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Proleg i Objectius

Aquest treball de recerca és el primer que es fa a Escola sobre les planaries, uns animals que estan sent
estudiats actualment en molts laboratoris degut a la seva gran capacitat de regeneracio.

He escollit aquest treball ja que sempre havia pensat que els treballs de biologia eren els més interessants,
i aquest no n’era una excepcio. Pero el que més em va fer decantar per aquest treball va ser una sortida a
la Facultat de Biologia, alla hi vam realitzar unes practiques. Després d’aquestes, vam anar a parlar amb
un exalumne, I’Eudald Pascual, que esta fent un doctorat amb les planaries. Ell ens va explicar quina
feina estava fent alla, i em va interessar molt.

La idea d’aquest treball, va sorgir per la proposta que va fer I’Eudald al meu tutor del treball de recerca.
Ell li va proposar de compartir la tutoria d’aquest treball, ja que a part d’haver proposat el treball, ell
podia ajudar-me amb tots els seus coneixements sobre aquest organisme tan peculiar.

En aquest treball de recerca pretenem aconseguir obtenir una coldnia estable de planaries al bassal del
Pati de les tortugues de I’Escola. Per fer-ho, estudiarem les planaries més frequents que es troben en
aiglies catalanes, analitzarem I’aigua dels seus habitats i la seva resposta a diferents condicions ambientals
per veure quina és I’espécie més idonia per a introduir al bassal i que s’hi pugui desenvolupar de forma
autosuficient.

Perd, com he comentat abans, també m’he interessat per les técniques modernes que s’utilitzen
actualment en I’estudi d’aquests animals “model” en recerca biomédica. Es per aixd que en aquest treball
es poden veure dues vessants, la de camp, treballada en sortides, al bassal i unes petites proves fetes al
laboratori de Biologia de I’Escola, i la de laboratori, feta en un dels laboratoris del Departament de
Genética de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona (UB).

En concret, els objectius del meu treball son:
- Aprendre a localitzar i a identificar planaries a la natura.

- Comparar els diferents factors ambientals (conductivitat, pH i temperatura) de I’habitat natural de les
planaries i el bassal.

- Estudiar la capacitat regenerativa de les planaries davant de diferents variables ambientals
- Aconseguir establir una colonia de planaries a I’Escola.
- Estudiar la regeneracié amb I’ajuda de diferents tecniques moleculars

Abans de comencar a tractar la metodologia de la part experimental, s’introduiran alguns conceptes com
ara les cél-lules mare, el procés de regeneracio i les caracteristiques generals de les planaries. També
s'esmentaran aspectes o estudis sobre aquests animals que s'hagin iniciat o realitzat anteriorment a
I'Escola. Per a poder conéixer els detalls d'aquest darrer punt es consultaran els documents
fotocronologics® d'anys anteriors, disponibles com annex en els treballs de recerca del projecte del Pati de
les tortugues penjats al web de I'Escola®. Finalment, en aquest treball també es fara s dels annexos,
sobretot de I'annex fotocronologic, realitzat conjuntament amb els meus companys Ferran Jiménez i Pau
Vilaseca.

' El document fotocronologic consisteix en mostrar amb explicacions curtes i grups de fotografies (generalment agrupades de 3
en 3) les activitats i tasques més rellevants dels projectes "El Pati de les tortugues” i "Treballant la fotografia” de I'Escola, portat a
terme pels alumnes que realitzen el seu treball de recerca en un d'aquests ambits..

2 http://www.escolamestral.cat/mon-cientific/el-pati-de-les-tortugues/treballs-de-recerca-cronologia.html
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1. Introducci6 i antecedents

1.1 Cél-lules mare

Els éssers humans estem formats per diferents parts, en general aquestes parts s’agrupen per funcionalitat,
com per exemple el sistema nervids encarregat de percebre I’entorn i donar ordres, el sistema respiratori
que oxigena cada part del nostre cos o el sistema muscular que ens permet la locomocié. Pero tots aquests
sistemes per més diferents que siguin un dels altres, tenen un fet en comu, tots ells estan formats per
cel-lules. De fet, cada sistema esta format per diferents tipus de cél-lules o tipus cel-lulars, que tenen una
funcid concreta i especifica. Aixi doncs al sistema nervios hi trobem les neurones que transmeten senyals
bioeléctrics, al sistema respiratori trobem els alveols que permeten I’intercanvi de gasos o les cél-lules
musculars que es contrauen.

Com veiem, tots els tipus cel-lulars tenen una funcié concreta, pero totes les cél-lules tenen el mateix
contingut genétic, és a dir, que totes les cel-lules d'un mateix individu tenen el mateix contingut de gens
(el mateix genoma). El que fa que una cel-lula sigui diferent d’una altra sera I’activacié (expressio) d’uns
determinats gens o uns altres, per tant, no trobarem activats els mateixos gens en una neurona i en una
cel-lula muscular.

Aquesta gran varietat de tipus cel-lulars s’adquireixen i es formen al llarg del desenvolupament, el procés
pel qual un zigot (la cél-lula resultant de la unié d’un espermatozoide i un ovul) va creixent i formant un
organisme adult.

Les cél-lules clau per tal de que el procés de desenvolupament es dugui a terme sén les cél-lules mare
(CM). De fet, el zigot és la primera cel-lula mare del nou organisme. Les cél-lules mare tenen dues
caracteristiques basiques.

e Capacitat d’autorenovar-se. A partir d’una divisié mitotica, on el contingut genetic es duplica,
pot donar una cél-lula igual.

o Diferenciacio. A partir de la divisio mitotica, s’obté una segona cel-lula que sera una mica més
diferenciada que la cél-lula mare, i per tant ja sera una mica més similar a una cel-lula amb una
funcio final i clara.

De cel-lules mare n’hi ha de diferents tipus, el motiu que les diferencia és la capacitat de donar un tipus
de cél-lula filla més o menys diferenciat. Aixi doncs trobem:

e CM Totipotents: son capaces de dividir-se en qualsevol tipus de cél-lula. Procedeixen de la
fecundaci6 d’un ovul i un espermatozoide (en els cas dels animals) o bé sén espores (en el cas
del regne animal). Son capaces de formar cél-lules embrionaries (espermatozoides o ovuls en
animals), originant un individu sencer.

e CM Pluripotents: son capaces de fer qualsevol cel-lula menys les embrionaries.

e CM Multipotents: son capaces de formar diferents tipus de cél-lules, perd no totes.

e CM Unipotents: s6n tnicament capaces de fer un tipus de cel-lula.

