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Introduccién

Planarias

Gusanos planos Cuerpo blando y
de vida libre mucosa externa
Slatelmi Bilateralmente

atelmintos simétricas
Ambientes 6-30 mm de
marinos, terrestres largo y 1-6 mm
y agua dulce ancho
Girardia sp Dugesia sp.
. ; . Accorsi A, WiIIi.arr?s MM, Ross !EJ, Robb SMC?, Elliott A, Tu KC. Hgnds—Op
Tripoblasticos B ey Mo e et wrorocodontod lovdo

resolution spanning molecular interactions to cellular




Introduccién

Caracteristicas anatomicas

Gastrovascular cavity

Ventral nerve cord

Protonephridia

Ventral surface

Seminal
vesicle

Gonopore

Accorsi A, Williams MM, Ross EJ, Robb SMC, Elliott A, Tu KC. Hands-On Classroom Activities for Exploring Regeneration and Stem Cell Biology with Planarians Today , life
is being interrogated at unprecedented levels of resolution spanning molecular interactions to cellular ,. 2017;79(3):208-23.




Introduccién

Caracteristicas y distribucion
de los neoblastos

Células madre Autorrenovacion,
pluripotentes 1% proliferacion y
indiferenciadas migracion

Blastema de
regeneracion

Estudio de la biologia
de las células madre

Accorsi A, Williams MM, Ross EJ, Robb SMC, Elliott A,
Tu KC. Hands-On Classroom Activities for Exploring
Regeneration and Stem Cell Biology with Planarians



Introduccién

Girardia sp.
3dpa | 5dpa | 9dpa | 14 dpa

1d
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Obijetivos

Objetivo general

Evaluar los factores bidticos y abidticos que puedan tener algun
efecto en el establecimiento y el mantenimiento de una cria de
planarias.



Objetivos

ODbjetivos Especificos

1. Establecer los factores abidticos que podrian interferir en la cria de las
planarias

o, 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.



Antecedentes

Legner y colaboradores
estudiaron la influencia
de los factores
medioambientales en la
reproduccion de las
planarias de agua dulce

1976 | 2011 |

Lombardo y
colaboradores
estudiaron el

comportamiento de
las planarias de agua
dulce, analizando sus
periodo de actividad,

alimentacion y
fotosensibilidad

Bocchinfuso y
colaboradores
realizaron un estudio
protedmico de la
mucosa de la
planaria de dulce

2012 2014 |

Abnave y
colaboradores
estudiaron la
repuesta inmune
de la planaria de
agua dulce
frente a diversos
patdgenos

Antecedentes

Arnold y
colaboradores
identificaron
TAK1 como
moduladora de la
sefializacion
inmune innata

2016 2020

Lewallen y Burggren
realizaron un estudio
sobre la biologia de
las planarias, y la
importancia de
algunos parametros
para la cria en el
laboratorio



Diseno
metodologico

Fase 1(Primer objetivo

especifico)

Fase 2 (Segundo
objetivo especifico)

Adecuacion de las planarias al
nuevo entorno

!

Medicion de los factores
abioticos

¢

Fase 3 (Tercer objetivo

especifico)

A

Aislamiento microbiologico:
Planarias, agua, piedras y
materia organica

v

Identificacion bioquimica

|

JE. Gonzalez, AY. Patijo, 2022

Conteo semanal y
mantenimiento de las planarias

l

Evaluacion morfologica y
comportamental de las planarias




Metodologia de la fase 1

Metodologia

Quebrada la vieja

Piedra con planarias
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Metodologia de la fase 1

Adecuacion de las Planarias a su nuevo entorno
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Metodologia de la fase 1

Medicion de los Factores Fisico Quimicos

Agua quebrada

—_— ET >
:

——— J Medic:

10n de
temperatura

Medici6n de pH,
IDSyCE
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Metodologia de la fase 2

Concentracion de bacterias presentes en el agua

Incubar en los medios liofilizados e
hidratados a T ambiente

Flitrar el agua

Aislamiento en agar Sangre y
MacConkey

Verificar el crecimiento
de las colonias

Tincién de Gram

C AL -44$1 1
e 833553

Verificar la pureza de
los aislamientos

Identificacién
bioquimica
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Metodologia de la fase 2

Aislamiento e identificacion de las bacterias exdgenas en las
planarias de laboratorio y de la quebrada: Metodologia 1

Planarias de quebrada
‘ -
| SN
N _
Plananu de laboratorio *\' |—>
‘ e Gotas de agua en
K el agar
\ -_ = = =
{ \
"\
g T~ :
— -
Tincién de Gram Aislamiento en
agar Sangre y
o JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022




