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ABSTRACT

The intestinal symbiotic relationship between macganisms and invertebrates is well
known. In the case of soil arthropods, the relatom is widely studied, but in earthworms
this relation has been only suggested. An intelsgéndosymbiosis betwee@nychochaeta
borincanaBorges 1994 and a microorganism has been propdmgetl has not been proven.
Scanning Electron Microscopy (SEM), physiologic81@LOG) and molecular biology
(polymerase chain reaction “PCR” of 16S rDNA angbflescencen situ hybridization FISH)
techniques were employed to identify and charaz#dhe bacterial flora associated with the
intestinal wall of O. borincana, in order to determine the possibility of a symiaot
relationship between bacteria and the earthwormgtwmay affect the worm’s digestive
processes.

Two cleansing methods were used (moderate andse)eand evaluated to determine
which are eliminated most of the microorganismsobging to the transitory flora. The
intense method was the most efficient. Amplificataf bacterial 16S rDNA from the total
genomic ADN of the gut was not possible. FISH srishowed no bacteria associated with
the intestinal wall ofO. borincanaafter intense cleaning, maybe because this clegnsi
procedure left none or too little an amount of &emicroorganisms. However,
microbiological test show that four endospore-fargniand B-hemolytic bacillar strains
remained associated to the intestinal walDofborincanaeven after intense cleaning. They
are physiologically similar tBacillus cereus a gram-positive bacterium that has been
reported as an intestinal symbiont in some edamribropods. These results were



corroborated by SEM that showed bacillar structsieslar to streptobacillus adhered to the
intestinal wall. Nonetheless, the relationship lesmOnychochaeta borincanand Bacillus
cereus remains to be defined by further research whichy datermine a symbiotic

relationship among these organisms.



RESUMEN

Las relaciones simbidticas entre microorganismas/ertebrados son bien conocidas.
En el caso de los artropodos del suelo, estasaaks han sido ampliamente estudiadas, sin
embargo para los oligoquetos terrestres esta delagilo ha sido sugerida. La endosimbiosis
intestinal entreOnychochaeta borincan®orges 1994 y un microorganismioa sido
propuesta pero no probada. En este estudio senugarebas de microscopia electrénica de
rastreo (MER), fisiologia (BIOLOG) y biologia moldar (reaccion de polimerizacion en
cadena “PCR” del 16S ADNTr e hibridacignsitu por fluorescencia “FISH”) para identificar
y caracterizar la flora bacteriana asociada a tadpetestinal d€®. borincanay determinar
la posible existencia de una relacion simbidtic@esana bacteria y la lombriz, que afecte de
alguna manera los procesos digestivos del verme.

Se evaluaron dos métodos de limpieza (moderadaemso), para encontrar cudl
permitia eliminar la mayor cantidad de microorgaris que formaran parte de la flora
transitoria, siendo el lavado intenso el mas diteieLa amplificacion del 16S ADNr del
ADN gendmico total del intestino no fue posible as Ipruebas de FISH no mostraron
bacterias asociadas a la pared intestinalOdeborincanaluego de un lavado intenso
posiblemente porque este método de limpieza digraina elimina la cantidad de
microorganismos adheridos al intestino del vermeolstante, los resultados de las pruebas
microbiolégicas demuestran que cuatro cepas bantsi de morfologia bacilaf-
hemoliticas y productoras de endosporas permarestmriadas al intestino @& borincana
después del lavado intenso. Las mismas son sem®jasiblogicamente Bacillus cereus,
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una bacteria gram-positiva que ha sido reportadaocseimbionte intestinal de algunos
artrépodos del suelo. Los resultados se corroborpon microscopia electrénica de rastreo,
la cual mostrd estructuras bacilares semejantestrapiobacilos adheridas a la pared
intestinal. Sin embargo, la relacion en@aychochaeta borincang Bacillus cereusaun

gueda por definirse mediante una investigacion egtadie la posible relacion simbidtica

entre estos organismos.
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1 INTRODUCCION

Los oligoquetos terrestres, también conocidos céontbrices de tierra, son en su
mayoria organismos geoéfagos capaces de consumir afiio muchas toneladas de suelo por
hectarea. Este hecho hace a las lombrices de treermbros importantes de la macrofauna
del suelo, especificamente de los procesos quéanféas propiedades fisicas del suelo, la
descomposicion de la materia organica y la regiade los ciclos de carbono y nitrogeno
(Egert et al., 2004).

Aproximadamente 3000 especies de oligoquetos smstees, algunas otras habitan en
ambientes marinos o en agua dulce. Los oligoguetosstres se encuentran en casi todo tipo
de suelo humedo especialmente en los ricos enimatganica (Meglitsch y Schram, 1991).
El detritus vegetal del suelo es la principal feentitricional de las lombrices de tierra,
aunque se ha encontrado que algunos microorganismm® protozoarios, bacterias y
hongos, también son parte de la dieta de estos egerthee, 1985). Esta relacion
microorganismos-oligoqueto no necesariamente skalimmun proceso de depredacion, ya
gue se ha demostrado que algunos microorganismesmafectados significativamente por
las enzimas digestivas producidas por las lombdeetserra (Edwards y Fletcher, 1988). Las
comunidades procariotas en el tracto intestinahlganos invertebrados terrestres son muy
comunes y han sido relacionadas con mayor capaddadegradar sustancias complejas
encontradas en la materia organica del suelo (Bukalikoh, 1998).

Parle (1963) confirmd que las lombrices de tiemaden producir enzimas digestivas

como quitinasa y celulasa, mientras que Lee (188§jere que dichas enzimas pueden ser



producidas por microorganismos simbiontes comoebiast u hongos. Las comunidades
microbianas del intestino de las lombrices dedidran sido estudiadas aplicando técnicas
basicas de cultivo microbiolégico (Santiago, 199B)icroscopia en muchas de sus
modalidades (Krisifek et al., 1994) y biologia molecular (Singletdrak, 2003), siendo esta
Ultima una de las técnicas mas usadas en la atddaleEl uso de técnicas moleculares para
estudiar las comunidades microbianas presentes iatestino de los oligoquetos terrestres
toma cada vez mas auge porque permite identifi@arfama mas precisa a estos
microorganismos y asi conocer mejor los habitaweaitarios y los procesos digestivos de
las lombrices de tierra (Singleton et al., 2003).

La microscopia de fluorescencia ha sido usadagsuaiar como varia la poblacion de
bacterias en cada segmento intestinal de los alejog Aporrectodea caliginosay
Lumbricus rubellugKristufek et al., 1995). La microscopia electronica desmision (MET)
se empled para analizar las heces y el contentdstinal deLumbricus rubellugKristafek
et al., 1994). Jolly et al. (1993) usaron microsaoplectronica de rastreo (MER) para
estudiar la microflora intestinal deimbricus terrestriy deOctolasion cyaneum.

Borges (1994) describié @nychochaeta borincanauna especie de oligoqueto que
hasta el momento solo ha sido reportada para PRe&to Este organismo se caracteriza por
la presencia de quetas en forma de garfio en I pasterior del cuerpo, lo que la hace un
organismo relativamente facil de identificar bdjestereoscopio.

Onychochaeta borincanaegun la clasificacion de Bouché (1972), es ugoqueto
enddgeo, que no sale a la superficie y adquieadisiento de los depdsitos minerales y los
residuos organicos en el suelo. Este verme setedr@cpor ocupar una variedad de habitats
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(Borges, 1994), siendo reportado en lugares com pomucha concentracion de materia
organica (Alfaro y Borges, 1996). Este hecho haeitado el interés de investigadores que
piensan que posiblemente albergue un simbiont@asjgta su proceso digestivo.