Tots els diferents tipus de cel-lules mare es troben representats en I'organisme d’una persona adulta al
llarg de la seva vida. Trobem cél-lules mare a dins dels 0ssos per la produccio de cel-lules de la sang, a la
musculatura per poder refer les ferides musculars, a sota la pell per poder refer les ferides que ens fem.
Les cél-lules mare juguen un paper molt important al llarg de tota la vida d’un ésser huma.



L’enorme potencial d’aquestes cel-lules per ser utilitzades amb el fi de curar malalties fins ara incurables,
ha fet que aquestes juntament amb els animals model (les planaries entre ells) hagin esdevingut el centre

Figura 1. Esquema dels diferents tipus de cél-lules mare que
es troben en el cos huma. (extret de Frye, 2014).

de la majoria dels estudis en la biomedicina
moderna. (Handberg-Thorsager, Fernandez &
Sal6, 2008) (dibuix *esquematic cél-lula mare)

® http://clubhousenews.com/cloning-breakthrough-stem-cells-created-from-adults/
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1.2 Regeneracio en el regne animal

La capacitat de regenerar, existeix en quasi tots

els grups animals, des dels invertebrats com les

planaries, fins als mamifers com nosaltres. Les

planaries no han estat els primers animals model

en el camp de la regeneracid, s’han utilitzat des

de fa anys els tritons i salamandres, capagos de

regenerar una extremitat, i el peix zebra, que és

capa¢ de regenerar mig cor. Aquests pero, no son

els Unics animals que tenen aquesta capacitat. Tot

i no ésser tan estudiades, les estrelles de mar,

tenen una capacitat regenerativa molt gran; a

partir de I’amputacié d’una pota, regeneren tant la

pota des del cos, com el cos des de la pota (Figura | Figura 2. Distribuci6 de la capacitat de regeneracié en el
2). La regeneracid arriba fins a I'ambit huma, | regne animal. Adaptat de Galliot, B i al. (2010).

tenint la capacitat de regenerar les ungles, el
cabell o la pell després d’un tall, o bé també som capagos de regenerar una part del fetge, un organ vital
per a nosaltres (Galliot et al., 2010).

La ciéncia s’ha interessat per la regeneracié des de finals del segle XIX. Ha evolucionat la idea de
regeneracié, pero fins a principis del segle XXI es considerava que la capacitat de regeneracio es podia
classificar en dos tipus:

e Morphallaxis, és la regeneracié a través de remodelacid i re-establiment de patrons dins d’un
teixit preexistent, amb poc creixement. La regeneracié de I’Hidra n’és un exemple.

e Epimorphosis, en canvi, es produeix quan parts perdudes es construeixen de nou a través del
creixement de nous teixits. Els exemples més tipics sén la regeneracid en la cua i les extremitats
en tritons (Handberg-Thorsager, Fernandez & Sal6, 2008).

Actualment és té una visié més complexa del procés de regeneracio, on els dos processos anteriors juguen
un paper molt important i no s’exclouen.

1.3 Planaries

1.3.1 Caracteristiques generals

Les planaries son uns cucs plans de vida lliure, la majoria de les espécies son no parasites, i formen part
del filum dels platihelmints. Els individus d’aquest filum poden ser de vida terrestre o aquatica (d'aiglies
continentals o marines), tot i que el meu treball es centrara exclusivament en les d’aigua dolca,
concretament en les dels rius de Catalunya. Les planaries sén uns éssers tous, sense esquelet i aplanats
dorsoventralment, és a dir, que son plans d’esquena a torax. No presenten sistema circulatori ni
respiratori, aixi que oxigenen el cos a partir de la difusié de gasos directament amb el medi . Aquests
organismes tenen una clara cefalitzacié, amb un cervell a la part anterior i, en general, dos ulls en aquesta
posicié que detecten la llum (Figura 3*). Aquests organismes presenten un intesti cec molt ramificat que
reparteix I’aliment per tot el cos (Figura 4); I’intesti connecta amb una faringe evaginable amb la qual pot
ingerir I’aliment. La faringe surt per la boca, situada ventralment en I’organisme.

4 imatges extretes de Planmine: http://planmine.mpi-cbg.de/planmine/begin.do
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Les planaries tenen diferents tipus cel-lulars, alguns d’especialitzats com ara neurones, cél-lules
musculars o bé cél-lules secretores. Perd també tenen un gran percentatge (20-30%) de cél-lules mare, els
neoblasts, distribuides al Ilarg de tot I’organisme, excepte per davant dels ulls i tampoc en tenen a la zona
de la faringe. Es gracies als neoblasts pels quals les planaries son capaces de regenerar després d’una
amputacio. Es gracies a aquesta gran capacitat regenerativa, juntament amb el fet de presentar un gran
nombre de cel-lules mare en els organismes adults, que ha convertit a les planaries en un organisme
model ideal. De fet, ja va ser estudiat per Morgan al 1814 que va definir aquests organismes com
immortals sota la fulla d’una ganiveta (Cebria et al., 2011).

Per tant, veiem que aquests organismes tenen una reproduccié asexual, ja que després d’una amputacio
apareix un individu nou. Aquest fet, també es pot donar de manera natural, de manera que quan una
planaria adquireix una mida gran es pot fisionar deixant anar una cua i com a consequéncia obtenir un
nou individu. A part d’aquesta capacitat reproductiva, algunes espécies de planaria també presenten
reproducci6 sexual, és a dir, que tenen aparells reproductors. Aixi doncs els organismes que presenten els
dos sexes (hermafrodites) poden tenir una reproduccio creuada i fertilitzar-se. Com a consequéncia, les
planaries generen unes capsules poliembrioniques anomenades cocoons, aixi doncs de cada un d’aquests
cocoons sortiran més d’un individu juvenil que aniré creixent fins a convertir-se en adult (Sald, E., 2006).

Figura 3. Planaria Schmidtea mediterrania (Extret de Figura 4. Planaria Dendrocoelum lacteum, la
Planmine; vegeu text). seva pigmentacié mostra el sistema digestiu,
on podem veure que és molt ramificat.
(Extret de Planmine).




1.3.2 Tipus de planaries a Catalunya

Un cop s’han descrit les planaries a nivell morfologic, passaré a descriure les diferents espécies de
planaria que trobem a Catalunya. Al llarg dels anys s’han descrit unes deu espécies diferents al llarg del
territori catala. Originalment s’han separat en dos grans grups, Dugesiidae i Planariidae. Actualment les
espécies de planaria Dugesia tigrina, Dugesia polychroa, i Dugesia mediterranea, han canviat de génere i
han passat anomenar-se Girardia tigrina, Schmidtea polychroa i Schmidtea mediterranea,
respectivament. Aquestes planaries estan distribuides per Catalunya en zones mitjanes i baixes dels rius
on I’aigua és més quieta i té una temperatura més alta. Per altra banda, en les zones altes dels rius, on les
aigues son més fredes, hi trobem les especies Polycelis felina i Crenobia alpina.

