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1. Resumen 
 

Durante su ciclo de vida, C. elegans se enfrenta a diferentes estímulos medioambientales, muchos de 

ellos adversos; éstos promueven cambios fenotípicos en el nematodo con el objetivo de sobrevivir 

para retornar a un ambiente estable y favorable para el animal y su progenie. Ejemplo de ello son los 

arrestos y diapausas en el desarrollo provocados por periodos prolongados de ayuno, durante los 

cuales gusanos de todas las etapas larvarias pueden pausar su desarrollo hasta que las condiciones 

ambientales sean de nuevo favorables. Sin embargo, poco se ha indagado respecto a los cambios 

conductuales que ocasiona a largo plazo un arresto por ayuno en C. elegans. 

 Por medio de ensayos de quimiotaxis, en este trabajo se logró identificar que diferentes 

arrestos y diapausas larvarias ocasionadas por 6 días de ayuno, o incluso un ayuno de sólo 3h en 

adultos, modifican la preferencia basal a diferentes odorantes posterior a que los animales se 

recuperan, en particular aumentando la preferencia a la 2-butanona y disminuyéndola al benzaldehído 

y citronela. Además, caracterizamos que por lo menos en lo que respecta a 2-butanona, el efecto es 

intergeneracional observándose en la F1. Ante estos resultados, exploramos los posibles mecanismos 

que operan en la P0 en el establecimiento del cambio conductual a la 2-butanona inducido por ayuno. 

Para ello, evaluamos tres posibles vías: insulina, CREB y metabolismo de RNA. 

 Nuestros resultados mostraron que el factor transcripcional DAF-16/FOXO de la vía de 

insulina está involucrado en el cambio conductual tras un arresto en L1 ocasionado por ayuno, dado 

que nematodos carentes de este factor no presentan cambio en la preferencia a 2-butanona. DAF-16 

al ser uno de los reguladores maestros durante los diferentes arrestos y diapausas descritos en C. 

elegans, pudiera estar regulando la expresión de receptores a odorantes, como en el caso de ODR-

10, que de hecho detectamos a la alza en gusanos durante el arresto por ayuno. Otro posible regulador 

que exploramos fue el factor transcripcional CRH-1, el ortólogo de CREB en C. elegans, donde 

observamos que la mutante nula es incapaz de presentar el cambio conductual inducido por ayuno, 

demostrando la relevancia de este factor en nuestro modelo. Además, caracterizamos la expresión 

celular de CREB/CRH-1 en el nematodo resaltando su particular activación en células intestinales 

aun después del arresto en L1, lo que pudiera sugerir la participación de este tejido como un sensor 

importante al sistema nervioso acerca del estado nutricional del animal. Finalmente, encontramos 

que la vía de silenciamiento por RNA de interferencia endógena del nematodo a través del 

transportador SID-1, la argonauta HRDE-1, así como PRDE-1 (parte de la vía síntesis de piRNAs), 

parecen fundamentales para el establecimiento del comportamiento observado en nematodos adultos 

jóvenes tras un arresto en L1. 
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Así pues, nuestro trabajo permitió esclarecer que el cambio en el comportamiento posterior 

a periodos prolongados de ayuno que inducen un arresto en L1 en C. elegans, involucra a la vía de 

señalización de insulina y/o CREB de manera simultánea, además de mecanismos como la vía de 

silenciamiento por RNA, siendo probable que la interconexion de estas vias sea lo que mantiene el 

cambio en el comportamiento a largo plazo en el nematodo. En conjunto, nuestros resultados aportan 

información para comprender cómo una situación de estrés medioambiental es capaz de modificar a 

largo plazo el comportamiento de un animal, y sobre todo, dan a luz a entender cómo diversas vías 

de señalización participan en distintos tejidos para modular la conducta. 
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2. Abstract 
 

During the life cycle of C. elegans, the nematodes may be exposed to diverse environmental stimuli, 

many of them hostile that may induce phenotypic changes to favor the survival of the animal. An 

example of this is the developmental arrest caused by prolonged periods of starvation, in which 

worms of all larval stages pause their development until conditions are again favorable. However, 

little has been investigated regarding the long-term behavioral changes induced by the starvation-

induced arrest in C. elegans. 

In this work, we identified that different larval arrests caused by 6 days of starvation, or even 

3h in adults, can change the basal preference towards different odorants after the animals are 

recovered. In particular, the preference for 2-butanone is increased while the preference for 

benzaldehyde and citronella are decreased. In addition, we determined that, at least as regards to 2-

butanone, the effect is intergenerational as we observed the behavioral alteration in the first 

generation (F1) of worms. Given these results, we explored the possible mechanisms that operate in 

the establishment of starving-induced behavioral change to 2-butanone in the P0. To do this, we 

evaluate three possible pathways: insulin, CREB, and RNA metabolism. 

Our results showed that DAF-16/FOXO, the master transcriptional factor of the insulin 

pathway, is involved in the behavioral change after an arrest in L1 induced by 6 days of starvation, 

since nematodes lacking this factor do not show a change in preference to 2-butanone. The 

transcriptional factor DAF-16 is one of the master regulators of arrests and diapauses described in C. 

elegans and can regulate odor perception in worms by regulating the expression of odorant receptors. 

In fact, we detected overexpression of the odorant receptor ODR-10 during the arrest. Another 

regulator explored in this work was the transcriptional factor CRH-1, the ortholog of CREB in C. 

elegans, where we observed that CREB-null animals did not show the starving-induced behavioral 

change, demonstrating the relevance of this factor in our model. Furthermore, we characterize the 

tissue expression of CREB/CRH-1 in the nematode, highlighting its activation in intestinal cells even 

after fasting, which suggests the participation of the intestine as an important sensor of the nutritional 

status of the animal and a possible crosstalk with the nervous system. Finally, we found that some 

players of the endogenous RNAi silencing pathway are fundamental for the establishment of 

behavior observed in young adult nematodes following an arrest at L1 as animals that lack the dsRNA 

transporter SID-1, the HRDE-1 argonaut, as well as PRDE-1 (part of the piRNA synthesis pathway) 

are unable to establish the starvation-induced behavioral change. 
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Overall, this study characterized the behavioral changes induced by an L1 arrest caused by 

prolonged periods of starvation in C. elegans and helped to clarify that the odorant preference 

changes induced by starvation, involves the insulin and/or CREB signaling pathway simultaneously, 

in addition to mechanisms such as the RNA silencing pathway. It is plausible that the interconnection 

of these pathways maintains the change in long-term behavior in the nematode and the subsequent 

generations. Together, our results provide information to understand how a situation of 

environmental stress can modify the behavior of an animal in the long term, and above all, they give 

light to understand how different signaling pathways participate in diverse tissues to modulate the 

behavior of an animal. 
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3. Introducción 
 

3.1 Caenorhabditis elegans como modelo experimental  
 

Desde su introducción en 1970 por Sidney Brenner (premio Nobel de Fisiología y Medicina en 2002), 

el nematodo Caenorhabditis elegans es considerado uno de los modelos más versátiles en la 

investigación científica moderna, desde el estudio de biología celular, biología del desarrollo y 

genómica hasta las neurociencias. 

C. elegans es un animal de vida libre de fácil propagación en condiciones experimentales en 

laboratorio, esto en gran medida a su ciclo de vida corto de 3 días de embrión a adulto fértil (a 20 

°C) además de que es un organismo hermafrodita, aunque los machos pueden presentarse en un 

proporción muy baja en una población (< 0.2 %). Otras cualidades que resultan ventajosas para su 

estudio, es que se trata de un animal transparente y con ~1 mm de longitud cuando es adulto (Figura 

1.A) y su alimentación consiste en bacterias y levaduras, primordialmente lo que hace su cultivo 

sencillo y económico, relativamente. Anatómicamente, posee tejidos especializados en los 

principales sistemas: nervioso, digestivo, muscular y reproductivo (Figura 1.B), en los que se 

organizan un total de 959 células (Altun & Hall, 2009; Corsi et al, 2015).  

                                          

Figura 1. Morfología de Caenorhabditis elegans. En A se muestra una microscopía de campo claro de un 

nematodo adulto; mientras que en B una esquematización de la anatomía del animal (Modificada de Altun & 

Hall, 2009). 

 

 Este nematodo fue el primer organismo multicelular y el segundo eucarionte (Saccharomyces 

cerevisiae es el primero), del que se obtuvo la secuencia completa de su genoma, con un total de 100 

Mb repartidos en cinco pares de autosomas y un par de cromosomas sexuales (The C. elegans 
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Sequencing Consortium, 1998), a partir de los que se han predicho aproximadamente 20,000 genes 

codificantes, muchos de los cuales (60-80 %) se comparten con el humano. Estos incluyen múltiples 

vías de señalización encargadas de la regulación del ciclo de vida, respuesta es estresores ambientales 

e incluso del comportamiento. Además, una característica interesante es que cuenta con pocas 

regiones intergénicas y muy cortas, por lo que existen pocas isoformas de un gen en C. elegans (Corsi 

et al, 2015). 

Todas estas características en su conjunto hacen al nematodo Caenorhabditis elegans un 

extraordinario modelo para el estudio de los mecanismos moleculares que operan en un animal 

completo pero que tiene la ventaja de ser de rápido y fácil mantenimiento. 

 

3.2 El Sistema Nervioso de C. elegans y su respuesta sensorial 
 

C. elegans es considerado uno de los modelos más versátiles para estudiar el sistema nervioso, 

únicamente posee 302 neuronas en animales hermafroditas (30 % de las células), mientras que en 

machos esta cifra incrementa a 381 para neuronas con funciones de apareamiento y en la regulación 

de la cola especializada para la cópula (Figura 2.A). Sin embargo, entre hermafroditas y machos se 

conservan 294 neuronas con las funcionalidades necesarias para la supervivencia del animal en su 

medioambiente, como la búsqueda y selección de alimento, detección de estímulos mecánicos, 

gradientes de temperatura, reproducción, etcétera (Lee & Portman, 2009; Emmons, 2005). 

                            

Figura 2. Sistema Nervioso de C. elegans. En A se esquematizan a grandes rasgos las diferencias entre el 
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sistema nervioso de hermafroditas y machos (Modificado de Lee & Portman, 2009). En B se observa una 

fotografía de microscopía confocal obtenida en nuestro laboratorio de una cepa que expresa RFP (OH10690) 

en todas las neuronas de un individuo hermafrodita adulto. 

 

A pesar de lo “simple” que pudiera parecer el sistema nervioso de C. elegans, este se 

conforma de una gran diversidad celular. Por ejemplo, se han caracterizado al menos 118 clases 

neuronales diferentes, las cuales poseen la maquinaria para sintetizar o bien, responder a los 

neurotransmisores clásicos: acetilcolina, GABA, glutamato, serotonina y dopamina (Hobert, 2005; 

Serrano-Saiz et al, 2017). Anatómicamente, los somas de las neuronas se encuentran agrupados en 

ganglios, como es común en animales invertebrados, ubicados principalmente en la cola y en la 

cabeza, resaltando que la mayoría de las neuronas se encuentran agrupadas en el anillo nervioso 

(Figura 2.B), mientras que otros somas neuronales se distribuyen a lo largo del cuerpo del animal 

como en el cordón nervioso ventral (Altun & Hall, 2011). Una de las grandes ventajas de este modelo 

es que las conecciones y los circuitos neuronales de C. elegans se encuentran caracterizadas en su 

totalidad (White et al, 1986; Cook et al, 2019).  

Funcionalmente, al igual que en animales filogenéticamente superiores, la decodificación de 

la información ambiental ocurre de manera jerárquica, donde neuronas sensoriales detectan estímulos 

externos, y estas señales aferentes son integradas y direccionadas por interneuronas, para finalmente 

activar neuronas efectoras (motoneuronas), resultando en una conducta particular (Liu et al, 2019).  

Se calcula que las 302 neuronas de C. elegans se conectan en unas 7000 sinapsis químicas y 

alrededor de 600 gap junctions a lo largo del cuerpo del animal, controlando desde la actividad 

locomotora del nematodo, hasta comportamientos sociales y reproductivos (Richmond, 2007; Jang 

et al, 2017). Además, a pesar de que en C. elegans no hay mielinización, cuenta con 56 células gliales 

que cumplen funciones de soporte para la sinapsis, extensión neurítica y estructuración del anillo 

nervioso, uno de los principales ganglios nerviosos del animal (Shao et al, 2013; Oikonomou y 

Shaham, 2011). 

C. elegans al ser un animal de vida libre, cuya alimentación consiste principalmente de 

bacterias que crecen en su entorno, es capaz de aprender a asociar positiva o negativamente distintos 

estímulos ambientales. Para ello, es preciso mencionar que las neuronas tienen una sencilla 

morfología mono o bipolar, y 60 células de las 302 neuronas son consideradas sensoriales, las cuales 

se caracterizan por presentar cilios (Figura 3). Los somas de estas neuronas sensitivas se encuentran 

localizadas adyacentes al bulbo faríngeo, mientras que sus axones se extienden y asocian al anillo 
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nervioso; las dendritas, por otra parte, se despliegan a la parte anterior de la cabeza y terminan con 

diversas estructuras ciliadas no motiles (Inglis et al, 2007).  

     

             Figura 3. Morfología de los cilios de algunas neuronas sensoriales (Ryder, WormAtlas).  

 

 La importancia de estas estructuras ciliadas de las neuronas del sistema quimio-sensor, radica 

en su contenido proteico, ya que cada neurona posee un abanico de receptores sensoriales, lo que le 

confiere a C. elegans la capacidad para responder a estímulos ambientales como temperatura, 

ósmosis, disponibilidad de oxígeno, estímulos mecánicos, quimioatrayentes, patógenos, entre otros 

(Altun y Hall, 2011). 

 Una de las neuronas sensoriales más estudiadas es la AWC que posee cinco tipos de 

receptores diferentes, entre foto-, electro-, termo- y odo-sensores. Respecto a los receptores a 

odorantes, se ha caracterizado que estos sólo reconocen cinco odorantes atractivos: benzaldehído, 2-

butanona, alcohol isoamílico, 2,3-pentanodiona y 2,4,5-trimetiltiazol (Bargmann et al, 1993). El caso 

de la 2-butanona es interesante, ya que esta cetona es producida en vida silvestre por la bacteria 

Serratia marcescens y que a una primera exposición resulta una fuente de alimento muy atractiva 

para los nematodos, sin embargo, su potencial patogénico crea a largo plazo un comportamiento 

aversivo (Worthy et al, 2018); además de que se ha observado que este odorante pareado con 

alimento puede ser establecido como un aprendizaje y memoria asociativos (Kauffman et al, 2010). 

 

3.3 Cambios conductuales asociados al ayuno 
 

La habilidad de búsqueda, aversión y elección a distintas fuentes de alimento de C. elegans constituye 

uno de los comportamientos evolutivamente más conservados filogenéticamente, y esta capacidad 

por parte del nematodo puede verse modificada cuando el animal se enfrenta a situaciones adversas 

en su entorno como es la falta de alimento (Zhang et al, 2005). En particular, se ha observado que el 

ayuno en el estadio larvario L1 induce un comportamiento colectivo de agregación, lo que se cree 

podría ser una estrategia colectiva de sobrevivencia (Artyukhin et al, 2015). Además, se ha reportado 
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que inicialmente el ayuno incrementa el comportamiento exploratorio, pero la ausencia de alimento 

a tiempos prolongados reduce la exploración y motilidad de los gusanos, mientras que el estado de 

alerta y la ingesta de alimento aumentan cuando son expuestos de nuevo a la presencia de bacteria 

(Pradhan et al, 2018; Avery & You, 2012).  

Cabe recalcar que el impacto de la respuesta conductual en C. elegans depende del tiempo 

que duren los periodos de ausencia de alimento, ya que entre más largos éstos sean, más se verá 

afectada la velocidad con la que responden a un estímulo quimioatrayente como el alcohol 

isoamílico, así como movimientos circulares y piruetas que alteran la direccionalidad con la que se 

dirigen los gusanos (Shimizu et al, 2019). En cuanto a la quimiotaxis, Kauffman et al (2010) 

reportaron que un periodo extremo de 16 horas de ayuno incrementaba de manera dramática la 

preferencia basal al odorante 2-butanona. 

Por otro lado, en gusanos adultos se ha reportado que periodos de ayuno de 6h pueden inducir 

un comportamiento aversivo hacia el NaCl, cuando la sal es usualmente un estímulo que el animal 

asocia como positivo y más importante aún, que son las neuronas sensoriales las que median 

fisiológicamente este comportamiento (Nagashima et al, 2019; Jang et al, 2019). 

Por lo anterior, es posible afirmar que la ausencia de alimento trae consigo respuestas 

conductuales muy variadas que dependen del tiempo de ayuno, así como de la etapa larvaria del 

nematodo al momento del estrés; no obstante, pocos han sido los reportes que describan a detalle 

estos cambios conductuales en C. elegans y escasas aproximaciones por comprender cómo se regulan 

estos comportamientos en respuesta a un estresor medioambiental como la falta de alimento. 