Se han hecho investigaciones para identificar loaranrganismos presentes en el
intestino de este verme y establecer la existedeiaina asociacion que le confiera a la
lombriz una mayor eficiencia digestiva (Alonso ket 8999; Santiago, 1995). Méndez et al.
(2003) describen, por medio de distintas técnieamitroscopia, la presencia de estructuras
filamentosas segmentadas (SFB) adheridas a la paestinal deOnychochaeta borincana,
gue parecen ser de origen microbiano. Los autanggeren que estas SFB podrian ser
actinomicetos en distintas etapas de desarrollo.

En este trabajo se aplican técnicas molecularestohioldgicas fisioldgicas y de
microscopia electronica de rastreo para identifjcaaracterizar la flora bacteriana asociada

a la pared intestinal d@. borincana



2  REVISION DE LITERATURA

Bassalik (1913) fue uno de los precursores deldastoicrobiol6gico del contenido
intestinal de las lombrices de tierra. Este ingastor aisl6 mas de 50 bacterias del canal
digestivo deLumbricus terrestrisy encontré que nueve de ellas no se hallaban sned
circundante.

Se han desarrollado numerosos trabajos sobre lpasiondn de la flora microbiana en
el intestino de las lombrices de tierra. Szabd.dtla76) indican que muy pocas especies, 0
guizas una sola especie de actinomiceto, formamdgsapoblaciones en el intestino de los
oligoquetos de tal manera que ocupan un lugar premté en la microbiota intestinal.
Mérialigeti (1979) estudié la estructura de la dlonicrobiana del segmento posterior del
intestino deEisenia luceny encontré que de 473 organismos aislados, elpg&¥%necian al
géneroVibrio, hecho que apoya la idea de Szab6 et al. (1976).

Contreras (1980) estudié las poblaciones de actowios en el intestino dEisenia
lucensy reportd que el 70% de dicha flora estaba reptada por una sola especie,
Streptomyces lipmaniun organismo poco frecuente en la naturaleza.

Rashed et al. (1992) realizaron un analisis nurmé@wnputadorizado para estudiar la
composicion del conjunto de microorganismos aisdade la materia fecal del enquitreido
Fridericia hegemon Las bacterias y los actinomicetos fueron los ougyanismos
predominantes en el intestino de este oligoquatog@e también encontraron un bacilo

gram-positivo que no fue identificado.



Kristafek et al. (1992), usando técnicas de conteo emo pya microscopia de
fluorescencia, estudiaron los cambios de densidddsdbacterias y los hongos a medida que
pasan por el tracto digestivo deumbricus rubellusy de Aporrectodea caliginosa
Encontraron que €. rubellusse incrementa el nUmero de bacterias, actinonsigetmngos
de la parte anterior a la posterior del intestimentras que e\. caliginosasucede lo
contrario.

Kristafek et al. (1993) estudiaron las comunidades deauicetos en el intestino de
Lumbricus rubellusgn el deOctolasion montanuny en el suelo circundante. Los autores
encontraron varias especies 8treptomycesaunque en ambas lombrices predominaban
Streptomyces diastatochromogeRestreptomyces noglalatenyganismos caracteristicos del
suelo. También hallaron una alta densidadldgomonosporaen el intestino dé. rubellus,
pero no en el d®. montanunmi en el suelo circundante.

Mediante microscopia electronica de rastreo y destnision, Jolly et al. (1993)
demostraron la existencia de un contacto fisicoreentnas bacterias segmentadas
filamentosas (SFB) y la mucosa intestinal @etolasion lacteumy L. terrestris Los
resultados mostraron filamentos bacterianos unpdosmedio de estructuras de enganche a
la pared del intestino de las lombrices, por lo sgeoncluyd que las bacterias podrian estar
adaptadas para vivir en el interior del intestiadadlombriz.

Otro estudio del intestino de rubellususando microscopia electrénica de transmision
fue realizado por Krigfek et al. (1994). Los investigadores compararanrisultados de
microscopia con estudios microbiologicos del swalcundante al area donde se colectaron
las lombrices. En el suelo se encontraron bactea@somicetos, hongos, micelio estéril y
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células vegetales, pero en el intestino de la I@rdstos organismos se encontraban lisados
excepto algunos actinomicetos, endosporas y bastencapsuladas.

Polyanskaya et al. (1996) estudiaron la comunidadactinomicetos presente en el
intestino deEisenia fetida.Concluyeron quétreptomyces caerulese desarrolla mejor en
el intestino de este verme y que ayuda a la londriel metabolismo de la materia organica
y la degradacion de sustancias de origen vegetal.

Shramm et al. (2003) emplearon la técnica de habrih in-situ por fluorescencia y
demostraron la existencia de una relacion simi@étmtre una bacteria del género
Acidovorax y las lombricesLumbricus terrestris Aporrectodea tuberculataOctolasion
lacteumy Eisenia fetida Esta bacteria forma nddulos en las &mpulas dedbi&lios de estas
lombrices de tierra ayuda en el proceso de la dagién de proteinas.

El proceso de identificacion de bacterias fuertdmeasociadas al intestino de las
lombrices de tierra (BFAI) se dificulta si estoscmbrganismos necesitan para su
crecimiento condiciones que solo se dan en eliantdel intestino de la lombriz. Es por esto
que Singleton et al. (2003) usan técnicas moleeslaomo la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), la clonacion y la hibridacidnsitu por fluorescencia para identificar
BFAI en Lumbricus rubellus Los investigadores lavaron ocho veces el intestie L.
rubellus usando un “vortex”, por lo que se presume que trdanismo que después de los
lavados permanezca unido a la pared intestinalad®rhbriz debe ser una BFAI. Los
filotipos bacterianos asociados a la pared intaktie la lombriz fueron encontrados en muy

baja proporcién o estuvieron ausentes en la pi¢h dlembriz y en el suelo circundante. Por



otro lado los filotipos encontrados tampoco fuefos mismos en todas las lombrices
estudiadas.

Onychochaeta borincanfa sido colectada en diversas zonas ecoldgicaBueno
Rico, que van del bosque seco subtropical, hadtasgjlue muy hiimedo montano bajo, y en
un intervalo de elevacion de 30 a 1097m (Borge94)190 que demuestra la capacidad de
este organismo para adaptarse a una gran variedathlgentes.

Santiago (1995) estudi6 la flora bacterian del eoidp intestinal d€. borincanay
encontré siete especies de bacterias del géBecillus: B. insolitus, B. megaterium, B.
brevis, B. pasteurii, B. sphaericus, B. thuringieng B. pabuli. Todas estas especies son
bacterias tipicas del suelo. También encontré queatga microbiolégica de cada region
intestinal disminuye de la parte anterior a la @adst, atribuyendo esta variacion a las
reacciones enzimaticas en el tracto digestivo dentdriz, ya que es en la parte anterior del
mismo donde se lleva a cabo la mayor actividadnedizta. Sin embargo, el investigador
encontré que algunas bacterias aumentan en la pasterior del intestino, quizas porque
para muchas bacterias esta porcidon presenta condgcadecuadas para su desarrollo.

Alfaro y Borges (1996) encontraronGa borincanaen la Reserva Laguna Cartagena,
una regién que presenta disturbios naturales ypodgénicos. También informan que esta
lombriz abunda en suelos arcillosos y que su pabiaen la Laguna Cartagena aumenta de
marzo a junio. En ese estudio se encontré Quéorincanapuede estar presente tanto en
suelos con altas concentraciones de materia omaficc1%) como en suelos con

concentraciones muy bajas de materia organica¥d).34



Alonso et al. (1999) estudiaron la flora micologit tubo digestivo d®. borincanae
identificaron los géneroéspergillus Penicillium, Fusarium, Gliocadium Paecilomycesy
Trichoderma Estos géneros son tipicos descomponedores deianatganica y han sido
reportados como pertenecientes a la flora normasuido. Los autores concluyeron que la
flora micética encontrada en el intestino @e borincana muestra un comportamiento
parecido al presente en el suelo circundante ddangnanAspergillusy Penicillium

Hubers et al. (2003) reportanCa borincanaen suelos de la serie Nipe caracterizados
por ser altamente meteorizados, de pH bastantecidedy poco fértiles. Hubers (1993)
sugiere la existencia de una asociacion mutuadistee O. borincanay un microorganismo
del suelo que le permita adaptarse a los distimibgats donde ha sido reportada.