Figura 5. Representacio grafica (vista dorsal) de les especies de planaries d'aigua dol¢a presents a la Peninsula Ibérica. Les
espécies no estan representades a la mateixa escala. (Extret d’una publicaci¢ interna del grup del Dr. Jaume Bagunya).
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1.4 Planaries a I'Escola (antecedents)

A part del coneixement obtingut de planaries per les practiques realitzades a I’assignatura de Biologia a 1r
de Batxillerat i consultant els documents fotocronologics de treballs de recerca del projecte del Pati de les
tortugues d'anys anteriors, vaig comprovar que s'havien utilitzat planaries per fotografia biologica (Sonia
Marias, 2015) i que s'havien introduit al bassal alguns exemplars de Girardia tigrina (G. tigrina) i de
Schmidtea polychroa (S. Polychroa), procedents d'una sortida al riu Tordera el curs passat (Laia Ginesta,
2015).

En aquesta sortida es va poder comprovar la necessitat de mantenir els falcon® on anaven les planaries a
dins d'un termo per al transport refrigerat fins al seu desti final, ja que les que no s'hi van mantenir,
malgrat portaven menys temps als pots, van arribar mortes (Figura 6). Aquesta observacid va ser
accidental, perqué la ra6 de no posar el segon falcon a l'interior del termo va ser senzillament que no hi
cabia, ja que el termo utilitzat era massa petit i també massa estret®.

Figura 6. Primera introducci6 de planaries procedents d'indrets naturals al bassal del Pati de les tortugues. A I'esquerra,
termo i dos recipients falcon, el de tap lila amb planaries vives perquée havia viatjat a dins del termo refrigerat, mentre que en
el de tap vermell havien mort totes. Al mig i a la dreta la Laia Ginesta i la Sonia Marias alliberant les planaries procedents del
falcon de tap lila al bassal. Imatge procedent del document fotocronologic del curs passat (Laia Ginesta, 2015).

Durant el curs, nosaltres com alumnes de Biologia a 1r de Batxillerat, abans del treball de recerca també
en vam introduir algunes que ens havia proporcionat I'Eudald quan li vam fer la visita al Departament de
Genetica de la Facultat de Biologia (UB), aprofitant una estada de practiques de Bioquimica a la mateixa
Facultat.

En aquest cas es tractava de I'especie Schmidtea mediterranea (S. mediterranea), procedent de les basses
dels vivers dels Tres Pins de Montjuic, on el Departament de Genética hi manté una poblacié estable que
distribueix a tots els laboratoris del Mon’ que treballen amb aquesta espécie, una de les més utilitzades.

Nosaltres també hem visitat aquestes bases i hem mesurat in situ algunes caracteristiques de les seves
aigues perque ens interessava, pero no hi hem agafat planaries (vegeu Annex fotocronologic del dia
5/08/2016).

> recipients de plastic amb tapa de rosca, molt adequats per el transport de mostres d'aigua i de petits
invertebrats.

® informacié aportada pels meus tutors.

7 Informacié extreta de I'article de El Periodico "El bronzejat del cuc" del 4/07/2016 (vegeu annex 7.2).
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2. Material i métodes

2.1 Instal-lacions per les planaries

Per a dur a terme aquest projecte, el primer que necessitavem era un lloc en el qual poguéssim deixar i
mantenir les planaries en condicions idonies i també homogeénies, per tal de poder disposar d'un reservori
d'exemplars equivalents per a la realitzacié de
proves al laboratori de [I'Escola. Adquesta
instal-lacié havia de ser relativament petita per
poder agafar facilment els exemplars, havia de
permetre alimentar a voluntat a les planaries i
tenir un dispositiu de circulacié de l'aigua per la
seva correcta oxigenacio. Per tot aix0, vam optar
per utilitzar un sistema molt semblant al que
tenen al Departament de Genética i, degut al seu
baix preu, vam comprar el mateix sistema de
compressor i filtres que disposen ells. El sistema
consisteix en un filtre d’aigua connectat a una
bomba d’aire de manera que es crea una corrent

que absorbeix tota la bruticia que hi hagi a
Figura 7. Sistema de filtracié d’aigua utilitzat a I’Escola per a I’aigua (Figura 7).
mantenir planaries.

Per0 nosaltres també necessitavem una
instal-lacio diferent, en la que no haguéssim d'afegir aliment a les planaries perqué voliem que representés
una versio en petit de les condicions del bassal del Pati de les tortugues. Per aix0 havia de ser una
instal-lacio relativament gran, que permetés realitzar proves in situ, també amb certa circulacié d'aigua.

Per fer aguesta segona instal-lacié vam aprofitar l'aqua-terrari gran, on hi havia la salamandra que vam
retornar al bassal del Pati de les tortugues (vegeu Annex fotocronologic del dia 8/08/2016). Ara ja
disposavem d'una instal-laci6 de bones dimensions (Figura 8). EI vam netejar bé, li vam posar un filtre en
el que l'aigua queia en cascada i hi vam posar aigua del bassal, juntament amb alguna elodea (Elodea
canadiensis) i alguns exemplars de gambusia (Gambusia affinis) i també un parell de fulles de nendfar en
estat de semi descomposicio, amb la intencié que es generi l'aliment que les planaries i els peixos
introduits necessitin. També hi vam introduir diverses pedres perqué les planaries poguessin amagar-se de
la llum durant el dia.

12



Figura 8. Aquaterrari del laboratori transformat en aquari per les planaries, que representa un model de les condicions del
bassal del Pati de les tortugues.

A part de les instal-lacions abans esmentades, construides o adaptades per a mantenir planaries, la més
important, sens dubte, és el bassal del Pati de les tortugues. Aqui no hi fem cap modificacid. Els
avantatges del pati de les tortugues és que alla les planaries tenen molt d’espai, de manera que I’aigua
varia mes i poden posar-se on millor estiguin, a part del fet que no hem de preocupar-nos d’alimentar-les
ja que hi ha una gran biodiversitat tal com es pot veure en el treball de recerca de "Increment de la
biodiversitat al pati de les tortugues” (Albert Marsa, 2010). El que si que s'ha fet, com hem vist, des del
curs passat i tambeé aquest, és introduir exemplars de diverses especies de planaries amb I'esperanca que
alguna s'hi adapti bé.