 

3.4 El ciclo de vida de C. elegans y el efecto del ayuno prolongado en los 

estadios larvarios 
 

Como se mencionó anteriormente C. elegans es un nematodo de vida libre de fácil propagación y 

con un ciclo de vida relativamente corto, lo cual lo hace un excelente modelo biológico para trabajar. 

En el laboratorio, este gusano crece a 20°C y en condiciones ad libitum de alimento, de esta manera 

un ovocito fertilizado alcanza la etapa reproductiva en 72 h, atravesando antes por cuatro etapas 

larvarias ex útero (L1, L2, L3 y L4) tal como se muestra en la Figura 4. Una vez que alcanzan la 

atapa adulta, un hermafrodita posee 2 a 3 días reproductivos donde normalmente pone 4-10 

embriones/hora. Después del periodo fértil, los hermafroditas pueden vivir por aproximadamente 20 

días y presentan un fenotipo de envejecimiento con una tasa metabólica disminuida (Lints & Hall, 

2009; Yasuda et al, 2006). 
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Figura 4. Ciclo de vida de C. elegans. Se muestran las cuatro etapas larvarias que atraviesa el nematodo para 
convertirse en adulto, así como los arrestos y diapausas que se inducen por ayuno en rojo (Modificado de Seidel 
& Kimble, 2011; Chen & Caswell-Chen, 2003; Angeles-Albores et al, 2017). 
 

 No obstante, cuando C. elegans experimenta condiciones en las cuales la disponibilidad de 

alimento es escasa o situaciones de estrés medioambiental como hipoxia, sobrepoblación y/o altas 

temperaturas que comprometan el término del desarrollo larvario, es capaz de detener la progresión 

del ciclo de vida de manera reversible y completarlo cuando las condiciones medioambientales sean 

favorables de nuevo; estos estados se conocen como arrestos y diapausas. A nivel fisiológico y 

bioquímico han sido caracterizados hasta cierto punto, por ejemplo, se ha visto como característica 

común, que enzimas de la β-oxidación de ácidos grasos y gluconeogénesis se encuentran 

sobreexpresados, mientras que el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria mitocondrial están a la baja 

(van Gilst et al, 2005). Se ha sugerido que esto es una estrategia de los nematodos para la obtención 

de carbohidratos y energía frente a la falta de alimento prolongada.  

A continuación, se describen las características de los principales estados hipometabólicos 

de C. elegans: 
 

❖ Arresto L1 

En este arresto, las larvas L1 detienen su desarrollo cuando los embriones eclosionan en 

ausencia de una fuente de alimentación y cursan por periodos prolongados de ayuno (semanas) 

sin que se vea afectada la supervivencia del animal. El arresto en L1 previene que el desarrollo 

post-embrionario transcurra si no existen las condiciones ambientales adecuadas (Kaplan y 
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Baugh, 2016). Se ha caracterizado que durante este estado hipometabólico hay un incremento 

en la resistencia al estrés oxidante, mientras que una vez que los animales se recuperan y 

reinician su desarrollo, estos presentan un incremento en la resistencia a otros estresores como 

al choque de calor (Baugh, 2013; Jobson et al, 2015). Además, se ha caracterizado que hay 

una reducción global de la expresión génica (Baugh et al, 2009).  
 

❖ Diapausa dauer 

Las larvas que se encuentran en la transición a la etapa larvaria L2 y durante ésta experimentan 

una alta densidad poblacional o recursos nutrimentales escasos, e incluso un incremento de 

temperatura a 26°C, entran a una diapausa conocida como Dauer que es también inducida por 

una feromona que secretan los nematodos en estas condiciones de estrés. Esta diapausa es uno 

de los estados hipometabólicos mejor caracterizados en C. elegans. Además, es considerada 

una trayectoria de desarrollo alternativa, en la que los animales cursan cambios morfológicos 

como engrosamiento de cutícula donde este tejido sella el ano, hay alargamiento del cuerpo y 

la faringe se contrae deteniéndose la ingesta de comida. En este estado los animales pueden 

perdurar por meses hasta que las condiciones adecuadas se reestablezcan, y continuar con el 

desarrollo (Hu, 2007; Baugh y Hu, 2020). 
 

❖ Diapausa reproductiva del adulto 

Esta es la diapausa reproductiva que se induce por ayuno durante el desarrollo del estadio L4. 

Exhibe distintos fenotipos dependiendo del estado de avance de esta etapa larvaria, que dura 

aproximadamente 10 horas. Si el ayuno ocurre en un periodo temprano o a la mitad del L4 

sucede un arresto en el desarrollo de los gusanos y en los nematodos ocurren cambios 

morfofisiológicos, destacándose la reducción dramática de la gónada, independiente de 

apoptosis, donde la línea germinal se reduce a un pequeño número de células troncales 

quiescentes, por lo que, posterior a la recuperación la viabilidad embrionaria se ve disminuida 

(Carranza y Navarro, 2019; Seidel y Kimble, 2011; Baugh y Hu, 2020). Por otro lado, si el 

ayuno sucede al final del L4, ocurre un fenómeno conocido como bagging, en el que debido a 

que ya inició el proceso de ovogénesis hay una retención de embriones in utero, los que 

eclosionan dentro del gusano hermafrodita, y de esta manera la primera generación es la que 

sobrevive (Seidel y Kimble, 2011).  
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3.5 Vías de señalización implicadas en la respuesta al ayuno en C. elegans 
 

Cada uno de los arrestos y diapausas tienen mecanismos de regulación particulares, donde para cada 

estado se ven implicadas múltiples vías de señalización que incluyen remodelares de la cromatina, 

canales TRPV neuronales, la vía de señalización de TGFβ, etc (Baugh y Hu, 2020). Sin embargo, a 

continuación, se abordarán unas de las vías de señalización conocidas por su activación durante 

periodos de ayuno, así como en arrestos y diapausas inducidos por la ausencia de alimento, que se 

retomaron para el desarrollo del presente trabajo: la vía de señalización de insulina, la actividad del 

factor transcripcional CRH-1/CREB, y la regulación por RNA de interferencia endógena del 

nematodo. 

 

3.5.1 La vía de señalización de la insulina (IIS) en la regulación del arresto 

por ayuno 
 

En C. elegans la vía de señalización de insulina (IIS: Insulin/Insulin-like growth factor signaling) 

participa en múltiples procesos biológicos involucrados en metabolismo, desarrollo, envejecimiento, 

resistencia a estrés e incluso comportamiento; siendo modulada principalmente por las fluctuaciones 

en la disponibilidad de nutrientes (Murphy & Hu, 2013; Baugh, 2013). El genoma del nematodo 

codifica para 40 péptidos tipo insulina (ILP, insulin like peptides) sobre los que recae en parte, la 

especificidad de la vía en respuesta a diferentes estímulos, ya que estos ILP pueden actuar como 

agonistas o antagonistas del DAF-2, el único receptor de insulina en C. elegans: (Pierce et al, 2001; 

Kaplan & Baugh, 2016). Por otro lado, se ha caracterizado que estos 40 ILP del nematodo se expresan 

en tejidos específicos, sobre todo en el sistema nervioso, pero también en intestino, epitelio, músculo 

y tejido reproductor (Ritter et al, 2013; Altintas et al, 2016). Por su parte, el receptor DAF-2 se 

encuentra especialmente enriquecido en neuronas del anillo nervioso (Kimura et al, 2011), reflejo de 

la importancia de esta vía sobre el funcionamiento del sistema nervioso en el nematodo. 

 A grandes rasgos, esta vía funciona de manera muy similar en mamíferos (Figura 5). A nivel 

molecular se ha caracterizado que los ILP al unirse a DAF-2 desencadenan una serie de fosforilación 

mediadas por las proteínas AGE-1/PI3K (fosfoinositol-3-cinasa) y posteriormente PDK-1 (fosfatidil 

inositol-3 fosfato), la cual a su vez promueve la actividad de las cinasas AKT-1/2 (serin-treonin 

cinasas), las cuales fosforilan al factor de transcripción FOXO/DAF-16 lo que inhibe su translocación 

al núcleo (Figura 5). Sin embargo, cuando no están presentes los ILPs, lo que puede ocurrir por 

diferentes estresores incluido el ayuno, la vía no se activa y DAF-16 no se fosforila lo que permite 

su translocación al núcleo donde induce la transcripción de genes que facilitan la formación del 

estado dauer, arresto L1, pero también de genes de resistencia a estrés como antioxidantes, y 
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proteínas de señalización y regulación génica como cinasas y otros factores de transcripción (Altintas 

et al, 2016; Lapierre & Hansen, 2012; Houthoofd et al, 2003).  

 

Figura 5. Vía de señalización de insulina en C. 

elegans. Se observa la vía de señalización de insulina en 
donde péptidos tipo insulina (ILP, insulin like peptides) 
pueden actuar como agonistas y activar al receptor 
transmembranal DAF-2, quien a su vez promueve una 
cascada de fosforilación a través de las cinasas AGE-
1/PI3K, posteriormente PDK-1, y finalmente AKT-1/2 
las cuales al fosforilar a DAF-16 retienen a este factor 
transcripcional en el citosol. Sin embargo, cuando DAF-
2 no se activa o ILP actúan como antagonistas, las 
proteínas AKT-1/2 no se activan y la ausencia de 
fosforilación en DAF-16 promueve la translocación a 
núcleo donde en condiciones de arresto promueve la 
transcripción de genes de resistencia a estrés, 
principalmente. Otro regulador de la vía es DAF-
18/PTEN, quien inhibe a la cinasa AGE-1/PI3K 
(Modificado de Baugh, 2013). 

 

 Ahora bien, en cuanto a la implicación de la vía de insulina en condiciones de ayuno, se 

conoce que DAF-16 funciona en el sistema nervioso, intestino y epidermis existiendo una 

interconexión muy importante entre estos tejidos para regular los diferentes arrestos (L1, L2 y L3) y 

la transición a dauer (Kaplan et al, 2015). En ese sentido, es interesante como Kaplan & Baugh 

(2016) plantean que la actividad de DAF-16 ocurre de manera secuencial entre estos tipos celulares 

siendo primero las neuronas quimiosensoras las que censan el estatus nutrimental en su entorno para 

controlar la secreción de ILP en un periodo de tiempo corto, cambios a los que el intestino es 

susceptible al detectar el estatus nutrimental del organismo y controlar a tiempos más largos la 

secreción de ILP, aunque aún falta por dilucidar el rol de la epidermis en esta señalización, ya que se 

ha descrito que su papel es importante en estos procesos.  

 No obstante, se conoce que la actividad de la vía de insulina en el sistema nervioso es 

fundamental, ya que la expresión pan-neuronal de DAF-16 y su ausencia en el resto de los tejidos 

produce un fenotipo de arresto en L1 de manera constitutiva, evento que no sucede si la expresión se 

restringe a intestino o epidermis (Libina et al, 2003). En contraste, la expresión de asna-1 (gen que 

codifica para una ATPasa que permite la secreción de ILP) en las neuronas sensoriales ciliadas es 

suficiente para detener el proceso de arresto en L1 (Kao et al, 2007). Finalmente, también se ha 

descrito como la activación de los canales de calcio TRPVs ubicados en los cilios neuronales regula 
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negativamente la secreción de ILP, esto en reflejo de como la percepción sensorial puede regular la 

entrada a arresto en L1 (Lee & Ashrafi, 2008).  

 

3.5.2 El factor de transcripción CRH-1/CREB y su implicación en el ayuno 
 

En C. elegans CRH-1 es el factor de transcripción homólogo a CREB (cAMP-response element-

binding protein) el cual, aunque ha sido ampliamente descrito por su rol en el establecimiento de 

memoria a largo plazo en distintos organismos (Lonze y Ginty, 2002; Kandel, 2012), también se ha 

reportado que tiene una participación en muchos procesos biológicos, como la supervivencia celular, 

envejecimiento, diferenciación, control del metabolismo, actividad del sistema inmune, pero también 

en la regulación de respuesta a estresores como la hipoxia y el ayuno (Mayr & Montminy, 2001; 

Dahiya et al, 2019; Chen et al, 2016). Esta amplia gama de actividad de CREB puede radicar en que 

en el genoma humano hay alrededor de 750,000 sitios de unión CRE (CREB Response Elements), 

los cuales son reconocidos por el dominio bZIP de unión a DNA de CREB; aunque muchos de los 

sitios CRE se encuentran metilados, por lo cual CREB no tiene injerencia sobre ellos. Sin embargo, 

un cuarto de todo el genoma o aproximadamente 5,000 genes son sitios CRE accesibles o no 

metilados, y éstos se encuentran localizados en regiones cercanas a promotores, a 250 pares de bases 

del sitio de inicio de la transcripción (revisado en Altarejos & Montminy, 2011).  
 

 

 

 

 

 

Figura 6. Actividad de CREB en condiciones de ayuno. Se 

observa la vía de señalización que ocurre en la célula en 

condiciones de ayuno por un periodo de tiempo corto, en donde 

ante el incremento de glucagon se estimula la actividad de la 

cinasa PKA, fosforilando a CREB en la Ser133 y permitiendo 

su traslocación al núcleo, que junto con CBP/p300 regulan la 

activación transcripcional de genes de la vía gluconeogénica. 

p300 es una proteína con un dominio de acetil transferasa, 

quien a través de esta marca postranscripcional en historias 

pudiera estar participando en esta regulación (Modificado de 

Altarejos & Montminy, 2011). 
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Ahora bien, en C. elegans, Suo et al (2006), reportaron que en las interneuronas SIA, CRH-

1/CREB se activa después de un periodo de ayuno de 6 h en nematodos adultos. Por otro lado, en 

modelos de mamíferos se conoce que periodos cortos de ayuno (Figura 6) ocasionan un incremento 

de glucagon circulante en el organismo, que promueve la activación de la cinasa PKA quien fosforila 

a CREB en la Ser133, lo que permite su translocación al núcleo; sito donde además ocurre la unión 

con CBP/p300, enzima que se caracteriza por un dominio de acetiltransferasa de histonas, marca 

asociada con la activación transcripcional.  

Finalmente, un reporte reciente en una línea celular de hígado reportó que los homólogos 

DAF-16 y CBP-1 en C. elegans interactúan para regular la respuesta a la exposición de 

glucocorticoides (Nasrin et al, 2000), lo cual refleja cómo estos elementos de dos vías de señalización 

distintas pueden conjuntarse en la regulación ante un mismo estímulo. 

 

3.5.3 Silenciamiento por RNA de interferencia en C. elegans 
 

Por otro lado, resulta interesante conocer si los endo-siRNAs generados en C. elegans en una 

situación de arresto por ayuno podrían tener un efecto de silenciamiento en varios tejidos, como el 

neural, que afectaran a nivel conductual a los animales que experimentaron el arresto.  

En eucariontes se han descrito diversos tipos de sRNA, no obstante, C. elegans se destaca 

por ser el organismo modelo pionero en el que se describió el mecanismo de RNA de interferencia 

(Fire et al, 1998), trabajo que fue galardonado con el premio Nobel en Fisiología en 2006. Este 

nematodo posee una maquinaria que regula el silenciamiento de manera transcripcional o 

postranscripcionalmente de mensajeros y transcritos nacientes.  

A grandes rasgos, la vía de síntesis comienza a partir de RNAs de doble hebra (dsRNA) 

exógenos o endógenos, que son escindidos por proteínas de la familia Dicer y los fragmentos 

resultantes son conocidos como RNAs pequeños de interferencia primarios (siRNAs primarios). 

Posteriormente, éstos se unirán por complementariedad al transcrito blanco, donde una de las 

proteínas Argonauta será la encargada de guiar y mediar dicha unión. Finalmente, polimerasas de 

RNA dependientes de RNA (RdRP por sus siglas en inglés), se encargarán de la amplificación de los 

siRNA primarios, dando como resultado los siRNA secundarios (Figura 7.A). En C. elegans, estos 

siRNA pueden tener injerencia en la misma célula en la que son amplificados, o bien, actuar en otras 

células y/o tejidos por un mecanismo de internalizados mediado por los canales transmembranales 

SID-1 y SID-2. Ya en el citosol, la hebra guía del siRNA se une al complejo ribonucleoproteico RISC 

(RNA induced silencing complex, por sus siglas en inglés), el cual a grandes rasgos está conformado 
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por Argonauta, Dicer, y proteínas accesorias que pueden reconocer marcas postranscripcionales del 

RNA. Este complejo se va a encargar de cortar al mensajero o transcrito complementario al siRNA, 

degradándolo y controlando así la abundancia proteica en el caso de complementariedad perfecta, o 

inhibir su traducción, en el caso de no que haya una complementariedad absoluta entre el siRNA y 

el mRNA (Figura 7.B) (Chapman & Carrington, 2007; Billi et al; 2014). 
 

