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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. También se sabe que mas del 75% de sus genes tienen homdlogos con el ser
humano. Su microbiota conformada por alrededor de cinco especies la hace un modelo facil
de estudiar, frente a la microbiota del modelo murino que contiene mas de cien especies.
Lactobacillus plantarum es una bacteria gram positiva que coloniza en mayor proporcion el
intestino de Drosophila, teniendo un impacto benéfico o probiético sobre la mosca.
Recientemente se ha sugerido que el glucégeno seria una molécula critica en la actividad
probidtica de Lactobacillus acidophilus. Se sabe que esta bacteria crecida en presencia de
prebidticos tales como trehalosa o rafinosa acumula mayor cantidad de glucdégeno y que
esto llevaria a una mayor colonizacion intestinal del huésped. Se demostrd también que
mutantes de esta bacteria tienen menor capacidad de colonizacion del intestino que la linea
salvaje (Goh & Klaenhammer, 2013). Se sugiere que este polisacarido se acumularia en
mayor cantidad segun la fuente de carbono disponible (glucosa, fructosa, lactosa). 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 interés, 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

Establecer un modelo gnotobidtico Lactobacillus-Drosophila que permita estudiar la
incidencia del metabolismo del glucégeno en la interaccion huésped-microbiota.

METODOLOGIA

Generacion de linea axénica de Drosophila melanogaster:

Para llevar a cabo este procedimiento se realizaron oviposiciones de la linea white 1118 de
Drosophila melanogaster durante toda una noche. Para esto se colocaron adultos de mosca
en placas de Petri que contenian agar suplementado con sacarosa y acido propionico.
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Al dia siguiente se procedid al lavado de embriones, que consiste en sumergirlos dos
minutos en hipoclorito de sodio 50%, luego en etanol 70% dos veces durante dos minutos
y por ultimo tres lavados con agua estéril, cada uno de diez minutos. Luego de este
procedimiento se transfirieron los embriones a nuevas placas de agar. Después de 24 horas
se colocaron las larvas en tubos con diferentes comidas.

Verificacidén de la obtencién de moscas libres de gérmenes:

Luego de realizar los lavados de embriones de moscas, fue necesario corroborar que éstas
se encontraban libre de gérmenes. Para esto se realiz6 una extraccion de intestino de
moscas control (w1118 sin tratamiento), y moscas axénicas (recibieron el tratamiento de
lavado). Posteriormente se hizo extraccién de ADN gendmico de los intestinos extraidos y
por Ultimo una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) sobre dicho molde de ADN, con
oligonucleétidos universales 16s que detectan de ADN bacteriano de cualquier fuente y
utilizando la enzima Taq polimerasa.

Estudio del crecimiento de L. plantarum:

Se caracteriz6 el crecimiento de L. plantarum en caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) a 37 °C,
realizando curvas de crecimiento midiendo la densidad 6ptica (DO) cada 2 horas durante
un lapso de 8 horas, determinando asi la fase de crecimiento exponencial y la fase
estacionaria. Por otro lado se evalué el crecimiento en un medio de cultivo preparado en el
laboratorio con los mismos componentes y concentraciones que el caldo MRS, con la
ventaja que convertimos un medio indefinido a un medio definido, donde es posible variar
la fuente de carbono y ampliar las variables de estudio. Los resultados de los cultivos
crecidos en el medio definido fueron los mismos que con el medio indefinido. También se
hizo recuento en placa para determinar las unidades formadoras de colonias (UFC)
necesarias para la recolonizacién del intestino de Drosophila segun define (Broderick,
Buchon, & Lemaitre, 2014).