2.1.1 Cerca d’individus en el seu medi

Un cop haviem definit com podiem establir les poblacions de planaries, vam anar a buscar planaries en el
medi on es troben. Per tal de dur a terme aquesta recerca primerament ens vam basar en les instruccions
que vam trobar explicades a I’annex fotocronologic dels treballs de recerca del curs passat (Sonia Marias,
2015). Per altra banda, vam contactar amb el grup de la Dra. Marta Riutort (Departament de Genética,
Microbiologia i Estadistica, Facultat de Biologia, UB) que estudia com van evolucionar les planaries i fan
recerques molt exhaustives a diferents regions. Ells em van cedir una guia d’on trobar planaries i de com
agafar-les (vegeu annex 7.2). Tal com s’indica en el document annexat hem necessitat diferents estris. Per
altra banda, per realitzar diferents mesures de parametres ambientals, vam adquirir un conductimetre que,
a part de la conductivitat, també mesura la temperatura i el pH de I’aigua, de manera que podiem
determinar facilment aquests tres parametres dels diferents llocs on trobavem les planaries (Figura 9).

Per tal d’aconseguir trobar les planaries al seu medi, hem seguit les recomanacions de I'esmentada guia i
ens hem informat d'observacions realitzades anteriorment explicades en l'annex fotocronologic dels
treballs de recerca del curs passat (Sonia Marias, 2015). Un cop vam trobar les planaries les vam agafar
amb I’ajuda d’un pinzell, que ens permet desenganxar-les, i tot seguit les posem en un tub falcon que ha
estat préviament omplert amb aigua del mateix riu.
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Un cop va finalitzar la recerca, vam prendre les mesures dels parametres abans esmentats dels diferents
indrets del riu on vam trobar planaries i també dels llocs que no en vam trobar, per tal de poder fer una
relacio entre les caracteristiques de I’aigua i la quantitat de planaries que vam trobar.

Com vam llegir a I’annex fotocronologic del
curs passat (vegeu figura 6), sabiem que el
transport dels individus era clau per la seva
supervivencia, aixi que vam posar els tubs
falcon amb les planaries dins d’un termo
omplert amb I’aigua del riu, per tal que no
s'escalfés I’aigua i no morissin durant el viatge
(vegeu  Annex fotocronoldgic del dia
12/07/2016).

2.2 Condicions de regeneracio

En aquest treball hem mirat d'entendre quin
comportament té el procés regeneratiu davant de
diferents estimuls ambientals, per fer-ho hem
utilitzat les planaries com a organisme model de
la regeneraci6. Aixi doncs, vam seccionar
Figura 9. Mesurador portatil de conductivitat, temperatura i d!ferents animals i Vam_ exposar el_s f_ragments a
pH utilitzat en les mesures de camp. diferents estimuls ambientals: variacio de pH i
variacié de I'exposicié luminica (vegeu apartat

3.3.1).

Per entendre quin era el pH idoni per la supervivencia de les planaries, vam comengar a estudiar I‘aigua
del bassal, ja que les planaries hi viuen bé i el vam denominar pH optim. El bassal presentava un pH de
8,4, aixi doncs vam variar el pH a partir de 8,4 acidificant-lo o basificant-lo. Per fer-ho vam afegir a poc a
poc acid clorhidric diluit per tal de baixar el pH de I’aigua inicial fins a pH de 6,4 i 7,4. Per a fer-lo més
basic, vam preparar una solucié de sosa caustica (hidroxid de sodi) i de la mateixa manera, la vam anar
abocant a I’aigua inicial fins a obtenir uns pHs de 9,4 i 10,4. Llavors, vam seccionar les planaries de
manera que ens quedessin caps i troncs i vam observar durant els seguents dies com evolucionava el
procés regeneratiu.

L’altre estimul ambiental que vam voler estudiar va ser I’exposicié luminica. Es conegut que les planaries
sOn uns organismes fotofobics, i vam voler veure si aquest fet afectava a la seva regeneracid. Aixi doncs,
vam decidir exposar-les a tres tipus d’il-luminacions diferents: il-luminacié permanent, on rebien una
il-luminacio constant de llum freda, abséncia d’il-luminacio, on no van rebre mai llum, i llum natural, on
rebien un cicle natural de llum (nit i dia). A partir d’aqui, vam tallar les planaries en tres parts (cap, tronc
i cua) i les vam deixar en els 3 tipus d’il-luminacid estudiant el procés regeneratiu.

2.3 Obtencié d’imatges

Quan vam plantejar aquest treball vam haver de pensar com obtindriem imatges. A I’inici del treball ens
va sorgir la necessitat de fer fotos a les planaries que teniem a I’Escola. Per fer-ho hem utilitzat una lupa
binocular amb camera acoblada Moticam connectada a I’ordinador. Per no malmetre les planaries mentre
vam realitzar les fotografies les vam il-luminar amb llum freda.
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Després d’una sortida per buscar planaries, vam voler
fer fotos al conjunt de les planaries. Per tal d’obtenir
les imatges, vam utilitzar una camera reflex amb un
objectiu macro. Vam posar un full blanc de fons i un
focus LED (de Ilum freda) enfocant-les per tal que es
veiés millor el contrast de les planaries amb el fons.

Durant les practiques realitzades a la Facultat de
Biologia, vaig poder utilitzar una lupa binocular Zeiss
Stemi SV6 i una camera associada per I’obtencio de
les imatges Nikon Coolpix, que és un sistema molt
més sofisticat que el que tenim a I’Escola. A més a

més, alla tenen un sistema de treball que els permet
enfocar i centrar la planaria i alhora poder fer
fotografies, ja que disposen d’un pedal connectat al
ratoli, de manera que amb les dues mans pots enfocar
i centrar la planaria mentre amb el peu fas la foto. A I'Escola, en canvi, sempre hem de ser dues persones
per poder fer fotos amb la lupa binocular o amb el microscopi, perqué mentre un controla el seguiment
per mantenir la planaria en el camp visual, I'altre enfoca i fa la foto.

Figura 10. Imatge d’una planaria feta amb la camera
de la lupa binocular

Per I’obtencié d’imatges de fluorescéncia es va utilitzar una camera Jenoptik ProgRes C3 emprant el
programa ProgRes CapturePro.

2.4 Fixacio

Gracies a I’Eudald, vaig tenir I’oportunitat d’anar a la Facultat de Biologia a fer unes practiques, aixi que,
havent treballat amb el procés de regeneracio de les planaries davant de diferents condicions, vaig voler
veure qué passava a nivell molecular durant la regeneraci6. També volia veure com eren les planaries en
condicions d’homeostasi, és a dir, en condicions on les planaries no reben cap estimul, per tal de poder
comparar com afectava a la planaria un tall. Per poder veure els diferents marcadors moleculars, primer
les vam fixar. El procés de fixacié permet que totes les molécules quedin unides entre elles i que es
puguin mantenir al lloc on es trobaven.

