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Finalità

Gli studenti osservando questo piccolo verme cilindrico 
possono sperimentare basilari meccanismi biologici quali: il 
ciclo vitale, l’ermafroditismo autosufficiente, l’embriogenesi,  
la determinazione del sesso, la trasmissione dei caratteri 
ereditari, il rallentamento dei processi metabolici.

Introduzione

C.elegans è un piccolo verme nematode non parassita. E' lungo 1 mm, 
vive nel suolo cibandosi di batteri come Escherichia coli. Come tutti i 
nematodi il corpo è cilindrico, non segmentato, più sottile e allungato 
verso la coda. Il corpo ha simmetria bilaterale, è ricoperto da una 
cuticola, sotto la quale vi è lo strato epidermico che si estende lungo 
lo pseudoceloma con 4 rigonfiamenti epidermici (2 laterali, 1 dorsale 
ed 1 ventrale), all’interno dei quali vi sono canali escretori e nervi 
longitudinali. La cavità pseudocelomatica è ripiena di fluido. L’adulto 
ha la forma di un tubicino, essenzialmente costituito da una cuticola 
esterna, dall’apparato digerente con faringe e intestino (34 cellule) e 
l’apparato riproduttore. Gran parte del volume dell’animale è occupato 
dall’apparato riproduttore. Il sistema nervoso è essenzialmente 
costituito da un anello circumfaringeo che è il principale centro di 
integrazione nervosa, da un cordone nervoso ventrale che corre 
lungo tutto il corpo e da un cordone nervoso dorsale più piccolo. 
Le strutture neurali includono anche una serie di organi di senso: 
gli anfidi , i fasmidi e sensori labiali  che sono connessi con l’anello 
circumfaringeo  e che non rappresentano solo la lingua e il naso del 
verme ma sono anche sensibili alla temperatura e al tatto. C.elegans 
mostra interessanti comportamenti di chemiotassi, termotassi e di 
meccano traduzione e spesso è capace di rudimentali apprendimenti. 
I vermi si avvicinano al cibo per chemiotassi. C.elegans ha 111 
cellule muscolari. Esso si muove grazie ai quattro fasci muscolari 
longitudinali che si estendono tra i cordoni sotto l'epidermide e che 
alternativamente si  flettono e si rilassano ondulando il corpo.
In una popolazione adulta di C.elegans sono presenti, due tipi di 
organismi sessualmente diversi: l'ermafrodita e il maschio. Nella 
popolazione però l'ermafrodita (ermafroditismo sufficiente) è il più 
comune, il maschio è abbastanza raro, circa lo 0.7%. L'ermafrodita 
adulto ha 959 cellule somatiche ed il maschio adulto ha 1031 nuclei 
somatici, di questi nell’ermafrodita 302 sono neuroni, nel maschio 
381 sono neuroni. Il ciclo vitale e'  suddiviso in una vita embrionale, 
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in quattro fasi larvali separate da muta e in una vita adulta. Il ciclo 
vitale dura 3 - 4 giorni a 20° C e la sua vita dura circa 2-3 settimane.
C.elegans ha cinque paia di autonomi e un paio di cromosomi 
sessuali. Se la sesta coppia di cromosomi è XX, allora 
C.elegans sarà un ermafrodita; la combinazione XO del 
sesto paio di cromosomi produrrà un maschio. Il genoma è 
codificato da circa 9.7 x 107 paia di basi ed è composto da 
19.000 distinti geni. L’intero genoma è stato sequenziato. 
Circa il 35% dei geni di C.elegans  hanno omologhi umani. 
C.elegans è un organismo modello grazie  a semplici e 
specifiche caratteristiche. E’ utile sia nella ricerca che in ambito 
didattico in quanto permette di approfondire importanti 
tematiche delle Bioscienze, quali: embriogenesi, caratteristiche 
morfologiche ed anatomiche dei nematodi ermafroditismo, 
autofertilizzazione, determinazione del sesso, ciclo vitale, 
trasmissione dei caratteri ereditari, rallentamento dei processi 
metabolici, comportamento in relazione ai fattori ambientali

