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Resumen
Las planarias, también llamados gusanos planos, son organismos triploblasticos,
acoelomatosos, pertenecientes al filo de platelmintos, los cuales se han estudiado
ampliamente en areas de medicina regenerativa y la biologia del desarrollo a causa
de su gran capacidad de regeneracién de tejido a partir de sus células madre llamadas
neoblastos. A pesar de ser un modelo biolégico con gran bioprospeccién no se han
estudiado en conjunto los factores bidticos y abidticos que intervienen en su biologia
y comportamiento. En el presente proyecto se estudiaron los factores bibticos y
abidticos que pueden tener algun efecto en el establecimiento y el mantenimiento de
una cria de planarias. Se caracterizd la microbiota externa de las planarias, la
poblacién bacteriana las piedras, la materia organica de la que se alimentan las
planarias y el agua de la quebrada La Vieja y se verifico la vitalidad y el
comportamiento de las planarias en el establecimiento de su cria en el laboratorio. Se
evidenciéo que las planarias son metazoos con gran capacidad de adaptacion a
diferentes factores bioticos y abidticos, tolerando cambios de temperatura,
conductividad y TDS. Por otra parte, son organismos que albergan una amplia
variedad microbiana, y conviven con una gran diversidad de bacterias en su habitat
natural. De esta manera se pudo determinar que son organismos viables para el
cultivo en un ambiente controlado de laboratorio, condiciones adecuadas de
alimentacion, temperatura y otras caracteristicas que indican la continuidad de una

poblacién estable en el tiempo, y de habitos y comportamiento definidos.
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Introduccién

Las planarias son organismos complejos que poseen una variedad de células
llamadas neoblastos las cuales tienen total capacidad regeneratival. Son
imprescindibles en el mantenimiento estructural y funcional de todas las partes de su
cuerpo y estan reguladas por sefales de su sistema nervioso que les transmiten
diversos estimulos generados desde el ambiente que las rodea? Cuando se ven
sometidas a dafios como pérdidas de alguna parte de su cuerpo por amputacion,
inanicion o algun otro tipo de dafio estructural se desencadena una secuencia de
sefiales bioquimicas hacia la zona afectada para regenerar de forma oportuna los
tejidos perdidos de manera coordinada y organizada, lo que evidencia gran
complejidad en el proceso de reparacion celular indicando mecanismos muy precisos
en la proliferacién y diferenciacion de las células requeridas para recomponer su
cuerpo a partir de una memoria molecular y sensorial de los tejidos perdidos?. Este
proceso puede ser  alterado por dafios a las células que les impidan desarrollar los
mecanismos moleculares necesarios para reconstruir la estructura requerida,
incluyendo afectaciones por agentes téxicos de todo tipo como carcinégenos?#, o por

microorganismos que puedan infectar las heridas generadas en la zona afectada®.

A lo largo de los afios, las Planarias han tomado mayor relevancia en diversas
disciplinas, debido a sus reconocidas capacidades regenerativas, al mayor
entendimiento que se tiene de su biologia y a similitudes que presentan con los
animales superiores!®. De esta manera se han empleado como modelo de estudio en
campos de investigacion relativos a la biologia regenerativa, la farmacologia,
toxicologia, el &mbito ecoldgico, entre otros®1%11, Es asi como, desde finales del siglo
XX se han estudiado las planarias como prospectos de regeneracion debido a la
capacidad de sus células madre para regenerar casi la totalidad del cuerpo®. Con el
paso de los afios se ha conocido que su composicién genética presenta una variedad
de homodlogos con el Homo sapiens que se relacionan en los procesos de
regeneracion tisularl. En el campo de la farmacologia se han realizado estudios en
los cuales se exponen a las planarias a determinadas concentraciones de sustancias
como la cocaina para conocer su respuesta fisiolégica ante las drogas de abuso,

observar su comportamiento y encontrar nuevas sustancias que actian como
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antagonistas de la cocaina'®. En el campo de la ecologia y la toxicologia, se ha
estudiado la contaminacion de los ecosistemas con sustancias nocivas para el hbitat
en general, que afectan de gran manera a los cuerpos de aguay a los diferentes tipos
de vida que se encuentran alli. Las planarias son conocidas entre otros por ser
bioindicadores, por ello han analizado su respuesta a diferentes sustancias toxicas

como el amoniaco, pesticidas, metilmercurio etct’.

Pese a que se han realizado diferentes estudios en este organismo, poco se ha
investigado acerca del habitat en que vive la planaria de agua dulce, la influencia de
los factores bidticos y abibticos en su biologia, y como pueden validar a este
organismo en términos experimentales. Por esta razén, la evaluacién de los factores
bidticos y abidticos en la cria de planarias es un paso fundamental para el desarrollo
del proyecto experimental, puesto que los resultados permitiran conocer
caracteristicas fundamentales para estandarizar una cria de planarias en el

laboratorio.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar los factores bidticos y abiodticos que puedan tener algun efecto en el

establecimiento y el mantenimiento de una cria de planarias.

Objetivos especificos

« Establecer los factores abidticos que podrian interferir en la cria de las

planarias.
« Caracterizar la poblacion bacteriana de las planarias, del agua de la quebrada,
las piedras y la materia organica de la quebrada La vieja, habitat natural de las

planarias.

% Verificar la vitalidad y el comportamiento de las planarias en el establecimiento

y el mantenimiento de la cria en el laboratorio.
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1. Antecedentes

En 1962 Best y Rubisntein!? investigaron el comportamiento de aprendizaje de las
planarias en un laberinto que no tenia agua, un estimulo para elegir diversos caminos
de regreso al agua y entender cémo era su aprendizaje en un determinado contexto.
Algunos individuos presentaban un aprendizaje inicial que luego rechazaban
mostrando un comportamiento de ensayo y error posterior al cual entraban en un
estado de letargo que no se debia a fatiga o dafio. Dependiendo de la textura de los
laberintos otros individuos elegian opciones sin rechazo del aprendizaje inicial. Estos
resultados indican que las planarias son animales que pueden aprender
instrumentalmente, y su comportamiento de aprendizaje y rechazo o aceptacion de
las alternativas reforzadas se pueden modificar cambiando aspectos generales de su

ambiente sin modificar las alternativas de eleccion originales.

En 1965, dos investigadores de la Universidad de Colorado, Best y Morital3, realizaron
observaciones de la estructura fina del sistema neurosecretor de la planaria Dugesia
dorotocephala utilizando la técnica de microscopia electronica. Hasta el momento se
habian realizado estudios sobre la estructura del sistema neurosecretor en
vertebrados y algunos invertebrados. Las observaciones permitieron conocer la forma
bilobulada del cerebro, ver estructuras como los neuropilos, fibras nerviosas, células
nerviosas y neurosecretoras. Se conocido que las fibras nerviosas contienen
neurofilamentos, mitocondrias, vesiculas sinapticas, y vesiculas de distintos tamafios.
Dentro de los resultados destaca la observacion de estructuras conocidas como
granulos neurosecretores, caracterizados por ser densos en electrones. Estas
estructuras se forman a partir del aparato del Golgi, donde las cisternas se hinchan
para formar una envoltura lisa y redonda que se llena con una sustancia densa en
electrones. Los autores manifiestan que los fendmenos celulares descritos en el
estudio parecen ser similares a los que estudiaron otros investigadores previamente

para las células neurosecretoras de los animales superiores.
Los factores medioambientales que se encuentran en el habitat de las planarias son
de suma importancia para el desarrollo y comportamiento de estas, es por ello que el

1976, Legner et al’ realizaron un estudio en el cual por medio de los factores
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ambientales pretenden estimular la reproduccion sexual en la planaria Dugesia
dorotocephala, es asi como adecuaron el habitat de las planarias a diferentes factores
como: la alimentacién se realizaba por medio de mosquitos convencionales (Culex
pipiens), evidenciaron que el agua sin cloro era mejor para ellas, la oscuridad era
preferente aunque brindarles foto periodos no intervenia en la fision; los niveles de
oxigeno entre 3y 8 PPM eran muy estimulantes; y las fluctuaciones de temperatura
eran factores importantes y estimulantes para la reproduccion asexual de estos
organismos. Se evidencio que un crecimiento en la densidad poblacional detenia el
proceso de fision de las planarias, asi mismo alimentarlas con camarones de
salmuera y gusanos Tubifex sp no eran los ideales por dificultad a la hora de cazarlos;
por ultimo se deben mantener unos éptimos niveles de salinidad. Todos los factores
anteriormente mencionados contribuyen a un mejor entendimiento de los procesos de
reproduccion asexual en las planarias. Este articulo resalta la importancia y menciona

algunos de los factores importantes en la cria de las planarias.

Arees' en 1986 estudio el comportamiento de las planarias frente a estimulos de luz,
para ello dividio las planarias en dos grupos, un grupo de control el cual no padeceria
alteracion alguna; el otro grupo seria decapitado o seccionado a la altura de la faringe
o auriculas, con el fin de comprobar si todo el cuerpo poseia fotorreceptores o estaban
ubicados Unicamente en el extremo superior de las planarias, los ocelos. Los
resultados demostraron que el grupo control reaccionaba a la luz directa e indirecta
alejandose de ella, por el contrario, las planarias seleccionadas no tenian estimulo
alguno frente a luz proporcionada directa e indirectamente, pero si responden a
estimulacién mecanica. Lo que sugiere que los fotorreceptores de las planarias estan
ubicados en la parte superior de la cabeza especificamente en los oculares. Este
articulo es de suma importancia para la estandarizacion de la cria de las planarias
debido a que proporciona informacion del cuidado y sensibilidad de los organismos a

tratar.