                              

Figura 7. Mecanismo de interferencia por RNA de doble cadena endógeno en C. elegans. En A se 

esquematiza la vía general de síntesis de srRNAs, donde dsRNA son procesados por proteínas DICER para dar 

lugar a siRNA primarios, los cuales son de cadena sencilla y son dirigidos por proteínas argonautas (AGO) a 

un transcrito blanco para ser amplificados por RNA polimerasas dependientes de RNA (RdRP) y formar siRNA 

secundarios para amplificar la señal de silenciamiento (Modificado de Chapman & Carrington, 2007). En B, 

se observa a grandes rasgos la vía de silenciamiento canónica, donde siRNAs son integrados a la célula a través 

de SID-1, que es un transportador transmembranal, una vez en el citosol, son reconocidos por el complejo 

RISC (RNA-induced silencing complex) que dirigen por complementariedad la unión del siRNA con el mRNA 

blanco e inducir su degradación (Modificado de Barnard et al, 2012). 

 

Es preciso considerar que, dependiendo del estímulo y con ello la maquinaria proteica 

específica utilizada, la interferencia por RNAi puede seguir la vía canónica que provee de un 

silenciamiento postranscripcional inmediato en las células expuestas a dsRNA degradando 

principalmente mRNAs; o bien la vía nuclear, donde el silenciamiento es a nivel transcripcional, y 
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comúnmente proteínas de tipo Argonauta unen el siRNA con un transcrito naciente al interior del 

núcleo, donde además la actividad de la Pol II es inhibida, e incluso, se promueve la acción de 

proteínas remodeladoras de la cromatina contribuyendo a la regulación a nivel transcripcional; esta 

vía ocasiona efectos heredables, por lo que se ha asociado a la vía nuclear de RNAi a eventos 

transgeneracionales (Kalinava et al, 2018; Billi et al; 2014). 

Por otro lado, C. elegans produce siRNAs de diversos tipos, encontrando miRNAs, endo-

siRNAs (primarios y secundarios), y piRNAs; cada grupo tiene características particulares, las cuales 

se resumen en la Tabla 1; sin embargo, tienen como función común el silenciamiento de genes a 

través de la degradación de transcritos por su unión por complementariedad ya sea completa o parcial. 

Cada grupo de siRNAs involucran diversas familias de proteínas para su biogénesis y su función 

muchas veces se restringe a un tejido o etapa dentro del ciclo de vida del animal particular (Billi et 

al; 2014).  
 

Tabla 1. Clases de sRNA identificados en eucariontes. 

Clase Descripción Biogénesis y origen genómico Función 

miRNA microRNA 
Procesamiento por proteínas de la 
familia Dicer y RNasa III 

Regulación postranscripcional de 
transcritos de una amplia gama 
de genes 

siRNA 
primarios 

RNAs pequeños 
de interferencia 

Procesamiento de dsRNA por 
proteínas de la familia Dicer 

Unión a RNA complementario, 
guía para el inicio de la síntesis 
secundaria de siRNAs 
dependiente de RdRP 

siRNA 
secundarios 

RNAs pequeños 
de interferencia 

Actividad de RdRPs 
Regulación postranscripcional de 
transcritos. Mantenimiento de la 
heterocromatina 

piRNA 
Piwi-interacting 
RNA 

Biogénesis dependiente de 
Argonautas, pero no de proteínas 
Dicer 

Supresión de transposones. 
Expresión prominente en línea 
germinal.  

 

Tomada de Chapman & Carrington (2007) e información de Billi et al (2014). 
 

A nivel experimental, se ha reportado en algunos casos que el silenciamiento mediado por 

dsRNA en C. elegans puede persistir por más de 80 generaciones, esto debido a que la misma 

maquinaria endógena del animal a través de RdRPs se encarga de la amplificación y propagación de 

endo-siRNAs principalmente en línea germinal (Vastenhouw et al, 2006; Fire et al, 1998). No 

obstante, resulta interesante que muchos de estos endo-siRNAs pueden transmitirse de células 

somáticas a células de la línea germinal; por ejemplo, Devanapally et al (2015), demostraron que 

dsRNA producidos en neuronas (mobile RNAs) tienen la capacidad de silenciar genes en otros tejidos 
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incluyendo la línea germinal, señalando que estos RNAs móviles de procedencia neuronal tenían un 

efecto de silenciamiento más fuerte en comparación a los provenientes de intestino o músculo (Jose 

et al, 2009). Por lo cual, sería interesante conocer si una desregulación en el metabolismo de endo-

siRNAs durante un arresto por ayuno pudiera tener un efecto de silenciamiento a largo plazo que 

afectaran a nivel conductual a las subsecuentes generaciones. 

 

3.5.3.1 Rol del metabolismo de endo-siRNAs en el ayuno y/o comportamiento 
 

Se ha reportado que el ayuno en C. elegans puede inducir un cambio drástico en la expresión 

genética, donde la transcripción de alrededor del 27 % de los genes que codifican a proteínas se ve 

alterada, esto incluso constituye un cambio a nivel transcripcional mayor al observado en todas las 

etapas larvarias durante el desarrollo (Maxwell et al, 2012; Rechavi et al, 2014). No obstante, la 

sobrevivencia y recuperación a un evento de arresto inducido por ayuno en gusanos L1 es en parte 

regulado por las vías endógenas de RNA de interferencia en el gusano, así como la inhibición de 

genes de la vía de señalización de insulina por parte de micro RNAs (Zhang et al, 2011). 

También se ha caracterizado tras un periodo de ayuno de 12 horas en larvas L4, que hay un 

cambio importante en la expresión de miRNAs, evento que contribuye a la regulación del 

metabolismo, así como del desarrollo ante esa condición de estrés (Garcia-Segura et al 2015). Un 

caso particular es miR-235, que se expresa en las células gliales que rodean a las neuronas 

quimiosensoras, siendo además uno de los reguladores clave del arresto en L1 (Kasuga et al, 2013); 

no obstante, aún falta por conocer a detalle de qué manera estas moléculas actúan en el organismo 

en una condición de arresto.  

Por otro lado, en C. elegans se ha demostrado el involucramiento del metabolismo de siRNAs 

en el comportamiento. Por ejemplo, en un modelo de aprendizaje asociativo de aversión a la bacteria 

patógena Pseudomona aeruginosa se demostró que, ante la ausencia de proteínas de la maquinaria 

endógena de interferencia, los nematodos son incapaces de asociar la exposición a la bacteria como 

estímulos patógenos; algunas de las proteínas eran el canal SID-2, la proteína Dicer DCR-1, la 

Argonauta de piRNAs PRG-1, y las polimerasas de RNA RRF-1 y RRF-2 (Kaletsky et al, 2020). Lo 

anterior es reflejo de que la vía de procesamiento de siRNAS es fundamental para el establecimiento 

de un comportamiento para asegurar la supervivencia del individuo. Particularmente, el trabajo de 

este grupo ha aportado las únicas evidencias que se conocen al respecto de la importancia del 

metabolismo y actividad de endo-siRNAs en el establecimiento de una batería conductual asociada 

a procesos cognitivos, como lo es el aprendizaje y memoria asociativa, por lo que es probable que, 
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en otros estímulos medioambientales como el ayuno, endo-siRNAs participen en algunos de los 

comportamientos asociados a la falta de alimento. 

 

4. Antecedentes  
 

El comportamiento de C. elegans se modifica ante distintas señales y ambientes, que por su 

naturaleza estimulan circuitos neuronales sensoriales específicos resultando en comportamientos 

asociativos o aversivos ante diferentes fuentes de alimentación o señales de peligro (Bono y Maricq, 

2005; Hart y Chao, 2010).  

Uno de los antecedentes parteaguas para el desarrollo de este proyecto fue el reportado por 

Kauffman et al (2010), ya que si bien se conoce que uno de los ambientes que modifican el 

comportamiento de C. elegans es el ayuno, este grupo reportó que tras 16 horas sin alimento, los 

nematodos adultos exhiben mayor preferencia al odorante 2-butanona, que es producto del 

metabolismo de diversas bacterias; lo anterior probablemente se deba a que los animales se 

encuentran receptivos a cualquier estímulo dada la necesidad de adquirir alimento. Sin embargo, esta 

observación formó parte de un control en el reporte original, y el enfoque del trabajo no se centró en 

describir a detalle este comportamiento ni en cómo se regula. Otro grupo de investigación en 2019 

se centró en detallar deficiencias conductuales conforme los periodos de ayuno se incrementan, 

observando que la velocidad de reacción del animal ante un estímulo disminuye, así como la 

direccionalidad del movimiento se ve afectada (Shimizu et al, 2019). Es importante mencionar que 

en ambos reportes la evaluación de la conducta de los gusanos fue mientras se encontraban ayunados, 

sin embargo, no se ha explorado a detalle si existen cambios conductuales a largo plazo ocasionados 

por estos periodos de inanición; por lo que, para evaluarlo se planteó una de las ventajas que 

representa el uso de C. elegans como organismo modelo, ya que periodos de ayuno prolongados en 

etapas larvarias específicas ocasionan arrestos en el desarrollo reversibles, lo que permitiría conocer 

las consecuencias a largo plazo en el comportamiento de los animales, al menos a la preferencia de 

odorantes.  

Ahora bien, en cuanto a los mecanismos que actúan en el establecimiento de arrestos y 

diapausas, se conoce en gran medida la participación del factor transcripcional DAF-16 y 

particularmente en el sistema nervioso del nematodo (Kaplan & Baugh, 2016), aunque, su rol en la 

regulación de cambios conductuales en el contexto de ayuno y arrestos inducidos por éste no había 

sido tan explorada hasta que un reporte reciente de Nagashima et al (2019), demostró que en la 
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neurona sensorial ASER, DAF-16 se transloca a núcleo tras 6 horas en ausencia de alimento en 

nematodos adultos, causando defectos en eventos de aprendizaje aversivo, lo cual refuerza la 

participación de la vía de insulina no sólo en eventos conductuales, sino en fenómenos más complejos 

como el aprendizaje. Este reporte en particular plantea la posibilidad de que DAF-16 regule la 

actividad de neuronas involucradas en censar estímulos ambientales durante o posterior a arrestos en 

el desarrollo inducidos por periodos prolongados de ayuno. 

Por otro lado, a partir de los trabajos de Suo et al (2006) y Lakhina et al (2015), en el que 

demuestran en nematodos adultos que el factor transcripcional CREB/CRH-1 se activa de manera 

focalizada en las interneuronas SIA tras un periodo de ayuno de 6 h, y que éste se encuentra altamente 

activo coadyuvando en el establecimiento de un comportamiento en el nematodo en un contexto de 

memoria asociativa a largo plazo, respectivamente; planteamos la posibilidad de CREB/CRH-1 

participe en la regulación de algún cambio conductual que sea consecuencia de un arresto en una 

etapa temprana de la vida de C. elegans, que a pesar de que las evidencias mencionadas fueron con 

nematodos adultos o periodos cortos de ayuno, arrojan un indicio de que la actividad de este factor 

transcripcional tiene repercusiones incluso una vez terminado el estímulo que lo activó. 

Finalmente, otra de las vías que decidimos abordar es la de interferencia por RNA, esto 

particularmente a que un reporte de Rechavi et al (2014), describió que tras un arresto en L1 inducido 

por un ayuno de 6 días, promueve una desregulación en la expresión de diversos endo-siRNAs, los 

cuales se dirigen a genes involucrados en múltiples eventos metabólicos como la regulación de ácidos 

grasos, recambio de proteínas, así como de resistencia a estrés, longevidad y reproducción, y que de 

alguna manera, permanecen hasta la tercera generación incluso al mismo nivel que la P0. Donde a 

su vez, la maquinaria de síntesis y procesamiento de RNA se ve involucrada. Lo anterior es 

fundamental, debido a que gracias a este reporte se conoce que un arresto en el desarrollo ocasiona 

cambios a nivel molecular perdurables, y planteamos como una posible consecuencia fenotípica la 

alteración conductual del animal. En ese sentido, un soporte a esta hipótesis es el trabajo de Kaletsky 

et al (2020), quienes reportaron que la maquinaria de síntesis de endo-siRNAs en C. elegans es un 

importante mediador en la respuesta conductual en modelos de aprendizaje asociativo.  

Además, es preciso mencionar que hay trabajos en los que a nivel conductual se ha 

caracterizado que comportamientos resultantes de protocolos de memoria asociativa al odorante 

benzaldehído (Remy y Hobert, 2005), así como de memoria aversiva con la bacteria patógena P. 

aeruginosa (Moore et al, 2019), pueden ser mantenidos transgeneracionalmente gracias a que la 

regulación de interferencia de RNA endógena aseguran el mantenimiento de la respuesta fenotípica 

conductual en la progenie; por lo que sería interesante investigar si un estresor tan fuerte como el 
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arresto en el desarrollo promueve cambios conductuales que persistan durante el resto del periodo de 

vida del nematodo, así como en su progenie. 

Así pues, aunque el comportamiento de un animal tiene como cimiento programas genéticos 

que resultan en conductas intrínsecas, se requieren forzosamente de mecanismos altamente 

dinámicos que respondan a estímulos específicos y de esta manera el animal pueda reaccionar de 

manera eficiente asegurando su supervivencia y la de su progenie; por lo que estudiar cómo un 

ambiente estresor como el ayuno desencadena cambios conductuales a largo plazo en C. elegans 

representa una oportunidad única para caracterizar las vías de señalización involucradas en estos 

procesos.  

 

5. Justificación  
 

Todos los animales son capaces de modificar su conducta y comportamiento ante las condiciones 

medioambientales cambiantes; esta capacidad de adaptación les confiere una mayor adecuación y 

supervivencia. Distintos mecanismos están involucrados en los cambios conductuales destacando la 

plasticidad sináptica, sin embargo, uno de los aspectos menos estudiados a nivel molecular, son los 

mecanismos que regulan el establecimiento de un comportamiento ante un estímulo de estrés. En 

este sentido, el estudio del comportamiento del nematodo C. elegans representa una oportunidad 

única para estudiar los mecanismos moleculares subyacentes que inducen cambios conductuales ante 

estímulos ambientales adversos como el ayuno. 

La mayoría de estos estudios describiendo cambios conductuales inducidos por el ambiente 

en C. elegans han sido meramente descriptivos, y aún es una pregunta abierta cómo se regulan estos 

comportamientos y qué elementos participan en su establecimiento y permanencia. No obstante, por 

la evidencia a nivel celular que se conoce durante los arrestos en el desarrollo ocasionados por 

periodos prolongados de ayuno, en este estudio, por primera vez, nos enfocamos en revelar la 

participación de factores transcripcionales como DAF-16 y CREB, así como la maquinaria endógena 

de procesamiento de RNAs pequeños propia de C. elegans, específicamente en el establecimiento de 

un comportamiento a largo plazo en el animal adulto en nematodos que se sometieron a este estrés 

por ausencia de alimento en etapas larvarias. 

Por lo anterior, en este proyecto se pretende establecer un modelo conductual perdurable en 

respuesta a un estresor medioambiental como el ayuno, a través de los arrestos y diapausas en el 

desarrollo que induce, para dilucidar el o los mecanismos de regulación que resultan en 
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comportamientos específicos ocasionados por una situación medioambiental adversa en el nematodo 

C. elegans. Caracterizar estos mecanismos en el nematodo, podría dar luz para comprender en 

mamíferos (e incluso en humanos) cómo condiciones ambientales adversas extremas tales como la 

desnutrición en etapas tempranas del desarrollo, pueden tener efectos permanentes en la conducta e 

incluso contribuir a explicar algunos de los efectos intergeneracionales descritos en situación de 

hambruna. 

 

6. Hipótesis 
 

En C. elegans los arrestos y diapausas inducidos por ayuno se asocian a cambios conductuales en la 

preferencia de odorantes. Las vías de señalización de insulina, CREB y el metabolismo de RNA 

participan en el establecimiento de estos cambios en el comportamiento.  

 

7. Objetivo 
 

Determinar si el ayuno modifica la preferencia a odorantes a largo plazo en C. elegans y explorar las 

vías de señalización involucradas en estos cambios conductuales.  

 

7.1 Objetivos particulares 
 

1. Establecer si arrestos o diapausas ocasionadas por periodos prolongados de ayuno 

desencadenan cambios conductuales persistentes en la preferencia a odorantes en C. elegans.  

2. Dilucidar si la vía de insulina, a través del factor transcripcional DAF-16 está involucrado en 

los cambios conductuales inducidos por ayuno.  

3. Explorar si el factor de transcripción CREB está involucrado en los cambios conductuales en 

la preferencia a odorantes inducidos por ayuno.  