Recolonizacién de Drosophila melanogaster con Lactobacillus plantarum:

Inicialmente se caracterizo el crecimiento de L. plantarum en caldo Man-Rogosa-Sharpe
(MRS) a 37 °C, realizando curvas de crecimiento midiendo la densidad éptica (DO) cada 2
horas durante un lapso de 8 horas, determinando asi la fase de crecimiento exponencial y
la fase estacionaria. Por otro lado se evalu6 el crecimiento en un medio de cultivo preparado
en el laboratorio con las mismas caracteristicas que el caldo MRS, con la ventaja de que
en éste Ultimo es posible variar la fuente de carbono y ampliar las variables de estudio.
También se hizo recuento en placa para determinar las unidades formadoras de colonias
(UFC) necesarias para la recolonizacion del intestino de Drosophila segun define
(Broderick, Buchon, & Lemaitre, 2014). Conociendo estos datos se largé un cultivo de L.
plantarum en MRS a 37 °C durante toda una noche, hasta obtener un cultivo saturado con
una DO de 8 aproximadamente. Se le realiz6 una dilucién apropiada de manera de obtener
las UFC necesarias. Posteriormente se procedi6 a lavar el cultivo con buffer fosfato 1x pH
7, y luego 50 pl de esta solucion se colocaron sobre las larvas de Drosophila que se
encontraban en el tubo con comida. Por ultimo se colocaron los tubos a 25 °C, y los dias
posteriores se monitoreé el desarrollo del crecimiento. Esto se realiz6 contando tres veces
al dia la cantidad de pupas (estado de desarrollo previo al adulto de Drosophila) que
aparecian en las paredes del tubo.



RESULTADOS

Reaccién en cadena de la polimerasa:

Se muestra en la Figura 1 el resultado de la técnica de PCR en un gel de agarosa al 1%.
En la primer calle se encuentra el marcador de peso molecular A Hind 111, en la segunda se
sembro el producto de PCR con molde de moscas control, en la tercer calle molde de
moscas axeénicas, en el cual se observé que no hubo amplificacién, en la cuarta calle un
control positivo (ADN gendmico de L. plantarum), y en la dltima calle un control negativo.

Figura 1: Gel de agarosa con productos de PCR para verificar el estado axénico de las moscas.

Curvas de crecimiento de Drosophila:

En la Figura 2 se muestra la curva de crecimiento de Drosophila, donde la linea control
corresponde a moscas w1118 sin ningun tratamiento, y la linea axénica corresponde a las
moscas a las que se les realiz6 el lavado. También se detalla la condiciéon de comida, una
que corresponde a 5 g/l de levadura y otra a 30 g/L. Observamos que en comida de 30 g/L
no se aprecia retraso en el desarrollo de las moscas axénicas frente a las control. Si es
posible observar un retraso de dos dias cuando las moscas axénicas y control se
encuentran en comida de 5 g/L.
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Figura 2: Curva de crecimiento de Drosophila comparando la condicion Control y Axénicas en
ambas comidas.



En la Figura 3 se muestran los resultados de la recolonizacion del intestino de Drosophila
melanogaster con dos concentraciones de L. plantarum diferentes, la concentracion 1
corresponde a 2 x 10" UFC/ml, y la 2 corresponde a 2 x 10° UFC/ml. Por otro lado se hizo
un control con L. plantarum muerto (dos minutos a 100 °C) con las mismas concentraciones
utilizadas para la recolonizacién, para evaluar si dichas bacterias podrian tener algun efecto
probidtico. Vemos que las moscas recolonizadas recuperan el crecimiento frente a las
axénicas que estan retrasadas 100 horas aproximadamente.
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Figura 3: Curva de crecimiento de Drosophila melanogaster correspondiente al experimento de
recolonizacion.

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, hemos podido establecer el modelo
gnotobiodtico, donde la interaccion huésped-microbiota ha quedado de manifiesto en el
aspecto evaluado correspondiente al crecimiento de Drosophila.

En cuanto al trabajo préximo, se evaluaran aspectos del metabolismo del glucégeno de L.
plantarum, como por ejemplo la acumulacion de este polisacarido en distintas fuentes de
carbono (glucosa, fructosa, lactosa), y distintos prebiéticos (rafinosa, inulina), y su impacto
en el modelo gnotobibtico que ya hemos puesto a punto, tales como efectos morfolégicos,
fisiologicos y metabdlicos sobre Drosophila. Esto nos llevaria a comprender la
funcionalidad de los productos probioticos, definiéndose como tal a los alimentos que
ayudan a mantener la salud general del organismo brindando un efecto benéfico o
preventivo sobre el huésped.
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