Las planarias en los diferentes habitats en donde se encuentra estan sometidas a
diversos factores y calidad del medio ambiente, es por ello que Rivera et al'®* en 1994
sometieron a planarias de 4 especies diferentes (Dugesia dorotocephala, Dugesia
tigrina, Girardia foremanii y Dendrocelopsis vaginatus) a diversas condiciones

abidticas en las cuales evaluaran su desarrollo y reproduccion. Cada grupo de
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ejemplares fueron sometidos a diferentes niveles de pH, temperatura, salinidad,
oxigeno, solutos organicos disueltos y turbidez del agua. Posterior a estos, se observo
gue los niveles de oxigeno presentes en el ambiente en donde se encuentren las
planarias de las diversas especies son de vital importancia para su desarrollo,
Dugesia tigrina arrojo los pardmetros mas altos de reproduccion y resistencia frente a
aguas turbias. Por otro lado, Dugesia dorotocephala y Dugesia tigrina presentaron
mayor resistencia frente a las diferentes condiciones expuestas. En este articulo, se
puede evidenciar la importancia de mantener la cria de planarias en las mejores
condiciones posibles, tenerlas en ambientes controlados y evitar al maximo diferentes
componentes que pueden alterar la calidad de vida, comportamiento y su

reproduccion, es por ello que es muy importante en la presente investigacion.

Dasheiff et al*® en el 2002 evaluaron la respuesta foto negativa en planarias Dugesia
tigrina, para ello eligieron tres grupos poblacionales, planarias viejas, jovenes y en
edad media. En cada grupo poblacional seccionaron las planarias en cola y cabezay
separaron los fragmentos para realizar una correcta observaciéon de la regeneracion
de cada uno de los fragmentos, estos eran expuestos a las lamparas de luz por largo
tiempo con el objetivo de ver la afectacion que esta ejercia sobre la regeneracion del
animal. Evidenciaron que las planarias mas viejas expresaban mejor respuesta
regenerativa frente a los otros grupos poblacionales, adicionalmente evaluaron la
locomocién en dichos fragmentos y concluyeron que la locomocién es independiente
del factor regenerativo, esto se observo en las planarias méas jévenes y de edad media
en las cuales su proceso regenerativo fue mas lento pero la locomocion se seguia
manteniendo. Este articulo es importante para el presente royecto debido a que es de
vital importancia conocer la fotosensibilidad en la estandarizacion de la cria de las
planarias, asi mismo se podrian tomar estos animales como modelos de investigacion

en el envejecimiento o enfermedades degenerativas.

En el 2011 Lombardo et al'” realizaron un estudio comportamental en planarias de
diferentes especies, en el estudio se evidencio que la mayoria de ellas estan mas
activas en el dia y en la noche suelen guardar reposo. Para evitar alteraciones en lo
posible, los procedimientos se repiten igualmente en cada una de ellas, es por ello
gue se brindaba alimentacion cada 36 horas, esto con el fin de observar cobmo actian

frente a el alimento a las diferentes horas. Cabe resaltar que algunas de ellas
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presentaban mayor actividad en el dia, se relaciona con la blisqueda de comida, lo
cual seria una ventaja en su habitat natural pero asi mismo estaria mas propensa a
ser depredada; cada uno de los ejemplares en todas las horas del dia y noche estaban
alerta en los diferentes estimulos mecanicos, lo que indica que suelen estar alerta y
se comunican entre ellas por interacciones bioquimicas, aunque es un estudio que se
debe realizar mas a fondo. Este articulo es importante para la presente investigacion
debido a que se puede dilucidar mas el comportamiento de animales tan poco

estudiados en este campo.

Las planarias han sido ampliamente estudiadas por mas de 100 afios, a causa de su
potencial regenerativo y homologia genética con los humanos, esta capacidad se la
confieren los neoblastos, células “madre” capaces de diferenciarse en casi todos los
tipos celulares que conforman las planarias. Bocchinfuso et al'® en el 2012 realizaron
un estudio prote6mico en la mucosa que recubre la planaria, esta secrecion mucosa
esta involucrada en la locomocion de las planarias, inmunidad innata, adhesion de
diferentes sustratos y en la supervivencia de ellas evitando asi los diferentes
depredadores. Dicha secrecion era de composicion desconocida, es por ello que los
autores del articulo desarrollaron una investigacion en torno a las propiedades que
representaban la mucosa de la planaria de agua dulce Schmidtea mediterranea, por
medio de analisis protedmicos estudiaron lo componentes de dicha secrecion,
posterior a esto realizaron un analisis in silico para evidenciar si las proteinas y demas
componentes hallados presentaban homologia con otro organismo, encontrando que
diversos componentes de la mucosa de las planarias coincidian con diferentes
proteinas conocidas en las secreciones humanas. Esta investigacion dilucida los
diferentes beneficios y estudios que se podrian realizar a partir de la mucosa de las
planarias, se podrian estudiar patologias asociadas a la mucosa humana, pruebas
empleando diversos agentes terapéuticos, diversas propiedades emolientes y
protectoras presentes en la mucosa oral. Su composicion bioguimica y protedmica
presenta similitudes con las lagrimas humanas, lo que contribuiria a diferentes
estudios relacionados con las patologias oculares. Por otro lado, se evidencia
homologia con el parasito Schistosoma mansoni, lo cual podria contribuir en el estudio

y entendimiento de la patogenicidad de dicho organismo en los humanos.
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Abnave et al*® en el 2014 demostraron que pese al ambiente diverso en el que se
encuentran las planarias, los diferentes microorganismos no ejercen afectacion
alguna en ellas, es por ello que estudiaron la manera en la que estos animales
lograban tener cierta inmunidad al ambiente. Esta investigacion la realizaron
afiadiendo al ambiente en donde se encontraban las planarias microorganismos
patbgenos para el ser humano como Staphylococcus aureus o Legionella
pneumophila, posterior a esto realizaron analisis en el transcriptoma de las planarias
y la deteccion de ARNI, en los resultados se evidenciaron 18 genes que ejercen
resistencia a los microorganismo patégenos, de los cuales 9 son homélogos con los
humanos, se enfatizaron en MORN2, en los humanos participa en la fagocitosis de
Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Legionella pneumophila, entre
otros. Asi mismo, promueve la activacion de LC3, proteina que es de importancia en
la fagocitosis, en los fagosomas y maduracion de los fagolisosomas degradativos. Es
por ello que el presente articulo es de gran importancia, debido a que por medio de
las planarias se podrian estudiar e identificar diferentes factores que intervienen en

los factores inmunoldgicos tanto en ellas como en los humanos.

En el 2015 Akiyama et al*® analizaron el comportamiento de una cria de planarias de
la especie Dugesia japonica en el laboratorio, estudiaron la tendencia de estos
organismos de mantenerse en las paredes de los recipientes o habitat en donde se
encuentren. Para esto desarrollaron diferentes técnicas las cuales consistian en poner
las planarias en recipientes con diferentes formas, proceden a poner al animal en el
centro del recipiente y evaluaban el tiempo y trayectoria que este tardaba en llegar a
la pared, el tiempo que permanecia alli y los cambios de trayectoria. Para corroborar
si eran movimientos espontaneos o controlados por el cerebro de la planaria,
seccionaron los organismos en cabeza y cola para comprobar dicha hipoétesis,
encontraron que independiente de la parte del animal, este tiende a dirigirse a las
paredes de los recipientes, con ello concluyeron que este comportamiento es
independiente de la fotosensibilidad y lo diversos estimulos mecanorreceptores, por
otro lado este comportamiento podria tener influencia en el papel de adaptacién a los
diferentes habitat en donde se encuentre. Al someterlas a diferentes formas de
recipientes, se notd que prefieren espacios que presentan curvaturas, en estos no

realizan tantos cambios de trayectoria y se evidencia mayor densidad poblacional en
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sus paredes. Este articulo es importante para la investigacion actual debido a que

ayuda a comprender el comportamiento de los animales en cuestion.

En el 2016, se identificdé por parte de Arnold et al* la microbiota endogena de
Schmidtea mediterranea, permiten ingresar en un campo nuevo y poco indagado, la
estimulacion del sistema inmune a partir de las perturbaciones de la microbiota
permite potenciar factores inhibidores de la regeneracion. La caracterizacion
microbiolégica permitid identificar alta concentraciones de bacteroidetes vy
proteobacterias, la alteraciébn de este Ultimo taxén coincide con el aumento de
lesiones ectdpicas y degeneracion de los tejidos. Adicionalmente, una prueba con
ARN interferente permite identificar TAK1 como un modulador de la sefializacién
inmune innata que compromete la homeostasis de los tejidos y la regeneracion

durante la infeccion.

Las planarias son modelos de organismos ampliamente estudiados en diversas areas
como regeneracion, en estudios ambientales, genética entre otros, pero en los
aspectos mas béasicos de su biologia se conoce poco, es por ello que en el 2020 se
realizé una investigacion por Lewallen y Burggren? en la cual se estudié la
temperatura ideal de la cria de planarias, la captacion de oxigeno que estos
organismo realizan por medio del tegumento, las variaciones en la cria entre planarias
sexuales y asexuales, la alimentacion, las condiciones adecuadas del lugar en donde
se deben encontrar realizando énfasis en los fotoperiodos, envases y demas
elementos para su manipulacion.  Adicionalmente, se menciona que los diferentes
factores mencionados tendrian influencia en la captacion de oxigeno de los
organismos; los diferentes procesos metabdlicos de las planarias tienen homologia
con los invertebrados y vertebrados, lo cual enfatiza la importancia y validacion de

estudiarlas como modelo animal.
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2. Marco referencial

2.1. Generalidades de las Planarias

Las planarias son un género de gusanos planos de vida libre ampliamente distribuidos
pertenecientes al phylum Platyhelminthes (del griego “platy” que significa plano, y
“helminth” que significa gusano). Estos organismos son metazoos tripoblasticos,
acoelomatosos y de simetria bilateral pertenecientes a la clase Turbellaria; junto con
los Trematodos y Cestodos forman el filo de los Platyhelminthes. En comparacion con
los otros dos miembros del grupo, las planarias son organismos de vida libre que se
encuentran mayormente en arroyos, rios y estanques. Se encuentran entre los
organismos mas simples que se componen de tres capas celulares (ectodermo,
mesodermo y endodermo). Poseen una anatomia compleja compuesta de sistemas
y 6rganos que presentan la notable conservacién fisiolégica y molecular de los

mamiferos22.

