans cepa N2. Se
determiné que el nematodo O. tipulae cae dentro de la clasificacién del super grupo
Drosophilae ya que presenta una relacion muy cercana con especies de este grupo.

Se compararon los parametros de cinematica de velocidad del desplazamiento y la
longitud de onda que presentaron ambas especies durante los ensayos y se
demostré que el nematodo C. elegans se desplaza mas rapidamente que O. tipulae,
mientras que este Ultimo presentd una longitud de onda mas estrecha que la
producida por C. elegans.
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>WTINBL
CTGCGTTACTTACCACGAATTGCGAACGCTTTGAGTGGCARAATCTTGAATGCACAGCACCGCTGGCCTCGGCCAACGGTACGTCTGCATCAGGGAAGTATTARATACTACCAGTGGCTGGT
TACTGGTCTGTCGGACGGCTATAGCAGTGGCCTCTTATTGCTATACCCGTTTTAGTTCAGAATTATAGCAACATTGTAATTCTCTTTCTCTTGAGAGAGAGAATTATATACTGTAGATCTGG
CGAATGCATAACAGCACCGCCAAGTAACTGCCGTGAAAGCTTGATAATGGTTAGTTACTTGGTGGCCTAGTGGTGTTGTTGATAGCAATTGTCTCAATGGATCTTAAGCTTGCTTCCTGATG
TCAGTCGTGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATTTAGCGGAGGAAAAGAAACTAACTAGGATTCCCAAAGTAACGGCGAGTGAACTGGGAAGAGCTCAGCGCTGAATCTCTCGGTCTTA
GACTGCTGAGAATTGTAGCGTATAGTTGCGGTCTATCAGTTGTTCTATTTGTTCGAAGTTCCTTTAATTGGGACCATAATCCTARGAGGGTGCGAGACCCGTACGGACTTTAGTTCAGCTGA
TATCTCTGTAACTCGGAGTCGGGTTGCTTGAAAGTGCAGCCTTAAGCCGGTGAT. CTTCATCG GCT TATTGTAAGGAATGCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCA
AAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGAACGTGAAATCCCTGAAGTTGAAGCAGAACGAGTCGAAATTGTTAAGCAGTGAAGTGGTTTGGTTATACCGTCCATGTAGCTGTGGTACTGCGCT
GGTTGCGCTGTCCGAGCTCTCCTGACTAGTCAGTGTTGCCCACCCTTGTGGTGGTGTCTTGCTTTCTGGAATGGTTTGCCGTGTCAGTGTTTAGCTTGCCCTTTGGGTGAGAACCGGTGTTA,
ATGTCGATCACCGTTCTGTCCCGTCTTGARAACACGGACCGAGGAGTGTAACTTGTGCGCGAGTCAGAGGGTGTTAAACCTTACGGCGAAATGAAAGTAAAGGTCGATTAATCGGCTGAGATG
GGATCCTTGCTTTACGGCTTGGCGCACCATCGCCCTGTCTCGAARAGCTTGCTTTTGGGCAGAGGTAGAGCGTACAGGTTGCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCTTGAGCAGAACGAAGCC
AGAGGAAACTCTGGTGGAAGTTCGTATCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGATAGACTTGAGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCCTCCGAAGTTTCCCCEA
GGATAGCTGGAATCGATTCAGTTGAATCCGGTAAAGCGAATGATTAGAGGAATTGGGGAAAAATTTTCCTCAACCTATTCTCAAACTTTCAATGGGTTCGATGTCTCAGTTGCTTTAGTGAA
CTGTTGACATGAATGTTGGTTCCAAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGCTGCGGGATGCTCCGAACGTTGAGTTACGGTGCCAAATATTCGCTCATGAGACCCCATARAAGGTGT
TGATAGATTTAGACAGCAGGACGGTGGCCATGGAAGTCGGTACCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATCTATCAGCCCTGARAATGGATGGCGCTTGAGCGAGTAACCTATA
CTCAACCGTTACTAGCTTGTTGCGTGAAGACGCCTGGCTGTAACGAGTAGGAGGGACGTAGTGGTTGCGTAGAAGGCTTCGGACGTAGGTCCAGCTGGAGCTTCCATTAGTGCAGATCTTGG
TGGTAGTAGCAAATACCGC