Per fixar les planaries, el primer pas, va ser matar-les i extreure el moc per optimitzar el procés de tincio
posterior. Aixi doncs, per tal de matar-les i treure el moc les vam posar en una soluci6 d’acid clorhidric
(HCI) al 2% durant 5 minuts en gel. Un cop mortes, vam treure

I’acid i vam fer un rentat amb PBSTx (Phosphate-buffered | Taulal. Com es prepara el PBS 10x

saline+Tritd) per treure les restes d’HCI. El PBS, és una solucio

d’aigua amb sals tamponadores (que eviten la variaci6 del pH) i PBS 10x 1l

el Tx (Tritd) és un sabd que ajuda a la permeabilitzacio. KCI (sal comuna) 80g

El PBS és una solucié salina molt emprada al laboratori, aixi KHoPO, 29

doncs en comptes de preparar-la constantment, preparen una Na2H|_304 11,59

solucié concentrada deu cops de PBS. H20 (aigua) enrasar
HCI/NaOH Ajustar pH

Un cop vam tenir el PBS 10x preparat, el vam diluir a PBS 1x a72/74

(100 ml de PBS 10x i s’enrasa a 1 litre amb aigua). Finalment li
afegim el trité a una concentraci6 final del 0,3% en volum, aixi que hem d’afegir 0,15ml de trité 10x a la
solucid final. Al tenir preparat el PBSTx vam poder iniciar els rentats. Un cop hem fet uns quants rentats
a les planaries, les fixem. El procés de fixacié consisteix en incubar els individus 15 minuts en
formaldehid al 4%. Finalment, per que la tincié es pugui apreciar amb major claredat, es fa un procés de
blanguejament dels organismes (“bleaching™), utilitzant una solucié de PBSTx amb H,0, al 6%.
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2.5 Tincié immunohistoquimica

Una tincié immunohistoquimica consisteix a marcar les proteines de les cél-lules a partir de la utilitzacio
d’anticossos. Aquestes molécules es troben en el sistema immunitari de moltes espécies i les ajuden a
identificar els organismes patogens que es troben al seu cos. Aprofitant aquesta caracteristica s’utilitzen
els anticossos per reconéixer proteines especifiques i veure la seva localitzacio. Aixi doncs, s’utilitza un
anticos primari que s’uneix a la proteina a estudiar, pero aquest, per si sol no es pot veure a simple vista,
aixi que s’ha de posar un anticos secundari que s’enganxi al primari. El secundari, que reconeix el
primari, té una molécula fluorescent, aixi que sota la llum adequada, es pot veure on es localitzen les
molécules (Figura 11).

Figura 11. A I'esquerra veiem un esquema de com funciona una tincié immunohistoquimica i a la dreta el
resultat d’aquesta tinci6 en una planaria. En aquest cas, la proteina “A”, és la sinapsina, el primer anticos
(lila) és el “3C11”, i el segon (vermell), és un “anti-rabbit” amb la molécula fluorescent, que en el nostre
cas dona una coloracid verda.

Un cop les planaries han estat fixades, afegim “blocking solution”. EI “blocking solution” serveix per
evitar unions inespecifiques dels anticossos a altres molecules. Aquesta solucid esta composada per BSA
(Bovine Serum Albumin) al 1% dissolt en PBST. El procés de bloqueig dura dues hores, i un cop
finalitzat, s’afegeixen els anticossos primaris, que es deixen incubant tota la nit.
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Taula 2. Taula resum dels anticossos utilitzats. S’hi mostra el nom comerial, la proteina que detecta i a la cel-lula que
correspon amb la seva parella corresponent i on afecta. | I’anitcds secundari que el detecta.

Anticos Cél-lules que anticos Cél-lules que anticos
primari (nom | afecta (proteina secundari | Anticos primari | afecta (proteina secundari
comercial) que detecta) corresponent que detecta) corresponent
VC1 Ulls (arrestina) Ratoli FMRF S. Nervios Conill
3C11 >- Nervios Ratoli H3P Neoblastenfase | oy
(sinapsina) Mitosi
Cilis (alfa- Cel-lules
T9026 tubulina) Ratoli Bcat2 epidérmiques Conill

(tight junction)
Neoblast (cossos

22C10 Ulls(Futch) Ratoli piwi cromatoids dels Conill
neoblasts)
Membrana basal
JLA20 epidérmica Ratoli
(actina)

Un cop s’han posat els anticossos, es deixen
incubant tota la nit (fora). L’endema, es fan
rentats de PBSTx durant tot el dia per treure les
restes d'anticos. Tot seguit, es torna a fer un
bloqueig per preparar les mostres per I’anticos
secundari que també passara tota la nit unint-se
amb el primari. L’endema es faran més rentats
de PBSTx per treure les restes d’anticos

Figura 12. Dibuix esquematic de les unions intercel-lulars secundari.
(tight juction) (Extret de Briers, 2012).

Un cop fets els rentats de PBSTx ja podriem
observar la mostra en la lupa de fluorescéncia, perd també ens interessa observar la posicié dels nuclis,
per aixd utilitzem el DAPI, aquesta molecula s’intercala amb I’ADN i com a consequiéncia tenyeix els
nuclis de les cél-lules.

Un cop fetes les tincions, s’han de muntar les mostres per tal de tenir-les en un bon estat a I’hora de
prendre les imatges. El primer pas és netejar i desengreixar un portaobjectes amb etanol i paper de filtre.
Llavors, hi posem les planaries i amb una pipeta Pasteur hi traiem I’aigua que sobra. Llavors, hi posem
glicerol al 70%, que serveix com a medi de muntatge. Amb I’ajuda del microscopi, col-loquem les
planaries en la posicié que més ens convingui amb unes pinces i un pel, per tal de no danyar-les.
Finalment, hi posem un cobreobjectes, posem una capa d’esmalt al seu voltant per tal d’aillar la mostra, i
amb un retolador permanent, escrivim el que hi ha en aquell portaobjectes.

Vam voler comparar com eren els individus intactes i com eren els regenerants, perd teniem un gran
interés a conéixer com estaven estructurades les planaries aixi que vam utilitzar cinc parelles d’anticossos
per als individus intactes i només una per als regenerants. Aquests Gltims organismes els vam tallar de
diferents maneres, per veure si variava el procés de regeneracid, i els vam fixar a diferents punts del
procés regeneratiu. En aquests individus regenerants vam utilitzar els anticossos 3C11 i el H3P.
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3. Resultats
3.1 Estudi de les planaries en el seu habitat natural

En aquest apartat parlaré dels resultats obtinguts en cada lloc que hem trobat planaries en els diferents
indrets de Catalunya que hem anat.