Las planarias son organismos con diversidad de caracteristicas, su tamafio puede
oscilar desde 1 hasta 90 milimetros, dependiendo de la especie pueden vivir en
ambientes terrestres, marinos o en agua dulce, su movilidad la realizan por medio de
cilios localizados en la parte ventral de su cuerpo?. Pese a que es un gusano plano,
no es un parasito, son carrofieros y depredadores oportunistas. Las sefales quimicas
emitidas por otros organismos que se encuentran alrededor de su entorno son de gran
importancia, debido a que por medio de ellas pueden identificar su presa; su

alimentacion se basa en insectos pequefios, larvas y otros invertebrados.

Es importante tener en cuenta que el rol de las planarias de agua dulce en el
ecosistema esta definido como depredadores de artropodos, caracoles y poliquetos,
aunque en abundante disponibilidad de alimento pueden ser carrofieros®*. Algunas
especies se consideran oportunistas y pueden desplazar a otras poblaciones de
planarias, y se conoce que pueden llegar a ser consideradas como plagas en
ambientes controlados como acuarios, debido a que su poblacion puede crecer

rapidamente y competir por el alimento con especies jévenes?®.
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Tienen tolerancia variable a diferentes condiciones fisicoquimicas del agua, como
cantidades relativas de oxigeno, pH variable, conductividad y temperaturas de
diferente rango y diferente dureza calcica. Sélo en condiciones extremas como gran
deficiencia de oxigeno o temperaturas superiores a 25°C se ve afectada la
supervivencia de las especies®. Debido a su patron de distribucion en diferentes
cuerpos de agua como lagos, arroyos, manantiales, estanques, y al encontrarse en
aguas con diferente grado de contaminacion organica son Utiles como indicadores de
la calidad del agua®. A causa de la facilidad para aumentar su poblacion gracias a su
modo de reproduccion, se podria inferir que su permanencia en el ecosistema no se
encuentra en peligro al tomar muestras de agua que contengan algunos ejemplares

para el estudio.

El mantenimiento y cria de estos animales en condiciones de laboratorio es viable,
pueden vivir en entornos controlados bajo las condiciones éptimas, las cuales son:
agua de estanque, sal marina (para especies marinas) cajas de Petri para maximo 50
ejemplares, y envases ziploc para mas de 502. En condiciones de laboratorio se debe
mantener la asepsia del entorno de crianza realizando cambios periddicos de agua

cada semana®.

2.2. Anatomiay Fisiologia

Como se observa en la figura 1, la planaria tiene un sistema nervioso que se compone
de un cerebro bilobulado que se ubica en el extremo anterior del animal con multiples
extensiones nerviosas que se conectan con los quimiorreceptores a lo largo de los
margenes de la cabeza. Ademas, presenta cordones nerviosos ventrales que se
conectan a lo largo del cuerpo con un plexo nervioso periférico. Su epidermis esta
compuesta por una sola capa de células que recubre la musculatura del cuerpo

compuesta por fibras circulares, diagonales y longitudinales?®.

En cuanto al sistema digestivo, la faringe, un 6rgano de alimentacion muscular que
se encarga de ingerir alimentos y expulsar desechos esta conectado al intestino que
se encuentra altamente ramificado, el cual se compone de fagocitos los cuales
absorben particulas de alimentos y células caliciformes secretoras de enzimas

digestivas®.
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Figura 1. Diagrama de representacion de la anatomia de una planaria. Tomada de: Issigonis M,
Newmark P. Chapter Four - From worm to germ: Germ cell development and regeneration in

planarians.

Las planarias tienen dos formas de reproduccién, sexual y asexual?!. En la asexual
se reproducen clonal mente mediante fisibn y posterior regeneracion de dos
individuos genéticamente idénticos; Sexual, las planarias poseen ovarios germinales
y vitelarios, oviducto, poro femenino, receptaculo seminal, orificio copulador. Asi
mismo posee testiculos, conductos deferentes, 6rgano copulador, vesicula seminal y
poro masculino. Por ende, realizan una fecundacion interna a través de la fertilizacion

de los ovocitos®®.

2.3. Caracteristicas y distribucién de los neoblastos

El mesénquima del tejido planario estd compuesto por numerosas células
pluripotentes indiferencias (neoblastos), estas representan del 25 - 30% de todas las
células del cuerpo planario y cada tejido deriva de estas células en dltima instancia.
La capacidad de este tipo de células para renovarse, proliferar y migrar hacia el sitio
de la lesion es Unica por lo que se han convertido en un modelo de eleccion para el

estudio de la biologia regenerativa de las células madre®.

En las figuras que se muestran a continuacion se puede observar la distribucion
corporal de los neoblastos en las especies Schmidtea mediterranea, Dugesia
dorotocephala, Phagocata morgani, Phagocata gracilis y el género Girardia spp.

respectivamente. La distribuciéon de dichas células madre fue determinada por
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hibridacion in situ del gen piwi-1, que codifica para una proteina encargada de

promover el mantenimiento y la funcion de las células madre32.

Figura 2: Distribucién de los neoblastos en la planaria Schmidtea mediterranea determinada por
hibridacion in situ del gen piwi-1 Tomada de: Accorsi A, Williams MM, Ross EJ, Robb SMC, Elliott SA,
Tu KC, et al. Hands-On Classroom Activities for Exploring Regeneration and Stem Cell Biology with

Planarians

Figura 3: Distribucion de los neoblastos en la planaria Dugesia dorotocephala determinada por
hibridacion in situ del gen piwi-1 Accorsi A, Williams MM, Ross EJ, Robb SMC, Elliott SA, Tu KC, et

al. Hands-On Classroom Activities for Exploring Regeneration and Stem Cell Biology with Planarians
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Figura 4: Distribucién de los neoblastos en la planaria Phagocata morgani determinada por
hibridacion in situ del gen piwi-1 Accorsi A, Williams MM, Ross EJ, Robb SMC, Elliott SA, Tu KC, et
al. Hands-On Classroom Activities for Exploring Regeneration and Stem Cell Biology with Planarians

Figura 5: Distribucion de los neoblastos en la planaria Phagocata gracilis determinada por
hibridacién in situ del gen piwi-1 Accorsi A, Williams MM, Ross EJ, Robb SMC, Elliott SA, Tu KC, et

al. Hands-On Classroom Activities for Exploring Regeneration and Stem Cell Biology with Planarians

Figura 6: Distribucion de los neoblastos en la planaria Girardia sp. determinada por hibridacion in situ
del gen piwi-1 Accorsi A, Williams MM, Ross EJ, Robb SMC, Elliott SA, Tu KC, et al. Hands-On

Classroom Activities for Exploring Regeneration and Stem Cell Biology with Planarians

Histologicamente, los neoblastos son células pequefias, miden entre 11 y 12 u de
didmetro, redondas u ovaladas, con un nucleo central o excéntrico. Su citoplasma es
basdfilo y escaso debido a que el nucleo se distribuye en la mayoria de la célula.
Posee membrana celular y nuclear, entre estas membranas se encuentran el reticulo
endoplasmatico y algunas mitocondrias. Su citoplasma puede contener
granulaciones, pero son dificiles de evidenciar debido a la distribucién general de la

célulass.

Al unirse forman el blastema de regeneracion funcionando como unidades celulares

basicas para construir o reemplazar tejidos, 6rganos y partes del cuerpo. Todo este
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mecanismo esté regulado dinAmicamente por un grupo de genes expresados durante
este proceso32. Los neoblastos tienen diversos mecanismos por medio de los cuales
regulan las tasas de division de células madre controlando asi su poblaciéon. Existen
diversos escenarios en los cuales los neoblastos mantienen una division activa:
alimentacion y curacién de heridas. En el primero la alimentacion potencia un
incremento acelerado de la tasa de neoblastos en fase M, la cual vuelve a su actividad
basal dias después. Algo similar ocurre en la curacion de heridas, donde se presentan
dos picos de neoblastos en fase M para restituir el tejido perdido, el primero de 6 a 8
horas después de la lesién durante la regeneracion del blastema, y el segundo se

mantiene hasta 3 dias después en las células vecinas a la herida primaria.

Una particularidad que constituye el aspecto critico de las tasas de divisién de las
células madre en las planarias, es la modulacion de la actividad basal de proliferacion
celular, cuya dindmica varia segun sus necesidades fisiologicas. Durante periodos de
inanicion las células madre de las planarias contindan dividiéndose a pesar de que el
tamafio de su cuerpo disminuye por una pérdida en el nimero de células. El
catabolismo de las células que estdn muriendo probablemente impulsa el
mantenimiento del recambio celular, a costo de una disminucién progresiva en la
poblacién neta celular. Por el contrario, la ingesta de alimentos promueve un
crecimiento en el tamafio del animal. Dichos fendmenos enfatizan la importancia de
las sefales de control de la proliferacion celular, cuyas vias incluyen sefiales de
autorenovacion local, sefiales de activacion global en respuesta a estimulos como
cambios en el metabolismo o cicatrizacidn y redes de retroalimentacién negativa para

el retorno al estado basal?®.

2.4. Factores Bioticos

Al igual que diversos seres vivos, las planarias poseen microbiota exdégena y
enddgena, la cual es de suma importancia, debido a que es capaz de interferir en
diferentes procesos vitales para este organismo®. Es asi como se ha encontrado
relacion de la microbiota enddégena en procesos como la inmunidad del animal y en
la regeneracion tisular de Schmidtea mediterranea®. Por otro lado, las planarias
poseen una mucosa que recubre el exterior del animal, la cual posee diversos

componentes como proteinas, microbiota entre otros'. Dicha mucosa cumple un
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papel muy importante en la locomocion de las planarias, la evasién de los

depredadores, la regeneracion de los organismos etc’®.