4. Definir si la maquinaria endógena de procesamiento de sRNA está involucrada en el 

establecimiento del comportamiento observado tras un ayuno prolongado. 
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8. Metodología 
 

8.1 Mantenimiento de C. elegans 
 

El nematodo C. elegans fue cultivado en medio NGM-lite (Nematode Growth Medium lite), que es 

una modificación del medio NGM originalmente descrito por Sun y Lambie (1997). El medio NGM-

lite contiene NaCl 3 4mM, bactotriptona 4 %, KH2PO4 22 mM, K2HPO4 3 mM, colesterol 13 mM y 

agar 20 %, una vez preparado se esteriliza y es colocado en cajas de Petri (60 y 100mm de diámetros) 

donde se deja secar over night (ON). Posteriormente, las cajas son inoculadas con bacteria E. coli de 

la cepa OP50-1 con la finalidad de servir de fuente de alimento para las nematodos. Esta bacteria es 

crecida por 16h a 37°C en agitación (250 rpm) en medio Luria Bertani (LB) adicionado con 

estreptomicina (50µg/mL) hasta alcanzar una densidad óptica de (OD600 0.4). 

 Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan a detalle en la Tabla 2, manteniéndose a 20°C 

(a excepción de la DR1309, la cual se mantiene a 15°C). En su mayoría, las cepas fueron obtenidas 

del Caenorhabditis Genetics Center (CGC) de la Universidad de Minnesota. Para cada experimento 

se trabajó con gusanos sincronizados en diferentes etapas larvarias; los animales controles y 

experimentales pertenecieron al mismo lote. 

 

Tabla 2. Cepas de C. elegans utilizadas para los experimentos desarrollados en esta tesis. 

Cepa Genotipo Descripción 

N2 Silvestre  

YT17 crh-1(tz2) 
Deficiente del ortólogo de CREB en C. elegans, 
CRH-1, deleción en el dominio bZIP (Kimura et al, 
2002). 

pcre::gfp * tzIs3[cre::gfp; lin-15(+)] 
Reportero de actividad, promotor con elemento CRE 
fusionado a la proteína verde fluorescente GFP 
(Kimura et al, 2002).  

pcre::gfp X 
OH10690 

OH10690 (rab-
3p(prom1)::2xNLS::Tag
RFP) 

Cruza de la cepa pcre::gfp con OH10690 (expresión 
pan-neuronal de TagRFP (Stefanakis et al, 2015)). 

GR1307 daf-16(mgDf50) 
Mutante con la región codificante para daf-16 
eliminada (Lee et al, 2003). 

DR1309 
daf-16(m26); daf-
2(e1370) 

Doble mutante deficiente de daf-16 y daf-2 (Larsen et 

al, 1995). 

TJ1052 age-1(hx546) Mutación en Age-1 (Friedman & Johnson, 1987). 

NL3321 sid-1(pk3321) 
Mutante nula del transportador sid-1 (Tijsterman et 

al, 2004). 
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WM207 mut-7(ne4255) Mutación en la exonucleasa mut-7 (Gu et al, 2009). 

YY158 nrde-3(gg66) 
Mutante nula de la argonauta nrde-3 (Guang et al, 
2009). 

DCL569 
mkcSi13 [sun-1p::rde-
1(mkc36)::sun-1 
3’UTR+unc-119(+)] 

Rescate en línea germinal de la mutación indel de la 
argonauta rde-1 (Zou et al, 2019). 

SX2499 prde-1(mj207) Mutación sin sentido de la proteína precursora de 
piRNAs prde-1 (Weick et al, 2014). 

YY538 hrde-1(tm1200) 
Mutante nula de la argonauta hrde-1 (Buckley et al, 
2012). 

MT17463 set-25(n5021) 
Mutante con una deleción correspondiente a la acetil 
transferasa de histonas set-25 (Andersen y Horvitz, 
2007). 

ZG31 hif-1(ia4) 
Mutante con una deleción del segundo, tercero y 
cuarto exones del factor transcripcional hif-1, pérdida 
de función (Jiang et al, 2001). 

CX3260 odr-10::GFP + lin-15(+) Reportero del receptor ODR-10 fusionado a GFP 
(Sengupta et al, 1996). 

 

* Cepa proporcionada por el laboratorio de Coleen Murphy.  
 

8.2 Protocolo de ayunos prolongados   
 

Con la finalidad de inducir estados de arresto y diapausa ya descritos en C. elegans, se 

eligieron 5 etapas dentro del desarrollo larvario del nematodo. Para ello, se partió de un proceso de 

sincronización en el cual, a partir de cloro y NaOH (5 M), se lisaron nematodos adultos grávidos para 

la obtención de embriones, los cuales se lavaron 6 veces con buffer M9 (Na2HPO4 17 mM, KH2PO4 

23 mM, NaCl 86 mM, MgSO47H2O 1 mM).  

Una vez que los embriones eclosionan en alimento, a excepción de los arrestados en L1, se 

rastreó cada etapa del desarrollo para inducir los demás estados hipometabólicos. Las larvas L2 se 

colectaron 8h posteriores, mientras que las L4 a las 48, 52 y 56 h correspondientes a los tiempos 

early L4, mid L4 y late L4, respectivamente. Éstos últimos se inducen a un estado bagging cuya 

descendencia permaneció en ayuno por 6 días, colectando a los nematodos en etapa dauer. Los 

animales control se mantuvieron siempre en presencia de alimento posterior a la lisis. 

Es importante mencionar que para inducir el ayuno en C. elegans, se requiere realizar una 

ronda de 6 lavados con 15 mL de M9 cada uno, ya que de esta manera se reduce al mínimo la cantidad 

de bacteria remanente. Las larvas fueron colocadas en cajas sin comida y se mantuvieron así durante 



 30 

6 días. Tras ese periodo de ayuno prolongado, los nematodos en dauer se recuperaron con buffer M9 

suplementado con SDS 1 % como elemento selectivo, dado a que esta diapausa se caracteriza por un 

engrosamiento en la cutícula y un bajo movimiento faríngeo, rasgos que le confieren resistencia ante 

este detergente (Cassada y Rusell, 1975). Para la recuperación del resto de las larvas ayunadas en los 

diferentes estadios, sólo fue con M9. Inmediatamente, con la finalidad de detener el arresto, dichas 

larvas fueron nuevamente expuestas a la presencia de E. coli OP50 en cajas de NGM, y se observaron 

continuamente hasta que alcanzaran la etapa de adulto joven y evaluar así su comportamiento por 

ensayos de quimiotaxis (Figura 8). 

Figura 8. Esquema de la estrategia metodológica seguida para la inducción de estados hipometabólicos 

o arrestos por ayuno en C. elegans. 

 

8.3 Ensayos de quimiotaxis  
 

El comportamiento de los gusanos se evalúo por medio de ensayos de quimiotaxis, para los que se 

emplearon cajas de 100 mm con NGM y sin bacteria OP50-1. En ellas se trazó un triángulo escaleno 

imaginario, en donde uno de los vértices funcionó como punto de partida u origen, y los dos restantes 

como puntos experimentales. En estos últimos, primero se colocó en cada uno 1 µL de NaN3 (1 mM), 

un anestésico que inhibe al complejo IV de la cadena de transporte de electrones mitocondrial 

(Stannard y Horecker, 1947). Posteriormente, se colocó 1 µL del odorante de interés en uno de ellos 
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y en el otro 1 µL del vehículo (etanol 95 %). Un promedio de 150-250 gusanos fueron colocados en 

el punto de origen y éstos migraron durante un periodo de 2 h. El índice de quimiotaxis (IQ) se 

calculó de acuerdo con el número de animales ubicados en los puntos experimentales y el número 

total de gusanos por ensayo, tal como se observa en la Figura 9. 

Figura 9. Ensayos de quimiotaxis y ecuación para la obtención del Índice de Quimiotaxis (IQ). 

 

Es importante señalar que, para los gráficos correspondientes a los resultados con ensayos de 

quimiotaxis, se muestran los índices de cada experimento independiente (N), con sus respectivas 

réplicas técnicas, número que puede ser variable dependiendo de los animales totales obtenidos en 

cada experimento. 

 

8.4 Microscopía  
 

Para visualizar las cepas que expresan proteínas reporteras fluorescentes, se procedió con la 

preparación de portaobjetos con una capa de agarosa al 2 %, colocando 4 µ de NaN3 (1 mM) con la 

finalidad de inmovilizar a los nematodos.  

La adquisición de las imágenes fue a través del microscopio confocal Zeiss LSM800 y la 

edición de las mismas con el programa Zen2 blue edition de Zeiss. También se utilizó un microscopio 

de epifluorescencia Nikon Eclipse E600 con cámara Neo Andor Scmos con sistema de enfriamiento. 

El análisis para cuantificar la intensidad de fluorescencia, por otro lado, fue con el software Image J 

(Wayne Rasband), expresando los resultados en unidades relativas de fluorescencia (URF). Por otro 

lado, los índices de correlación de Pearson para corroborar colocalización fueron obtenidos con el 

software Fiji (Schindelin et al, 2012). 
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8.5 Análisis estadísticos  
 

Todos los datos obtenidos en los diferentes ensayos fueron analizados y graficados con el paquete 

estadístico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, US San Diego, California) para Windows y se 

expresaron como la media estadística ± el error estándar de la media (SEM). La significancia se 

determinó a partir de análisis t de student o de varianza (ANOVA de una vía), seguida por una prueba 

post hoc de Bonferroni, para la comparación múltiple entre control y arrestos. Para el caso particular 

de aquellos datos correspondientes a un único experimento independiente (N=1) se decidió realizar 

una prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Todos los análisis estadísticos se realizaron bajo el 

supuesto de datos no pareados, debido a que el grupo control y el arresto se trataban de grupos 

independientes. Para todas las pruebas se consideraron estadísticamente significativos aquellos datos 

con un valor de p < 0.05. 
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9. Resultados 
 

9.1 El arresto en L1 y diapausas inducidas por ayunos prolongados inducen 

cambios conductuales a la preferencia de odorantes 
 

El primer objetivo de este trabajo fue identificar si un estresor ambiental como el ayuno era capaz de 

inducir cambios conductuales en C. elegans. Para esto, ensayamos si 3 h de ayuno en gusanos adultos 

jóvenes (cepa silvestre N2) tenían cambios en la preferencia al odorante 2-butanona, donde 

transcurrido el tiempo en ausencia de alimento, a través de ensayos de quimiotaxis evaluamos si la 

preferencia basal al odorante cambiaba. Nuestros resultados demostraron que a pesar de que los 

gusanos en condiciones ad libitum muestran una preferencia basal por el odorante 2-butanona de 0.1 

(± 0.21) (Figura 10.A), esta preferencia se incrementa casi 7 veces después de un ayuno de 3 h 

llegando a un índice de quimiotaxis (IQ) de 0.73 (± 0.25) cuando el odorante se les presenta al 0.1 % 

(Figura 10.A). Estos resultados nos muestran que un ayuno corto es suficiente para desencadenar 

una atracción a la 2-butanona. 

Por lo anterior, decidimos evaluar si condiciones extremas que supusieran un reto mucho 

mayor para el animal como son los arrestos y diapausas, también inducían cambios conductuales y 

si éstos eran permanentes, pudiéndose observar aún después de que los animales se recuperaran en 

ambientes favorables. Para esto, se ayunaron nematodos silvestres N2 sincronizados en distintas 

etapas larvarias durante 6 días para inducir diferentes arrestos en el desarrollo, es decir arresto en L1, 

Dauer, así como en L4 (early, mid y P0 late L4/F1 Dauer). Posteriormente, los animales ayunados 

por 6 días se volvieron a alimentar permitiéndoles alcanzar la etapa de adulto joven para entonces 

evaluar por ensayos de quimiotaxis su comportamiento ante diferentes odorantes.  

 En primera instancia, se evaluó la preferencia por 2-butanona mostrando que tanto el arresto 

en L1 como el resto de las diapausas ocasionan que los animales muestren un aumento significativo 

en la quimiotaxis (Figura 10.A). Esto demuestra que un estrés durante el desarrollo y la inducción 

de estados hipometabólicos en C. elegans ocasiona cambios conductuales que perduran a largo plazo 

aun cuando el ambiente es de nuevo favorable.  

Posteriormente, evaluamos si se trataba de una respuesta específica para la cetona 2-

butanona, o si ocurría algún cambio en la preferencia con otros odorantes, por lo que decidimos 

evaluar la quimiotaxis a los odorantes benzaldehído y citronela posterior a la inducción del arresto 

en L1, dauer y de la diapausa reproductiva del adulto provocados por ayuno. De manera inesperada, 

los diferentes arrestos provocan una disminución a la preferencia por estos dos odorantes: con 
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benzaldehído se observó un decremento en el IQ de 0.51 (± 0.04) en nematodos alimentados, a 0.19 

(± 0.4) en gusanos arrestados en L1. En el caso de dauers se observa un IQ de 0.0 (± 0.04) y cercando 

a 0.1 para la diapausa reproductiva del adulto que correspondería al ayuno durante la etapa L4 (mid 

y late) (Figura 10.B). En el caso del odorante citronela la preferencia natural registró un IQ de 0.29, 

sin embargo, únicamente fue posible observar que tras un arresto en L1 ésta disminuye a -0.3 y en 

arresto mid L4 el índice observado fue de -0.47, resultando en un comportamiento aversivo a este 

odorante (Figura 10.C). Lo anterior es un efecto opuesto al observado con la 2-butanona, que podría 

asociarse a una disminución en la sensibilidad a estos odorantes. En conjunto, estos resultados 

sugieren que los cambios conductuales inducidos por ayunos prolongados son específicos para 

distintos odorantes y conductas en C. elegans. 

Figura 10. Estados hipometabólicos inducen cambios conductuales a largo plazo en la cepa silvestre N2. 
En A se observan los índices de quimiotaxis (IQ) a la 2-butanona (0.1 %) después de 3 h de ayuno en adultos 
jóvenes o tras la recuperación de los estados hipometabólicos inducidos por 6 días de ayuno en larvas L1 (N = 
6 en ayuno de 3 h, N = 5 en L1, N = 3 en Dauer y en P0LAteL4/F1Dauer, N = 4 en MidL4 y N = 1 en Early 
L4). En B se observa la preferencia a benzaldehído (N = 2 en L1 y MidL4, N = 1 en Dauer y 
P0LAteL4/F1Dauer) y en C a citronela (N = 1); tras la recuperación de los estados hipometabólicos señalados 
ocasionados por ayuno de 6 días. En todas las gráficas los datos se muestran con ±SEM, donde p < 0.001 (***) 
y p < 0.01 (**) son significativamente diferentes al control o adultos jóvenes y cada punto representa un ensayo 
de quimiotaxis (150-250 gusanos en promedio por cada uno). 
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Los reportes de Rechavi et al (2014) y Jobson et al (2015), describen que el arresto en L1 

induce un efecto fenotípico transgeneracional que consiste en una alteración persistente en la 

regulación de sRNAs que de alguna manera prolongan el tiempo de vida de los nematodos; 

consideramos importante evaluar si el efecto antes observado (Figura 10.A) persistía en la progenie 

de estos animales bajo nuestras condiciones experimentales. Para lo cual, conservamos a la 

descendencia inmediata de animales que sufrieron un arresto en L1 y se recuperaron de éste, la F1 

siempre estuvo en presencia de alimento y cuando turnaron en adultos jóvenes evaluamos la 

preferencia basal a 2-butanona. Nuestros resultados demostraron que la preferencia a este odorante 

se mantenía tan alta en la generación F1 como en sus progenitores que fueron expuestos al ayuno de 

6 días en la etapa L1 (IQ 0.76 ± 0.22) (Figura 11). Esto constituyó una de las razones por las que los 

siguientes experimentos se desarrollaran únicamente con el arresto en L1, además de la practicidad 

técnica que representa. 

. 

 

 

 

Figura 11. El arresto en L1 de la generación P0 

induce cambios conductuales intergeneracionales en 

la cepa silvestre N2. Se muestra el índice de 
quimiotaxis correspondiente a la preferencia basal al 
odorante 2-butanona de gusanos recuperados de un 
arresto en L1, así como su progenie (F1), siendo que ésta 
última se mantuvo en condiciones ad libitum de 
alimento. N = 2, los datos se muestran con ±SEM, donde 
p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**), cada punto representa un 
ensayo de quimiotaxis con 150-250 gusanos en 
promedio.  