L’utilizzo di C.elegans a scuola

C.elegans cresce facilmente in piastre Petri alimentato con batteri; 
ha una taglia molto piccola per cui è possibile che crescano migliaia 
di vermi su una piastra Petri. Ha un breve ciclo vitale 3 – 4 giorni. Il 
corpo è trasparente e quindi visibile al microscopio. In laboratorio 
è possibile conservare i vermi congelati in glicerolo e azoto 
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liquido, mentre a scuola è possibile conservarli per alcuni mesi 
in frigorifero. C.elegans ha una numerosa progenie, disponibilità 
di mutanti, pochi cromosomi, un ridotto menoma, una precisa 
organizzazione del processo di sviluppo. Tutte queste caratteristiche 
fanno di C.elegans un potente e versatile strumento didattico.

Materiali e strumenti
Necessari per ogni persona o gruppo

Strumenti

Stereomicroscopio dotato di illuminatore  per luce •	
incidente e  illuminatore per luce trasmessa
Microscopio ottico•	
Incubatore•	
Becco Bunsen•	
Ansa di platino•	
Ciglia prelevate dal sopracciglio•	
Acqua sterile•	
Vetrini portaoggetto e coprioggetto•	
Agar o agarosio•	
Bisturi•	
Smalto•	
Pipette 1 ml•	
Pipette Pasteur•	
Puntali gialli delle pipettatrici Gilson•	
Guanti•	
Timer•	

Materiali

Capsule di Petri contenenti il terreno di coltura NGM agar + •	
Escherichia Coli + C.elegans wilde-type N2 (tipo selvatico)
Capsule di Petri contenenti il terreno di coltura NGM •	
agar + C.elegans wilde-type N2 (tipo selvatico)
Capsule di Petri contenenti il terreno di coltura NGM agar + •	
Escherichia Coli + mutanti him-5 (ad alta incidenza di maschi)
Capsule di Petri contenenti il terreno di coltura •	
NGM agar + Escherichia Coli + mutanti di 
C.elegans (esempio: dumpy, unc, blister, )
Capsule Petri con NGM agar + E.coli•	
Capsule Petri con NGM agar + E.coli per incroci•	
“Moon plate” (piatre Petri con NGM agar e •	
con  E.coli solo su metà piastra)
PBS (M9 buffer)•	
NaClO3 o candeggina commerciale•	
NaOH 10 M•	
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Tecniche

1.Osservare i vermi allo stereomicroscopio
Si illumina la base dello stereomicroscopio e si appoggia su 
di essa la piastra con i vermi. Con ingrandimento 10 – 20 
volte si osservano accuratamente i piccoli vermi, si aumenta 
poi l’ingrandimento fino a 40 – 45 volte. Si osserva l’intera 
superficie della piastra muovendola lentamente

2.Picking worms
Per prendere un singolo verme:
a. a. Alla fiamma del becco bunsen si attacca l’ansa di 
platino all’estremità di una pipetta Pasteur . Si sterilizza poi l’ansa di 
platino alla  fiamma. Con una pipetta si prende una goccia di acqua 
sterile e si adagia su una piastra Petri. Sotto lo stereomicroscopio e 
usando l’ansa di platino, si prende un verme e si pone sulla goccia 
di acqua. Si controlla che il verme trasferito stia bene e chiude 
velocemente la piastra per evitare contaminazione di muffe.
b. b. Si fissa una ciglia del sopracciglio con 
lo scotch su un puntale giallo delle pipette Gilson. Sotto lo 
stereomicroscopio e usando la ciglia si preleva un verme 
da una piastra Petri e si ripone su una nuova piastra.
Per prendere più vermi:
Si sterilizza il bisturi alla fiamma del becco bunsen. Si taglia un 
pezzetto di agar con i vermi e si pone su una nuova piastra

3.Osservare vermi al microscopio ottico
Si pone una goccia di agarosio al 2% fuso 1 
sul vetrino portaoggetti (1), Fig A

Si schiaccia la goccia con un altro vetrino (2) Fig B2 

Si elimina l’eccesso di agarosio e si lascia solidificare 3 
l’agarosio (si aspetta circa 10 minuti)