>WTINB2
CTGCGTTACTTACCACGAATTGCAAACGCTTTGAGTGGCAAAATCTTGAATGCACAGCACCGCTGGCCTCGGCCAACGGTACGTCTGCATCAGGGAAGTATTARATACTACCAGTGGCTGGT
TACTGGTCTGTCGGACGGCTATAGCAGTGGCCTCTTATTGCTATACCCGTTTTAGTTCAGAATTATAGCAACATTGTAATTCTCTTTCTCTTGAGAGAGAGAATTATATACTGTAGATCTGG
CGAATGCATAACAGCACCGCCAAGTAACTGCCGTGAAAGCTTGATAATGGTTAGTTACTTGGTGGCCTAGTGGTGTTGTTGATAGCAATTGTCTCAATGGATCTTAAGCTTGCTTCCTGATG
TCAGTCGTGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATTTAGCGGAGGAAARAGAAACTAACTAGGATTCCCARAGTAACGGCGAGTGAACTGGGAAGAGCTEAGCGCTGAATCTCTCGGTCTTA
GACTGCTGAGAATTGTAGCGTATAGTTGCGGTCTATCAGTTGTTCTATTTGTTCGAAGTTCCTTTAATTGGGACCATAATCCTAAGAGGGTGCGAGACCCGTACGGACTTTAGTTCAGCTGA
TATCTCTGTAACTCGGAGTCGGGTTGCTTGAAAGTGCAGCCTTAAGCCGGTGATARACTTCATCGAAAGCTAAATATTGTAAGGAATGCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCA
AAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGAACGTGAAATCCCTGAAGTTGAAGCAGAACGAGTCGAAATTGTTAAGCAGTGAAGTGGTTTGGTTATACCETCCATGTAGCTGTGGTACTGCGCT
GGTTGCGCTGTCCGAGCTCTCCTGACTAGTCAGTGTTGCCCACCCTTGTGGTGGTGTCTTGCTTTCTGGAATGGTTTGCCGTGTCAGTGETTAGCTTGCCCTTTGGGTGAGAACCGGTGTTA
ATGTCGATCACCGTTCTGTCCCGTCTTGAAACACGGACCGAGGAGTGTAACTTGTGCGCGAGTCAGAGGGTGTTARAACCTTACGGCGAAATGAAAGTAAAGGTCGATTAATCGGCTGAGATG
GGATCCTTGCTTTACGGCTTGGCGCACCATCGCCCTGTCTCGARAGCTTGCTTTTGGGCAGAGGTAGAGCGTACAGGTTGCGACCCGARAGATCGTGAACTATGCTTGAGCAGAACGAAGCC
AGAGGAAACTCTGGTGGAAGTTCGTATCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGATAGACTTGAGTATAGGGGCGAAAGACTAATEGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCCTCCGAAGTTTCCCCCA
GGATAGCTGGAATCGATTCAGTTGAATCCGGTAAAGCGAATGATTAGAGGAATTGGGGAAAAATTTTCCTCAACCTATTCTCAAACTTTCAATGGGTTCGATGTCTCAGTTGCTTTAGTGAA
CTGTTGACATGAATGTTGGTTCCAAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGCTGCGGGATGCTCCGAACGTTGAGTTACGGTGCCAAATATTCGCTCATGAGACCCCATAAAAGGTGT
TGATAGATTTAGACAGCAGGACGGTGGCCATGGAAGTCGGTACCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATCTATCAGCCCTGAAAATGGATGGCGCTTGAGCGAGTAACCTATA
CTCAACCGTTACTAGCTTGTTGCGTGAAGACGCCTGGCTGTAACGAGTAGGAGGGACGTAGTGGTTGCGTAGAAGGCTTCGGACGTAGGTCCAGCTGGAGCTTCCATTAGTGCAGATCTTGG
TGGTAGTAGCAAATACCGC

