Aula Pratica Ciclos de Vida:
Efeito da salinidade na locomoc¢ao durante o desenvolvimento

de Caenorhabditis elegans

Protocolo (13/05)
Entregar respondido no dia 02/04

O nematoide C. elegans é composto principalmente de hermafroditas auto-férteis,
com a ocasional ocorréncia de machos (aprox. 0,5%) que se reproduzem cruzando-se com
um hermafrodita. A vida de C. elegans é de cerca de 2-3 semanas. A fertilizacdo e o
desenvolvimento embrionario cedo até a gastrula (aprox. 2h) ocorre internamente no utero
dos hermafroditas, seguido do desenvolvimento embrionario tardio (aprox. 9h) que ocorre no
ovo depositado externamente. A primeira fase juvenil (J1) eclode do ovo, passa por quatro
ecdises nos estagios juvenis (J2-J4), e atinge a fase adulta em aprox. 2,5 dias. Juvenis J1 de
C. elegans podem sofrer um desenvolvimento alterno de diapausa em condigbes ambientais
adversas, conhecido como o desenvolvimento do estagio dauer. O juvenil J1 apresenta
resposta plastica de entrada e saida de diapausa influenciada diretamente pelos fatores
ambientais. As larvas dauer sao interessantes pelas adaptacgbes fisioldgicas de alta
resisténcia, longevidade, armazenamento da gordura e estado de jejum permanente.

Nessa pratica vamos descrever alguns aspectos da biologia do desenvolvimento do
nematodo C. elegans, os distintos estagios do desenvolvimento observar, e estudar o
comportamento de varios estagios do desenvolvimento de C. elegans quando exposto a

diferentes concentracdes de NaCl.
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Materiais:

* Placas NGM com C. elegans sincronizados em 4 estagios: (i) jovem juvenil (J1 ou J2),
(i) velho juvenil (J3 ou J4), (iii) adulto, (iv) dauer. J1-J4 podem ser gerados colocando
hermafroditas gravidos numa gota de cloro numa placa com gramado de OP50
(200ul) e colocados em trés diferentes temperaturas: (i) 15°C para gerar J1 ou J2; (ii)
20°C para gerar J3 ou J4, e (iii) 25 para gerar adultos. Os dauers podem ser obtidos
de placas velhas, inducidos em meio liquido com OP50 concentrado, ou inducidos
inoculando bastante adulto jovem (aprox. 50) numa placa com 100ul de gramado de
OP50 uma semana antes da aula.


http://www.wormbook.org/
http://www.wormatlas.org/methods.htm

Buffers M9 (100ml de cada):

i. 0.1M buffer M9: 100ml contém 0.3g de KH,POy; 0.6g de Na,HPO,; 0.6g de NaCl
esterilizado por autoclave, e depois de autoclavar incluir 100ul de MgSO41 M

ii. 0.5M buffer M9: 100ml contém 0.3g de KH,PO,; 0.6g de Na.HPO,; 3g de NaCl
esterilizado por autoclave, e depois de autoclavar incluir 100ul de MgSO4.1 M

iii. 1M buffer M9: 100ml contém 0.3g de KH.PO,; 0.6g de Na,HPO,; 6g de NaCl
esterilizado por autoclave, e depois de autoclavar incluir 100ul de MgSO4 1 M

Pipetas Pasteur

Laminas e laminulas

Lupa e microscopio

Picks (espatulinhas de platino)

Fita crepe

Agar 1%, em estado liquido (manter quente)

Metodologia

9.
10.

11.
12.

LAMINA

CINTA

Vista de frente

Wista de lado

Cada grupo vai receber: uma caixa NGM com um estagio do desenvolvimento, trés
tubos com as trés concentragdes de buffer M9 (0,1M; 0,5M; 1M NaCl), uma pipeta, e
um pick.

Pegue uma lamina e coloque fita crepe nas extremidades, como demonstrado na
figura acima.

Entre os pedacos de fita crepe, colocar 1 gota de agar quente.

Colocar uma lamina em cima do agar. Assim que o agar secar, ele ficara no formato
de um disco com espessura de 1-2mm.

Prepare trés laminas com a cama de agar descritas acima.

Yista de lado

Em cada lamina coloque uma gota das trés concentracdes de buffer M9 (0,1M; 0,5M,;
1M NaCl).

Usando a lupa, pegue aprox. 5 nematodos da placa de NGM usando o pick de platino:
raspe suavemente a superficie do agar sem romper ele para pegar os vermes.

Depois de pegar um grupo de vermes do mesmo estagio com o pick de platino
coloque eles sobre a gotinha de buffer M9 descritas acima, sem romper o agar.
Coloque uma laminula e observe-as ao microscoépio.

Para cada lamina (0,1M; 0,5M; 1M NaCl), conte o numero de giros que trés vermes
fazem em 30 segundos (e multiplique x2 para colocar na tabela abaixo que esta em
minutos).

Repita o procedimento depois de 30 minutos

No tempo livre, observe como se comportam os outros estagios nas diferentes
concentracdes de NaCl de seus colegas da turma.



DESENHE O ESTAGIO DE C. elegans QUE RECEBEU

Estagio:

13. Completar a tabela com seus dados e os dados obtidos pelos seus colegas da turma:

Concentracdo de NaCl no buffer M9

0,1M NacCl 0,1M NacCl 0,1M NacCl

Id. a b |c |média |a |b c média |a |b C média
Grupo
Tempo 1 (no inicio):

J1/]2

J3/14

adult

dauer

Tempo 2 (depois de 30 minutos):

J1/)2

J3/]4

adult

dauer




14. Complete os proximos graficos (Tempo 1 e 2) usando todos os dados das médias e
contribua para uma discussao geral em classe.
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