Se han realizaron estudios de caracterizacion de la microbiota de las planarias, los
cuales determinaron la presencia de taxones bacterianos ampliamente identificados
en el intestino humano, entre los que se incluyen los phylum Bacteroidetes y
Proteobacteria, microorganismos que han sido identificados en las planarias®. Los
cambios en las poblaciones de la microbiota enddégena han determinado alteraciones
en la regeneracion de fragmentos de planarias que han sido segmentadas como se
evidencia en el registro de la figura 2; estos efectos se deben principalmente al
aumento de poblaciones patdégenas pertenecientes a los géneros Pseudomonas spp,
Vogesella spp y Oxalobacter spp que producen retrasos en la regeneracion de las
manchas oculares asi como en la produccion del blastema de regeneracion de los
fragmentos de cabeza, tronco y cola. Altas dosis de infecciéon por Pseudomona spp
produjeron resultados similares, generando alteraciones en los patrones de

reparacion de tejidos y en algunos casos lisis completa®.

Aquitalea sp. FJL05

In Trp treatment I\

water
2DPA_  4DPA 7DPA 12 DPA

Figura 7. Efectos del metabolito indol producido por la bacteria Aquitalea spp. en la regeneracion de
la planaria. Lee FJ, Williams KB, Levin M, Wolfe BE. The Bacterial Metabolite Indole Inhibits

Regeneration of the Planarian Flatworm Dugesia japonica.
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Es importante entender otro aspecto de las interacciones huésped-patégeno, al ver
que la produccion de ciertos metabolitos bacterianos induce retrasos en la
regeneracion de los tejidos, tal es el caso de indol, producido por algunas poblaciones
bacterianas que hacen parte de la microbiota de la especie Dugesia japonica®. Por
medio de secuenciacion metagenomica se pueden identificar poblaciones
productoras de indol como lo son la bacteria Aquitalea spp, una beta proteobacteria
Gram negativa, bacilar no productora de esporas, la cual produce indol a través de la
degradacion del triptéfano por medio de la enzima triptofanasa®. Los retrasos en el
desarrollo de los extremos de segmentos del tronco de la planaria se presentan por
exposicion a niveles detectables de concentraciones de triptéfano, lo que indica que
este metabolito puede ser un factor de retraso de la regeneracion en las planarias.
Multiples estudios han demostrado que el indol y sus derivados inhiben la proliferacion
de células en varias lineas celulares humanas. La facilidad de estos estudios uniendo
métodos de cultivo y secuenciacién permiten manejar diferentes tipos de colonias
bacterianas que son puestas en contacto con las planarias para determinar los
diferentes efectos en la regeneracion de tejidos®. Cabe resaltar que es posible que
existan diversas funciones anexas a las ya mencionadas de la microbiota de las

planarias, por ello la importancia de seguir investigando®.

2.5. Factores Abid6ticos

Las planarias son organismos ampliamente distribuidos en diversos ecosistemas, por
tal razon los factores que intervienen en su habitat son variables y cambiantes
dependiendo de la especie y su procedencia, pese a esto, comparten algunas
condiciones abidticas necesarias para su desarrollo®®. En su habitat natural, las
planarias permanecen mayormente en rocas y plantas acuaticas, las cuales les
brindan proteccion ante sus depredadores, facilitan su locomocion y les proporcionan
el ambiente adecuado para implantar sus huevos y mantener la poblacion. También
se han evidenciado en musgos de agua, restos contaminantes del hombre como

plasticos y raramente habitando otros animales como las tortugas®.

Los cuerpos de agua que habitan las planarias presentan diferentes factores fisico

guimicos que ejercen influencia sobre su biologia y comportamiento, entre ellos se
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encuentra la conductividad eléctrica, que hace referencia a la capacidad del agua para
transportar corrientes eléctricas, la cual depende de la presencia de iones, su carga,
concentracion en el agua, temperatura, atraccion entre ellos etc**; los soélidos
disueltos en agua o TDS indican presencia de minerales, metales y diferentes sales
disueltas en el agua; el pH es la medida de iones de hidrogeno y los iones hidroxilo
en el agua, es de gran importancia en la caracterizacion del agua®. Los estudios
evidencian que las planarias pueden vivir en un rango de pH que oscila entre 4 y 95
Los parametros anteriormente mencionados no tienen valor estandar en la cria de las

planarias debido a la variedad de especies, procedencia, tipo de agua, entre otros.

La temperatura del agua es un factor fisico variable que tiene influencia en el
desarrollo, comportamiento y cria de las planarias; son organismos ectotermos, por
ende no son capaces de producir su propio calor y su temperatura ambiente debe
oscilar entre los 9°C y 25°C 1526, a temperatura también influye en otros aspectos de
las planarias como sus periodos reproductivos, desarrollo embrionario, crecimiento,
regeneracion, entre otros?®. Asi mismo los niveles de oxigeno minimos que debe
presentar el agua se encuentran en las 4 partes por millén, debido a que estudios
anteriormente realizados muestran que valores por debajo de este rango dificultan la

viabilidad de los ejemplares 1°.
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3. Disefio metodoldgico

3.1. Universo, poblacion y muestra
e Universo: Planarias de agua dulce a nivel mundial
e Poblacion: Planarias de agua dulce pertenecientes al género Dugesia spp.
extraidas de la Quebrada La Vieja ubicada en la ciudad de Bogota.,
e Muestra: Agua de quebrada y de laboratorio, planarias, piedras y materia

organica

3.2. Hipotesis, variables, indicadores

Hipdtesis
La biologia y el comportamiento de las planarias se podria ver influenciada por los
diversos factores bidticos y abioticos de su habitat natural, o artificial cuando se trate

de una cria en el laboratorio.

Variables

Independientes: Poblacion bacteriana aislada e identificada en el agua, las
planarias,
las piedras y la materia organica.

Dependientes: Agua de quebrada y agua del laboratorio, pH, TDS, C.E.

Indicadores

Numero de planarias que sobrevivieron: 43

Numero de bacterias que se aislaron: 23

Tipo de microorganismos aislados: Bacteroidetes, Firmicutes, Actinomicetos,

Enterobacteriaceae

3.3. Técnicas y procedimientos

Procedimiento de recoleccién de las planarias de la quebrada La vieja, ubicada en los

cerros orientales de Bogota.

Materiales:

e Recipiente con agua de la quebrada para transportar a las planarias
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e Pipetas Pasteur o jeringas de 10 mL para despegar a las planarias de las
piedras y pasarlas al recipiente.

e Guantes de proteccion personal.

Procedimiento:

Las planarias se refugian debajo de las piedras de la quebrada. Por tal razén, se
deben sacar las piedras que estan debajo del agua y voltearlas para inspeccionar si
tienen planarias, en cuyo caso, se deben despegar generando un chorro a presion
con la pipeta Pasteur o jeringa para que caigan en el recipiente con agua.
Posteriormente, se debe tapar de manera que proteja a las planarias de la luz, pero
permite la ventilacién, por ello la tapa debe tener una rendija que permita el paso del

aire. Luego de tener las planarias en el recipiente se transportan al laboratorio

Figura 8. Quebrada la vieja Figura 9. Piedra con planarias

Procedimiento de cultivo vy cria de planarias en el laboratorio.

Materiales:
e 1 litro de agua de llave autoclavada y enfriada
e Higado de res para alimentar a las planarias
e Cuchillo estéril con luz UV para cortar el higado
e Tubos Eppendorf esterilizados

e Pinzas estériles
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e Cajas de Petri estériles

e Pipetas Pasteur.

e Contenedor de plastico con tapa para las planarias, previamente esterilizados
con luz UV. Las tapas deben tener pequefios agujeros para permitir el paso del
aire.

e Pilas de hielo congeladas para mantener la temperatura del agua de las
planarias.

e Tabla de cocina previamente esterilizada con luz UV para cortar el higado.

e Guantes de nitrilo para la proteccion y la higiene.

e Lugar de cria que permita proteger a las planarias de la luz.

e Papel Kraft para cubrir el contenedor.

Procedimiento de preparacion de su entorno: Tener todos los implementos listos y

esterilizados para poner las planarias en un ambiente previamente adaptado a sus

condiciones de habitat. Esto implica:

1. Esterilizar el agua en el autoclave y atemperar previamente a la recoleccion de
las planarias.

2. Esterilizar el contenedor con luz UV en la camara de flujo laminar durante 24
horas.

3. Adicionar el agua esterilizada y enfriada al contenedor.

4. Trasladar las planarias al contendor usando la pipeta Pasteur.
Protegerlas de la luz tapando las paredes del contenedor con papel Kraft y

dejarlas debajo del meson.

Procedimiento de preparacion del alimento:

1. Lavar el higado con agua de llave.
2. Cortarlo en porciones de 4x4x4 milimetros.
3. Almacenar el higado cortado en tubos Eppendorf y llevarlos al congelador

Procedimiento de alimentacién:

1. Se debe descongelar el alimento a temperatura ambiente.
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Llenar con agua esteril % partes del volumen las cajas de Petri.

3. Agregar de 5-6 porciones de higado a las cajas de Petri con ayuda de pinzas
estériles

4. Transferir las planarias a las cajas de Petri.
Esperar de 1-2 horas a que los animales se hayan alimentado completamente.
Eliminar el agua y el higado en otro contenedor y enjuagar las planarias con
agua esteéril 2-3 veces.

7. Lavar los contenedores con agua esteéril.

8. Anadir agua estéril al contenedor.

9. Poner las planarias en el contenedor limpio con ayuda de las pipetas Pasteur.

10. Repetir este procedimiento cada vez que se alimenten a las planarias.

11.Realizar la limpieza de todos los implementos utilizados y llevarlos a

esterilizacion

Figura 10. Alimentacion de las planarias.

Procedimiento para el estudio de la vitalidad y comportamiento de las planarias.

1. Verificacion de la poblacion de las planarias, contando el nimero de individuos
cada semana y comparando con los datos globales. Para ello, empleamos
cajas de Petri y pipetas Pasteur estériles, cada planaria se pasaba
individualmente a las cajas de Petri por medio de las pipetas Pasteur para llevar
el respectivo conteo. Posterior a esto, se anotaban en el diario de campo el

dato obtenido y se comparaba con el dato inicial y el de la semana anterior
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para evidenciar los cambios poblacionales. Cabe resaltar que este

procedimiento se realiz6 cada semana por 3 meses consecutivos.