Su un vetrino coprioggetti si mette una goccia 4 
di PBS, poi si sceglie il verme da osservare e si 
adagia delicatamente sulla goccia. Fig C

Ai quattro angoli del coprioggetti si mette un po’ di smalto5 

Si solleva poi il vetrino (2) dal vetrino (1) e si capovolge il 6 
vetrino coprioggetti  facendo una leggera pressione Fig D
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4.Preparazione e trasferimento di un verme su una goccia 
di agarosio per osservare lo sviluppo di embrioni
Si ripetono le operazioni 1 – 2 della precedente tecnica Fig.A e 
Fig. B. Su un vetrino coprioggetto si mette una goccia di PBS, si 
trasferisce poi un ermafrodita gravido e si opera una dissezione 
all’altezza della vulva ( metà della terza parte posteriore del corpo) 
con il bisturi. Si noteranno uscire le uova già fertilizzate Fig.E. 
Si ripetono poi le operazioni 5 e 6 della precedente tecnica

5.Conservare vermi per molti mesi
Si scelgono piastre in buone condizioni, non troppo affollate da vermi, 
e non contaminate con colonie di batterie e di muffe e si pongono 
in frigo. Quando necessita si prende una piastra e si trasferiscono 
alcuni vermi su una piastra Petri fresca contenente agar e batteri. 
Dopo poche ore è possibile cominciare una nuova esperienza.

6.Decontaminazione di vermi e sincronizzazione del ciclo vitale.
Quando una piastra è contaminata con batteri o muffe, è necessario 
decontaminare i vermi e preparare nuove piastre.. La stessa tecnica si 
usa per sincronizzare il ciclo vitale. Si prende una piastra con gli adulti, 
si lava con acqua o con PBS. Con una pipetta si rimuovono i vermi che 
sono nell’acqua. Si prendono 3 ml di acqua raccolta con i vermi e si 
aggiunge 1 ml di NaClO3 (o candeggina commerciale) e 250 µl di NaOH 
10 M. Con una pipetta Pasteur si aggiunge dell’aria alla soluzione in 
quanto è necessario apportare ossigeno alla soluzione. Dopo 3 – 4 
minuti si ripete l’ultima operazione (apporto di aria alla soluzione) e si 
dovrebbero raccogliere solo le uova restanti. Si sciacquano bene le uova 
e si pongono in una piastra “moon” sul lato dove non ci sono batteri.

Prima di cominciare

Attenzione; La candeggina non è pericolosa ma è necessario 
maneggiarla con cautela, evitando il contatto con occhi e pelle. Si 
consiglia dunque l’uso dei guanti per decontaminare le piastre
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Protocollo 
Osservazione dello sviluppo degli stadi larvali (età degli 
studenti 10 -19 anni)

La breve durata del ciclo vitale permette facilmente l’osservazione ed 
il confronto fra i diversi stadi larvali dei vermi. Si prende una piastra 
Petri con le uova di C.elegans (si può usare la tecnica 6 proposta 
successivamente). Si annota la temperatura dell’ambiente di lavoro. A 
circa 20° C

1° giorno: si osserva la forma, il colore e la struttura delle •	
uova . La fase embrionale dura circa 800 minuti (13h 20m), 
la dimensione delle uova è di circa 0.1 mm. (tecnica 1)
2° giorno : Si osserva la prima e la seconda fase larvale. Il •	
nome della prima fase è L1 e la durata è di 16 ore. Il nome 
della seconda fase è L2 e la durata è di 9 ore. In L2 avviene 
la gonadogenesi: nell’ermafrodita la gonade cresce lungo 
due bracci, nel maschio cresce lungo un solo braccio
3° giorno: si osserva la terza e la quarta fase larvale . Il nome •	
della terza fase è L3 e la durata è di 9 ore. Il nome della quarta 
fase è L4 e la durata è di 11 ore. Si può notare una piccola macchia 
chiara lateralmente nella metà della terza porzione del corpo della 
larva L4. Questa è la vulva che si sta formando. In L4 avviene la 
spermatogenesi. L’ermafrodita produce circa 320 spermatozoi, 160 
spermatozoi per ciascun braccio della gonade e solo in questa fase.
4° giorno: si osserva l’adulto. In questa fase avviene •	
l’oogenesi. L’adulto produce solo oociti.
Si ripete l’esperienza a diverse temperature e si •	
confronta la diversa durata del ciclo vitale.