 

El hecho que detectemos un cambio conductual intergeneracional inducido por un arresto en 

L1 ocasionado por un ayuno prolongado resulta de suma relevancia, ya que fuimos capaces de 

detectar cambios perdurables a nivel conductual, en lo que se refiere a la quimiotaxis a odorantes, 

que no habían sido reportados con anterioridad en C. elegans. Estos resultados corroboran que un 

ambiente, en este caso el ayuno, es capaz de modificar la conducta a largo plazo tanto en la P0 como 

en la F1. Además, sugiere que este evento pudiera ser transgeneracional si el efecto perdurase por al 

menos tres generaciones consecutivas, reflejo de un mecanismo en el cual es posible heredar 

comportamientos resultado de un evento medioambiental aparentemente perjudicial para la especie, 

y cuyo objetivo pudiera ser el favorecer la supervivencia de la progenie ante condiciones adversas.  
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9.2 El arresto en L1 ocasiona cambios en la expresión del receptor a 

odorantes ODR-10 
 

Con la finalidad de conocer si los cambios conductuales observados en la preferencia a odorantes 

estaban ligados a cambios en la expresión de alguno de los receptores a estos compuestos volátiles, 

decidimos estudiar al receptor transmembranal ODR-10 de las neuronas AWA, cuyo único ligando 

conocido es el odorante diacetilo. Esto se hizo utilizando la cepa reportera CX3260 que expresa al 

receptor ODR-10 fusionado a la proteína verde fluorescente GFP. En estos animales, observamos 

que tras 6 días de ayuno en la etapa L1 ocurre un aumento importante en la expresión del ODR-10 

pudiéndose observar incluso la silueta de los cilios de este par neuronal (Figura 12). No obstante, 

este incremento sólo ocurre al momento del arresto por ayuno, ya que como se puede observar en la 

Figura 12, no hay diferencia aparente entre los animales adultos que permanecieron en alimento en 

todo momento, o aquellos que se recuperaron del arresto inicial en L1.  

Figura 12. Incremento de la expresión del odoreceptor ODR-10 neuronal ocasionado por un arresto en 

L1. Se utilizaron nematodos que expresan la proteína transmembranal ODR-10 fusionada al reportero GFP de 
la cepa CX3260. Se observan animales en etapa L1 en condiciones ad libitum de alimento y en arresto en L1 
después de 6 días de ayuno. Ala derecha se observan animales adultos jóvenes en condiciones ad libitum de 
alimento y animales adultos jóvenes que se recuperaron en comida tras el arresto de 6 días en L1. Cada imagen 
de fluorescencia va acompañada por su contraparte en campo claro (N = 1) El incremento de ODR-10 en 
animales arrestados en L1 se señala con flechas. 

 

Lo anterior apunta a que, si bien el ayuno puede inducir una sobreexpresión de ODR-10 

durante el arresto en L1, ésta no se mantiene cuando los animales se recuperan del ayuno y llegan a 

adulto. No obstante, sería importante evaluar el comportamiento de los nematodos al odorante 

diacetilo, único ligando conocido para ODR-10 y, además, determinar la expresión de los receptores 

para benzaldehído y citronela durante y posterior al arresto en L1, con la finalidad de conocer si el 

patrón de expresión es similar al observado con ODR-10. 
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9.3 El cambio de comportamiento resultante del arresto en L1 depende de la 

vía de señalización de insulina 
 

Como se mencionó en el apartado introductorio de este trabajo, una de las vías de regulación más 

importantes del proceso de arresto por ayuno es la vía de señalización de insulina, donde uno de los 

elementos clave es el factor transcripcional DAF-16 (ortólogo de FOXO en mamíferos) que está 

involucrado con longevidad, metabolismo y respuesta a estrés (Lapierre y Hansen, 2012). Por esta 

razón, en esta tesis decidimos comprobar el papel regulatorio de la vía de insulina en la respuesta 

conductual observada posterior a la inducción de un arresto inducido por ayuno en L1. Para ello, se 

utilizaron cepas mutantes donde la vía de insulina está inactivada. A continuación, se describen los 

resultados: 

En la cepa carente de daf-16(mgDf50) (GR1307) se observó que una vez recuperados a 

adultos jóvenes los nematodos arrestados en L1 no muestran un aumento en el índice de quimiotaxis 

posterior al ayuno como lo hace la cepa silvestre (Figura 13.A), lo cual puede ser indicio de que el 

factor transcripcional FOXO/DAF-16 tiene un papel relevante en el cambio de conducta inducido 

por ayuno y el estado hipometabólico. En ese sentido, otro de los elementos de la vía es DAF-2, un 

receptor a péptidos tipo insulina que es, además, un regulador negativo de DAF-16, impidiendo su 

translocación al núcleo a través de una cascada de fosforilaciones. En una doble mutante de daf-16 

con daf-2, los animales no mostraron un cambio en su preferencia por 2-butanona posterior a la 

recuperación de un ayuno de 6 días en la atapa larvaria L1 (Figura 13.B). Estos datos apoyan la 

importancia de la vía de insulina por DAF-16 en el efecto conductual observado tras un arresto en el 

desarrollo; aunque, para confirmar totalmente esto último, restaría confirmar que en la mutante de 

daf-2, se observa un incremento a la preferencia por 2-butanona. 

Figura 13. El cambio conductual resultante del arresto en L1 depende de la vía de insulina. En A se 
observa la preferencia a 2-butanona tras la recuperación de un arresto de 6 días en L1 en la cepa mutante de 
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daf-16 (N = 3), mientras que en B los índices de quimiotaxis correspondientes a la doble mutante de daf-16;daf-

2 (N = 1). Por otro lado, en C la quimiotaxis de adultos jóvenes recuperados del ayuno en L1 de la mutante de 
age-1 (N = 5). Los datos se muestran con ±SEM y cada punto representa un ensayo de quimiotaxis (150-250 
gusanos en promedio por cada uno).  

 

  Otro abordaje a la vía de insulina fue evaluar una mutante de age-1(hx546), la cual carece 

de la proteína del complejo PI3K que se encuentra río abajo de la activación del receptor DAF-2, que 

como parte de la cascada de fosforilaciones impide la traslocación a núcleo de DAF-16 (Baugh, 2013). 

Dado que DAF-2 es un regulador negativo de DAF-16, se esperaría que en la mutante de age-1 no 

interviniera en la activación de DAF-16 en respuesta al ayuno y, por tanto, que los animales 

recuperados del arresto en L1 demostraran una preferencia marcada por 2-butanona. Por lo que, con 

esta mutante seguimos el mismo protocolo de ayuno por 6 días en nematodos L1 y posterior al 

periodo de realimentación, en adulto joven evaluamos por ensayos de quimiotaxis la preferencia 

basal a 2-butanona. Sin embargo, nuestros resultados demostraron que los animales mutantes de age-

1(hx546) no presentan un aumento en la preferencia a 2-butanona al recuperarse del arresto en L1 en 

comparación a animales age-1 no ayunados (Figura 13.C), lo cual podría sugerir que AGE-1 se 

encuentra activo incluso una vez finalizado el arresto y, por tanto, su participación es importante en 

la respuesta conductual. No obstante, AGE-1 como parte del complejo PI3K, participa en otras vías 

de señalización (varias relacionadas a estrés) y su activación no depende exclusivamente de DAF-2, 

por lo que este resultado no desecha del todo la hipótesis sobre la importancia de DAF-16. 

Por lo anterior, nos preguntamos si la respuesta observada al incremento en la preferencia a 

2-butanona en la cepa silvestre de C. elegans (Figura 10.A) se debía a que varias vías de señalización 

en estrés se mantenían activas a pesar de la recuperación del arresto. Para evaluar esta posibilidad, 

consideramos relevante evaluar alguna otra proteína de respuesta a estrés, por lo que decidimos 

evaluar al factor de transcripción HIF-1 el cual se ha descrito como elemento importante en respuesta 

a hipoxia en distintos organismos (Wagner, 2011). En este caso, la mutante de hif-1(ia4) mostró un 

leve incremento (aunque no significativo) en la preferencia a 2-butanona después del desarresto, 

aunque al tratarse de 1 N experimental, es preciso corroborarlo con la adición de más réplicas 

independientes (Figura 14). De ser el caso que se confirme un incremento en la preferencia a 2-

butanona en animales que fueron ayunados, sugeriría que la vía de HIF no participa en los cambios 

conductuales inducidos por los estados hipometabólicos inducidos por ayuno.  

  . 
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Figura 14. La actividad de HIF-1 durante el cambio 

conductual resultante del arresto en L1. Índices de 
quimiotaxis correspondientes a gusanos adultos jóvenes 
que fueron arrestados en L1 por 6 días en la cepa mutante 
de hif-1. Los datos se muestran con ±SEM, N = 1 con 3 
réplicas técnicas de un experimento con 150-250 
gusanos en promedio por cada ensayo. 

 

Además, tal como corroboramos en la cepa wild type N2, donde la primera generación (F1) 

a pesar de nunca haber experimentado un arresto, muestra una preferencia exacerbada a 2-butanona, 

al mismo nivel que sus progenitores (P0) que durante la etapa larvaria L1 se ayunaron por 6 días 

(Figura 11); decidimos evaluar si este evento era dependiente también de la actividad de DAF-16. 

Por lo que, al trabajar con la mutante nula de daf-16(mgDf50) y realizar el mismo experimento para 

evaluar la preferencia basal al odorante en la F1 de animales que se arrestaron en L1, notamos que 

al igual que en la Figura 13.A, en la P0 no hay diferencias en la preferencia a 2-butanona comparado 

al control en condiciones ad libitum de alimento, pero este fenotipo conductual se mantiene en la F1 

(Figura 15), reflejo de la importancia de DAF-16 en el establecimiento de un comportamiento que 

conocemos se mantiene en la descendencia inmediata tras un estímulo estresor, como es el arresto 

por ayuno. 

. 

 

 

 

 

 

Figura 15. El cambio conductual resultante del 

arresto en L1 depende de daf-16. Índices de 
quimiotaxis correspondientes a gusanos arrestados en 
L1 (F0), así como su progenie inmediata (F1) en la cepa 
mutante de daf-16. Los datos se muestran con ±SEM; N 
= 1 con 3 réplicas técnicas de un experimento con 150-
250 gusanos en promedio por cada ensayo. 
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En conjunto, estos resultados apuntan a la relevancia de la señalización de insulina en C. 

elegans para regular la fisiología del proceso de arresto, que es fundamental en las consecuencias a 

nivel conductual observadas a largo plazo en los nematodos que sufrieron un estresor fuerte durante 

el desarrollo, así como de su progenie inmediata (F1), siendo que la primera generación de los 

nematodos ayunados muestra una conducta similar a sus progenitores. 

 

9.4 El ayuno induce un incremento en la quimiotaxis a 2-butanona 

dependiente del factor de transcripción CREB 
 

Con la finalidad de conocer la implicación de CREB en la conducta observada por la falta de 

alimento, así como su posible participación como un activador de vías de estrés celular se sometió a 

la cepa YT17 (deficiente de CREB/CRH-1) a 3 h de ayuno. El factor de transcripción CREB ha sido 

implicado en procesos de memoria a largo plazo en distintos organismos, desde C. elegans hasta 

mamíferos (Altarejos & Montminy, 2011). Interesantemente, en la cepa carente de CREB no fue 

posible observar cambios en la quimiotaxis a 2-butanona en comparación a los gusanos que no fueron 

ayunados (Figura 16), lo que demuestra que CREB es requerido para mediar la respuesta conductual 

inducida por ayuno en C. elegans. 
 

 

 

 

 

Figura 16. El factor de transcripción CREB es 

necesario en el cambio conductual inducido por 

periodos cortos de ayuno. Gusanos adultos jóvenes de 
la cepa YT17 (mutante nula de CREB) se mantuvieron 
por 3 h sin alimento y posteriormente se evaluó su 
preferencia a 2-butanona. Los datos se muestran con 
±SEM; N = 5, cada punto representa un ensayo con 150-
250 gusanos en promedio por cada réplica.  

 

Ante el involucramiento de CREB/CRH-1 en el cambio conductual, decidimos explorar si el 

ayuno de 3 h en adultos jóvenes estaba induciendo la expresión de CREB en C. elegans. Para esto, 

empleamos la cepa reportera pcre::gfp, la cual posee un promotor con el elemento CRE fusionado 

con la secuencia de la proteína GFP. Para confirmar que el fenotipo conductual resultante del ayuno 

en la cepa reportera no fuera distinto al observado en la cepa silvestre, se evaluó la preferencia al 

odorante en la cepa pcre::gfp donde corroboramos el mismo incremento en el índice de quimiotaxis 
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inmediatamente después del ayuno (Figura Sup. 1). Una vez corroborado este comportamiento, se 

evaluó la expresión del reportero pcre::gfp por microscopía confocal donde observamos que células 

con morfología neuronal y ubicadas anatómicamente cerca del anillo nervioso en la cabeza del animal 

muestran una florescencia que no se observa en los gusanos control (Figura 17). Estos resultados 

coinciden con un reporte previo de Suo et al (2006), donde se identificó a las interneuronas SIA 

como sitios donde CREB se expresa tras un ayuno de 6 h.  

Figura 17. La expresión del reportero pcre::gfp se induce durante y tras un periodo corto de ayuno. 

Imágenes de microscopía confocal de gusanos reporteros que poseen un arreglo extracromosomal para expresar 
GFP bajo el promotor de CREB. Se observa un incremento focalizado de la fluorescencia en células de la 
cabeza de nematodos (flechas) que fueron ayunados por 3 h que podrían ser neuronas (N = 1). 

 

Ahora bien, para corroborar la participación de CREB en los cambios conductuales inducidos 

por arresto en L1, se retomó el mismo esquema experimental de 6 días de ayuno con la cepa YT17 

deficiente del ortólogo de CREB en C. elegans, CRH-1, la cual tiene una deleción en el dominio 

bZIP (Kimura et al, 2002). Aunque quizás se sugiera una tendencia, las diferencias en el índice de 

quimiotaxis entre animales control y ayunados no fueron estadísticamente significativas en los 

animales carentes de crh-1 (Figura 18). Este resultado confirma la participación de CREB en la 

respuesta conductual inducida por el arresto en L1 inducido por ayuno prolongado en C. elegans. 
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Figura 18. El factor de transcripción CREB es 

necesario en el cambio conductual inducido por 

arresto en L1. Se cuantificó el índice de quimiotaxis a 
2-butanona en gusanos adultos jóvenes de la cepa YT17 
(mutante nula de CREB/CRH-1) después de que se 
recuperaron de 6 días en arresto en L1 sin comida. Los 
datos se muestran con ±SEM (N = 3, cada punto 
representa un ensayo con 150-250 gusanos en promedio 
por cada réplica).  

 

Por otro lado, nos interesaba corroborar que la inducción de CREB en respuesta al ayuno 

ocurriera en el sistema nervioso de C. elegans por lo que se realizó una cruzas de la cepa reportera 

de CREB (pcre::gfp) con la cepa OH10690 que expresa RFP en todas las neuronas, esto con la 

finalidad de verificar si había activación neuronal de CREB en gusanos ayunados por 6 días en L1 y 

si esta activación se mantenía una vez recuperados del arresto en el sistema nervioso del gusano. 

Nuestros análisis en los animales dobles reporteros (CREB/neuronas) demostraron que tras 

6 días de arresto en L1 los nematodos exhiben una fluorescencia clara en GFP en varias células a lo 

largo de todo el cuerpo del animal, corroborado por la cuantificación de la intensidad de fluorescencia 

de GFP (Figura 19.A y C); siendo que pocas de las células con señal de CREB colocalizan con la 

marca neuronal (RFP), corroborada por los índices de correlación de Pearson en estas células. Sin 

embargo, la mayoría de las células con señal en GFP parecieran pertenecer a la región del intestino.  

Por otro lado, una vez recuperados del arresto y los gusanos alcanzaran a ser adultos jóvenes, 

CREB pareciera seguir activo, pero en distintas células no neuronales, dado que únicamente poseen 

señal en GFP; éstas se encuentran localizadas en la región inicial del intestino, lo que pareciera 

formar parte del primer y segundo anillo de este tejido, constituido por 6 células multinucleadas con 

6 núcleos cada uno. Es importante señalar también que fue difícil hallar neuronas con la marca de 

CREB a pesar de observar fluorescencia basal en algunas células neurales de animales que nunca 

fueron ayunados (Figura 19.B). Asimismo, la cuantificación de las URF (unidades relativas de 

fluorescencia) para GFP muestra un leve incremento en la fluorescencia en los animales recuperados 

de arresto de los controles nunca ayunados (Figura 19.D), en comparación del aumento dramático 

en los animales en L1 (Figura 19.A y C).  
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Figura 19. La expresión de CREB se incrementa durante y tras un arresto en L1 en C. elegans. A y B 

corresponden a imágenes de microscopía confocal de nematodos que expresan RFP en todas las neuronas junto 
con GFP bajo el promotor de CREB, en animales control (comida ad libitum) o ayunados por 6 días para 
inducir un arresto en L1. Se muestran acercamientos para observar a detalle las neuronas (RFP) del anillo 
nervioso donde se indujo CREB (GFP) en nematodos arrestados durante 6 días en L1, mostrando además los 
índices de correlación de Pearson corroborando la colocalización de ambas marcas (A), mientras que en B 
corresponden a imágenes de nematodos adultos que siempre estuvieron alimentados y gusanos que se 
recuperaron del arresto en L1, con acercamientos a la zona de la cabeza donde se aprecia un conjunto de células 
con fluorescencia únicamente en GFP. Además, se muestra la cuantificación correspondiente a la intensidad 
de fluorescencia de GFP durante el arresto por 6 días en L1 (en C) y en adultos jóvenes desarrestados (en D), 
con ±SEM y cuyos datos se encuentran expresados en unidades relativas de fluorescencia o URF (N = 1). 