2. Observacion visual del comportamiento de las planarias en el contenedor y del
crecimiento en el estereoscopio. Las planarias fueron observadas cada vez
gue eran alimentadas y cuando se realizaban los cambios de agua
periodicamente. Los analisis se enfocaron en estudiar caracteristicas como,
costumbres de alimentacion, fotofobia, interaccién entre individuos y lugares
de desplazamiento y permanencia. Las observaciones fueron registradas
descriptivamente de acuerdo con los criterios especificos mencionados.

4

>

Figura 11. Planaria observada en el estereoscopio.

Procedimiento de medicién fisicoquimica del agua de la quebrada vy del agua de las

planarias del laboratorio.

Para realizar estos procedimientos se emple6 el equipo Oakton Waterproof se realizé
la mediciébn de diferentes parametros como pH, total de sélidos disueltos y

conductividad del agua a estudiar (ver figura 12).

Con el termometro digital Extech Instruments se midio la temperatura del agua de las

planarias de laboratorio y el agua de la quebrada (ver figura 13).
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Figura 13. Medicion de la temperatura por medio termdmetro digital Extech Instruments.

Procedimiento para la concentracion de microorganismos presentes en el agua de

planarias de laboratorio y el agua de la quebrada. El procedimiento se observa en las

figuras 14y 15.

34



Concentracion de
microorganismos

Preparar todo el
equipo de filtracién
por membrana

Filtrar el agua para
diferentes volimenes en
membranas de
nitrocelulosa

Agua dela
quebrada: Volumen
total: 12L

Agua de las
planarias: Volumen
total. 1L

Se utilizaron membranas
con los medios liofilizados
Endo, Cefrimida, Azida y
Standard TTC

Incubar las membranas de
nitrocelulosa en los medios
respectivos liofilizados e
hidratados a temperatura
ambiente por 72 horas

Se utilizaron membranas con

los medios liofilizados Endo,

Celrimida, Azida y Standard
T

Verificar el
crecimiento de
colonias

Realizar fincion de
Gram

Aislar los bacilos Alar 0§ cacos y

Gram negativos en pgﬁ:ﬁ: S;nga’
agar MacConkey sanare

Verflicar la pureza de
los aislamientos

‘Aizlamientos puros

Nueva siembra y
verfficacion por Gram
hasta obtener
aislamientos puros

identificacion
bioguimica por

prugbas manuales y

BBL Crystal

Figura 14. Diagrama de procedimiento para la concentracién de microorganismos presentes en el
agua de quebrada y en el agua de planarias de laboratorio.

Figura 15. Proceso de filtracién del agua para la concentracién de microorganismos.
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Procedimiento para la siembra de la microbiota exdgena presente en las planarias de
laboratorio y de la quebrada, en la materia organica presente en las piedras y las

piedras sin cobertura organica

1. En esta fase las planarias de laboratorio eran especimenes tomadas de la
guebrada La Vieja, las cuales se sometieron a un proceso de cria controlado
en el laboratorio durante 3 meses. Para llevar a cabo esta fase, a las planarias
de laboratorio se les restringio la alimentacién por una semana para evitar
alteraciones en el estudio. Las planarias de la quebrada eran organismos que
se encontraban en las piedras de la quebrada y con 3 horas de recolectadas
las muestras para evitar alteraciones. Para el procedimiento de la siembra se
emplearon dos métodos diferentes con el fin de aislar la mayoria de bacterias
posibles, que se observan en el diagrama de procedimientos para la siembra

de microbiota exdgena de las planarias.
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Y

Filirar el agua en
membranas de
nitrocelulosa

Retirar las Planarias del agua vy
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Incubar a 7
temperatura Poner las membranas
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horas )
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—
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Aislar los bacilos
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Figura 16. Diagrama de procedimientos para la siembra de microbiota exdgena de las planarias.



Figura 17. Agitacion de los tubos Falcon. Figura 18. Siembra de planaria en medio de cultivo.

2. Siembra de las piedras de la quebrada en donde se encontraban las planarias
y de la materia organica que cubria las piedras. Los procesos que se llevaron
a cabo se observan en los diagramas de procedimientos para la siembra de
los microorganismos presentes en el musgo y en el diagrama de
procedimientos para la siembra de los microorganismos presentes en las

piedras.
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Figura 19. Diagrama de procedimientos para la siembra de los microorganismos presentes en el

musgo.
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Figura 20. Diagrama de procedimientos para la siembra de los microorganismos presentes en las
piedras.
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Nota aclaratoria: La purificacion de los aislamientos se realizé en condicion de

temperatura ambiente por un periodo de 48-72 horas.

Procedimiento para la Identificacion bioquimica de microorganismos

Se realizaron pruebas bioquimicas en tubo y automatizadas para las bacterias

obtenidas en la fase 6.

1. Pruebas manuales: Los bacilos Gram positivos aislados previamente en el
procedimiento anterior se inocularon en los medios de pruebas bioquimicas
para bacilos Gram positivos nombrados a continuacién: Almidon, Motilidad,
Glucosa, NaCl, Urea, Xilosa, Simmons Citrato y Arabinosa. Posteriormente, se
incubaron los medios a temperatura ambiente y se realizé la lectura de los
resultados a las 24 horas. La comparacion de los resultados se realiz6 con el

manual de bacteriologia sistematica de Bergey's 3°.

2. Pruebas con sistema BBL Crystal: Se prepararon los inoculos de los
aislamientos puros para bacilos Gram negativos, cocos Gram positivos y
algunos bacilos Gram positivos que no fue posible identificar por pruebas
manuales, el procedimiento de siembra y posterior identificacién se realizo

siguiendo las instrucciones del protocolo para sistemas BBL Crystal 36 37,

Figura 21. Pruebas bioquimicas para identificacion de los microorganismos.
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4. Resultados

Medicién Fisico Quimica

Para evaluar los factores abioticos se midieron 4 parametros fisico quimicos en el
agua de la quebrada y en el agua de laboratorio, los cuales fueron: pH, conductividad
eléctrica, total de solidos disueltos y temperatura. Como se evidencia en las tablas 1
y 2 los valores de los parametros son menores en el agua de la quebrada a excepcion

del pH que es igual para los dos tipos de agua.

La elecciéon de los parametros obedecié a la disponibilidad del equipo utilizado

(Oakton waterproof) y la cantidad de factores fisico quimicos que podia medir.

Tabla 1. Medicion de las propiedades fisicoquimicas del agua de la quebrada

Agua de la Quebrada
Parametro Resultado
pH 6,75
Temperatura 11.8 °C
Conductividad eléctrica 45,2 uS
Total solidos disueltos 20,4 ppm

Tabla 2. Medicion de las propiedades fisicoquimicas del agua del laboratorio

Agua de Planarias

Parametro Resultado
pH 6.75
Temperatura 17.5°C
Conductividad eléctrica 130,8 uS
Total solidos disueltos 65.6 ppm
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Caracterizaciéon de la poblacién bacteriana

La diversidad bacteriana obtenida en el agua, las planarias, materia organica y
piedras permite dilucidar el alcance de los métodos aplicados para el aislamiento e
identificacion de los microorganismos. EI método de filtracion por membrana se aplica
en la microbiologia industrial para la determinacion de los coliformes presentes en el
agua por contaminacion. Dicho método fue modificado en el presente proyecto para
la identificacion de las bacterias presentes en el agua de laboratorio y quebrada y
para la identificacibn de las bacterias exégenas de las planarias aplicando la
metodologia 2, cabe resaltar que el propdsito de dicha modificaciéon fue concentrar
las bacterias presentes en el agua para la posterior identificacion a diferencia de la
utilidad del método original que es realizar un conteo de la cantidad de coliformes

totales.

Los sistemas de identificacion empleados fueron pruebas bioquimicas automatizadas
(sistema BBL Crystal) y manuales (agares preparados en tubos) como se menciono
anteriormente, estas Ultimas se usaron debido a la disponibilidad limitada de las
pruebas automatizadas. Los fundamentos de los dos tipos de pruebas se basan en
reacciones metabodlicas como oxidacion, fermentacion, degradacion e hidrolisis de los
sustratos. Como se puede ver en las tablas a continuacion, los resultados de las
pruebas Crystal arrojan la probabilidad de la identificacion de los microorganismos
aislados con respecto a una certidumbre del 100% segun el conjunto de reacciones
metabdlicas de cada bacteria. Dicha probabilidad no aplica para la identificacion por

pruebas manuales.

Bacterias presentes en el agua de planarias de laboratorio y el agua de la
guebrada

Las bacterias identificadas en el agua de la quebrada son Gram positivas en su
mayoria, como se puede ver en la tabla 3. Las especies predominantes pertenecen al
género Bacillus spp.; Otras especies identificadas fueron Corynebacterium kutscheri,
Staphylococcus capitis y Brevundimonas vesicularis, bacteria Gram negativa. Cabe

resaltar que en el agua de planarias de laboratorio no se aislo bacteria alguna.

Tabla 3. Bacterias presentes en el agua de la quebrada
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Agua de Quebrada
Bacteria Probabilidad
Bacillus sphaericus 99.9% *
Corynebacterium kutscheri 98.64% *
Brevundimonas vesicularis 97.0% *
Staphylococcus capitis 96.89% *
Bacillus cereus NA **
Bacillus jeotgali NA **
Bacillus weihenstephanensis NA **

* |dentificacién realizada por pruebas Crystal.
** NA: La probabilidad no aplica

Para la identificacion de algunos bacilos Gram positivos se realizaron las pruebas
manuales nombradas en la siguiente tabla. La comparacion de los resultados se
realizé con el manual de bacteriologia sistematica de Bergey’s .

Tabla 4. Resultados de pruebas bioquimicas manuales para identificacion de bacilos Gram
positivos en el agua de la quebrada

Prueba Bacillus cereus | Bacillus jeotgali Bacillus
weihenstephanensis

Almidén + + +
Arabinosa - - -
Glucosa + + +
Motilidad + + +
NaCl + + -
Simmons Citrato + - +
Urea + + +
Xilosa - - -

Planarias de la Quebrada

Para realizar el aislamiento de estas bacterias se emple6 dos metodologias con el fin
de aislar la mayoria de bacterias presentes en las planarias. En la tabla 4 y 5 se
evidencia la variedad de bacterias aisladas, predominan los bacilos Gram negativos
(Kluyvera cryocrescens, Chryseobacterium indologenes, Pantoea agglomerans,
Burkholderia cepacia) en comparacion con el bacilo Gram positivo (Rothia

dentocariosa).