Osservazione dell’anatomia e della morfologia  
(età degli studenti 10 -19 anni)

La trasparenza del corpo permette una buona •	
osservazione dell’anatomia e della morfologia con lo 
stereomicroscopio e con il microscopio ottico (tecnica 3)
Si osserva la forma arrotondata della testa e la coda più •	
sottile e allungata. Si sceglie un verme adulto e si osserva 
al microscopio. E’ possibile notare: testa, faringe, intestino, 
spermateca, ovario. La faringe si muove per succhiare 
batteri. Il maschio ha una sola gonade, vaso deferente e 
coda specializzata per l’accoppiamento. Gli ermafroditi 
hanno due ovari, ovidotti, spermateca e un solo utero.

Osservazione e riconoscimento di mutanti (età 
degli studenti 10 -19 anni)

Si utilizza una piastra Petri contenente mutanti blister (tecnica 1), •	
si osserva la forma dell’adulto: il fenotipo appare molto diverso, 
infatti una o più escrescenze simili a bolle appaiono sul corpo. La 
mutazione è sul cromosoma 4 ed è a carico di un gene recessivo.
Si utilizza la piastra Petri con i mutanti unc (tecnica 1), si •	
osserva e si confronta la forma dell’adulto con l’adulto 
wild-type: il verme appare immobile come paralizzato 
e molti di essi hanno la forma di una C. La mutazione è 
sul cromosoma 4 ed è a carico di un gene recessivo
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Osservazione del dimorfismo sessuale (età degli 
studenti 10 -19 anni)

Si utilizzano le piastre Petri con i mutanti him 5 (la mutazione •	
promuove la nascita di maschi, la mutazione è sul cromosoma 
5 ed il gene è recessivo). Con una certa pratica è possibile 
riconoscere l’ermafrodita dal maschio (tecnica 1 – 3)
L’ermafrodita ha la coda allungata, il maschio ha la coda tagliata •	
a forma di ventaglio, essa serve a mantenere l’ermafrodita 
durante l’accoppiamento. In rare occasioni, avviene il fenomeno 
della nondisgiunzione durante la meiosi, ciò determina la 
perdita di un cromosoma X. Gli animali con una sola X sono 
maschi e sono capaci di fertilizzare le uova dell’ermafrodita 
(con maggior successo dell’autofertilizzazione, questo processo 
garantisce la variabilità genetica). La maggior parte delle 
volte i vermi si autofertilizzano cosicché molti degli allevi 
recessivi diventano omozigoti e influenzano il fenotipo.
La combinazione XO nel sesto paio di cromosomi produce un •	
maschio. Solo occasionalmente in una popolazione appare 
un maschio, circa uno–due su 500 (0.2% - 0.7%) per un 
errore di nondisgiunzione nel processo meiotico: in questo 
caso la metà dei gameti non ha cromosoma sessuale. Con la 
fecondazione comparirà uno zigote maschio. La frequenza dei 
maschi nei mutanti him (alta incidenza maschi) è 10 su 150 
(1.4%) ciò avviene per un incremento della nondisgiunzione.

Si utilizza una piastra Petri contenente mutanti dumpy (tecnica 1), •	
si osserva e si confronta la forma dell’adulto con l’adulto wild-
type: il corpo dei mutanti dumpy appaiono più corti e tozzi. La 
mutazione è sul cromosoma 3 ed è a carico di un gene recessivo.
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Osservazione della fase larvale dauer (età degli 
studenti 10 -19 anni)

Si osservano le piastre Petri con agar ma senza cibo (tecnica 1). I •	
vermi hanno una particolare forma: appaiono sottili e immobili. 
In cattive condizioni ambientali per la loro sopravvivenza, quali 
la mancanza di cibo, la larva L2 dopo una muta diventa dauer. 
Durante questa fase i processi metabolici rallentano. In questa fase 
grazie alla cuticola esterna , i vermi dauer sono resistenti al sapone 
e all’essiccamento. E’ possibile trovare vermi in fase dauer su 
piastre conservate a lungo in frigorifero o su piastre molto affollate.