                  

A B 
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Los datos anteriores demuestran que la actividad de CREB es fundamental para el 

establecimiento de un aumento en la preferencia al odorante 2-butanona posterior a periodos de 

ayuno cortos (3 h) y prolongados (6 días), estos últimos resultando en un arresto en el desarrollo. 

Además, su activación ocurre en células neuronales y posiblemente intestinales, lo que demuestra 

una actividad dinámica entre tejidos por su localización temporal a lo largo del establecimiento del 

arresto y su posterior recuperación, que resultará fundamental en el establecimiento de una conducta 

en este modelo. 

 

9.5 Múltiples vías de procesamiento de RNA participan en establecimiento 

conductual tras un arresto en L1 
 

Uno de los antecedentes de este trabajo es el reporte de Rechavi et al (2014) en el cual se observó 

que existen mecanismos transgeneracionales en C. elegans a través de la transcripción de small RNA 

(sRNA) que confieren a los nematodos mayor longevidad y resistencia al estrés tras un arresto en 

L1. En ese sentido, y con la finalidad conocer si la mayor preferencia al odorante 2-butanona que 

nosotros observamos tras el arresto en L1 depende del metabolismo de RNA y disectar qué vía en 

específico está involucrada, realizamos un screening con varios animales mutantes de proteínas 

involucradas en el procesamiento de RNA a distintos niveles. En todas ellas, el experimento consistió 

en inducir un arresto en L1 mediante 6 días de ayuno, para posteriormente dejarlos alcanzar el estado 

adulto joven en presencia de comida para entonces evaluar su preferencia a 2-butanona al 0.1 % 

El primer abordaje fue evaluar si el transporte de RNA de doble cadena era necesario para 

coadyuvar en la regulación del cambio conductual que observamos a la preferencia de 2-butanona 

en animales adultos que sufrieron un arresto por ayuno en L1. Utilizamos una cepa deficiente del 

canal transmembranal SID-1 encargado de la translocación de RNA de doble hebra (dsRNA) dentro 

de la célula mediando la interferencia de RNA sistémico (Shih y Hunter, 2011). En esta cepa 

observamos que tras la recuperación del arresto en L1 los gusanos no aumentan su preferencia por la 

2-butanona (Figura 20.A) e incluso exhiben un decremento estadísticamente significativo en la 

preferencia a 2-butanona (de 0.1 ± 0.16 control vs -0.09 ± 0.15 ayunados), reflejo de la importancia 

de la presencia de este transportador en la quimiotaxis del gusano.  

Otras proteínas relevantes en el procesamiento de dsRNA en C. elegans son MUT-7 y RDE-

1, la primera una exonucleasa que forma parte de la vía canónica del RNAi endógeno en línea 

germinal y la segunda, parte del complejo RISC encargado de la degradación del mRNA. Animales 

carentes tanto de mut-7 como de rde-1 presentaron un incremento en el índice de quimiotaxis a la 2-
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butanona posterior al ayuno (Figura 20.B y 20.C), lo que descarta la participación de estas proteínas 

en el establecimiento del cambio conductual inducido por ayuno en L1. Cabe mencionar, que la 

particularidad de la cepa carente de rde-1(mkc36) (DCL569) es que la expresión de RDE-1 

únicamente ocurre en la gónada, lo que sugiere que la presencia de RDE-1 en la gónada (más que en 

el resto de los tejidos) es suficiente para mantener el cambio de comportamiento a la preferencia a 2-

butanona tras un arresto en L1 (Figura 20.C). 

Figura 20. Preferencia por 2-butanona posterior al ayuno en mutantes de proteínas de metabolismo de 

RNA. Se evaluó el índice de quimiotaxis en adultos jóvenes posterior al arresto en L1 por 6 días de ayuno en 
animales mutantes de proteínas involucradas en las vías endógenas de RNA de interferencia del gusano: el 
canal SID-1 (A, N = 3), la exonucleasa MUT-7 (B, N = 4) y la proteína RDE-1 como parte del complejo RISC 
(C, N = 6). Para todos los ensayos, los datos se muestran con ±SEM, (*) p < 0.05 y (**) p < 0.001, cada punto 
representa una réplica para las que se contó con 150-250 gusanos en promedio por cada una. 

 

 Por otro lado, también se evaluó la respuesta de animales deficientes de las proteínas de la 

familia Argonauta: NRDE-3 y de HRDE-1. En cuanto a la primera se ha caracterizado que su 

expresión es mayoritariamente en células somáticas y existen reportes que apuntan a su importancia 

para la herencia de una sola generación en el silenciamiento de alguna diana somática mediada por 

exoRNAi (Billi et al, 2014); mientras que HRDE-1 se encuentra únicamente en línea germinal y su 

ausencia previene que se herede la señal de silenciamiento de RNAi a la progenie (Moore et al, 

2019). Nuestros resultados mostraron que, aún en ausencia de nrde-3 fue posible observar un 

incremento (aunque discreto) en la preferencia a 2-butanona en gusanos adultos jóvenes que sufrieron 

un arresto por ayuno en etapa L1 (Figura 21.A), no así en la mutante de hrde-1 en donde no hubo 

un cambio en la preferencia al odorante en comparación a los animales que siempre se mantuvieron 

en presencia de alimento (Figura 21.B). Estos resultados sugieren que se puede descartar la 

participación de NRDE-3 y por tanto parte de la vía de silenciamiento por sRNA en tejidos somáticos, 
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sin embargo, en el caso del tejido de la línea germinal la actividad de RNAi a través de HRDE-1 es 

fundamental en el establecimiento de la respuesta conductual del nematodo inducida por ayuno.  

Tanto para NRDE-3 y HRDE-1 se ha reportado que ambas actúan uniéndose a RNA 

mensajeros nacientes inhibiendo así la unión de la RNA Pol II y, además, río abajo de su unión por 

complementariedad con el RNA mensajero, reclutan complejos modificadores de la cromatina, como 

SET-25, una enzima con actividad de metiltransferasa de histonas que cataliza la trimetilación de la 

lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3), una marca asociada a represión epigenética (Billi et al, 2014). 

Por lo anterior, decidimos evaluar la participación de estas vías de silenciamiento por RNA en el 

establecimiento del comportamiento observado tras un arresto en L1, por lo que trabajamos la 

mutante de set-25. En esta mutante observamos que no hay diferencias estadísticamente 

significativas en el índice de quimiotaxis a 2-butanona comparado con el IQ de animales en 

condiciones ad libitum de alimento (Figura 21.C). Cabe mencionar que probablemente sea necesario 

consolidar estas observaciones agregando por lo menos otra réplica biológica para tener mayor poder 

estadístico.  

Figura 21. Participación de otras vías de procesamiento de sRNA en la conducta de gusanos adultos 

jóvenes tras un arresto en L1. Los animales fueron ayunados por 6 días en etapa L1 para luego permitirles 
llegar a la etapa de adulto joven en presencia de comida. Los índices de quimiotaxis fueron evaluados en la 
mutante de la proteína Argonauta NRDE-3 (A, N = 4), la Argonauta HRDE-1 (B, N = 3), y la proteína SET-
25, una metil transferasa de histonas (C, N = 2). Para todos los ensayos, los datos se muestran con ±SEM, 
donde (*) p < 0.05 y cada punto representa una réplica para las que se contó con 150-250 gusanos en promedio 
por cada una. 

 

Finalmente, también evaluamos una posible participación de PRDE-1, una proteína 

involucrada en la biogénesis de piRNAs y que participa en la transcripción de los precursores de 

estas moléculas en células de la línea germinal. En animales carentes de prde-1 se observó que la 

quimiotaxis es idéntica en los animales controles y en los recuperados de un arresto en L1 (Figura 
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22). Esto demuestra que PRDE-1 es necesario para el cambio conductual inducido por ayuno y sin 

duda es un reflejo de la importancia de la regulación de los piRNAs en la conducta de los nematodos. 

  . 

 

 

 

Figura 22. Participación de la vía de síntesis de 

piRNAs en la conducta de gusanos adultos jóvenes 

tras un arresto en L1. Los animales mutantes de prde-

1 fueron sometidos a un arresto en L1 mediante 6 días 
de ayuno y posteriormente se les permitió recuperarse 
en presencia de comida y llegar a adulto joven. Los 
índices de quimiotaxis correspondientes a la mutante de 
la proteína PRDE-1 correspondiente a la síntesis de 
piRNAs. Los datos se muestran con ±SEM (N = 1, cada 
punto representa un ensayo con 150-250 gusanos en 
promedio por cada réplica).  

 

En conclusión, estos resultados indican que en C. elegans, tras sufrir un arresto por 6 días de 

ayuno en L1, los sRNA que son transcritos constituyen un elemento fundamental en el 

establecimiento de un comportamiento relacionado a cómo el animal censa estímulos en su ambiente. 

Además, apuntan a que algunos elementos de la vía de interferencia canónica, como de biosíntesis 

de piRNAs, en conjunto, participan en el establecimiento de esta conducta; pudiendo ser reflejo 

también, de la intercomunicación entre tejidos, destacando la importancia de estas vías en gónada 

para observar un efecto conductual. 
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10. Discusión 
 

10.1 Un arresto larvario por ayuno tiene consecuencias conductuales a largo 

plazo a la preferencia de odorantes  
 

Una de las más relevantes aportaciones de este trabajo fue el establecimiento de un modelo de 

cambios conductuales inducidos por ayuno en C. elegans que pudieran ser observados a largo plazo. 

A la fecha, poco se conoce respecto a las consecuencias conductuales que el ayuno por sí mismo 

ocasiona en C. elegans y mucho menos sobre vías de señalización involucradas en la regulación de 

estos cambios conductuales.  

 En cuanto a la búsqueda de fuentes de alimento por periodos de inanición en C. elegans, 

Shimizu et al (2019) reportó que periodos de ayuno de 6 h en adultos jóvenes inducen una reducción 

en la motilidad y la velocidad con la que se dirigen a un estímulo que por naturaleza les parece 

atractivo como es el alcohol isoamílico (AI); sin embargo, no reportaron cambios en la preferencia a 

este odorante, aunque es interesante que incluso en el control siempre en alimento obtuvieron 

quimiotaxis cercanas al 100 % de preferencia, lo que probablemente indica que las concentraciones 

utilizadas no permitieran discernir entre cambios en la preferencia al AI. En el caso de la 2-butanona 

hay trabajos publicados que emplean concentraciones de 10 % en los ensayos de quimiotaxis 

(Kauffman et al, 2010), pero en nuestras manos, estas concentraciones son demasiado altas y no 

permiten discriminar cambios conductuales finos, por lo que decidimos trabajar con una 

concentración mucho más baja, de 0.1 %, que permitiese observar cambios reales y sutiles en la 

predilección del odorante por parte del nematodo.  

 En este trabajo demostramos que un periodo de ayuno de únicamente 3 horas en adultos 

jóvenes es suficiente para inducir un cambio importante en la preferencia a 2-butanona, potenciando 

la predilección a este odorante, para lo cual es preciso tener en cuenta que C. elegans es un nematodo 

de vida libre que habita en suelos de todo el mundo, por lo que probablemente este resultado sugiere 

la incesante búsqueda de fuentes de alimentación inducida por un ambiente sin disponibilidad de 

alimento. En ese sentido, otro antecedente directo a nuestro trabajo es el de Kauffman et al (2010), 

donde observaron que un periodo más prolongado de ayuno: 16 horas (también en adultos jóvenes), 

es suficiente para que la preferencia a 2-butanona se incremente de manera dramática; sin embargo, 

no se evaluó el efecto sobre la conducta que tienen los arrestos y diapausas inducidos por ayuno.  

 Nosotros demostramos que todos los estados hipometabólicos (arresto en L1, dauer, diapausa 

reproductiva del adulto) inducidos en C. elegans incrementan la preferencia al odorante 2-butanona, 

y más importante se trata de un efecto permanente, es decir, que el cambio conductual es aún 
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observado posterior al arresto y que el gusano haya completado su desarrollo a adulto joven. Esto 

podría sugerir que este aumento en la preferencia al odorante es un mecanismo de protección a 

futuros eventos similares de ayuno, donde los animales cambian su sensibilidad a diferentes fuentes 

de alimento. Particularmente, el incremento en la preferencia a 2-butanona, podría estar relacionado 

con la detección de metabolitos de las bacterias Serratia marcescens y otras bacterias del género 

Methylomonas y Methylobacter (Zhang et al, 2005; Hou et al, 1979) que en vida silvestre son fuentes 

de alimento de C. elegans. Este hecho cobra particular relevancia si tomamos en cuenta que nosotros 

observamos el cambio conductual en la progenie F1 de nematodos ayunados. Al mismo tiempo 

debemos considerar que estos cambios conductuales podrían suponer también una desventaja. Como 

se mencionó, la 2-butanona al ser producto de Serratia marcescens y ésta ser una bacteria patógena 

que de ser consumida les ocasiona una infección intestinal e incluso la muerte (Pradel et al, 2007), 

podría significar un riesgo para la sobrevivencia de la especie. Además, otro posible efecto 

perjudicial sea la alteración permanente a la sensibilidad a odorantes en el animal, teniendo como 

resultado comportamientos de escape, como fue el caso de nuestros ensayos a citronela y el 

benzaldehído, reportados inicialmente como atrayentes naturales (Bargmann et al, 1993).  

 En cuanto a la durabilidad de la conducta, únicamente existe una evidencia en la que se 

reporta un efecto conductual en nematodos adultos que sufrieron un arresto en el desarrollo: Pradhan 

et al (2018) reportó que hay una reducción del comportamiento exploratorio o de forrajeo en animales 

que cursaron por una etapa dauer tanto en la cepa silvestre N2, y mayoritariamente en la cepa 

hawaiana. Este decremento en la exploración quizás sea una manera de los gusanos para prevenir 

encontrarse de nuevo en periodos de ayuno asegurando permanecer en el mismo lugar donde las 

condiciones son favorables. Sin embargo, con respecto a la herencia de algún fenotipo conductual en 

consecuencia al ayuno, nada se había investigado y mucho menos en relación con la sensibilidad a 

odorantes por lo que, resulta interesante definir si el efecto a la alta preferencia a 2-butanona que se 

mantiene en la F1 de animales que fueron arrestados en L1, también se observa en la F2 e incluso en 

la F3, tratándose de un fenómeno de transgeneracionalidad. 

 Por otro lado, desde el punto de vista mecanístico, sería relevante evaluar los cambios en la 

percepción de otros odorantes posteriores al ayuno, sobre todo tomando en cuenta que en Drosophila 

melanogaster, cuando las larvas pasan por periodos de ayuno, se altera la percepción olfativa de 

ciertos odorantes, incrementando su preferencia a ellos (Slankster et al, 2020), y además incrementa 

la sensibilidad en las ORNs que son las neuronas receptoras de olor (Root et al, 2011). Esta alta 

sensibilidad neuronal ocasionada por ayuno también se ha reportado en humanos, donde un periodo 

de ayuno de 24 h en adultos sanos mejoró la función olfativa permitiendo una mejor identificación y 
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discriminación de olores (Cameron et al, 2012). Sin embargo, algo inesperado de nuestro trabajo fue 

lo observado con los odorantes benzaldehído y citronela. Inicialmente nosotros esperábamos un 

aumento en la preferencia, similar a lo que observamos con 2-butanona, no obstante, nuestros 

resultados demuestran que la preferencia a benzaldehído y citronela, que suelen encontrarse en la 

materia orgánica en descomposición que es el ambiente que C. elegans habita en estado libre, 

disminuye drásticamente en los nematodos adultos jóvenes que atravesaron por un arresto o diapausa. 

En ese sentido, se ha reportado que el ayuno puede cambiar la manera en que varios estímulos son 

percibidos. Por ejemplo, la aversión por el CO2 puede ser suprimida por tan sólo 5 h de ayuno en 

gusanos adultos (Bretscher et al, 2008); y en paradigmas de aprendizaje asociativo con benzaldehído 

o NaCl, se ha reportado que parear estos estímulos con ayuno puede producir efectos conductuales 

totalmente contrarios a que si se parea con alimento (Lin et al, 2010; Baugh y Hu, 2020; Nagashima 

et al, 2019). Finalmente, en otro modelo de estudio con nematodos con fenotipo dauer constitutivo 

(mutante en daf-2), se observó que la preferencia por alcohol isoamílico resulta en un índice de 

quimiotaxis negativo, es decir, se vuelve repulsivo siendo que en condiciones control, este odorante 

es considerado un atrayente (Neto et al, 2016). Por lo tanto, es evidente que los cambios en cuanto a 

la preferencia a odorantes no son siempre en el mismo sentido, probablemente resultado de que 

diferentes odorantes se relacionan con distintos aspectos de la ecología de C. elegans en la naturaleza. 