Tabla 5. Bacterias aisladas de las planarias de la quebrada aplicando la metodologia 1

Planarias quebrada Metodologia 1
Bacteria Probabilidad
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Kluyvera cryocrescens 99% *
Rothia dentocariosa 99.84% *
Chryseobacterium indologenes 73% *

* |dentificacion realizada por pruebas Crystal.

Tabla 6. Bacterias aisladas de las planarias de la quebrada aplicando la metodologia 2

Planarias quebrada Metodologia 2

Bacteria Probabilidad
Pantoea agglomerans 98.62% *
Burkholderia cepacia 88%% *

* |dentificacion realizada por pruebas Crystal.

Planarias de Laboratorio

Al igual que en el aislamiento de las planarias de quebrada, se emplearon dos
metodologias con el fin de aislar e identificar la mayoria de bacterias posibles. Como
se puede evidenciar en latabla 6 y 7 la totalidad de bacterias aisladas en las planarias

de laboratorio son Gram negativas.

Tabla 7. Bacterias aisladas de las planarias de laboratorio aplicando la metodologia 1

Planarias laboratorio metodologia 1
Bacteria Probabilidad

Burkholderia cepacia 99% *
* |dentificacion realizada por pruebas Crystal.

Tabla 8. Bacterias aisladas de las planarias de laboratorio aplicando la metodologia 2

Planarias laboratorio Metodologia 2

Bacteria Probabilidad
Shigella spp 99% *
Serratia liquefaciens 86% *

* |dentificacién realizada por pruebas Crystal.

Materia organica

En la materia organica se aislo diversidad de bacterias pertenecientes a diferentes
géneros como se evidencia en la tabla 8, predominan las bacterias Gram negativas
(Burkholderia cepacia, Panthoea agglomerans, Serratia fonticola) a excepcion de

Gemella morbillorum, bacteria Gram positiva.

Tabla 9. Bacterias aisladas de la materia organica
Materia Organica
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Bacteria Probabilidad
Burkholderia cepacia 99.98% *
Panthoea agglomerans 98% *
Serratia fonticola 91% *
Gemella morbillorum 79.39% *

* |dentificacién realizada por pruebas Crystal.

Piedras

En la identificacion de las bacterias de las piedras se utilizaron pruebas Crystal para
4 de las 6 bacterias aisladas. Como se evidencia en la tabla 9 el 50% de las bacterias
son Gram positivas (Acinetobacter baumannii, Halobacillus halophilus,
Aneurinibacillus migulanus) y el otro 50% son Gram negativas (Serratia fonticola,

Shigella spp., Shigella dysenteriae).

Tabla 10. Bacterias aisladas de las piedras

Piedras

Bacteria Probabilidad
Serratia fonticola 98.5% *
Shigella spp. 95.88% *
Shigella dysenteriae 92.76% *
Acinetobacter baumannii 82% *
Halobacillus halophilus NA **
Aneurinibacillus migulanus NA **

* |dentificacién realizada por pruebas Crystal.
** NA: La probabilidad no aplica

Como se menciond anteriormente, parte de la identificacion de las bacterias se realizo
por métodos manuales empleando las pruebas enunciadas en la tabla 11. La
comparacion de los resultados se realizo con el manual de bacteriologia sistematica

de Bergey’s %,

Tabla 11. Resultados de pruebas bioquimicas manuales para identificacion de bacilos Gram
ositivos en las piedras

Prueba Halobacillus Aneurinibacillus
halophilus migulanus
Almidon + +
Arabinosa - -
Glucosa - -
Motilidad + +
NaCl + +
Simmons Citrato - +
Urea - -
Xilosa - -
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Comportamiento de las Planarias

Se analizé el comportamiento de las planarias en cuanto a alimentacion, vitalidad,

movilidad, aversién a la luz y regeneracion en casos especificos.

Figura 22. Planarias de laboratorio

En la cria de planarias se observo que su frecuencia de alimentacion era semanal, a
pesar de que se les administraba alimento 2 veces por semana. Una situacion
observada fue al momento de comer, no buscaban el alimento de manera inmediata,
primero inspeccionaban su entorno y luego se dirigian hacia el alimento. También se
observo que su lugar predilecto para la alimentacion era cerca de las paredes de los
contenedores, y se alimentaban de manera menos frecuente en el punto central de

los contenedores.




Figura 23. Planarias alimentandose

Por otro lado, se observé que las planarias tienden a desplazarse hacia las paredes
y permanecer alli luego del cambio de contenedores. Como es natural de las
planarias, también se observo fotofobia e hiperactividad cuando son expuestas a la

luz del estereoscopio para la observacion.

Figura 24. Planarias agrupadas cerca a la pared

Cabe destacar que se observo la formacién del blastema de regeneracion en algunos
individuos que no tenian bien desarrollado el extremo posterior al momento de

recolectar las muestras.

Figura 25. Blastema de regeneracion

48



El seguimiento de la supervivencia se realizé contando el nimero de individuos vivos

semanalmente durante 12 semanas.

Supervivencia de las Planarias

En la tabla 10 y en la figura 26 se puede observar el seguimiento poblacional de las
planarias de laboratorio durante 12 semanas. La poblacion inicial fue 50 planarias
(semana 0), el conteo indica que hubo una disminucién del 14% es decir 7 planarias,

para terminar con una poblacion final de 43 individuos.

Tabla 12. Seguimiento de la supervivencia de las planarias

Semanas N2 de individuos
50
50
49
47
47
46
45
45
45
45
45
43
43

o
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Supervivencia de las Planarias en la cria

50"\'\'—'\0\00.0.\._.

40

30

20

Numero de individuos

10

Semanas

Figura 26. Gréfico de supervivencia de las Planarias
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5. Discusién

El presente trabajo determind las diferencias y similitudes entre las propiedades
fisicoquimicas basicas del agua de la quebrada la Vieja, ubicada en los cerros
orientales de Bogot4, entorno natural de las planarias, y el agua usada para criar las
planarias en el laboratorio. El pH determinado para los dos tipos de agua fue de 6,75.
Dicho valor se encuentra dentro del rango proporcionado por los estudios realizados
e indica que este parametro quimico del agua no es un factor limitante para la
supervivencia de las planarias debido al amplio rango de variabilidad entre
ecosistemas, como lo demostraron Rivera et al. > 26 al evaluar los efectos de un
amplio rango de valores de pH entre 3y 9, encontrando que las planarias presentan
un 100% de mortalidad al ser expuestas a pH 3 y un grado maximo de reproduccién
a un pH 8. Adicionalmente, los autores comentan que el pH de la mayoria de los
cuerpos de agua dulce del mundo se encuentra en el rango 4 a 9 y que los organismos
habitantes de dichas fuentes de agua tienen los mecanismos fisioldgicos necesarios
para adaptarse a dichas variaciones. Vale la pena mencionar de nuevo, que los
valores de pH de los dos tipos de agua en el presente estudio fueron iguales para
resaltar que, en caso de que hubiesen sido diferentes, no habrian presentado mayor
dificultad para las planarias, teniendo en cuenta el amplio rango en el que podrian
haber variado y la supervivencia previamente comprobada de las planarias en

relacion con el parametro en cuestion.

Es importante citar que, aun cuando las planarias tienen gran capacidad de
adaptacion a un amplio rango de potencial de hidrogeno en el agua, determinados
valores de la concentracion de iones de hidrégeno pueden alterar su fisiologia y
comportamiento. Las planarias presentan esta capacidad mediante la secrecion de
fluidos metabolicos y mucosidades que modifican el pH del ambiente en el que viven,
dichas modificaciones se producen de acuerdo con las necesidades fisiolégicas de
cada especie®. Es aqui cuando mas se destaca la particularidad de que las planarias
de agua dulce sean capaces de vivir en ecosistemas con amplios rangos de pH, pero
independiente a la adaptabilidad, surge la necesidad de estudiar como se afecta su

biologia con las variaciones de pH ambientales, y en qué medida son suficientes las
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capacidades propias de las planarias para contrarrestar los cambios extremos de pH

en su ambiente para mantener la homeostasis de su organismo.

En concordancia con la necesidad planteada, y con la importancia de saber si hay
estudios que hayan investigado el interrogante planteado, para saber qué
implicaciones tienen los valores de pH obtenidos en el presente proyecto
experimental, se realiz6 una revision de la literatura para encontrar estudios que
evaluaran los efectos del pH en las planarias. En efecto, investigadores del
Laboratorio de Planarias (LaPla) en asociacién con el Laboratorio de Biologia Celular
y Molecular de Hongos, del Instituto de Investigacion y Desarrollo de la Universidad
de Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, Sédo Paulo, Brasil, analizaron los efectos
de diferentes niveles de pH en planarias del género Girardia sp. y de la especie
Girardia tigrina incubadas en agua a 20°C. Las planarias expuestas a un pH 3.0
presentaron contorsiones, liberacion de moco y murieron después de los 5-15 minutos
de exposicion. A un pH de 4.0y 10.0 el cuerpo de las planarias comenz6 a hincharse,
liberaron moco y se movieron lentamente o permanecieron inmoviles. Los ejemplares
incubados a pH 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0 no presentaron afectacion visible o cambios
atipicos en su comportamiento. Adicionalmente, las planarias de la especie liberaron
capullos a pH 7.0. Otra observacion sumamente llamativa fue la variaciéon del pH
después de 3 y 18h horas de incubacion. A niveles bajos de pH las planarias fueron
capaces de alcalinizar el medio y a niveles altos fueron capaces de acidificarlo, con
unos niveles finales que se ubican en el rango de pH 6.1 a 7.63. Al comparar el valor
de pH del presente experimento (6.75) con los resultados de la investigacion
anteriormente mencionada se puede ver que el valor obtenido se encuentra dentro
del rango optimo para la cria y supervivencia de las planarias sin presencia de

alteraciones en su cuerpo o en su comportamiento.