Méndez et al. (2003) estudiaron la pared intestilehitubo digestivo d©. borincana
usando microscopia electrénica de rastreo y ereromtrestructuras cocoides y en forma de
baston (RSB) asociadas, y SFB adheridas al inteskineste oligoqueto. La presencia de
SFB y RSB fue constante en la mucosa de la parégi@ndel intestino, siendo las primeras
mas abundantes en esta zona y menos abundantgareaosterior. Los autores sugieren
gue la superficie lisa de la parte posterior didstino ofrece menos posibilidad de adhesion
para las SFB, pero las RSB y las estructuras cesaigie no estan adheridas a la pared
intestinal parecen encontrar un ambiente favorablda porcién posterior. En la region
media del intestino los autores describen una geartidad de microorganismos, lo que
atribuyen a que quizas el epitelio y el muco-palisalo disminuyen el efecto adverso de las
enzimas y permiten la proliferacion de los mismaxs autores también observaron que las
SFB se adhieren a la pared intestinal medianteestractura tipo enchufe (“socket-like”),
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por lo que sugieren que quizas puedan ser orgasismugeos d®. borincana Mencionan
gue las SFB se encuentran en tamanos diferentgaglpuede representar distintos estados
de desarrollo. Por otro lado, tomando en cuentetaion terminal del filamento, clasifican
estas estructuras en dos morfotipos: las de suoeliia y las de superficie rugosa. Méndez
et al., no identificaron estos organismos, perop@nen que los mismos podrian ser

actinomicetos.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 RECOLECCION DE LA MUESTRA

El sitio de muestreo se ubica en el area boscdsa @redificio de Ingenieria Civil y el
nuevo edificio de Biologia del Recinto Universitale Mayagiiez de la Universidad de
Puerto Rico. Los especimenes se colectaron manotmexcavando a una profundidad

maxima de 40 centimetros.

Los ejemplares se identificaron usando un esteppasc seleccionandolos por la
presencia de quetas en forma de garfio en la padierior del cuerpo. De las 29 especies de
oligoquetos terrestres informadas para Puerto fooges, 1996)0. borincanaes la Unica

gue presenta esta caracteristica.

Se colectaron 37 individuos adultos, los cualesroluetransportados en bolsas
Ziplock® hasta el laboratorio. Las lombrices dertiese mantuvieron por 24 horas en un
recipiente con suelo esterilizado tres veces ptockave (15 psi, 121 °C, 15 min.) para

limpiar parcialmente la flora intestinal.

3.1.1 Obtencién de la muestra de intestino

Las lombrices fueron sumergidas en agua calieft&(6°C) y estéril por 20 segundos
y posteriormente fueron disecadas en un gabinatemologico de flujo laminar. Se realizo

un corte longitudinal del cuerpo de cada lombrigtha@xponer por completo el intestino, el
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cual fue separado y colocado en microtubos de 1.6om1 ml de amortiguador salino de

fosfato (PBS) 0.1 M pH 7.2 (Méndez et al., 2003).

3.2 MANEJO Y LIMPIEZA DE LA MUESTRA

Los intestinos fueron tratados por dos métodosndgidza: el usado por Méndez et al.
(2003) (limpieza moderada) y el empleado por Siogleet al. (2003) (limpieza intensa). El
propésito de usar ambos meétodos fue identifical peamite una mejor limpieza del
intestino deD. borincana eliminando la flora transitoria de tal manera gak® permanezcan

aguellos organismos que tienen un fuerte contégitmfcon la pared intestinal.

3.2.1 Método de limpieza segun Méndez et al. (2008pieza moderada)

Se tomaron 16 intestinos, cada uno de los cualesig® internamente utilizando una
aguja hipodérmica con agua destilada estéril. Gadatino se cortd longitudinalmente para

exponer su parte interna previo a ser usados guuabas microbiologicas.

3.2.2 Método de limpieza segun Singleton et al08@limpieza intensa)

Para este método también se usaron 16 intestimss,cliales fueron cortados
longitudinalmente para facilitar su limpieza. Pdstenente se colocaron en microtubos con
1 ml de (PBS) y se sometieron a 8 lavados aplicdaddex” por 30 segundos, haciendo

cambios de PBS entre cada lavado.
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3.3 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

3.3.1 Pruebas de crecimiento en medios comerciales

Para esta prueba se uso un total de 16 intesBnpgy cada método de limpieza. Los
medios de cultivo empleados para el crecimientbaiterias fueron agar Luria Bertani (LB),
agar nutritivo y agar para actinomiceto (Difco®ar® aislar hongos se uso agar de papa y

dextrosa (PDA).

Se tomaron dos platos de cada medio y se inoculatastino por plato orientando la
parte interna del intestino hacia la superficie detdio. Los medios usados para el
aislamiento de procariotas fueron incubados a 32 ch excepcion del medio para
actinomiceto el cual se incubd a 30 °C por recomeind del fabricante. El medio para el

aislamiento de hongos fue incubado a 25 °C.

El crecimiento en cada plato fue evaluado cadaot@shdurante 72 horas. Se separaron
las colonias por sus caracteristicas microscopiasada una se le realizé tincion Gram, si
se tratara de bacterias, o tincion con lactofenakyl de algodén, si el organismo era un

hongo.

3.3.2 Identificacibn de posibles organismos depanids de sustancias

encontradas en el intestino @eborincana

Se elabor6é un medio de cultivo a base de extraetmtéstino deD. borincanapara
tratar de identificar organismos que pudiesen rncepara su crecimiento algunas

sustancias que solo les proporcione el extracto ymmedio comercial. Para la elaboracion
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de este medio de cultivo, se hizo un homogenizguirtar de cinco intestinos de lombriz. El
homogenizado fue esterilizado por filtracion paea ssado como fuente nutricional del

medio, agregando agar (Difco) como agente solatifie.

Finalmente, se tomaron 4 platos del medio prepayade inoculé en cada uno un
intestino (dos por cada método de limpieza). Lasogsl se incubaron a 30 °C, verificando el
crecimiento cada 24 horas. Se separaron las celpoiamorfotipo y a cada una se le realizd

tincion Gram o tincién con lactofenol y azul deagn, segun el caso.

3.4 PERFIL DE UTILIZACION DE FUENTES DE CARBONO (BIOLOG)

El perfil de utilizacion de fuentes de carbono ffei@lizado a las cuatro cepas aisladas en las
pruebas microbioldgicas a partir de los intestiawados intensamente. Se uso el método de
identificacion rapida por BIOLO®. Las cuatro cepas fueron cultivadas en el mediGBU
(Biolog Agar Universal) con 15 g/L de agar y supégrtado con 0.25 % de maltosa,y2 a 3
gotas de tioglicolato. Los cultivos se incubar@0&C por 16-18 horas. Posteriormente se
prepar6 de cada cepa una suspension celular edg5cloruro de sodio y una a dos gotas
de tioglicolato, hasta alcanzar un 20 % de trasmi#a De esta suspension celular se
agregaron 150 pL en cada una de las fosas de wa-piato GP2 y se incubé el mismo a 32
°C por 22 horas. Los resultados se leyeron usdrititiaoStation and Omnilog” en la
Universidad de Puerto Rico, Recinto de Mayaguegt¢aes Lilliam Casillas y Carlos Rios

Veladzquez).