  Además, estos resultados con benzaldehído y citronela pueden asociarse a una disminución 

en la sensibilidad a estos odorantes a nivel transcripcional donde la expresión de sus receptores se 

vea afectada o bien, alguna alteración en la función neuronal, posibilidades que deben ser evaluadas 

a futuro. Por lo anterior, consideramos relevante caracterizar si la alteración en la sensibilidad a 

odorantes en C. elegans se relacionaba directamente con la expresión de sus receptores. En ese 

sentido, nosotros observamos que ODR-10, un receptor de siete dominios transmembranales presente 

en los cilios de la neurona AWA (Sengupta et al, 1996), incrementa su expresión durante el arresto 

y una vez que los nematodos regresan a condiciones de alimento y completan su desarrollo regresa 

a niveles basales (Figura 12). Justamente, un reporte reciente mostró que en nematodos 

hermafroditas se incrementa la expresión de odr-10 tras un periodo de ayuno de 12 a 18 horas, 

relacionando a esta proteína como un “receptor asociado a comida” (Wexler et al, 2020). Por otro 

lado, se sabe que el gen quimiorreceptor srh-234 de C. elegans, en condiciones de ayuno baja su 

expresión y una vez que retorna al alimento regresa a niveles basales (Gruner y van der Linden, 

2015). Lo anterior es reflejo de un evento temporal que sólo ocurre ante un estímulo particular, en 

este caso el ayuno, lo que le permitirá al animal ser más sensible a estímulos medioambientales que 

representen alimento y de esta manera terminar con el estrés ambiental. Sin embargo, hasta el 

momento se conoce que el receptor ODR-10 tiene como único ligando al odorante diacetil, no 



 51 

pudiendo censar 2-butanona por la ausencia de un grupo ceto de ésta (Zhang et al, 1997), por lo cual 

sería relevante conocer cuál es la respuesta del gusano al diacetil y otros odorantes siendo que C. 

elegans posee más de 100 genes de receptores con siete dominios transmembranales que se expresan 

justamente en las neuronas quimiosensoras (Troemel et al, 1995).  

 La 2-butanona es un odorante que está reportado como ligando de los receptores ODR-1 y 

ODR-3, los cuales se expresan únicamente en el par neuronal AWC de C. elegans (Wes y Bargmann, 

2001), por lo que sería interesante explorar qué sucede con la expresión de ambos receptores durante 

y posterior al arresto. Las neuronas AWC a pesar de que estructural y funcionalmente son muy 

similares, se caracterizan por una asimetría que radica en un perfil transcripcional distinto, gracias al 

cual pueden discriminar entre distintos odorantes, entre ellos la 2-butanona y el benzaldehído (Wes 

y Bargmann, 2001; Torayama et al, 2007). Por ello sería importante conocer lo que sucede a nivel 

neuronal y transcripcional con estas neuronas y receptores, y más considerando nuestros resultados 

donde observamos una preferencia exacerbada a 2-butanona, mientras que para el benzaldehído la 

preferencia se ve disminuida tras sufrir un arresto en L1. Además, se conoce que si ODR-1 se 

sobreexpresa, el animal es incapaz de discriminar entre ambos odorantes afectando directamente a la 

maquinaria de adaptación a la 2-butanona (L’Etoile y Bargmann, 2000), lo que pudiera explicar la 

elevada preferencia a 2-butanona que se mantiene en la adultez.  

 

10.2 La participación de DAF-16 en el cambio conductual inducido por ayuno 
 

Está bien caracterizado que la vía de señalización de insulina (IIS), a través del factor transcripcional 

DAF-16, es fundamental en el establecimiento de los diferentes arrestos y diapausas y sobre todo en 

arresto en L1, lo cual ha sido ampliamente revisado (Baugh, 2013; Baugh y Hu, 2020). Por lo 

anterior, no fue sorpresa observar en nuestros experimentos que el aumento a la preferencia a 2-

butanona posterior al ayuno, es dependiente de la presencia de DAF-16, incluso en la F1 de estos 

animales. Pese a ello, desconocemos el mecanismo molecular detrás de este cambio conductual, y 

consideramos interesante conocer los blancos de DAF-16 posterior al ayuno, además de identificar 

si DAF-16 regula la expresión de receptores a odorantes u otros moduladores conductuales en C. 

elegans. Lo anterior tomando en cuenta que 809 pares de bases río arriba del codón de inicio de 

ODR-10 existe un sitio putativo de unión a DAF-16, y que al menos en nematodos macho, se ha 

comprobado la participación de este factor de transcripción en la expresión de ODR-10 por ayuno 

(Hahm et al, 2015; Wexler et al, 2020). Además, en condiciones de ausencia de alimento el gen 

quimiorreceptor srh-234 baja su expresión debido a que DAF-16 actúa como represor (Gruner y van 

der Linden, 2015). 
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Aunado a conocer los blancos de DAF-16 en nuestro modelo de ayuno y conducta, es 

importante considerar también una posible regulación epigenética que esté teniendo lugar en el 

establecimiento conductual observado. Esto sobre todo tomando en cuenta que al menos en 

mamíferos se ha reportado que la actividad de FOXO1 (ortólogo de DAF-16) se ve facilitada en 

ayunos prolongados por medio de SIRT1 quien desacetila genes de la vía gluconeogénica (Cantó et 

al, 2010), mostrando que DAF-16/FOXO también puede ir de la mano con cambios en la 

accesibilidad de la cromatina en condiciones de ayuno. Además, se ha planteado previamente que 

SET-32, una metiltransferasa de histonas, se ve afectada por la actividad de DAF-16 (Kishore y 

Arnaboldi, 2020), por lo que sería interesante evaluar si fenómenos como la acetilación o metilación 

de histonas están regulando la expresión génica a través de DAF-16 y contribuyendo al 

establecimiento del comportamiento tras el arresto en L1 que observamos al odorante 2-butanona. 

Por otro lado, cobra relevancia el hecho de que C. elegans posee en su genoma una gran 

familia de péptidos tipo insulina (ILP) que regulan respuestas olfativas en varias neuronas, incluidas 

las AWC que se encargan de detectar diversos odorantes, entre ellos 2-butanona (Chen et al, 2012; 

Leinwand y Chalasani, 2013). Mientras que en Drosophila, neuropéptidos e insulina actúan sobre 

neuronas receptoras olfativas para regular el comportamiento de forrajeo durante condiciones de 

ayuno (Root et al, 2011). Por lo tanto, conocer si hay alteraciones en la expresión y actividad de estos 

ILP en nuestro modelo de ayuno-conducta sería muy relevante para caracterizar si actúan de manera 

coordinada como agonistas o antagonistas de la vía, y sobre si su actividad se restringe a algún tejido 

en particular.  

Un resultado inesperado fue el observado en la mutante de age-1, (proteína del complejo 

PI3K que actúa río abajo de la activación de DAF-2 para mantener inactivo a DAF-16), donde no 

observamos una alteración en la quimiotaxis a 2-butanona en nematodos arrestados en L1, que es 

contrario a lo esperado, un fenotipo similar a la cepa silvestre, donde la preferencia al odorante 

incrementara en animales que sufrieron el arresto. Esto quizás sea reflejo de la necesidad de AGE-1 

en el establecimiento de un comportamiento; sin embargo, este resultado hay que analizarlo con 

cautela y no necesariamente desecha la hipótesis acerca de la importancia de la vía de insulina en el 

establecimiento de la conducta tras un arresto, dado que se conoce que AGE-1 se activa tras largos 

periodos de ayuno para contrarrestar al estrés oxidante (Weinkove et al, 2006). Además, se ha 

demostrado que en dauers y condiciones de ayuno, PI3K es muy importante para favorecer la 

formación de autofagosomas (Palmisano y Meléndez, 2019), mientras que Kang et al (2007), 

demostraron que arresto de días en L1 por ayuno incrementa la autofagia como mecanismo para 

asegurar la supervivencia durante el estado hipometabólico. Estas evidencias sugieren la posibilidad 
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de que, en nuestro modelo la ausencia de AGE-1 afecte la activación de mecanismos -independientes 

a la vía de insulina- para contrarrestar el daño celular del estado hipometabólico y, por consiguiente, 

la respuesta conductual no sea la adecuada en concordancia a los animales silvestres. 

Dada la naturaleza del estímulo de ayuno de nuestros protocolos, existía la incertidumbre en 

cuanto a que, a pesar de que los gusanos se recuperaron y cumplieron su desarrollo hasta adultos, 

vías de estrés celular permanecieran activas y fueran la causa de la exacerbada preferencia a 2-

butanona. Para descartar esta posibilidad decidimos trabajar con una mutante de HIF-1, un factor de 

transcripción cuya actividad ha sido reportada en modelos de restricción calórica en C. elegans (Chen 

et al, 2009), y que ante la ausencia de la vía de respuesta a estrés en la que HIF-1 es fundamental, 

siguiéramos observando el comportamiento de la cepa wild type. Sin embargo, nuestros resultados 

no fueron concluyentes, (Figura 14): por un lado, observamos una clara tendencia a que a pesar de 

la deficiencia de hif-1, los gusanos aumentan su preferencia a 2-butanona tras el arresto, aunque esta 

diferencia no es estadísticamente significativa. Consideramos necesario corroborar este dato 

aumentando el número de repeticiones biológicas, ya que actualmente sólo tenemos una repetición y 

es preciso mencionar que los ensayos conductuales y más los referentes a quimiotaxis, se reportan a 

partir de 4 experimentos independientes, debido a la alta variabilidad observada en ensayos de 

conducta en C. elegans. No obstante, es preciso tener en cuenta que hay reportes que señalan la 

participación de HIF-1 en modelos de restricción calórica en nematodos modulando su esperanza de 

vida (Chen et al, 2009), por lo que, al tratarse de un factor transcripcional, es posible que su actividad 

sea necesaria para mantener una conducta en el animal. Por lo anterior, un abordaje interesante sería 

evaluar también otras mutantes de elementos de vías de señalización de estrés celular conocidos en 

condiciones de ausencia de alimento como TOR y/o SKN-1 (Chen et al, 2009; Paek et al, 2013), o 

RAS/MAPK reportada en ayuno río abajo de la activación del quimiorreceptor SRA-13 (Battu et al, 

2003). Sin embargo, de igual manera, estos resultados deben tomarse con cautela, al tratarse de 

mutantes de reguladores globales en la célula que podrían originar efectos pleiotrópicos de diversa 

índole y que pudieran repercutir al fenómeno conductual observado, de manera independiente al 

efecto del ayuno mismo. 

 

10.3 Dinámica de actividad de CREB/CRH-1 
 

Con base en las observaciones realizadas en este trabajo, pudimos concluir que la presencia de 

CREB/CRH-1 en C. elegans es fundamental para el establecimiento del comportamiento ya sea tras 

un periodo corto de ayuno (3 h), o bien posterior a un arresto en L1 inducidos por 6 días de ayuno en 

L1; sin embargo, aún desconocemos los blancos de CREB/CRH-1 y el tejido dónde está actuando.  
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 Se ha reportado que la octopamina, una molécula similar a la norepinefrina puede activar la 

vía de CREB en distintos organismos (Crocker et al, 2010). En el caso de C. elegans, hay reportes 

que señalan que durante un arresto en L1, el nematodo secreta a la hormona osas#9 o succinil 

ascarósido de octopamina, a la cual los animales muestran un comportamiento aversivo naïve durante 

los diferentes estadios larvarios (Artyukhin et al, 2013). La octopamina funciona como un 

neurotransmisor que se une al receptor membranal SER-3 y se ha demostrado que, durante un ayuno 

de 6 horas en nematodos adultos, esta interacción lleva a una cascada de señalización en 

interneuronas que culmina con la activación de CREB/CRH-1 (Baugh y Hu, 2020; Suo et al, 2006). 

Por lo anterior, consideramos interesante evaluar los niveles de octopamina en los animales ayunados 

y evaluar si es la responsable de la activación de CREB/CRH-1 que observamos en algunas neuronas 

y células intestinales durante y tras el arresto en L1. Además, otra posibilidad a tomar en cuenta es 

TOR, cuya actividad durante periodos de ayuno se incrementa para garantizar la supervivencia a 

través de la transcripción de blancos de CREB/CRH-1 en el cerebro de Drosophila (Wang et al, 

2008). Por lo anterior, una perspectiva a concretar a futuro es evaluar qué factores son los encargados 

en instaurar la activación de la vía de CREB/CRH-1, que tiene un rol fundamental en el 

establecimiento del comportamiento que observamos en gusanos que sufrieron un arresto en L1. 

Por otro lado, con respecto a los tiempos de ayuno evaluados en este trabajo (3 h en adultos 

jóvenes, y 6 días en larvas L1), resalta que, al menos en mamíferos se conoce que existe una dualidad 

interesante en la actividad de CREB/CRH-1 dependiente del tiempo de ayuno. En periodos cortos 

uno de los primeros eventos fisiológicos es el incremento de glucagón circulante, quien a través de 

la translocación de CREB/CRH-1 al núcleo, estimula la vía gluconeogénica llevando a la 

sobreexpresión de genes como el que codifica para la fosfoenol piruvato carboxilasa y la glucosa-6-

fosfatasa, y también del coactivador del receptor γ 1α activado por el proliferador de peroxisomas 

(PGC1α), mientras que en tiempos prolongados de ayuno, CREB/CRH-1 induce la expresión de 

miembros del grupo A subfamilia 4 de receptores nucleares (NR4A); éstos últimos actuando como 

amplificadores para la expresión de genes de la vía gluconeogénica (Altarejos & Montminy, 2011). 

Lo anterior es un reflejo de la participación de CREB/CRH-1 en la regulación del metabolismo ante 

la ausencia de alimento. Sería interesante conocer si en nuestros dos modelos de ayuno (3 h y 6 días) 

hay diferencias en los genes regulados por CREB/CRH-1.  

Al igual que con DAF-16, conocer los blancos de CREB/CRH-1 a nivel genómico resultaría 

fundamental para dilucidar a través de qué factores se está estableciendo un comportamiento a largo 

plazo inducido por los ayunos. También sería relevante explorar los mecanismos epigenéticos 

involucrados, sobre todo tomando en cuenta que en C. elegans CREB/CRH-1 promueve la expresión 
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de SET-30, una metil transferasa de histonas (Lakhina et al, 2015). Este efecto de CREB/CRH-1 se 

observó en un protocolo de memoria a largo plazo por aprendizaje asociativo a 2-butanona que utiliza 

como recurso periodos intermitentes de ayuno, promoviendo así cambios en el epigenoma que 

probablemente coadyuven en el establecimiento de memoria. También habría que tomar en cuenta 

que, la actividad de CREB/CRH-1 en ayuno va de la mano de p300/CBP, acetil transferasas de 

histonas que son reclutadas por CREB/CRH-1 a la cromatina (Altarejos y Montminy, 2011), lo que 

sin duda indica una regulación epigenética mediada por este complejo. 

 Otro dato relevante de esta tesis fue la localización celular de CREB/CRH-1, ya que durante 

el ayuno la detectamos en neuronas y células a lo largo del intestino, pero una vez que los animales 

son reexpuestos a comida y retoman su desarrollo, ahora pareciera que la expresión neuronal de 

CREB/CRH-1 se pierde, pero permanece en una localización muy puntual en la parte anterior del 

intestino del nematodo. En cuanto a las células neurales resulta complicado identificar con precisión 

cuáles y de qué naturaleza son las neuronas donde detectamos CREB/CRH-1; sin embargo, podrían 

tratarse de las interneuronas SIA, dado que la activación de CREB/CRH-1 en éstas durante un 

periodo de ayuno de 6 horas se reportó por el grupo de Suo et al (2006). Por lo anterior, consideramos 

relevante evaluar a futuro la implicación de CREB/CRH-1 únicamente en estos dos tipos celulares, 

donde experimentos con RNA de interferencia para realizar knock down en neuronas y células 

intestinales únicamente, definirían de manera más particular en qué tejido CREB/CRH-1 juega un 

papel relevante en el establecimiento conductual observado tras un arresto en L1. 

 Es importante señalar que el intestino de C. elegans se compone de 20 células organizadas 

en pares que forman 10 discos o anillos alrededor del lumen del intestino (McGhee, 2007; Asan et 

al, 2016). Por la localización que nosotros observamos de CREB/CRH-1 en la región inicial del 

intestino en los adultos que se recuperaron del arresto, inferimos que se trata del primer anillo 

denominado Int1 y el segundo anillo o Int2. En comparación al resto de los discos intestinales, el 

Int1 y el Int2 tienen la particularidad morfológica de poseer las microvellosidades más cortas, además 

de formar un depósito cónico plegable a manera de contenedor del alimento (McGhee, 2007). Dada 

la particularidad de que estos discos parecen almacenar alimento, resulta plausible que sea en ellos 

donde la permanencia de la expresión de CREB/CRH-1 juegue un papel preponderante para 

mantener los cambios inducidos por el ayuno aun después de que los animales se recuperan.  