3.1.1 Riu Tordera

Taula 3. Dades obtingudes al riu Tordera

ZONES pH Conductivitat| temperatura| corrent |planaries| especies
Zzonaa 7,6 0,61 21,4 4 No , ,
Girardia
zonab 7,55 0,6 21,4 7 No s
. - tigrina i
Riu Tordera zonac 7,55 0,6 21,3 2 Si .
Schmidtea
zonad 7,45 0,6 19,6 5 No
- polychroa
zonae 7,5 0,61 19,7 3 Si

7

Figura 14. Ubicacié de I’emplacament on vam buscar
planaries en el Riu Tordera. Imatge extreta de Google
Maps

Figura 13. Dibuix a ma alcada del riu Tordera amb els | Com vaig poder observar en [I’annex
diferents trams estudiats i les dades corresponents que vam fotocronologic del curs anterior, els alumnes de
prendre alla. TR van anar al Riu Tordera per trobar planaries.
Aquest riu esta situat als peus del Montseny, a prop de Sant Celoni En aquest riu vam trobar moltes
planaries, de dues espécies diferents: Schmidtea polychroa i Girardia tigrina. Majoritariament estaven
situades en zones on circulava I’aigua, pero on no hi havia gaire corrent. En mesurar els parametres
fisico-quimics de l'aigua del riu vam constatar que el pH i la temperatura no variaven d'un indret a l'altre,
gairebé igual que la conductivitat. Per altra banda, ens va semblar interessant mesurar la intensitat del
corrent com a indicador de la disposicié de les planaries al riu. Com que no teniem cap instrument per
mesurar el corrent de manera exacta, vam realitzar una escala arbitraria d’intensitat del corrent, i vam
donar valors en relacio als diferents corrents que observarem en aquesta zona del riu.
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3.1.2 Santa Fe del Montseny

La fageda de Santa Fe del Montseny es troba a la zona més aviat alta del Montseny. Alla hi ha un
embassament amb diferents rierols que hi van a parar. Aquests rierols eren forca diferents del riu Tordera,
ja que tenien una aigua mes freda i la conductivitat era molt més baixa.

Taula 4. Dades obtingudes en la primera zona de Santa Fe del Montseny

Taula 5. Dades obtingudes en la segona zona de Santa Fe del Montseny

Figura 15. Dibuix a ma algada de la primera
zona del riu de Santa Fe del Montseny amb les
corresponents dades obtingudes alla.

dia 12/07/2016 i portada del treball).

Figura 16. Ubicacio de I’emplagament on vam buscar planaries a
Santa Fe del Montseny. Imatge extreta de Google Maps.

En aquelles condicions no hi vam trobar moltes planaries,
pero tot i aixi vam acabar trobant-ne. Vam trobar individus
de les espécies Girardia tigrina i Schmidtea polychroa.
Aguests individus eren totalment diferents dels vistos
anteriorment, tenien unes tonalitats verdoses, en especial una
que tenia un to verdds brillant que des del primer moment
ens va cridar molt I’atencié (vegeu Annex fotocronologic del

Ens vam allunyar una mica de la primera ubicacio estudiada i ens va costar una mica més trobar planaries.
En aquest indret la temperatura era més baixa i el pH i la conductivitat es van mantenir, i el corrent era
més intens. Per altra banda, el riu era molt uniforme, de manera que només vam prendre una Unica dada.
Les planaries que vam trobar eren diferents de les altres que haviem trobat fins Ilavors, aquestes eren
fosques amb el cap pla i els sortien dues banyes a la part anterior. La vam identificar com Polycellis felina

(vegeu figura 5e).
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3.1.3 Parc de Mossén Cinto Verdaguer i Vivers dels Tres Pins

Un cop haviem trobat planaries en el seu habitat natural, vam decidir buscar-ne a llocs més urbans, aixi
que vam decidir anar al Parc Mossén Cinto Verdaguer, ja que ens havien comentat que podria ser un bon
indret per trobar-ne. Aquest parc és situat a la muntanya de Montjuic, i té una série de bassals plens de
nenufars connectats entre ells per unes petites cascades.

A aquest parc hi vam anar dues vegades. La primera per
comprovar si realment hi havia planaries; era a la tarda,
ja una mica tard, i no portavem ni el conductimetre ni
falcons, Unicament uns petits flascons que el Mari
sempre porta a sobre. Trobarem moltes planaries al
revers de les fulles dels nenlfars, sobretot en els indrets
més propers on queia el rajoli d'aigua que comunicava
els bassals del jardi (vegeu Annex fotocronologic del dia
10/07/2016). Vam decidir tornar-hi un altre dia equipats
amb tot el material.

Abans de tornar a aquest, un dia vam anar als vivers dels
Tres Pins de Montjuic per veure les famoses basses de
les quals han sortit les planaries més utilitzades en
investigacio (vegeu Annex 7.1). Perd I'encarregat no hi
era i ens vam limitar a mesurar els parametres de l'aigua
de dos indrets ben diferents, un d'aigua sense corrent, situada a ple Sol i a una temperatura forca alta i
l'altra, les veritables basses, d'aigua més fresca, a I'ombra i amb bastant corrent d'aigua. Unicament
trobarem planaries en aquest segon indret, de I'espécie Schmidtea mediterranea, en vam agafar una per
fotografiar-la i després la vam tornar a deixar a la bassa (vegeu Annex fotocronologic del dia 5/08/2016).

Figura 17. Ubicaci6 del Parc Mossen Cinto
Verdaguer. Imatge extreta de Google Maps

Taula 6. Dades obtingudes de les basses dels vivers dels Tres Pins

Zona Conductivitat | Temperatura -
Vivers pH (mS/cm) C) Corrent Llum Planaries
dels Tres | ™ zonaa 7.9 1,6 27,2 0 Si no
Pins
zona b 7.6 2.76 21.7 3 No Si
Zona pH Conductivitat | Temperatura Corrent Llum Planaries
Mossé (mS/cm) (°C)
COI‘:’EE” zona a 73 1,41 235 2 No Si
zona b 7,35 1,47 25,6 2 Si Si
Verdaguer .
zona c 7,27 1,27 24,6 0,5 Si no
zona d 0,5 No Si

Taula 7. Dades obtingudes del Parc Mossen Cinto Verdaguer

La segona vegada que vam anar als jardins de Mossén Cinto Verdaguer (vegeu Annex fotocronologic del
dia 8/8/2016) vam buscar a diferents parts dels bassals, en llocs on hi havia corrent, perdo no en vam
trobar. Llavors vam buscar en altres punts que estaven allunyats del corrent, aixi que vam decidir valorar
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un altre factor i vam afegir la llum (entenent aqui per llum la directa del Sol). La majoria de les planaries
estaven situades a la zona on hi havia ombra i vam veure que si que hi havia planaries on hi havia una
mica de llum i corrent, perd estaven situades a la tija (en realitat el peciol) dels nendfars. Possiblement
estaven baixant per la tija cap al fons allunyant-se de la superficie i per tant de la llum. Aixo explicaria
que en el mateix indret on n'haviem vist moltes ara no en trobéssim tantes perqué, a diferéncia de l'altre
dia (que era a la tarda, tard), aquest era al mati quan el Sol estava ben alt.