13



3.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE RASTREO (MER)

Se realiz6 microscopia electronica de rastreo airtestinos tratados por los dos
meétodos de limpieza descritos anteriormente, siglaieel protocolo de Méndez et al. (2003).
Las muestras fueron observadas en un microscdpitir@ico de rastreo marca JEOL 5410
LV disponible en el Centro de Microscopia del Dégraento de Biologia del Recinto de

Mayaguez de la Universidad de Puerto Rico.

3.6 HFRUEBAS MOLECULARES

3.6.1 Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADMtal a partir de

intestinos de€. borincana

Para la extraccion de ADN total se usaron cuatestmos de lombriz por cada método
de limpieza. El tejido limpio se depositdé en un mmicbo del equipo “fast-prep®” (Q-
Biogen), siguiendo el protocolo para el mismo equgue se describe brevemente a
continuacion. Se afiadié 2@0 de amortiguador de extraccion (Tris-acetato 40pi¥17.8,
acetato de sodio 20mM, EDTA 1.0mM, SDS 1%) yu68e NaCl 5M y se incubaron a 45 °C
por 5 minutos en un bafio de Maria. Posteriormdatepezcla se colocoé en un disruptor

“fast-prep®” durante 2 ciclos de 30 segundos awehacidad de 5.5 m/seg.

Luego todos los tubos fueron centrifugados a 1680@ por 10 minutos. El
sobrenadante se colectd y se transfirié a un mibootde 1.5 ml. Se realiz6 una extraccion

con un volumen de cloroformo, agitando suavemenge yentrifugd a 16000 x g por 3
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minutos. La fase acuosa que quedoé en la parteisufigr transferida a un tubo nuevo de 1.5

mil.

El ADN se precipité con dos volumenes de etanoblais frio y se incubd6 por 12
horas en frio para mayor precipitacion. Luego serifegd por 5 minutos a 16000 x g. Se
descart6 el sobrenadante y se dejo secar el gestopal aire por 3 minutos. Por ultimo, se
resuspendio el ADN en 5@ de TE 1X [Tris 100mM, EDTA 0.1mM]. La extraccidne
corroborada por medio de electroforesis en gehghrosa al 1 % en TAE 1X (0.04M de

acetato de tris, 0.001M de &cido etilendiaminotétiiao “EDTA”, pH 8.0.).

3.6.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir de la extraccion de ADN total del intestide O. borincanase realizo la
técnica de PCR para amplificar el gen que codifiaem la subunidad ribosomal 16S (16S
ADNr) de bacterias y arqueas y para el 18S ADNr himgos. Para realizar esta
amplificacion se siguid el protocolo descrito parrleng et al. (2002). Para el proceso de
amplificacion del 16S ADNr de bacterias se usé [BFAGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG-3'] como “primer forward” y el 1392r [5’-ACG GGGGT GTG TRC-3’] como “primer
reverse”. Para la amplificacion del 16S ADNr deuasas se usé como “primer forward” 21f
[5-TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA-3'] y como “primerrerse” 1392r (Furlong et al.,
2002). Para amplificar el gen 18S ADNr de hongoassecomo “primer forward” NSI [5'-
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3], y como “primer reverse” NS [5-
TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3'] (Lépez Ferrer, 2004).
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La concentracion de los reactivos en cada reac#6RCR fue: amortiguador de PCR
1X, cloruro de magnesio 2.5mM, dNTP’s 0.25mM, iadres 0.5pmol sulféxido de
dimetilo “DMSQO” 1 % y Tag ADN polimerasa 0.03 U/uCada reaccién se coloc6 en un
termociclador GeneAmp® PCR system 2700 de “AppBeasystem Company”. En el caso
de la amplificacion del 16S ADNr de bacterias, saron los siguientes parametros: la
primera desnaturalizacion se llevo a cabo a 94 8 $ minutos y 31 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C 30 segundos, hibrida¢®AC por un minuto y extensién 72 °C

1.5 minutos, y para finalizar un ultimo periodoedgension a 72 °C por 10 minutos.

Los parametros usados en las reacciones de PCR88eADNr de hongos fueron:
primera desnaturalizacion 94 °C por 3 minutos i8lbs de desnaturalizacién a 94 °C por
30 segundos, hibridacion a 45 °C por 30 segund®ggnsion a 72 °C por 1.5 minutos; se
aplico una extension final a 72 °C por 10 minutasverificacion de amplificacion se realizo

en una electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %.
3.6.3 Prueba de hibridacion in situ por fluores@(€ISH)

La secuencia usada como sonda en la hibridacion fE&B338
[GCTGCCTCCCGTAGGAGT] (Singleton et al., 2003) matazen el extremo 5 primo con
el fluoréforo Cy5TM. La prueba FISH se empled peparoborar la existencia de bacterias
adheridas a la pared intestinal @e borincana Para la realizacion de esta prueba se
siguieron los procedimientos descritos por Dubigerl. (1995) y Fukatsu y Nikoh (1998)

con algunas modificaciones, como se describe ant@wion.
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Ocho organismos vivos se sacaron del suelo egtéal sumergieron en agua caliente
(60-70 °C) por 20 segundos. Posteriormente se @anen un tubo de ensayo con 10 ml de
glutaraldehido al 4 % en amortiguador de fosfatbMOpH 7.2 por 24 horas. Luego se
disecaron como se describié en la parte de la mejda de la muestra y los intestinos se
colocaron en la solucion fijadora a 4 °C por 24akoiDespués, cuatro intestinos fueron
limpiados por el método de lavado moderado y cuptno el método de lavado intenso.
Finalmente, los intestinos se deshidrataron eroetin10 % a 100 % con intervalos de 15 %,

permaneciendo 15 minutos en cada cambio de coacénir

Después de la deshidratacién, los fragmentos dstinb fueron embebidos en parafina.
A cada muestra se le realizaron cortes de 10 ami5d@ espesor usando un micrétomo
Spencer de American Optical Corporation. Cada céute montado en una laminilla
previamente tratada segun descrito por Almodova@Og)l y se le removio la parafina
enjuagandolo en xileno concentrado. Luego, cadanlanse seco al aire y las muestras se
rehidrataron en etanol desde 100 % hasta 10 %mtervalos de 15 %, permaneciendo 15

minutos en cada cambio de concentracion.

Cada una de las laminillas con los cortes se catacécido clorhidrico (HCI) 0.2M por
15 minutos, se enjuagd por 10 minutos en amortigudd prehibridacién (20mM Tris, pH
8.0), se adicion6 proteinasa k hasta una concémtréioal de 0.5ug/mL y se incubd por 3
minutos a 37 °C, se lavo por 5 minutos con 0.2)SHd& (0.75M NaCl, 5mM EDTA, 0.1M
Tris buffer pH 7.8) a 42 °C vy se posfij6 por 5 oios en 3.7 % de glutaraldehido en

amortiguador de prehibridacion.
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La hibridacion se hizo agregando a la laminilla i6@e amortiguador de hibridacion
(20mM Tris-HCI pH 8.0, 0.9M NacCl, 0.01% dodecil faib de sodio (SDS), 30% formamida)
qgue contenia el oligonucle6tido marcado a una cdre&on de 50 pmol por mililitro.
Seguidamente, se le colocé un cubreobjeto a cadmila y éstas se incubaron en una
camara humeda a temperatura ambiente durante &2.howdo este proceso se realizo en

oscuridad.

