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INTRODUCCION

Drosophila melanogaster es un organismo modelo que permite descifrar vias
complejas asociadas a enfermedades y desérdenes metabdlicos, tales como diabetes,
obesidad, entre otras (Clemente et al. 2012). Su microbiota est4 conformada por unas
cinco especies, siendo asi un modelo facil de estudiar. Lactobacillus plantarum es una
bacteria gram positiva que coloniza en mayor proporcion el intestino de Drosophila,
teniendo un impacto benéfico sobre la mosca. Recientemente se ha sugerido que el
glucogeno seria una molécula critica en la actividad probidtica de Lactobacillus
acidophilus. Se sabe que esta bacteria crecida en presencia de prebioticos tales como
trehalosa, rafinosa acumula mayor cantidad de glucégeno y que esto llevaria a una
mayor colonizacion intestinal del huésped (Goh and Klaenhammer 2013). Esto
impulsa, en primer lugar, la generacién de un modelo gnotobidtico, el cual implica la
recolonizacién de un organismo libre de gérmenes con una Unica especie de intereés,
asi como también el estudio del metabolismo del glucégeno en lactobacilos crecidos
en distintas condiciones para identificar mejoras en las propiedades probiéticas de los
mismos.

OBJETIVO

El presente trabajo propone estudiar el efecto de la bacteria probidtica Lactobacillus
plantarum sobre Drosophila melanogaster como organismo modelo, de manera de
optimizar sus cualidades benéficas.

METODOLOGIA
Acumulacion de glucégeno de L. plantarum

Realizamos también una técnica de cuantificacion, que consisti6 en una hidrélisis
alcalina a 100°C con hidroxido de potasio (KOH) al 10% durante una hora y media. Al
extracto obtenido se lo tratd con amiloglucosidasa para digerir el glucégeno, y luego se
midi6 con kit enzimatico la glucosa liberada.

Establecimiento de linea axénica de Drosophila

Protocolo para obtener moscas germ free (GF):
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1- Oviposiciones sobre placas de Petri que contienen un medio agarizado
compuesto por agua, sacarosa. Las moscas colocan sus huevos sobre este
medio.

2- Lavado de los embriones con hipoclorito de sodio al 50% y posterior
recoleccién en tubos Eppendorf.

3- Dos lavados con etanol 70%.

4- Tres lavados con agua estéril.

5- Traslado de huevos hacia nuevas placas de agar.

6- Dejar 24 horas para obtener larvas.

7- Traslado de 75 larvas (por tubo por triplicado para cada condicion) hacia tubos
con comida de moscas.

Para chequear las moscas GF se realizé la técnica de reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) sobre ADN gendmico del intestino de las moscas, utilizando taq
polimerasa y cebadores bacterianos 16s.

Evaluacién de parametros in vivo en Drosophila

Como medida de impacto fisiol6gico, se evalu6 el desarrollo de las moscas realizando
curvas de crecimiento durante 10 dias. Comparamos moscas GF, moscas control, y
moscas recolonizadas con dos concentraciones de L. plantarum, 2 x 10’ UFC/mL vy
2 x 10° UFC/mL. También medimos mediante el software Image J-Fiji el tamafio de
pupas (estadio de desarrollo de Drosophila previo al adulto) en las distintas
condiciones.

RESULTADOS
Acumulacion de glucogeno de L. plantarum

En la Figura 1 se presentan los resultados obtenidos de la medida de glucégeno de L.
plantarum en glucosa 1% ON y del control positivo SmuCD, el cual fue utilizado como
herramienta para evaluar la funcionalidad de la técnica, ya que es una cepa de
bacterias modificada genéticamente que acumula grandes cantidades de glucégeno.
Es notable la diferencia de la acumulacion de glucégeno, entre ambos cultivos, de
todas maneras podemos decir que L. plantarum acumula glucégeno en pequefias
cantidades, o bien que es necesario una gran cantidad de células para poder
detectarlo de forma mas 6ptima. En este momento estamos llevando a cabo las
medidas cuantitativas en el resto de las fuentes de carbono prebioticas, para poder
concluir en cuanto a la acumulacién de glucégeno de L. plantarum.
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Figura 1.Acumulacion de glucdgeno del control positivo SmuCD y de L. plantarum en glucosa
1% ON.

Curvas de crecimiento de Drosophila. Establecimiento de linea axénica

Se observa en la Figura 2 los resultados obtenidos de la PCR realizada para las
extracciones de ADN de intestino de mosca. Podemos ver que tanto en la calle n® 2 y
4 hubo amplificacién, es decir se detect6 ADN bacteriano, como esperabamos. En la
calle n° 3 no hubo amplificacion, lo cual nos indicé la ausencia de bacterias en el
intestino de las moscas GF, verificando asi su esterilidad.

Figura 2. Gel de agarosa con productos de PCR. En la calle n°® 1 se sembr6 el marcador de
peso molecular A hind Ill, en la calle n® 2 se sembr6 el producto de reaccion obtenido con ADN
de moscas control, en la calle n°® 3 ADN de moscas GF, en la calle n® 4 un control positivo con
ADN gendmico de L. plantarum y en la Gltima un control negativo, sin molde de ADN.

En la figura 3 se muestra una de las curvas de crecimiento de Drosophila. Se puede
observar un retraso en el desarrollo de 5 dias aproximadamente de las moscas
axénicas respecto a las moscas recolonizadas con L. plantarum. Estas Ultimas se
comportan como moscas control. También se realiz6 un control donde se coloco L.
plantarum muerto, para demostrar que el efecto beneficioso so6lo ocurre con las
bacterias vivas.
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Figura 3. Curva de Drosophila axénicas y recolonizadas. “Lpll1”:2 x 107 UFC /mL. “Lpl2”:
2 x 10°UFC /mL.

Otro aspecto evaluado fue el tamafio de pupas de las distintas moscas en las distintas
condiciones (Figura 4). Al realizar analisis estadistico mediante t-student, haciendo



todas las combinaciones posibles, pudimos ver que tanto las pupas GF como las
control recolonizadas con la mayor concentracion de L. plantarum son mas grandes
que las pupas del resto de las condiciones. Es decir que ademas de observar un
impacto positivo en el tiempo de desarrollo por parte de L. plantarum sobre Drosophila,
vemos un impacto a nivel fisiolégico que repercute en el tamafio de pupa.
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Figura 4. Gréfico de caja que representa el tamafio de pupas.

CONCLUSION

Hemos podido obtener el modelo gnotobidtico, donde la interaccibn huésped-
microbiota ha quedado de manifiesto en los aspectos evaluados correspondientes al
tiempo de desarrollo de Drosophila asi como el tamafio de pupa. Previo a ésto
obtuvimos con éxito la linea axénica de moscas, donde fue posible poner a punto la
técnica. Ademas, el estudio del crecimiento de L. plantarum, asi como las
determinaciones in vitro de glucégeno, nos permitieron ahondar en su metabolismo y
continuar con determinaciones en distintas fuentes de carbono, para lograr encontrar
puntos de maxima acumulacién, y asi optimizar el modelo.
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