3.1.4 Comparacié amb el bassal

A continuacio, presentem la mitjana de les dades obtingudes en els diferents indrets on hem trobat
planaries per aixi entendre millor els resultats i per poder discutir-los amb meés facilitat després. Com
podem observar a la taula 8, no hi ha gaire diferencies de pH en els diferents indrets observats, ja que
només hi ha un marge de pH d’una unitat, malgrat podem observar que el del bassal del Pati de les
tortugues és el més elevat. La conductivitat si que és un parametre que ha variat molt en els diferents

Taula 8. Dades obtingudes amb els valors mitjans dels diferents indrets on hem trobat planaries

Valors mitjans pH Co(r::;;:;::]/)ltat Temperatura (°C) Corrent
Bassal del Pati de les tortugues 8,4 1,82 19,5 1,5
Riu Tordera 7,5 0,60 20,7 42
Santa Fe del Montseny-1 8,1 0,09 17,3 3,3
Santa Fe del Montseny-2 8,0 0,05 14,2 5
Mossen Cinto Verdaguer 7,3 1,38 24,6 1,5
Vivers dels Tres Pins 7,8 2,18 24,5 1,5

indrets comparats, canviant fins a quasi 50 vegades del menor al major parametre. Pel que fa a la
temperatura, també hem observat un rang forca gran de temperatures i entre la major i la menor hi ha 10
°C de diferéncia. Finalment, el corrent ha estat un parametre una mica més complicat de valorar, pero tot i
aixo veiem que també varia entre els indrets estudiats. L'aigua que s'assembla més a la del bassal de
I'Escola és la de les basses dels jardins de Mossén Cinto Verdaguer, on n'hem trobat gran quantitat de
I'especie Schmidtea polychroa.

3.2 Adaptacio de les planaries a I’Escola
Un cop introduides les primeres planaries al bassal i als aquaris, hem pogut veure els primers resultats.

El métode de filtratge, ha funcionat bé. Ha mantingut I’aigua bastant neta durant tot el treball. L’Gnic que
no era capag de filtrar, va ser les restes de fetge i una substancia que segreguen les planaries, que formava
una escuma a la superficie de I’aigua.

Dos mesos després d’introduir les planaries al bassal, vam voler comprovar com estaven i com estaven
distribuides. Vam trobar unes dades que ens podien dir molt de les planaries. Primer vam buscar en el
bassal en si, i en vam trobar poques. Una planaria en cada zona amb poc corrent i cap en una zona
fangosa, sense pedres. Després, en una zona on hi havia més corrent en vam trobar quatre, perd que
seguien sent poques tenint en compte les que haviem introduit al bassal.
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Figura 18. Dibuix (esquerra) de com trobarem distribuides les planaries al bassal del Pati de les tortugues i fotografia
(dreta) del mateix indret.

Llavors, en vam trobar moltes, pero en un lloc inesperat. Estaven situades en el rierol del costat, que
comunica amb el bassal per mitja d’una petita cascada. Per tant, aquelles onze planaries que vam trobar, o
bé havien remuntat la cascada, o bé van passar per tot el circuit de filtratge fins a arribar alla. De manera
que podem concloure que hem arribat a aconseguir tenir una poblacié estable de planaries al bassal del
Pati de les tortugues, pero malauradament, en aquest Gltim mes, hem detectat que el bassal ha anat
perdent aigua durant un cert temps i I'nem hagut de reomplir amb aigua de l'aixeta en diverses ocasions.
Finalment (vegeu Annex fotocronologic del dia 3/10/2016) hem hagut d'aturar la bomba que fa arribar
I’aigua al rierol. Aix0, juntament amb un canvi de les condicions de l'aigua (per haver reomplert
repetidament el bassal amb aigua corrent, que té clor) suposem que han estat les causes que aquests
darrers dies no hagim trobat planaries al bassal. Perd com a minim sabem que, en les condicions de
funcionament correcte de circulacié tancada de l'aigua, al bassal s'hi poden mantenir planaries.

Respecte a la introduccio de planaries al aquaterrari, ha estat

un éxit. Les planaries s’han adaptat molt bé i fins i tot han

posat cocoons. Estan totes situades en les pedres més planes,

independentment del corrent que hi hagi (potser perqué al ser

un indret relativament petit el corrent generat en un extrem és

suficient per oxigenar la totalitat de l'aigua). Un dels aspectes

gue en certa manera ens preocupava era que no sabiem si els

peixos (gambusies) es menjarien a les planaries, aixi que vam

fer un petit experiment; teniem unes gambusies que feia dies

gue no menjaven cap suplement, aixi que sabiem que es

menjarien qualsevol cosa que els hi poséssim. Llavors, vam Figura 19. Imatge de un cocoon trobat al
agafar una planaria i la vam posar davant d’una gambusia, | bassal del Pati de les tortugues.
assegurant-nos que la veia, i vam veure com se la va

empassar rapidament. Uns instants després, la va expulsar i se la va tornar a introduir a la boca, fins que,
finalment, la torna a expulsar i la deixa en pau. Aix0, ens va fer pensar que potser és la substancia que
deixava en la superficie de I’aigua dels aquaris, de la qual hem parlat abans, la que fa que el peix no se la
pugui menjar.
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3.3 Treball de laboratori
3.3.1 Estudi de les variables en regeneracio de les espécies Schmidtea polychroa i Girardia tigrina

3.3.1.1 Descripcio in vivo de les espécies

L’especie de planaria Girardia tigrina presenta una clara forma triangular del cap amb un lleuger
arrodoniment de la punta anterior. En la zona cefalica es poden distingir dos ulls situats forga junts.
Presenten una coloraci6 variable, perd es poden distingir al presentar un color marr6 clar uniforme amb
taques de diverses tonalitats de marré amb altres taques de color blanc distribuides de manera irregular al
llarg del cos de organisme. Finalment, la

part ventral es troba despigmentada, i hi

podem distingir la faringe, que és blanca.

Schmidtea polychroa és forca diferent a
Girardia tigrina. En comptes tenir el cap
amb forma triangular presenta un cap
completament arrodonit. Aquesta també té

Figura 20. Foto de Girardia tigrina feta a I’Escola on observem el
cap en forma triangular

dos ulls clarament diferenciats situats en la zona central del
cap. Schmidtea polychroa, té una coloracié menys variable,
generalment presenta coloracions fosques amb tonalitats
marronoses. La part ventral és despigmentada i se li pot
veure la faringe i I’aparell reproductor.