>WTINB3
CTGCGTTACTTACCACGAATTGCAARACGCTTTGAGTGGCAAAATCTTGAATGCACAGCACCGCTGGCCTCGGECAACGGTACGTCTGCATCAGGGAAGTATTARATACTACCAGTGGCTGGT
TACTGGTCTGTCGGACGGCTATAGCAGTGGCCTCTTATTGCTATACCCGTTTTAGTTCAGAATTATAGCAACATTGTAATTCTCTTTCTCTTGAGAGAGAGAATTATATACTGTAGATCTGG
CGAATGCATAACAGCACCGCCAAGTAACTGCCGTGAAAGCTTGATAATGGTTAGTTACTTGGTGGCCTAGTGGTGTTGTTGATAGCAATTGTCTCAATGGATCTTAAGCTTGCTTCCTGATG
TCAGTCGTGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCATTTAGCGGAGGAARAGAAACTAACTAGGATTCCCAAAGTAACGGCGAGTGAACTGGGAAGAGCTCAGCGCTGAATCTCTCGGTCTTA
GACTGCTGAGAATTGTAGCGTATAGTTGCGGTCTATCAGTTGTTCTATTTGTTCGAAGTTCETTTAATTGGGACCATAATCCTAAGAGGGTGCGAGACCCGTACGGACTTTAGTTCAGCTGA
TATCTCTGTAACTCGGAGTCGGGTTGCTTGAAAGTGCAGCCTTAAGCCGGTGATARACTTCATCGAARAGCTARATATTGTAAGGAATGCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCA
AAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGAACGTGAAATCCCTGAAGTTGAAGCAGAACGAGTCGARATTGTTAAGCAGTGAAGTGGTTTGGTTATACCGTCCATGTAGCTGTGGTACTGCGCT
GGTTGCGCTGTCCGAGCTCTCCTGACTAGTCAGTGTTGCCCACCCTTGTGGTGGTGTCTTGETTTCTGGAATGGTTTGCCGTGTCAGTGTTTAGCTTGCCCTTTGGGTGAGAACCGGTGTTA
ATGTCGATCACCGTTCTGTCCCGTCTTGARAACACGGACCGAGGAGTGTAACTTGTGCGCGAGTCAGAGGGTGTTARACCTTACGGCGAAATGAAAGTAAAGGTCGATTAATCGGCTGAGATG
GGATCCTTGCTTTACGGCTTGGCGCACCATCGCCCTGTCTCGARAGCTTGCTTTTGGECAGAGGTAGAGCGTACAGGTTGCGACCCGARAAGATGGTGAACTATGCTTGAGCAGAACGAAGCC
AGAGGAAACTCTGGTGGAAGTTCGTATCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGATAGACTTGAGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCCTCCGAAGTTTCCCCCA
GGATAGCTGGAATCGATTCAGTTGAATCCGGTAAAGCGAATGATTAGAGGAATTGGGGAAAAATTTTCCTCAACCTATTCTCAAACTTTCAATGGGTTCGATGTCTCAGTTGCTTTAGTGAA
CTGTTGACATGAATGTTGGTTCCAAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGETGCGGGATGCTCCGAACGTTGAGTTACGGTGCCARATATTCGCTCATGAGACCCCATAAAAGGTGT
TGATAGATTTAGACAGCAGGACGGTGGCCATGGAAGTCGGTACCCGETAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATCTATCAGCCCTGARRATGGATGGCGCTTGAGCGAGTAACCTATA
CTCAACCGTTACTAGCTTGTTGCGTGAAGACGCCTGGCTGTAACGAGTAGGAGGGACGTAGTGGTTGCGTAGAAGGCTTCGGACGTAGGTCCAGCTGGAGCTTCCATTAGTGCAGATCTTGG
TGGTAGTAGCAARATACCGC

Figura 1S. Se muestran las secuencias de nucledtidos de las tres muestras
obtenidas.
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Oscheius tipulae isolate CEW1 chromosome V
Sequence ID: CP059032.1 Length: 10817478 Number of Matches: 8
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Figura 2S. Se muestra el resultado de la comparacion de la secuencia obtenida de WTINB

con la base de datos Genbank. La comparacion muestra la similitud con O. tipulae.
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