Metodologia de la fase 2

Aislamiento e identificacion de las bacterias exogenas en las
planarias de laboratorio y de la quebrada: Metodologia 2
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Suspender | Agitar los tubos a 500 RPM Filtrar en membrana Incubar 24-48 horas a Tinciéon de Gram
Planaria 10 minutos de nitrocelulosa T ambiente en agar
BHI
'oi S /Alam nto en agar 1 ..‘..:
e Sangre y MacCo nkey — ’ — | ‘ ‘ =:=:=.
TN arsw g U
Tincién de Gram o
Identifiacién .
bioquimica JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022




Metodologia de la fase 2

Aislamiento e identificacion de materia organica

e

—
) 2 L]
gl ge T e T—

Tincidn de Gram

Pledras de la quebrada Sedlmen:aclogl de la Tamlzar y obetner la Sembrar por
materia orginica materia orgdnica agotamiento
b . ¢
- - s l‘
| —b el st Ailamiento en agar —— | —
BN ::_‘. o { Sangre y MacConkey }
P N t o=, -

Tincion de Gram

8

incubar a temperatura
ambiente

\

identificacion
bloguimica
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Metodologia de la fase 2

Aislamiento e identificacion de los microorganismos de
las piedras

| ) ' L4 | T
4 > @ . ® /
sigaye e \&Eye @ "/

Piedras de la quebrada Tomar hisopado de las Sembrar en el medio Incubar 24-48 horas T®
piedras BHI ambiente
200600
¥ gagsse
Ailamiento en agar &=

Sangre y MacConkey \ . 02BOO

K e g

e/ joquimica
Tincién de Gram - Tincién de Gram
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Metodologia de la fase 3

Estudio de la vitalidad y el comportamiento de las
Planarias

Conteo semanal de las planarias Obervacion macroscopica y al
Mmicroscopio

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022




Fase 1

Resultados y discusion

Mediciones de las propiedades fisicoquimicas

Agua de Quebrada
} Oliveira et pH ideal: RH. muy Darios en la
Parametro Resultado — —>  4cidoo :
al. 2018 neutro alcalino planaria
pH 6.75
Temperatura 11.8°C
Total solidos disueltos 20.4 ppm . . T°>30°C
Rinketal. _ ~ Temperatura _ Hammoudi eenl
Conductividad electrica 45.2 uS 2018 9-25°C et al. 2018 muerte e_n as
planarias
Agua de Laboratorio
Parametro Resultado
oH 6.75 TDSyC.E
I
Temperatura 17.5°C v v v
No se han :
Total solidos disueltos 65.6 ppm encontrado Agua en ) Trata}m!entos
: constante flujo quimicos
Conductividad electrica 130.8 uS estudios

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022




Fase 2

Bacterias presentes en el agua de la quebrada

Resultados y discusion

Posibilidad de que sea la bacteria aislada
con respecto a una certidumbre del 100%

Park et al. 2010

Suckow et al. 2012

Agua de Quebrada
Bacteria Probabilidad o rolador d
] ] 10 controlador ae
Bacillus sphaericus 09.9%* mosquitos
Corynebacterium
kutscheri 98.64%* Ratﬁnes’ sy _,
" umanos
Brevundimonas
vesicularis 97.0%* — Agua dulce
Staphylococcus capitis 96.89%*
Bacillus cereus NA** 3
Bacillus jeotgali NA** Presentes en
_ ecosistemas marinos, —
Bacillus suelos, agua dulce
weihenstephanensis NA** )

* |dentificacion realizada por pruebas Crystal.

** NA: La probabilidad no aplica, uso de
pruebas manuales

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022

Remington et al.
2011

De vosetal. 2009 <

laboratorio

No se encontraron bacterias en el agua de



Fase 2

Resultados y discusion

Bacterias de las Planarias de quebrada

Planarias de Quebrada Metodologia 1

Bacteria Probabilidad| [
Rothia dentocariosa 99.84%
Kluyvera cryocrescens 99% —
Chryseobacterium indologenes 73%
.,
Planarias de Quebrada Metodologia 2
Bacteria Probabilidad| —
Pantoea agglomerans 98.62 %
Burkholderia cepacia 8% | 1,

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022
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Sueloy agua —> Microbiota humana

Suelo, agua
dulce, aguas
residuales

Planaria Dugesia
japonica

Plantas, flores,
agua, semillas

Suelo, aguas,

podridas

.