Copyright © Angela Crimi e Anna Pascucci

Esperienza: da dauer a L4 (età degli studenti 10 -19 
anni)

Per interrompere la fase dauer si trasferiscono i vermi su •	
una piastra con Escherichia coli (tecnica 2). In poche ore 
si può osservare la loro trasformazione, essi divengono 
larve L4, ritornano ad essere vitali, vanno in cerca di 
cibo e riprende il normale ciclo vitale (tecnica 5)

Esperienze sull’ermafroditismo autosufficiente 
e sulla determinazione del sesso (età degli 
studenti 10 -19 anni)

Si sceglie un ermafrodita gravido, si preleva e si adagia con •	
cautela su una nuova piastra. (tecnica 2) Si controlla poi che il 
verme stia bene e si richiude velocemente la piastra per evitare 
contaminazione di muffe. Si osserva ad intervalli regolari la piastra 
Petri: si potrà notare in breve tempo una rapida moltiplicazione 
del numero di vermi (ogni animale produce circa 300 nuova 
progenie e induce l’omozigosi degli alleli; questi vermi sono 
geneticamente identici a meno che non avvengono mutazioni)

worms in dauer stage
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Osservazione delle fasi embrionali  (età degli studenti 14 
-19 anni)

Gli oociti passano attraverso la spermateca e vengono •	
fertilizzati. Gli embrioni si sviluppano nell’utero, e subiscono 
alcune divisioni prima di essere deposte. Generalmente le uova 
vengono deposte dall’adulto quattro ore dopo la fertilizzazione 
e circa allo stadio di 40 cellule. Con un buon microscopio e 
con un buon ingrandimento si possono osservare all’interno 
dell’addome dell’adulto lo zigote e le prime divisioni mitotiche 
delle uova fecondate. Se l’ermafrodita è un giovane adulto può 
depositare le uova anche prima delle quattro ore. E’ possibile 
osservare l’intero processo di sviluppo embrionale ed è molto 
interessante riconoscere le diverse fasi di : blastula, gastrula e 
organogenesi. Per un approfondimento delle prime fasi dello 
sviluppo è possibile seguire la tecnica prima descritta (tecnica 4)
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Incroci con ermafroditi ceppo selvatico (wild-
type) e maschi (età degli studenti 14 -19 anni)

Si prendono alcune gocce di acqua sterile con la pipetta e si •	
mette una goccia su una piastra da incrocio, si trasferiscono 
quindi su di essa due ermafroditi del ceppo selvatico e 10 maschi 
mutanti him. I vermi, sia gli ermafroditi che i maschi utilizzati per 
gli incroci devono essere in fase L4. Ciò aumenta la frequenza 
della progenie ottenuta dall’incrocio ermafrodita-maschio 
comparata alla progenie ottenuta dall’autofertilizzazione. Sulla 
base delle leggi di Mendel, incrociando un ermafrodita con un 
maschio alla prima generazione si avranno 50% di maschi e 
50% di ermafroditi. Quando il maschio feconda l’ermafrodita, 
verrà usato preferibilmente lo sperma del maschio. (entrambi i 
tipi di sperma vengono conservati nella spermateca). Quando 
il maschio feconda l’ermafrodita , il numero della progenie può 
superare 1000. Il maschio garantisce la variabilità genetica.
Si osserva la piastra ad intervalli regolari di tempo, se però nella •	
piastra alla prima generazione si nota una percentuale piuttosto 
alta di maschi e poi via via nelle generazioni successive questi 
tendono a diminuire, allora è possibile che l’incrocio sia realmente 
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Incroci con ermafroditi mutanti e maschi (età 
degli studenti 14 -19 anni)

Si prendono alcune gocce di acqua sterile con la pipetta e si •	
mette una goccia su una piastra da incrocio, si trasferiscono 
quindi su di essa due ermafroditi mutanti (blister, dumpy, unc) 
(stadio L4) e 10 maschi mutanti him (stadio L4). Si osserva la 
piastra ad intervalli regolari di tempo. Se l’incrocio è andato 
a buon fine, dopo qualche giorno si osservano nella piastra 
individui di tre ceppi diversi: ermafroditi mutanti, maschi e 
ermafroditi ceppo selvatico. Questo ultimo ceppo ricompare in 
quanto le mutazioni considerate sono a carico di geni recessivi