Las laminillas se obnservaron en un microscopiofaal marca Fluoview FV 300

Confocal Laser Scanning Microscope
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

4.1.1 Pruebas de crecimiento en medios comerciales

4.1.1.1 Método de limpieza moderada

Se aislaron nueve cepas bacterianas de los imdsskvados moderadamente. Las
cepas crecieron en todos los medios de cultivonsistrar especificidad por ninguno de ellos.
Ocho de las nueve cepas aisladas fueron gramy@ssiyi una gram-negativas, todas con
morfologia bacilar (Tabla 1, Figura 1). Estos reslds concuerdan con los reportados por
Santiago (1995) quien encontré siete especid€kadédlusen el intestino d®. borincana Sin
embargo, todas las especies reportadas por Safftiegm gram-positivas, mientras que en
este estudio una de las cepas aisladas fue graatireed=ste resultado esta de acuerdo con
el obtenido por Jolly et al. (1993) quienes repotacilos gram-negativos asociados a la

pared intestinal deumbricus terrestrigy Octolasion cyaneum

El medio PDA usado para evaluar el crecimientoateghs permitié aislar una cepa de
Aspergillus sp(Figura 2). Este género fue reportado en el imesie O. borincanapor
Alonso et al. (1999) junto con otros géneros, cdruearium y Trichoderma,los cuales

tambiénforman parte de la flora normal del suelo.
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Tabla 1. Caracteristicas de las cepas bacterianas aislatiedastino deD. borincanalavado por el método moderado.

Cepa Arreglo Gram Esporas TSIA  Manitol V-P  Catalasa Hemdlisis Movilidad*
M1 Bacilo + + oo’ + - + B-Hemolisis -
M2 Bacilo + - o'lo’ + - + y-Hemolisis -
M3  Estreptobacilo + + oo’ + + + B-Hemolisis -
M4 Bacilo + + ala” - + + B -Hemolisis -
M5 Bacilo + + o'fa’ + - + B-Hemolisis +
M6  Esterptobacilo + + o'fa’ + + + B-Hemolisis +
M7  Estreptobacilo + + o'fa’ + - + B-Hemolisis +
M8 Cocobacilo + + olo’ + + + B-Hemolisis -
M9 Cocobacilo - - o'lo’ + - + v -Hemolisis -

*Por montaje de gota colgante.
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Figura 1. Tincién Gram de los microorganismos aislados destirios deO. borincanatratado por el método de limpieza
moderado. 1000x.
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Figura 2. Aspergillussp. aislado del intestino d®. borincana por el método de limpieza
moderado. Izquierda, colonia creciendo en medio PDérecha, microscopia de luz de la
cepa déAspergillussp. aislada en este estudio.

41.1.2 Método de limpieza intenso

Se aislaron cuatro cepas bacterianas de los miestavados intensamente, todas con
morfologia bacilar, gram-positivas y productoraseddosporas. Las cuatro cepas mostraron
morfologia parecida a cuatro de los nueve microosgaos aislados de los intestinos
tratados por el método de lavado moderado (TablaFigura 3). La presencia de
microorganismos baciliformes en ambos métodos #adi@ corroboran los resultados

obtenidos por Santiago (1995) y Jolly et al. (1993)

Muchas bacterias del suelo y mas aun, del intesknanimales relacionados al suelo,
son organismos anaerobios estrictos mientras gas sbn facultativos. Se ha reportado que
las lombrices de tierreumbricus rubellusy Octolasium lacteunfKarsten y Drake 1994;
Karsten y Drake 1997; Matthies et al., 1999) tiemensu intestino bacterias anerobias

estrictas. En este trabajo se constatd que tresdriatro cepas aisladas pueden crecer tanto

22



en condiciones aerobias como anaerobias. Dos dg @satro cepas s@ahemoliticas y dos
sony-hemoliticas (Figura 4 ). El perfil de utilizaci@e fuentes de carbono (BIOLOG) de
estas cuatro cepas muestra que dos de ellas sorsi88fres al grupo dBacillus cereus
mientras que las otras dos s6lo muestran simildrabm el génerdacillus (Tabla 2. ver

Anexos).

Varios estudios de lombrices de tierra (Jolly et 4P93; Santiago, 1995) y de
artrépodos del suelo (Margulis et al.,1998) han a&trado la presencia de bacterias
baciliformes en los intestinos de estos organisiaete dato es corroborado en este estudio,
ya que todas las cepas bacterianas aisladas d®dsetnos tratados por ambos métodos de
limpieza tienen morfologia bacilar. De hecho, deslas cepas obtenidas con el lavado
intenso pertenecen al grupo Bacillus cereusuna bacteria comun en el suelo (Vilain et al.,
2006) que ha sido reportada como simbionte int@stla artropédos del suelo (Margulis et
al., 1998, Feinberg et al., 1999).

Una parte no cubierta en este trabajo fue la fiaceoanaerobia estricta asociada a
la pared intestinal d®. borincanaAlgunas investigaciones han demostrado la preselecia
bacterias anaerobias estrictas en el intestinomérices de tierra (Horn et al., 2003) por lo
gue es posible qu@. borincanaposea microorganismos anaerobios estrictos conme gar
su flora intestinal. Para demostrar esto, es ndoesaplear un gabinete de anaerobiosis que
permita disecar la lombriz bajo condiciones anaaslevitando la muerte microorganismos
anaerobios estrictos por intoxicacién con éxigdtar. otro lado, las estructuras filamentosas
segmentadas vistas por Méndez et al. (2003) podeiaparte de la flora enddégena anaerobia

estricta deD. borincanasin descartar la posibilidad de que dichas estrastsean, como los
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autores lo sugieren, algun tipo de actinomiceto oeguerimientos anaerobios para su

crecimiento.

Tabla 2. Caracteristicas de las cepas bacterianas aisladaisitestino deO. borincana
tratado por el método de lavado intenso.

Cepa Arreglo Gram Esporas TSIA Manitol V-P CatalasaHemolisis Movilidad* BIOLOG
Bacillus
S1 Estreptobacilo + +  ola’ - + + B-Hemolisis + cereuﬁhxrlnglenas
Bacillus
S2 Bacilo + +  ola” - + + B-Hemolisis + cereuﬂhgrlng|en3|s
S3  Estreptobacilo + +  ola’ - - + B-Hemolisis + Bacillus sp.
S4  Estreptobacilo + + oo’ - + + B-Hemolisis + Bacillus sp.

*Por montaje de gota colgante.

Figura 3. Tincion Gram de los microorganismos aislados destirios deO.
borincanalavados intensamente. 1000x.



Figura 4. Prueba de hemolisis para las cepas aisladastdstino deD. borincana C+ y C-

son los controles usadoB.(cereusy S. epidermidisrespectivamente). M1 a M9 son las
cepas aisladas de los intestinos lavados moderaden®l-S4 son las cepas aisladas de los
intestinos lavados intensamente.

4.2 |DENTIFICACION DE POSIBLES ORGANISMOS DEPENDIENTES

DE SUSTANCIAS ENCONTRADAS EN EL INTESTINO DE O. borincana

Para ninguno de los tratamientos de limpieza s® jiglar un organismo diferente a
los aislados en medios de cultivo comercial (T&ld&El tiempo de formacién de una colonia
microbiana visible fue de 36 horas, mientras quenedios comerciales fue de 18 horas, lo
gue puede atribuirse a que las bacterias asiladasraedio no convencional no encuentran,
en este medio un suministro de nutrientes adecgadoles permita un rapido desarrollo

como el observado en los medios comerciales.
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Todos los microorganismos aislados en el medio edmnacto de lombriz fueron
semejantes morfolégicamente a los aislados pasttos medios utilizados, lo que indica que
no se encontré un organismo cultivable que depexdlusivamente de algin compuesto
presente en el intestino @ borincana No obstante, la preparacion de un medio de cultiv
no convencional para el cultivo de bacterias relzailas al intestino de oligoquetos debe ser
estudiado mas ampliamente, pues se ha demostradagjoondiciones internas del intestino
de los oligoquetos son apropiadas para el desadelinuchos microorganismos (Horn et al.,

2003).

Tabla 3. Comparacion de los resultados obtenidos en losasel# cultivo comercial (MC)
y no comercial (MNC) para los dos métodos de limpiaplicados.