De vos et
al. 2009

Lee et al. 2018

De vos et
al. 2009

. 4
rizosfera, cebollas



Fase 2

Resultados y discusion

Bacterias de las Planarias de Laboratorio

Planarias de Laboratorio Metodologia 1

Bacteria

Probabilidad

Burkholderia cepacia

99%

Planarias de Laboratorio Metodologia 2

—>

Bacteria Probabilidad
Shigella spp. 99%
Serratia liguefaciens 86%

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022
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Suelo, aguas, rizosfera,

cebollas podridas

Alimentos, suelos y

De vos et
al. 2009

T

agua contaminados

Planaria de laboratorio
Schmidtea mediterranea

—> Arnold et al. 2016



Fase 2

Resultados y discusion

Materia Organica

Bacterias presentes en
las planarias y su

|

—

ambiente

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022

Bacteria Probabilidad
Burkholderia cepacia A= 99,98 %
Panthoea agglomerans _~— 98 %
Serratia fonticola 91%
Gemella morbillorum 79.39 %
Piedras
Bacteria Probabilidad
Serratia fonticola 98.5%*
Shigella spp. ~we»  95.88 %*
Shigella dysenteriae 92.76 %*
Acinetobacter baumannii 82 %*
Halobacillus halophilus NA**
Aneurinibacillus migulanus NA**

* |dentificacion realizada por pruebas Crystal.
** NA: La probabilidad no aplica, uso de
pruebas manuales

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022

Bacterias exdgenas

. Poblacion estable
de las planarias

v
Lee et al. 2018 No permite la
il colonizacidn externa
Planaria Dugesia T
japonica -Escherichia coli
v -Flavobacterium sp.
Bacterias no -Tsukamurella sp.
asociadas -Arthrobacter sp.

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022




Fase 3

Resultados y discusion

Supervivencia de las Planarias en la cria i e
50 wr en el laboratorio:
r\'\'—.‘.\._._._._.\._. 12 semanas
L 40
S
S 3 Poblacion Inicial:
£ 50 planarias
[0}
S W
5 Poblacion Final:
2 .
43 planarias
0
0 2 4 6 8 10 12 _
Porcentaje de
Semanas supervivencia:
86%

JE. Gonzalez, AY. Patifio, 2022




Fase 3

Resultados y discusion

Planaria en el estereoscopio

JE. Gonzal;(z),zg\Y. Patifio, Blastema de regeneraCién

Manchas oculares Faringe

-Alimentacion semanal
» -Forman grupos de individuos
-Fotofobia

Habitos de
comportamiento




Conclusiones

Conclusiones

faetepes—bleueeﬁ/—ameuees—p#ebwms—en—el—eswdm G&be—ltesal{aluque—los factores

abidticos son mas determinantes en la estandarizacion de la cria de las planarias en
comparacion con los factores bidticos evaluados, los cuales dependen netamente de la
biologia de las planarias segun las bacterias que tengan asociadas a su mucosa externa.

Los factores abioticos mas relevantes para la supervivencia de las planarias son el pHy la
temperatura segun los datos obtenidos en el presente proyecto y la comparacion con
estudios de otros autores. Los valores de los parametros fisico quimicos presentan
variacion entre el ambiente de la quebrada y el laboratorio, pero no representan
afectacion para la supervivencia de las planarias



Conclusiones

Conclusiones

ee#elaem%Has—peblaere%s—de—les—des—gmpes—de—pL&n&nas—Las poblacmnes

bacterianas de las planarias indican que son estables frente a los microorganismos de su
habltat y no permlten la colomzacmn de bacterlas exogenas PaFarel—pFesen{eLes%udm—les

Las planarias de agua dulce de la quebrada la Vieja requieren alimentacion semanal, son
fotofobicas, tienen capacidad regenerativa e interactian activamente con otros
individuos de su especie.



Recomendaciones

Recomendaciones

» Se requiere de un acuario que permita mantener un ambiente mas propicio para las
planarias en el laboratorio.

» Es importante aplicar estudios metagenomicos para identificar con mayor precision
la poblacion bacteriana que forma parte de la microbiota de la planarias de agua
dulce, ademas de abarcar bacterias que no se pueden aislar por los métodos de
cultivo.

» Analizar otros parametros fisicoquimicos que pueden ser de vital importancia para
las planarias como los minerales del agua de la quebrada La Vieja.
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Introduccion

Filogenia

Urochordates
Cephalochordates

Hemichordates H

Echinoderms Anlmales Con alta
capacidad

— Bryozoans .

— Entoprocts

— Platyhelminthes regeneratlva

+— Pogonophorans

— Brachiopods

|— Phoronids

Nemerteans

— Annelids

— Echiurans
— Molluscs

Animales capaces de
) e I regenerar una parte
elazo__a_ :g;\:ft:gstomuhds 1 del CuerpO

Deuterostomia

Bilateria
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— Gastrotrichs
— Nematodes m
+— Priapulids 8
Kinorhynchs G
+— Onycophorans é NO Se ha

iy documentado
f————— Ctenophorans Capac I d ad
ey regenerativa

Placozoans
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