Como se ha mencionado, la temperatura es otro factor abiético determinante en la
supervivencia de las planarias. De hecho, algunos investigadores afirman que es el
factor abidtico mas importante a la hora de considerar cambios fisiologicos en los
sistemas bioldgicos*® y es determinante en el metabolismo*!. Vale la pena recordar
gue la actividad fisiol6gica de los seres vivos depende en gran manera de sus
sistemas de termorregulacion los cuales, a su vez, estan implicados en el desarrollo

de los 6rganos?’. Los resultados del presente proyecto de investigacion indican que
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la temperatura medida se encuentra dentro del rango Optimo para las planarias de
agua dulce, 11.8°C para el agua de la quebrada y 17.5°C para el agua de laboratorio.
Recordando que el rango de temperatura de las planarias es de 9°C-25°C, los
ejemplares nunca mostraron signos de alteracion de su comportamiento como lentitud
en el desplazamiento, inmovilidad, movimientos erraticos o dafio corporal en la
observacion al estereoscopio. Los individuos siempre presentaron el comportamiento
habitual de movimiento continuo con desplazamiento en linea recta habitual de las
planarias de agua dulce. Sin embargo, vale la pena tener en cuenta el estudio
realizado por Hammoudi et al.*> que indica el efecto negativo de temperaturas
superiores a los 25°C sobre planarias de la especie Schmidtea mediterranea,
ampliamente usadas en estudios de regeneracién e interacciones huésped-patdégeno.
Al incubarlas a 30°C y 32°C, presentaron una mortalidad del 100% en 4 y 18 dias
respectivamente. Adicionalmente, los investigadores descubrieron que las planarias
son capaces de eliminar patégenos humanos como el Staphylococcus aureus*y que
dicha respuesta inmune se exacerba al incubarlas a temperaturas de 26°C y 28°C en
comparacion con la temperatura de mantenimiento habitual(20°C)#?. Este hallazgo se
trae a colacion para resaltar la importancia que tiene la temperatura en la cria de las
planarias de agua dulce y los posibles efectos que pueden producir sus variaciones

en su biologia.

Los cambios epidérmicos registrados en planarias del género Girardia sp. y de la
especie Girardia tigrina aplicando el Maximo Térmico Critico, parametro utilizado para
evaluar el estrés térmico en los organismos, mostraron que al incubar dichos
ejemplares a temperaturas de 37°C y 33°C respectivamente se presentan dafios en
la epidermis dorsal, como ausencia de poros excretores, disminuida cantidad de
gotitas secretoras, formacion de hendiduras con presencia de células atipicas y
ausencia de estructuras ciliares®®. Todos estos datos complementan la evidencia
obtenida en las mediciones térmicas del presente proyecto y ratifican la importancia

de mantener una adecuada temperatura para la cria de planarias en el laboratorio.

Por otro lado, se encuentran los TDS (Total de Sdélidos Disueltos), los cuales suelen
estar presentes en el agua naturalmente, su composicién y concentracion suele estar
mediada por diferentes factores como la geologia, el suelo, la precipitacion

atmosférica, el balance hidrico y en algunos casos, la intervencion humana.
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Dependiendo de los factores anteriormente mencionados los TDS pueden estar
compuestos por diferentes iones como: sodio, calcio, magnesio, potasio, cloro,
sulfatos, nitratos, bicarbonatos, entre otros; por materia organica y otros componentes
disueltos en el agua. Cabe resaltar que la salinidad del agua depende de los iones
disueltos; Las altas concentraciones de TDS no indican propiamente si el cuerpo de
agua esta contaminado o si es saludable, pero si puede causar dafios en los
diferentes organismos y microorganismos que habitan en ella, estos cambios pueden
estar mediados por diferentes actividades antropogénicas como los efluentes de la
mineria, tratamiento industrial del agua** o como en este caso, en la quebrada la vieja,
se observan diferentes vertientes de agua que contaminan el ecosistema, adicional a
estos, el paso no estaba restringido, por ello las personas entraban con sus mascotas,
generaban desechos como heces, orina, salivacion etc, lo que podria interferir en el
equilibrio del ecosistema y en el aumento o disminucién de los TDS o componentes
puntuales de estos. Pese a la intervencion antropica es importante tener en cuenta
gue la quebrada La Vieja es un cuerpo de agua en movimiento, de manera que las
moléculas siempre estan fluyendo y por esta razon la cantidad TDS es menor en la

guebrada al comparar el pardmetro con el agua de laboratorio.

Los TSD y la conductividad eléctrica, tienen una relacién directamente proporcional
debido a que concentraciones altas de TDS conllevan a tener una alta conductividad
eléctrica. Esto se puede evidenciar en el presente trabajo en las mediciones que se
realizaron en los dos tipos de agua (laboratorio y quebrada). Recordando que la
temperatura del agua de laboratorio es mayor, y teniendo en cuenta que es agua de
grifo esterilizada, hay dos razones importantes por las que el valor de conductividad
eléctrica es mayor. A mayor temperatura mayor excitacion de las particulas presentes
en disolucion acuosa, incluyendo los iones que le dan al agua su capacidad de
conductividad eléctrica. Adicionalmente, se registra una mayor cantidad de particulas
i6nicas en el agua de llave segun el decreto 475 de 1998, por el cual se expiden
normas técnicas de calidad del agua potable expedido por el ministerio de salud
publica. La cantidad permisible de compuestos quimicos implica la presencia de una
gran diversidad elementos como: Aluminio, Antimonio, Bario, Boro, Cadmio, Cloro,
Cobre, Cromo Hexavalente, Molibdeno, Niquel, Nitritos, Nitratos, Plata y Selenio; que
en conjunto aportan una mayor carga y conductividad en el agua de llave, en

comparacion con el agua de la quebrada®.
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El estudio de los factores bioticos se centré en la microbiota de las planarias y en la
diversidad microbiolégica de su entorno, incluyendo el agua, las piedras donde
habitan y la materia organica de la que se alimentan en su entorno natural. El analisis
microbioldgico del agua de la quebrada La Vieja mostrd una poblacion ampliamente
dominada por el filo de los firmicutes, aunque también presenta un miembro de las
actinobacterias y una de las proteobacterias. El género Bacillus spp. destaca por estar
presente en gran parte de los aislamientos, en este sentido vale la pena recordar que
son bacterias saproéfitas ampliamente distribuidas en el ambiente natural, aisladas de
todo tipo de suelos, de cuerpos de agua dulce y agua marina®®. La especie que mas
presencia tuvo en los aislados de Bacillus spp. fue Bacillus sphaericus, bacteria
ampliamente utilizada en programas de biocontrol de larvas de mosquitos en distintas
regiones del mundo#’. Estas propiedades de biocontrol se mencionan debido a que
en el momento del estudio, estaba en curso la temporada invernal y aumento la
poblacién de larvas de mosquitos en el lecho de la quebrada, de esta forma se hacia
necesaria la presencia de un biocontrolador natural. La presencia de Corynebacterium
kutscheri es bastante llamativa debido a que no se encuentra en los ambientes
naturales, es un comensal asociado con ratas, ratones, y hamsters*¢ 48 y un patégeno
oportunista tanto de roedores como humanos*®. Por otro lado, vale destacar la
presencia de Staphylococcus capitis, otra bacteria que no se aisla de entornos
naturales, por lo contrario, estd presente en la cabeza, especialmente donde las
glandulas sebaceas son abundantes*®. Aungue es flora normal puede encontrarse en
especimenes clinicos como el fluido cerebroespinal y causar graves infecciones como
la meningitis post craneotomia®. Es importante recordar que mas allda de su
patogenia, las poblaciones naturales de estafilococos se asocian con sitios
anatomicos de los animales de sangre caliente como la piel, las glandulas cutaneas
y las membranas mucosas. Por ultimo, cabe mencionar la presencia de una alfa
proteobacteria, Brevundimonas vesicularis. Si bien es una bacteria comun del agua,
también se ha aislado en especimenes clinicos de humanos y animales*. Es una
bacteria potencialmente patdgena para el ser humano, causando artritis séptica,
infecciones del torrente sanguineo después de procedimientos médicos relativos a
trasplante de médula ésea, cirugia a corazon abierto y dialisis peritoneal ambulatoria.

También es causante de queratitis después de cirugia laser®:.
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Las planarias, son organismos muy diversos, sometidos a diferentes variaciones en
su entorno, por ello poseen una mucosa externa que les confiere diferentes
propiedades que ayudan a la supervivencia y desarrollo como se menciono
anteriormente. Dicha mucosa posee diversos componentes, los cuales ayudan al
desarrollo de las planarias, uno de ellos es la microbiota, factor biotico importante para
la proteccién y biologia de estos animales, por ello en el presente proyecto se evalud
la presencia de microorganismos de tipo bacteriano en la mucosa externa de las
planarias de la quebrada La Vieja y las planarias de laboratorio, esto se realizé por
medio de dos metodologias diferentes para lograr una mejor captaciéon de los
microorganismos presentes en ellas. Para evitar posibles alteraciones de la
microbiota externa de las planarias de la quebrada, se recolectaron el mismo dia que
se iban a realizar los procedimientos de cultivo, empleando materiales estériles a la
hora de recolectarlas para evitar al maximo la interferencia con factores externos que

alterara los resultados del presente proyecto?s.