Lavado moderado Lavado intenso

morfologia-tincion Gram MC MNC MC MNC

Bacilos gram + 8 8 4 4

Bacilos gram - 1 1 0 0
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4.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE RASTREO

La microscopia electrénica de rastreo de los im@stratados por el método de lavado
moderado muestra la presencia de estructuras erafde bacterias cocoides, bacilares y
filamentosas (Figuras 5 y 6). En los intestinotattas por el método de lavado intenso sélo
se observaron estructuras semejantes a bacteciéer&s (Figuras 7 y 8). Las fotos muestran
lo que parecen ser sitios de contacto con la piatedtinal de la lombriz (Figura 8). Las
cuatro cepas aisladas de los intestinos lavadeasammente muestran morfologia similar al
ser vistas en microscopia electronica de rastrpareaiendo como cadenas de bacilos
(Figura 9). Todas las estructuras observadas porostopia electronica en los intestinos
tratados por el método antes mencionado muestraiologia parecida a lo visto por Jolly et
al. (1993), particularmente en la segmentacioradesstructuras. Por otro lado, los resultados
microbiolégicos demostraron que los cuatro micraargmos aislados por el segundo
método de lavado son productores de endosporasng ¢ sugieren Jolly et al. (1993),
estas endosporas pueden ser parte de las estsucincaides. Sin embargo, las SFB
observadas por Méndez et al. (2003) en el intestié®. borincanasolo se pudieron
observar aqui en los intestinos lavados por el doéttescrito por estos investigadores, y no
en los tratados con el método de lavado intensbl§14). Probablemente esto se debe a que
el tipo de contacto entre estas estructuras y dedpdel intestino de la lombriz no resiste

lavados tan fuertes como el usado.
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Tabla 4. Comparacion de los resultados de microscopia éldca de la pared
intestinal deD. borincanapor cada método de lavado.

Tipo de lavado

Estructuras Moderado Intenso
Esféricas + -
Estreptobacilares + +
SFB + -

Microorganismos baciliformes han sido reportadoseados a la pared intestinal de
muchos artrépodos relacionados al suelo. Margtled.g1998) reportan Bacillus cereus
como un posible endosimbionte intestinal de ma&xlespecies de artropodos, y muestran
fotografias de microscopia electronica que demaredér presencia de estructuras bacilares

adheridas a la pared intestinal de los organisrsinsliados.
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Figura 5. Microscopia electronica de rastreo de la parediint deO. borincanaluego de
un lavado moderado. Se observan estructuras esféran un diametro aproximado de 1.5
pum. Estas estructuras pueden ser bacterias cocoidestructuras vegetativas de algun
microorganismo

Figura 6. Microscopia electrénica de rastreo de la paredtin deO. borincanaluego de
un lavado moderado. Se observan estructuras fil@s&n muy parecidas a las encontradas
por Méndez et al. (2003).
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Figura 7. Microscopia electronica de rastreo del intestindOdeborincanatratado por el
método de limpieza intenso. Se observan arreglwmepésbacilares semejantes a las vistas
por Jolly et al., 1993 pero diferentes en tamafariya a las vistas por Méndez et al., 2003.

15000X 10 kV

Figura 8. Microscopia electronica de rastreo del intestindOdeborincanatratado por el
método lavado intenso, mostrando cadenas de bagikwparecen estar adheridas a la pared
intestinal. Las flechas indican los posibles sittes contacto entre el bacilo y la pared
intestinal de la lombriz.
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Figura 9. Microscopia electronica de rastreo de una de laascdacterianas aisladas del
intestino deO. borincanatratado por el método de limpieza intenso, tomada800x (derecha)
y 5000x (izquierda). La flecha sefiala la segmeateen la cadena de bacillos.

4.4 PRUEBAS MOLECULARES

4.5.1 Reaccién de polimerizacion en cadena (PCR)

Las reacciones de PCR del 16S ADNr a partir del A®fraido de los intestinos
tratados por el método de lavado moderado mostranma amplificacion de
aproximadamente 1500 pares de bases. Este praiusexruencio mostrando un alto nimero
de bases indeterminadas, lo que puede debersedi@elsidad de microorganismos que
permanecen en el intestino aun después de habgesi| hecho que es corroborado por los

resultados obtenidos en las pruebas microbiolégicksmicroscopia electrénica de rastreo.
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La prueba de PCR fue negativa para todos los essaalizados a los intestinos
tratados por el método de lavado intenso. Se ezalizcurvas de magnesio desde 2.0 hasta
3.0 mM, se usaron diferentes reactivos que ayudala eficiencia de la reaccion (como
DMSO y albamina de suero bovino “BSA”), se variatas temperaturas de hibridacion, se
limpié el ADN pasandolo a través de una columnardenatografia de Sephadex G50 para
eliminar acidos humicos, y en ninguno de los caswio una amplificacion al correr el
producto de la reaccion en una gel de electroferdsi agarosa al 1.2 % (Figura 10). Se
disefid un control positivo para determinar si taniga se usé correctamente o si hay algan
tipo de inhibidor en la muestra. Este control pesitonsistid en agregar a tres intestinos de
O. borincanalavados intensamente, 150 puL de un cultivo satuidel bacterias y luego
continuar con el proceso ordinario de extracciorAB&, para usarlo posteriormente como

ADN muestra de la reaccion positiva.

Las cuatro cepas aisladas de los intestinos tratpdp el método de lavado intenso
fueron identificadas molecularmente por medio dantglificacion y posterior secuenciacion
del gen del 16S ADNIr, arrojando los resultados mepos en la (Tabla 5). Estos resultados
indican que los microorganismos aislados formartepadel grupo ddacillus cereushecho

gue sugiere una relacion simbiotica entre estaeebactO. borincana.
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Figura 10. PCR Amplificacion de 16S ADNr bacteriano a partir deDN gendmico
obtenido de los intestinos d&. borincanalavados por el método de lavado intenso. “M”
Marcador de peso molecular dindi Ill); “1-4” réplicas de la reaccién de PC" control
(+); “6” control (-).

Tabla 5. Identificacion molecular de las cuatro cepas bastas aisladas de los
intestinos de .borincanatratados por el método de lavado intenso.

CEPA Identificacion molecular Conteo Valordee
Bacillus sp. 656 0.0
2 Bacillussp. 115 2e-22
3 Bacillus sp. 896 0.0
4 Bacillus sp. 444 2e-122
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4.5.2 Prueba de hibridaciémsitu por fluorescencia (FISH)

Luego de realizados todos los pasos para la hihédase observé al microscopio que
el tejido intestinal deD. borincanaera autofluorescente (Figura 11 a-b) en casi tdaRms
longitudes de onda excepto a 668 nm, que es lammadlangitud de onda de emision del

fluoroforo Cy5. Por esta razén se empled este dicromo para la hibridacion.

Todos los cortes realizados a los intestinos teatgubr el método de lavado intenso
mostraron no hibridacién observable para la preaede bacterias adheridas a la pared
intestinal deO. borincana(Figura 12a), mientras que los cortes hechos ankestinos
tratados por el método de lavado moderado mostramarhibridacion positiva, indicando la
presencia de bacterias en el interior del intesfifigura 12b). El patron de fluorescencia
observado es disperso, apareciendo tanto sobrgjidd tintestinal como en los espacios
carentes de tejido, lo que hace pensar que estresdicencia podria deberse a
microorganismos no asociados al intestino, sinwsttarios que no fueron removidos durante

los lavados.