 Nuestras observaciones respecto a que CREB/CRH-1 se activa en las neuronas e intestino de 

C. elegans plantea una posible intercomunicación entre tejidos para el establecimiento de una 

conducta. En ese sentido, durante el desarrollo, el contacto con las neuronas ventrales juega un papel 

muy importante para el establecimiento de la correcta morfología del intestino (Asan et al, 2016). Y 
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no sólo el contacto directo neurona-intestino es importante si no que se ha demostrado que a través 

de señalización parácrina y/o endócrina, el tejido nervioso controla la expresión de genes en el 

intestino para la defensa ante patógenos en el nematodo (Wani et al, 2019). Además, se conoce que 

miRNAs sintetizados en el sistema nervioso del nematodo regulan de manera no autónoma la 

proteostasis en el intestino dependiendo de diferentes fuentes bacterianas de alimento disponibles, 

como una manera en la que el sistema nervioso “prepara” al tejido intestinal para lo que será 

consumido (Kaletsky y Murphy, 2019). Asimismo, recientemente se reportó en Drosophila que 

CREB junto con Crtc (coactivador de transcripción regulado por cAMP), estimulan la expresión del 

neuropéptido pequeño F (sNPF), que además se conoce que incrementa su expresión durante el ayuno 

(Shen et al, 2016; Root et al, 2011) y, sobre todo, que el sNPF en moscas ayunadas incrementa la 

atracción a odorantes (Ko et al, 2015). En ese sentido, es preciso considerar a futuro en este proyecto 

evaluar el posible rol de los péptidos, si ocurre una alteración en la expresión de éstos y si tienen 

injerencia en el comportamiento que observamos tras un arresto en L1 a la preferencia de 2-butanona. 

Lo anterior cobra relevancia en el sentido de que reportes en Drosophila señalan que el sNPF es 

capaz de regular la integridad epitelial del intestino, debido a la localización de receptores al 

neuropéptido en este tejido (Shen et al, 2016), mientras que en mamíferos, la comunicación 

bidireccional cerebro-intestino a través de neuropéptidos ha sido abordada por varios grupos de 

investigación en condiciones de respuesta inmune e inclusive en desordenes psicológicos (Wei et al, 

2020); lo que da luz de la existencia de una regulación y comunicación entre distintos tipos celulares, 

en este caso el tejido neuronal y el intestinal.  

 

10.4 El metabolismo de siRNAs en el establecimiento del comportamiento 
 

Un tema de frontera es esclarecer como el RNA no codificante tiene injerencia en diversos procesos 

celulares. C. elegans ha sido un excelente modelo de estudio para abordar estas preguntas, debido a 

que posee una basta maquinaria de procesamiento de RNAs pequeños endógenos (siRNAs) y parece 

que en general, el RNA juega un papel preponderante en muchos procesos de regulación del 

nematodo.  

En ese proyecto, decidimos evaluar la contribución de diversas proteínas involucradas en el 

metabolismo de siRNAs en los cambios conductuales inducidos por ayuno en C. elegans. 

Comenzamos por evaluar elementos de la vía canónica como SID-1, un transportador 

transmembranal de RNA con actividad de unión a RNA de doble cadena, encontrando que su 

actividad resulta fundamental para observar el cambio en el comportamiento que se presenta en la 

cepa silvestre tras un arresto. Esto implica el transporte o intercambio de RNA como un elemento 
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importante para el establecimiento de un comportamiento inducido por ayuno en C. elegans. En 

soporte a esta idea, Kaletsky et al (2020) demostró que SID-2, que tiene la misma función que SID-

1 pero cuya localización se restringe a células intestinales únicamente, es necesario para que el 

gusano realice un correcto aprendizaje asociativo. Ahora bien, por la ubicación de SID-1 al 

encontrarse en todos los tipos celulares excepto el neuronal, una posibilidad es que ocurra un 

transporte de dsRNA entre varios tejidos para modular el cambio conductual a la preferencia de 2-

butanona en animales que fueron arrestados y, sobre todo, sabiendo que por nuestros resultados al 

menos con CREB/CRH-1, hay una participación activa de varios tipos celulares, neuronas y células 

intestinales.  

En ese sentido, conocer la procedencia de estos siRNAs, y sobre en qué tejido tienen 

injerencia, abriría una ventana a estudiar la intercomunicación entre tejidos. No sería la primera 

ocasión en la que se describe la entrada de RNAs móviles neuronales en otros tejidos somáticos y 

células germinales para inducir silenciamiento de genes en C. elegans (Devanapally et al, 2015). Una 

de las grandes incógnitas que queda por ser estudiada es cómo se mueven los RNAs a través de los 

tejidos y un reporte reciente parece apuntar a la formación de partículas proteicas tipo virus (VLP) 

(Moore et al, 2020).  

Además, resulta interesante que hay una desregulación de sRNAs provocada por un arresto 

en L1 en C. elegans (Rechavi et al, 2014) y a pesar de que se conoce que tienen injerencia sobre la 

traducción de genes asociados al metabolismo, sería conveniente revisar si también se ven afectados 

genes relacionados al funcionamiento neuronal que pudieran explicar esta alteración en la preferencia 

a distintos odorantes. Otra de las aproximaciones para determinar la importancia de los siRNAs es la 

realizada por el grupo de Kaletsky et al (2020), donde los nematodos en condiciones ad libitum de 

alimento serían expuestos de manera ambiental al RNA (total, RNAs largos, sRNA) proveniente de 

animales arrestados para observar si a pesar de que los animales nunca se arrestaron, hay un cambio 

conductual reflejado en la quimiotaxis a odorantes. 

En cuanto a MUT-7, una exonucleasa de línea germinal, observamos que los animales 

mutantes de esta proteína y que sufrieron arresto mantuvieron un incremento en la preferencia a 2-

butanona, descartando la participación de esta proteína de línea germinal en el cambio conductual. 

Sin embargo, podría ser el caso de que la participación de MUT-7 se relacione únicamente a la 

herencia dada su expresión en línea germinal, y no al establecimiento de la conducta inicial en los 

parentales; tal como ocurre en el modelo de aprendizaje aversivo a P. aeruginosa (Moore et al, 2019). 

Será importante establecer si nuestro cambio conductual inducido por ayuno es transgeneracional y 

si es el caso, reevaluar el papel de MUT-7. 
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Por otro lado, el caso de RDE-1, una ribonucleasa que como parte del complejo RISC se 

encarga de la conversión de dsRNA a ssRNA, el resultado obtenido fue interesante, ya que la 

característica de la cepa mutante utilizada es que expresa únicamente esta proteína en las células de 

la gónada. Los resultados muestran que la presencia de RDE-1 únicamente en las células de la línea 

germinal es suficiente para que ocurra un cambio conductual provocado por un arresto en etapas 

larvarias tempranas. Sin embargo, para confirmar por completo la participación de RDE-1 es 

necesario repetir el experimento con un KO completo, esperando no observar ningún cambio en la 

quimiotaxis a 2-butanona con respecto a animales en condiciones ad libitum. En relación con esto 

último, existe evidencia que indica que la presencia y actividad de proteínas exclusivas de línea 

germinal son necesarias para que los animales muestren un comportamiento específico, tal y como 

ocurre con la argonauta exclusiva de línea germinal, HRDE-1 (Posner et al, 2019; Kaletsky et al, 

2020); aunque aún se desconoce el mecanismo específico por la que esto ocurre. 

Por su parte, las Argonautas NRDE-3 (proteína somática) y HRDE-1 (línea germinal) se 

unen a los siRNAs secundarios en el citoplasma y se translocan al núcleo, donde interactúan por 

complementariedad a los transcritos nacientes y coadyuvados por otras proteínas de la maquinaria 

de siRNAs, inhibiendo la unión de la RNA Pol II y regulando la deposición de la marca represiva de 

histonas H3K9me3 por metiltransferasas como SET-25 y SET-32 (Spracklin et al, 2017; Billi et al, 

2014). A diferencia de NRDE-3, en las mutantes de la argonauta HRDE-1 y de la metilasa SET-25, 

no fue posible observar un cambio en la preferencia a 2-butanona en gusanos adultos recuperados de 

un arresto en L1, signo de que estos elementos y su regulación son necesarios para el establecimiento 

de una conducta. Los resultados con la mutante de HRDE-1 sugieren que su actividad en línea 

germinal es necesaria para que el animal tenga un comportamiento específico; en contraste con lo 

observado con la cepa deficiente de NRDE-3, que demuestra que parte de la vía endógena de RNAi 

que ocurre en tejidos somáticos no son de importancia al menos, para que el animal establezca una 

conducta específica a un odorante. Particularmente, HRDE-1 es una argonauta que ha sido asociada 

en el establecimiento de herencia transgeneracional (Rechavi et al, 2014) por lo que, en el supuesto 

de que el fenotipo conductual que observamos en la cepa silvestre tras un arresto en L1 resulte 

transgeneracional, resultaría interesante conocer cuál es el efecto de esta mutante en la descendencia 

y saber de esta manera la participación de esta argonauta en la herencia.  

También decidimos evaluar la participación de PRDE-1, una proteína involucrada en la 

transcripción de precursores de piRNAs (Kim et al, 2018). En esta mutante, no observamos un 

cambio aparente en la quimiotaxis a 2-butanona posterior al ayuno, lo cual sugiere la importancia de 
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estos elementos no codificantes en la regulación del comportamiento; resta por conocer el mecanismo 

por el cual actúan los piRNAs en este fenómeno. 

Es preciso tomar en cuenta que, en este trabajo se emplearon mutantes deficientes en 

proteínas que, en su mayoría, se expresan de manera ubicua en C. elegans. Esto debe ser también 

evaluado con cautela, tomando en cuenta que es posible que la ausencia misma de estos reguladores 

pudiera estar afectando, de manera independiente al efecto del ayuno, el cómo el nematodo procesa 

la información ambiental y la integra para modificar su conducta. A pesar de que no existieron 

dificultades observables al momento de realizar los ensayos de quimiotaxis, como el tiempo de 

migración, la velocidad o motilidad en los nematodos, que reflejaran alguna alteración en el 

rendimiento motor del animal; es preciso que a futuro estos resultados se acompañen de mutantes en 

otros alelos, e incluso, de experimentos knock down a través del silenciamiento por RNAi de manera 

tejido-específico que redujeran, de ser el caso, posibles eventos pleiotrópicos que pudieran 

enmascarar las consecuencias del arresto por ayuno en las mutantes nulas en cuerpo completo.  

 Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en esta tesis podemos concluir e hipotetizar 

que durante un arresto en L1 ocasionado por ayuno, la falta de alimento es inicialmente detectada 

por neuronas y células intestinales a través de CREB/CRH-1 quien podría inducir la transcripción de 

sRNAs y/o péptidos que ocasionen un cambio conductual a la preferencia a diversos odorantes; lo 

anterior junto con DAF-16 al incrementar la transcripción de receptores a odorantes, entre ellos 

ODR-10; además de que el metabolismo y silenciamiento de RNAi es un factor fundamental, donde 

siRNAs a través de SID-1 y/o posiblemente VLP tengan injerencia en distintos tejidos. Ahora, la 

persistencia del cambio conductual una vez que los animales retoman su desarrollo, ocurre 

probablemente por CREB/CRH-1 quien permanece activo únicamente en células intestinales como 

posibles sensores del estado interno del animal, además, es factible que la señal por RNAi siga siendo 

amplificada incluso en línea germinal con la Argonauta HRDE-1, por lo que el incremento en la 

preferencia a 2-butanona persiste en la F1 (Figura 23). 

Es así como este proyecto permitió establecer un modelo conductual perdurable ante un 

estresor medioambiental, como lo es el ayuno en etapas tempranas del desarrollo, y conocer parte de 

los mecanismos que están regulando el establecimiento de un comportamiento específico; siendo 

relevante para entender de qué manera el ambiente modifica la conducta en animales, incluidos 

mamíferos y con ello, la especie humana; resultando imperioso este tema debido al incremento en 

reportes apuntando a eventos como la malnutrición infantil afectando severamente a los individuos 

y su descendencia a nivel fisiológico y conductual (Galler y Galler, 2014; Martorell y Zongrone, 

2012). 
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Figura 23. Resumen gráfico. 
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11. Conclusiones 
 

 

1. Tanto ayunos cortos de 3 h en adultos jóvenes como la inducción de un arresto en L1 o las 

diapausas dauer y reproductiva del adulto por ayunos prolongados (6 días), promueven un 

cambio conductual hacia odorantes en C. elegans: mientras que se incrementa la preferencia 

a 2-butanona, disminuye la preferencia a benzaldehído y citronela. Lo cual podría deberse a 

la dinámica de expresión de algunos receptores de odorantes, como el caso de ODR-10, que 

únicamente incrementa su expresión al momento del arresto en L1. 

2. En el caso de la 2-butanona, el cambio conductual inducido por un ayuno de 6 días en etapa 

larvaria L1 se mantiene por lo menos en la primera generación (F1) y parece depender de la 

presencia de DAF-16 desde los parentales para su trasmisibilidad a la F1. 

3. La actividad de la vía de señalización de insulina, a través del factor transcripcional DAF-

16, además de regular la fisiología del animal en condiciones de ayuno y el establecimiento 

de arrestos en el desarrollo, también participa en el establecimiento de una conducta a largo 

plazo inducida por ayuno en C. elegans. 

4. El factor transcripcional CREB/CRH-1 es fundamental en la respuesta conductual de 

animales que sufrieron un ayuno de 3 h, así como de nematodos adultos que sufrieron un 

arresto larvario por efecto de la ausencia de alimento. Además, CREB/CRH-1 muestra una 

expresión dinámica: durante el arresto se expresa en distintos tipos celulares incluidas 

neuronas y células intestinales, pero una vez que se recuperan del arresto y llegan a adultos 

la expresión parece ser exclusiva en células intestinales. 

5. El metabolismo del RNA, probablemente sRNA transcritos durante el arresto y que 

provienen de vías de biosíntesis endógenas (interferencia y piRNAs) son elementos 

esenciales para el establecimiento del cambio conductual observado a largo plazo en 

animales que fueron arrestados en L1. Y, sobre todo, sugieren una comunicación importante 

entre tejidos para lograr establecer un comportamiento, siendo que elementos propios de la 

línea germinal como HRDE-1 y PRDE-1 son necesarios para observar la conducta de 

preferencia exacerbada a 2-butanona tras un arresto en L1. 
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12. Perspectivas 
 

 

1. Corroborar la participación de la vía de señalización de insulina a través de DAF-16 con una 

mutante de daf-2. 

2. Determinar la participación de CREB/CRH-1 en células intestinales y neuronales. 

3. Confirmar la actividad conjunta de CREB/CRH-1 con las acetiltransferasas de histonas 

p300/CBP-1 y, explorar si SET-30, una metilasa de histonas conocida por ser blanco de 

CREB, ejerce algún efecto sobre la conducta de C. elegans. 

4. Conocer los blancos genómicos de regulación de los factores transcripcionales DAF-16 y 

CREB al igual que la acetilación de las histonas en nematodos adultos jóvenes que sufrieron 

un arresto en L1 por ayuno. 

5. Consolidar estadísticamente las observaciones de PRDE-1 y completar un screening con 

elementos clave de las vías endógenas de RNAi del nematodo (MUT-2, ALG-1, DRH-1, 

DCR-1, RRF-3, etc), con la finalidad de disectar el mecanismo primordial que dicta un 

cambio conductual duradero. 

6. Confirmar si la exposición ambiental al RNA proveniente de gusanos ayunados en L1 por 6 

días en nematodos en condiciones ad libitum ocasiona un efecto conductual similar a los 

animales arrestados. 

7. Realizar un perfil transcripcional (RNA-seq) de neuronas de C. elegans para identificar 

reguladores clave que participen en el cambio conductual observado tras la recuperación de 

un arresto larvario. 

8. Definir si el efecto conductual del ayuno prolongado es intergeneracional o 

transgeneracional. 
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13. Figuras Suplementarias 
 
 

 

. 

 

 
Figura Suplementaria 1. El ayuno induce un cambio 

conductual en la cepa reportera de CREB. Se 
cuantificó el índice de quimiotaxis a 2-butanona tras un 
periodo de ayuno de 3 h en gusanos adultos jóvenes de 
la cepa reportera que expresa GFP bajo el promotor de 
CRE en un arreglo extracromosomal. Los datos se 
muestran con ±SEM; N=5 con 150-250 gusanos en 
promedio por cada ensayo.  
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