Es asi como en las planarias de la quebrada La Vieja, se encontré una variedad de
microorganismos, representados en los filos: actinomicetos, bacteroidetes y
proteobacterias. Los actinomicetos estan representados por Rothia dentocariosa, su
morfologia se puede observar desde cocos hasta formas filamentosas, Gram
positivas encapsulados, aerobios o anaerobios facultativos®2. Rothia spp, se puede
encontrar ampliamente distribuida en aire, suelo, agua o habitando la microbiota de
mamiferos sin causar patologia a excepcion de tres especies (R. aeria, R.
dentocariosa, R. mucilaginosa)®3. Sin embargo, R. dentocariosa se ha aislado de
cavidades bucofaringeas en el humano como microbiota normal debido a que se
encuentra asociada a la caries, varios autores reportan diferentes enfermedades
atribuidas a esta bacteria; sin embargo, es considerada como un microorganismo
oportunista, una de las patologias mas complejas es la endocarditis infecciosa,
bacteriemias, endoftalmitis, Ulceras corneales, artritis séptica, neumonia y
periodontitis® 5. La presencia de este microorganismo es importante y deja en
evidencia la influencia y posible afectacion de los humanos hacia los ecosistemas, al
ser habitante natural de la microbiota humana y al no tener la quebrada restriccion
alguna del paso, se puede analizar que posiblemente es un organismo anadido a este

habitat, es de aclaracion que alli las personas y diferentes animales de compafia
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hacen sus necesidades fisiologicas, por ello diferentes microorganismos hallados se

pueden ver influenciados por dichas interferencias en los ecosistemas naturales.

Otro microorganismo identificado fue Chryseobacterium indologenes, un
bacteroidete, bacilo Gram negativo inmovil, se ha aislado del suelo, plantas,
alimentos, cuerpos de agua dulce, salada y potable, debido a que es resistente al
cloro®. En los hospitales se puede encontrar en el agua, superficies y diferentes
insumos medicos, pese a que no es un microorganismo con amplio espectro
patégeno, en personas inmunocomprometidas causa gran afectacion, debido a que
es capaz de formar biopeliculas y proteasas que potencializan el factor de virulencia®®.
Por otro lado, en una investigacion realizada por Lee et al. se encontrd esta bacteria
presente en la microbiota de D. japdnica, capaz de producir indol, metabolito que
afecta los canales ionicos de las células epiteliales del intestino humano y que
intervienen en la mediacion de la regeneracion de las planarias. Ademas, puede
afectar el desarrollo de las manchas oculares, la remodelacion de sus tejidos o causar
alteracion alguna en su organismo. Es de resaltar que se ha evidenciado que C.
indologenes es capaz de inhibir la proliferacion celular de varias lineas de células

humanass.

Burkholderia cepacia, una betaproteobacteria, bacilo Gram negativo recto o curvo,
movil por uno o varios flagelos polares. Se ha aislado de diversos ambientes y
materiales naturales como agua®’, suelo, rizosfera, cebollas podridas, y también de
especimenes clinicos, teniendo en cuenta que es patbgeno humano oportunista que
causa serias infecciones intrahospitalarias?®, afecta especialmente a pacientes
inmunosuprimidos y que padecen fibrosis quistica®’. Klyuvera cryocrescens, una
gammaproteobacteria perteneciente a la familia de las enterobacterias, mévil, con
flagelos peritricos aislada de las planarias de la quebrada, esta presente en el suelo,
agua, aguas residuales, hospitales y especimenes clinicos*¢, debido a que causa
bacteriemia, pues es un patdgeno oportunista humano pero rara vez se aisla en los
laboratorios de microbiologia, segun el reporte de caso elaborado por Cabrales
Escobar et al.>8. Esta observacién de menciona, porque al ser una bacteria presente
en el ambiente, se resalta la importancia de considerar las razones por las que puede
elegir hospedarse en macroinvertebrados como las planarias siendo un comensal, y

en contraposicion afectar a seres vivos de mayor complejidad como los humanos,
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causando graves patologias. Pantoea agglomerans, otra gammaproteobacteria,
perteneciente a la familia de las enterobacterias y movil por flagelos peritricos
presente en las planarias de la quebrada, es ubicua, por lo tanto, se encuentra en
gran variedad de aislados, como plantas, flores, agua, semillas, productos
alimenticios, especimenes clinicos humanos (sangre, orina, heridas, O6rganos
internos), y animales. Destaca por ser una bacteria patdgena no solo para los
humanos, sino también para las plantas?. Cabe sefialar su gran presencia en
diferentes ambientes y organismos, de manera que no es extrafio su presencia en la
microbiota externa de las planarias. Las bacterias hasta aqui abarcadas presentan
una gran variedad de origenes tanto naturales como en animales, de manera que
seria de gran importancia una investigacion mas profunda acerca de las relaciones
ecoldgicas que llevan a las bacterias a convivir en los diversos ambientes y los
resultados derivados de las relaciones huésped comensal entre las bacterias y sus
hospedadores, en el caso particular de la presente investigacion, las planarias de

agua dulce.

Para las planarias de la cria del laboratorio, se realizaron los mismos procedimientos
gue en las planarias de la quebrada, en estas identificaciones se aislaron tres
microorganismos. Burkholderia cepacia, es un microorganismo anteriormente
mencionado y encontrado en las planarias de la quebrada, esto se puede dilucidar
con la microbiota natural de los ejemplares; Shigella spp, es una proteobacteria Gram
negativa, inmovil perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, unos de los
principales patdgenos de vigilancia publica en los humanos, debido a que representa
una causa importante de morbilidad y mortalidad pediatrica. Usualmente, esta
presente en alimentos, agua y suelos contaminados por heces que contengan dicho
patdgeno, por otro lado, se ha encontrado como microbiota en el intestino humano®°.
Este microorganismo se encontré presente en las planarias de quebrada, sin
embargo, por cuestion de tiempo, no fue posible confirmar la identidad de algunas
colonias de bacilos Gram negativos. Serratia liquefaciens es otra
gammaproteobacteria de la familia de las enterobacterias que al igual que en el
presente estudio, fue aislada por Arnold et al. (2016)° de un cultivo de planaria de
laboratorio de la especie Schmidtea mediterranea, sugiriendo presencia de esta
bacteria en la microbiota de distintas especies de planarias de agua dulce, al igual

gue sucede con Chryseobacterium indologenes. Vale la pena mencionar que S.
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liquefaciens es la especie del género de Serratia mas abundante en ambientes
naturales, plantas y en el tracto digestivo de los roedores*, indicando gran capacidad
de este microorganismo para adaptarse a distintos ambientes y ser comensal en

diversos organismos.

Més alla de las bacterias aisladas en las planarias de quebrada y de laboratorio es
importante resaltar que las dos metodologias permitieron abarcar un espectro mas
amplio de la microbiota de las planarias, que no se habria logrado al aplicar sélo una
de las metodologias propuestas y ratificando la importancia de los métodos de
aislamiento para la microbiota de animales qué, como las planarias no pueden ser
manejados directamente por sus caracteristicas anatdmicas. Como condicién sine
gua non , es importante aplicar métodos de secuenciacion genética para identificar
bacterias que no pueden ser aisladas por los métodos de cultivo, teniendo en cuenta
que los métodos de identificacion como el BBL Crystal s6lo se enfocaran en la
identificacion de bacterias de importancia clinica y no incluyen bacterias que puedan
estar en los ecosistemas o en los organismos que los habitan como microbiota y de
las cuales no se hayan registrado casos de infecciones en humanos o animales

superiores.

Con el objetivo de conocer la diversidad microbiana del ambiente directo de las
planarias, especificamente las piedras sobre las que se desplazan y ponen sus
capullos, y la materia organica que se deposita sobre las piedras de la cual se
alimentan, también se aislaron bacterias de las muestras ya mencionadas y se
relaciono su identidad con la microbiota de las planarias, teniendo en cuenta que en
el estudio realizado por Lee et al. (2018)2 se plante6 que la microbiota de las planarias
es muy estable y no se modifica ante la presencia de poblaciones bacterianas ajenas
al organismo, observacién realizada al exponer a las planarias a bacterias exdégenas
como Escherichia coli, Chryseobacterium spp., Tsukamurella spp. y Arthrobacter spp.
Los resultados indican la presencia dominante de proteobacterias, y sélo un
representante de los firmicutes. Por otro lado, se evidencia que hay tres bacterias en
especifico que se comparten entre el entorno y la microbiota de las planarias, a saber,
Panthoea agglomerans, Burkholderia cepacia, y Shigella spp, nuevamente
proteobacterias, que siguen representando la mayoria general de los aislamientos

totales. Los datos indican la amplia presencia de las proteobacterias como habitantes
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del agua dulce, ya sea de forma natural, o por el contacto de sus hospedadores con
las corrientes de agua dulce que finalmente circulan en todos los nichos ecoldgicos.
Los hallazgos ponen en consideracion la importancia de las bacterias en la funciones
biologicas de la planaria como modelo animal con gran bioprospeccion y ratifican la
necesidad de estudiar su influencia en la regeneracion de las planarias, capacidad
tan reconocida e investigada hasta el dia de hoy debido a que no se comprenden
muchos de los mecanismos involucrados y ademas se desconoce en cierta medida
la estimulacion de la microbiota, su relacion con la respuesta inmunoldgica y la

regeneracion tisular.
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6. Conclusiones

Las planarias de la quebrada La Vieja presentan adaptacion a la fluctuacion de
diferentes factores bioticos y abibticos. Cabe resaltar que los factores abidticos son
mas determinantes en la estandarizacion de la cria de las planarias en comparacion
con los factores biodticos evaluados en el presente estudio, los cuales dependen
netamente de la biologia de las planarias segun las bacterias que tengan asociada a

SuU mucosa externa.

Los factores abioticos mas relevantes para la supervivencia de las planarias son el
pH y la temperatura segun los datos obtenidos en el presente proyecto y la
comparacion con estudios de otros autores. Los valores de los parametros fisico
guimicos presentan variacion entre el ambiente de la quebrada y el laboratorio, pero

no representan afectacién para la supervivencia de las planarias

Se identificé una gran poblacion de bacterias presentes en las planarias, que varian
dinAmicamente segun el habitat donde se encuentren, esto se hace evidente al
correlacionar las poblaciones de los dos grupos de planarias. Las poblaciones
bacterianas de las planarias indican que son estables frente a los microorganismos
de su habitat, y no permiten la colonizacion de bacterias exdgenas. Para el presente
estudio los factores bidticos no tienen implicaciones en la cria de planarias de

laboratorio.

Las planarias son organismos viables para el cultivo en un ambiente controlado de
laboratorio y se puede mantener su supervivencia en condiciones adecuadas de
alimentacion, temperatura y otras caracteristicas que indican la continuidad de una

poblacién estable en el tiempo, y de habitos y comportamiento definidos.
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