Los resultados de la prueba de PCR y los de FI®kbifupositivos para los intestinos
tratados por el método de lavado moderado, y nagapara los intestinos tratados por el
meétodo de lavado intenso (Tabla 6). Estos resudtgad@den indicar qu®. borincanano
posee una flora con una asociacion lo bastantdefummo para soportar los lavados
realizados. Por otro lado, la autofluorescencia tdgtio intestinal de la lombriz afecta
grandemente las observaciones de los resultad®é3Ste¢, al obligar a la reduccion de la

interferencia causada por la fluorescencia defldgjhecho que inevitablemente reduce las
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probabilidades de observaciéon de un resultadoiposBin embargo, si después del lavado
intenso esta lombriz posee algun microorganismeerédih a su pared intestinal el mismo
estaria en tan baja concentracion que no permiibtaner un resultado visible en estas

pruebas.

En general, los resultados microbiologicos micrpgmas y moleculares apoyan la idea
de que el método de limpieza moderada permite quenos microorganismos permanezcan
dentro del intestino después del lavado, produdergsultados incorrectos para los
propésitos de esta investigacion. En el caso deintestinos lavados intensamente, los
resultados moleculares no son consistentes con résiltados microscopicos y
microbiolégicos, aunque corroboran que este prouedio de limpieza permite que los
microorganismos sin ningln grado de asociacionomw @gna asociacion “débil” con el
intestino de la lombriz, sean removidos mas efteimente que con el método de lavado

moderado.

Tabla 6. Comparacion de los resultados de las pruebas niatesupor tipo de
lavado.

Tipo de Lavado

Prueba Moderado Intenso
PCR 16S ADNr + -
FISH + -
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Figura 11. Fotografias combinadas de microscopia de fluoresggnNomarski de cortes
transversales del tejido intestinal @ borincana A. Tejido intestinal deO. borincana
mostrando autofluorescencia a 564 nm longitud dkaate emisibn maxima del fluoréforo
Cy3.B. Tejido intestinal d&®©. borincanamostrando autofluorescencia a 528 nm longitud de
onda de emisibn méaxima del fluoréforo oregon verde.

Figura 12. Fotografias combinadas de microscopia de fluonesgey Nomarsky del tejido
intestinal deO. borincana A. Corte transversal del intestino @e borincanatratado por el
método de lavado intenso, en el que observa kitidd con la sonda EUB 338 marcada con
el fluoréforo Cy5 (668 nm)B. Corte longitudinal del intestino d@. borincanatratado por el

método de lavado moderado, mostrando hibridaci&itipa con la sonda EUB 338 marcada
con el fluoréforo Cy5 (668 nm).
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5. CONCLUSIONES

De los dos métodos de limpieza evaluados, el métiedtavado intenso permitio una
mayor limpieza intestinal, dejando en el intestiled. borincanasdlo los microorganismos
fuertemente asociados. Por otro lado, no fue pmos#ilar organismos que dependan

exclusivamente de compuestos presentes en elimute&O. borincana.

Se aislaron cuatro cepas bacterianas de los miestieO. borincanaluego de éstos ser
lavados intensamente. Estas cuatpas fueron identificadas como pertenecientesugiog
de Bacillus cereus bacteria que ha sido reportada como simbionte tinegsde varios
organismos del suelo. Ademas, las pruebas de rmapas electronica de rastreo demuestran
gue unas estructuras bacilares en forma de edbepkos permanecen asociadas al intestino

deO. borincanadespués de éstos haber sido lavados intensamente.

Las pruebas moleculares indican que la adhesi@sibs bacilos a la pared intestinal no
es lo suficientemente fuerte para soportar un kawaignso; hecho que puede atribuirse a que
B. cereuses una bacteria comun en el suelo lo que la cdeveer una fuente renovable para

O. borincanade ser esta bacteria impdrtate para su processtulig.

Las pruebas de hibridacidm situ por fluorescencia muestran que el tejido intebtiea.

borincanaes autofluorescente

Finalmente, fue posible aislar cuatro organismosrtéumente asociados a la pared

intestinal de O. borincana. Los mismos son bacilos gram-positivos, formadores d
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endosporasp-hemoliticos, y de acuerdo a los resultados modees| pertenecientes al

géneroBacillus

La relacion entr®acillus cereuy O. borincanasi alguna, debe ser estudiada con mayor
profundidad para establecer los beneficios 0 pegsique esta asociacion pueda causarle a

los organismos involucrados.
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6 RECOMENDACIONES

Algunos microorganismos anaerobios estrictos farnparte de la microflora
intestinal de algunas lombrices de tierra. Serier@ésante estudiar la microflora anaerobia
estricta asociada al intestino @e borincanay comparar los resultados que se obtengan con
los resultados encontrados en los estudios hasta edalizados sobre la microflora asociada

al intestino deD. borincana

Es recomendable continuar estudios de microscqpé permitan corroborar el
contacto fisico entre cualquier tipo de microorgams y el intestino d©. borincana.
También se debe tratar de extrapolar estos tralaapdras lombrices de tierra de Puerto Rico
y en diferentes tipos de suelo, para buscar distiasociaciones microorganismo-lombriz
gue permitan comprender mejor los procesos de ogxisicion y reciclaje en los participan

los oligoquetos terrestres.

Ya que los resultados de este trabajo sugierémaigo de relacion enti®. cereusy
O. borincana es recomendable realizar estudios que permitartifiden las funciones
digestivas en esta lombriz que puedan ser afectaoiasa presencia o ausencia de esta

bacteria en el tracto digestivo.
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ANEXO A.

PERFIL DE UTILIZACION

DE FUENTE DE CARBONO CEPA 1

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All A12
a- -
Cyclodextrin Cyclodextrin Dextrin Glycogen Inulin Mannan Tween 40 Tween 80 N-Acetyl-D- N-Acetyl- B-D- Amygdalin
Water Glucosamine Mannosamine
+/- +/- + + +
B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
L-Arabinose D-Arabitol Arbutin D-Cellobiose D-Fructose L-Fucose D-Galactose D-Galacturonic Gentiobiose D-Gluconic a-D-Glucose m-Inositol
Acid Acid +
+/- +
C1 c2 C3 c4 Cc5 C6 c7 c8 Cc9 C10 Ci11 C12
a-D-Lactose Lactulose Maltose Maltotriose D-Mannitol D-Mannose D-Melezitose D-Melibiose a-Methyl-D- B-Methyl-D- 3-MethylGlucose a-Methyl-D-
Galactoside Galactoside Glucoside
+ + + +/-
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
B-Methyl-D- a-Methyl-D- Palatinose D-Psicose D-Raffinose L-Rhamnose D-Ribose Salicin Sedoheptulosan D-Sorbitol Stachyose Sucrose
Glucoside Mannoside
+ + +/- +/- +
+
El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 El1 E12
D-Tagatose D-Trehalose Turanose Xylitol D-Xylose Acetic Acid a- - Y- p-Hydroxy- - a-
HydroxybutyricAcid HydroxybutyricAcid HydroxybutyricAcid Phenylacetic KetoglutaricAcid Ketovaleric
Acid Acid
+ +/-
+/-
+
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Lactamide D-Lactic Acid L-Lactic Acid D-Malic Acid L-Malic Acid Pyruvatic Succinic Acid PropionicAcid Pyruvic Acid Succinamic Succinic Acid N-Acetyl-L-
Methyl Ester AcidMethyl Ester Mono-methyl Ester Acid Glutamic
Acid
+/- +/- +
+
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 Gl1 G12
L-Alaninamide D-Alanine L-Alanine L-Alanyl- L- L-Glutamic Acid Glycyl- L-Glutamic L-Pyroglutamic Acid L-Serine Putrescine 2,3-Butanediol Glycerol
Glycine Asparagine Acid
+ +/- + +
+ + +
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Adenosine 2'-Deoxy Inosine Thymidine Uridine Adenosine-5'- Thymidine-5'- Uridine-5'- D-Fructose-6- a-D-Glucose-1- D-Glucose-6- D-L-a-
Adenosine Monophosphate Monophosphate Monophosphate Phosphate Phosphate Phosphate Glycerol
Phosphate
+ + + +
+ + + +
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ANEXO

B.