Preparazione

Gli animali sono C.elegans varietà Bristol ceppo N2; mutanti di 
C.elegans  ceppo blister 6; mutanti di C.elegans  ceppo him-5; mutanti 
di C.elegans  ceppo unc 33; mutanti di C.elegans  ceppo dumpy-8. 
I vermi sono cresciuti in condizioni di non affollamento a 20° C  su 
piastre di NGM agar coon Escherichia coli ceppo OP50. (Brenner , 1974)

Composizione chimica NGM delle piastre 

3 gr NaCl  2.5 g Bactopeptone, 20 g Bactoagar in 975 •	
ml di acua sterile. A questa soluzione prima sterilizzata 
in autoclave aggiungere sempre sterilizzata:
1 ml Colesterolo (soluzione satura in etanolo 5mg/ml)•	
1 ml CaCl 2 1 M•	
1 ml MgSO4 1 M•	
25 ml NaK PO4 1 M (pH 6.4)•	

La soluzione viene ben mescolata e distribuita 
in piastre Petri per batteriologia

Piastre per incroci

Piastre NGM di 25 mm di diametro, con una piccola goccia di 
Escherichia coli (OP50) al centro. La misura della goccia deve essere 
limitata per favorire l’incontro tra i maschi e gli ermafroditi

Mg buffer•	
KH2PO4            3 g•	
Na2HPO4          6g•	
NaCl                 5g•	
MgSO4 1M      1 ml•	
H2O                 1 litro•	

Disciogliere i sali, con una aliquota di 100 ml porzione e autoclavare

Tempi

I tempi dipendono dall’età degli studenti e dalla loro esperienza. 
Generalmente per ogni attività occorrono circa due ore.

avvenuto, in quanto il ceppo mutante him-5 è anch’esso •	
recessivo e il gene mutato è localizzato sul cromosoma 5 
per cui incrociandolo con il ceppo selvatico si perderà il 
carattere mutato. Se l’incrocio non dovesse essere avvenuto 
allora, alla prima generazione, si avranno solo ermafroditi e 
la piastra conterrà solo i dieci maschi del ceppo him-5.

XX X

X X

X X

X

X

X

X

X

Maschio

Ovociti

Zigoti
ermafroditi

Zigoti
maschi

Spermatozoi

MeiosiMeiosi

Ermafrodito

Petri plate whith him mutant
Several males can be reconised
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Siti web di riferimento

www.wormbook.org WormBook is a comprehensive, open-access 
collection of original, peer-reviewed chapters covering topics 
related to the biology of Caenorhabditis elegans (C. elegans).

C.elegans Server C. elegans compendium: from recent 
research through papers, movies, worm literature sources 
to laboratories. It contains a good source of comprehensive 
(also for non-specialist) background information.

Libreria Virtuale Organismi Modello

http://vlib.org/
 "The WWW virtual library" con informazioni circa cosa è un 

organismo modello, risorse generali circa gli organismi modello, 
comparazioni tra organismi modello ed altri organismi ed 
anche informazioni circa i più popolari organismi modello.

www.openscience.it
 è un’associazione no-profit di insegnanti di scienze. Nel sito web 

è possibile trovare protocolli didattici su organismi modello: 
Drosophila melanogaster (moscerino della frutta); Arabdopsis 
thaliana (piccola pianta); C.elegans (verme nematode); Danio 
rerio (piccolo pesce d’acqua dolce); Paracentrotus lividus (riccio 
di mare); Rhizobium leguminosarum (batterio del suolo)

Muhlrad, P. (1998, Jul 8). Worms are a lot more similar to 
people than you may think [on-line]! Available: http://www.
mcb.arizona.edu/wardlab/relevant.html [1999, Jun 22]. 

Ahringer, J. (1999). Genetics and development from worms 
to humans [on-line]. Available: http://www.newscientist.
com/nsplus/insight/future/ahringer.html [1999, Jun 9]. 
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