PERFIL DE UTILIZACION DE FUENTE DE CARBONO CEPA 11

Al

A2

A3

A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All A12
Water a - Dextrin Glycogen Inulin Mannan Tween 40 Tween 80 N-Acetyl-D- N-Acetyl- B-D- Amygdalin
Cyclodextrin Cyclodextrin Glucosamine Mannosamine
+/-
+
B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
L-Arabinose D-Arabitol Arbutin D-Cellobiose D-Fructose L-Fucose D-Galactose D-Galacturonic Gentiobiose D-Gluconic a-D-Glucose m-Inositol
Acid Acid
C1 c2 C3 Cc4 C5 Cc6 c7 c8 c9 C10 C11 C12
a-D-Lactose Lactulose Maltose Maltotriose D-Mannitol D-Mannose D-Melezitose D-Melibiose a-Methyl-D- B-Methyl-D- 3-MethylGlucose a-Methyl-D-
Galactoside Galactoside Glucoside
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
B-Methyl-D- a-Methyl-D- Palatinose D-Psicose D-Raffinose L-Rhamnose D-Ribose Salicin Sedoheptulosan D-Sorbitol Stachyose Sucrose
Glucoside Mannoside
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 El11 E12
D-Tagatose D-Trehalose Turanose Xylitol D-Xylose Acetic Acid a- - ¥- p-Hydroxy- a- a-Ketovaleric
HydroxybutyricAcid HydroxybutyricAcid HydroxybutyricAcid Phenylacetic KetoglutaricAcid Acid
Acid
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Lactamide D-Lactic Acid L-Lactic Acid D-Malic Acid L-Malic Acid Pyruvatic Succinic Acid PropionicAcid Pyruvic Acid Succinamic Succinic Acid N-Acetyl-L-
Methyl Ester AcidMethyl Ester Mono-methyl Ester Acid Glutamic
Acid
+
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 Gl1 G12
L-Alaninamide D-Alanine L-Alanine L-Alanyl- L- L-Glutamic Acid Glycyl- L-Glutamic L-Pyroglutamic Acid L-Serine Putrescine 2,3-Butanediol Glycerol
Glycine Asparagine Acid
+/-
+
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Adenosine 2'-Deoxy Inosine Thymidine Uridine Adenosine-5'- Thymidine-5'- Uridine-5'- D-Fructose-6- a-D-Glucose-1- D-Glucose-6- D-L-a-
Adenosine Monophosphate Monophosphate Monophosphate Phosphate Phosphate Phosphate Glycerol
Phosphate
+ + + +
+ +/- +/-
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ANEXO C.

PERFIL DE UTILIZACION DE FUENTE DE CARBONO CEPA III

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All A12
Water a- - Dextrin Glycogen Inulin Mannan Tween 40 Tween 80 N-Acetyl-D- N-Acetyl- B-D- Amygdalin
Cyclodextrin Cyclodextrin Glucosamine Mannosamine
B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
L-Arabinose D-Arabitol Arbutin D-Cellobiose D-Fructose L-Fucose D-Galactose D-Galacturonic Gentiobiose D-Gluconic a-D-Glucose m-Inositol
Acid Acid
C1 c2 C3 Cc4 C5 Cc6 c7 c8 c9 C10 C11 C12
a-D-Lactose Lactulose Maltose Maltotriose D-Mannitol D-Mannose D-Melezitose D-Melibiose a-Methyl-D- B-Methyl-D- 3-MethylGlucose a-Methyl-D-
Galactoside Galactoside Glucoside
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
B-Methyl-D- a-Methyl-D- Palatinose D-Psicose D-Raffinose L-Rhamnose D-Ribose Salicin Sedoheptulosan D-Sorbitol Stachyose Sucrose
Glucoside Mannoside
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 El11 E12
D-Tagatose D-Trehalose Turanose Xylitol D-Xylose Acetic Acid a- - Y- p-Hydroxy- a- a-
HydroxybutyricAcid HydroxybutyricAcid HydroxybutyricAcid Phenylacetic KetoglutaricAcid Ketovaleric
Acid Acid
+
+
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Lactamide D-Lactic Acid L-Lactic Acid D-Malic Acid L-Malic Acid Pyruvatic Succinic Acid PropionicAcid Pyruvic Acid Succinamic Succinic Acid N-Acetyl-L-
Methyl Ester AcidMethyl Ester Mono-methyl Ester Acid Glutamic
Acid
+ +
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G1l1 G12
L-Alaninamide D-Alanine L-Alanine L-Alanyl- L- L-Glutamic Acid Glycyl- L-Glutamic L-Pyroglutamic Acid L-Serine Putrescine 2,3-Butanediol Glycerol
Glycine Asparagine Acid
+ +
+/-
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Adenosine 2'-Deoxy Inosine Thymidine Uridine Adenosine-5'- Thymidine-5'- Uridine-5'- D-Fructose-6- a-D-Glucose-1- D-Glucose-6- D-L-a-
Adenosine Monophosphate Monophosphate Monophosphate Phosphate Phosphate Phosphate Glycerol
Phosphate
+ + + +
+ +/- + +
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ANEXO D.

PERFIL DE UTILIZACION DE FUENTE DE CARBONO CEPA IV

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All A12
Water a - Dextrin Glycogen Inulin Mannan Tween 40 Tween 80 N-Acetyl-D- N-Acetyl- B-D- Amygdalin
Cyclodextrin Cyclodextrin Glucosamine Mannosamine
+ +
+ + +
B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
L-Arabinose D-Arabitol Arbutin D-Cellobiose D-Fructose L-Fucose D-Galactose D-Galacturonic Gentiobiose D-Gluconic a-D-Glucose m-Inositol
Acid Acid
- + +
C1 c2 C3 Cc4 C5 Cc6 c7 c8 c9 C10 C11 C12
a-D-Lactose Lactulose Maltose Maltotriose D-Mannitol D-Mannose D-Melezitose D-Melibiose a-Methyl-D- B-Methyl-D- 3-MethylGlucose a-Methyl-D-
Galactoside Galactoside Glucoside
+ + + +
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
B-Methyl-D- a-Methyl-D- Palatinose D-Psicose D-Raffinose L-Rhamnose D-Ribose Salicin Sedoheptulosan D-Sorbitol Stachyose Sucrose
Glucoside Mannoside
+ + +/- +/- +
+
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 El11 E12
D-Tagatose D-Trehalose Turanose Xylitol D-Xylose Acetic Acid a- - Y- p-Hydroxy- a- a-
HydroxybutyricAcid HydroxybutyricAcid HydroxybutyricAcid Phenylacetic KetoglutaricAcid Ketovaleric
Acid Acid
+ +/-
+/-
+
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Lactamide D-Lactic Acid L-Lactic Acid D-Malic Acid L-Malic Acid Pyruvatic Succinic Acid PropionicAcid Pyruvic Acid Succinamic Succinic Acid N-Acetyl-L-
Methyl Ester AcidMethyl Ester Mono-methyl Ester Acid Glutamic
Acid
+/- +/- +
+
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G1l1 G12
L-Alaninamide D-Alanine L-Alanine L-Alanyl- L- L-Glutamic Acid Glycyl- L-Glutamic L-Pyroglutamic Acid L-Serine Putrescine 2,3-Butanediol Glycerol
Glycine Asparagine Acid
+ + + +
+ + +
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Adenosine 2'-Deoxy Inosine Thymidine Uridine Adenosine-5'- Thymidine-5'- Uridine-5'- D-Fructose-6- a-D-Glucose-1- D-Glucose-6- D-L-a-
Adenosine Monophosphate Monophosphate Monophosphate Phosphate Phosphate Phosphate Glycerol
Phosphate
+ + + +
+ + + +
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