Figura 21. Foto de Schmidtea polychroa feta a
I’Escola.

3.3.1.2 Descripcié de la regeneracio de les planaries en diferents variables

Aqguestes proves les vaig fer al laboratori de biologia de I'Escola, seguint les recomanacions dels meus
tutors, per tal d’agafar experiéncia en la manipulacié d'aquests organismes abans danar a fer les
practiques al laboratori del Departament de Genética de la Facultat de Biologia. Es per aixd que aquests
primers estudis s6n poc exhaustius perd, malgrat tot, en faré una petita explicacio.

3.3.1.2.1 Variacio de pH

Per tal d’entendre si la variable pH afectava a la regeneracio de les planaries, vaig tallar uns quants
individus i els vaig posar en solucions amb diferents pH (vegeu Material i métodes). Durant els seglients
dies vaig poder observar com els animals anaven regenerant. Inicialment els individus gque estaven entre
els pH 7,4 i 9,4 van regenerar amb normalitat, mentre que els que es trobaven a pH 6,4 i a 10,4 ho feien
amb més lentitud. Entre els pH 7,4 i 9,4, els individus van mantenir aquest ritme i van aconseguir una
regeneracié completa. A pH 10,4, tot i que van tardar més, les planaries també van ser capaces de
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regenerar-se per complet, mentre que a pH 6,4 les planaries no tan sols no van aconseguir regenerar sino
gue tampoc van poder sobreviure.

3.3.1.2.2 Variacio d’exposicié luminica

Per tal d’entendre si la variable exposicié luminica afectava a la regeneracid de les planaries, vaig tallar
uns quants individus i els vaig posar en diferents condicions luminiques (vegeu Material i métodes).
Durant els seguents dies vaig poder observar com els animals de totes 3 condicions anaven regenerant de
manera normal, és a dir, presentaven un blastema als primers dies de regeneracioé com es veu a la Figura
22. Finalment vaig observar que només els individus que es trobaven en cicle de llum/foscor i foscor
absoluta havien regenerat correctament, mentres que els van estar en llum constant no només no van
aconseguir regenerar sind que van morir.

Foscor Llum constant Cicle dia/nit

Figura 22. Cues de dos dies de regeneracio. Primera imatge en condicio de foscor constant. Segona imatge en condici6 de
llum constant. Tercera imatge en condicié de cicle dia/nit.

3.3.2 Descripcié in vivo de la planaria Schmidtea mediterrania

3.3.2.1 Individu intacte

Schmidtea mediterranea és la planaria que és utilitzada en els
laboratoris de tot el mén per a estudiar les planaries. Té el
cap completament arrodonit, com Schmidtea polychroa abans
comentada. Té dos ulls situats en la zona central del cap.
Schmidtea mediterranea té una coloracié poc variable,
coloracions marronoses, amb tonalitats des d'una mica clares
a molt fosques, gairebé negres. La part ventral és

despigmentada i se li pot veure la faringe i no té aparell [Figura 23. Schmidtea mediterrania. Individu
reproductor. intacte.
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3.3.2.2 Individu regenerant

Una de les practiques que vaig dur a terme a la Facultat, va ser la descripcio del procés regeneratiu in
vivo. Aixi que vaig amputar en diferents plans de tall les planaries i vaig fer un seguiment de com
regeneraven (Figura 24).

Figura 24. Tipus de talls realitzats. A la imatge superior es veu (linia vermella discontinua) dues amputacions tranversals
que acaben donants 3 fragments: cap, tronc i cua. A la imatge inferior veiem (linia discontinua vermella) una amputacio
sagital que acaba donant 2 fragments.

Un cop s’ha seccionat una planaria, podem observar que en el moment del tall, hi ha una contraccio
muscular a la zona del tall que permet tancar la ferida (Figures 25 a 27, esquerra). Durant les segiients 48
hores de regeneracié es forma una acumulacio de cel-lules despigmentades, anomenada blastema
(Figures 25 a 27, centre). El blastema esta format per cel-lules indiferenciades pero no per neoblasts, és a
dir, hi ha cél-lules que s’han comencat a diferenciar pero que encara no s’han establert i no tenen una
funci6 determinada. Al final del procés regeneratiu, a 7 dies de l'inici de la regeneracid, podem observar
gue quasi tots els fragments han regenerat les parts que havien perdut (Figures 25 a 27, dreta). Aixi doncs,
els fragments “cap” han regenerat la faringe i una gran part del cos, i els fragments “cua” han pogut
regenerat també la faringe a més del cap.
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Figura 25. Time course de regeneracié d’un fragment tallat sagitalment. VVeiem diferents punts del procés
regeneratiu d’una meitat de planaria: en el moment de tall (Ohr), dos dies (2dr) i set dies (7dr). * blastema
/ + contraccid muscular

Figura 26. Time course d’una cap. Veiem diferents punts del procés regeneratiu: en el moment de tall
(Ohr), dos dies (2dr) i set dies (7dr) * blastema / + contraccié muscular / o faringe

Figura 27. Time course de regeneracio d’una cua. Veiem diferents punts del procés regeneratiu: en el
moment de tall (Ohr), dos dies (2dr) i set dies (7dr). * blastema / + contraccié muscular
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3.3.3 Descripcio molecular de la planaria Schmidtea mediterrania

Un cop vam poder fer la descripcid in vivo de les planaries i poder descriure com afectaven diferents
variables ambientals el procés regeneratiu, vaig anar a la Facultat de Biologia amb I’Eudald on vaig poder
realitzar una caracteritzacié amb diverses tincions immunohistoquimiques que em van ajudar a veure
diferents molécules que contenen les planaries i que ens serveix per veure diferents tipus cel-lulars.

3.3.3.1 Individu intacte

VC1 PIW

Figura 28. Tincié immunihistoquimica en individus intactes. VC1, T9026, Bcat2 i PIWI

La primera caracteritzacié la vam dur a terme en animals intactes, i vam utilitzar els marcadors abans
explicats (veure material i métodes). A continuacio (Taula 9) podem veure gquatre marcadors que hem
utilitzat. El primer és I’anticos VC1, que detecta I’Arrestina, una proteina que esta localitzada als ulls.
Com podem observar els ulls presenten un gran nombre de cel-lules fotoreceptores. En la segona, hi
tenim dos marcadors alhora; el verd (T9026) que detecta la proteina a-tubulina presentats cilis, mentre
que el vermell (BCat2) ens

mostra les “tight junction” | Taula9. Taula resum dels anticossos
situades a les  cél-lules
epidérmiques. Amb aquesta Anticos ol lul ol lul
: i o él-lules que o él-lules que
imatge dorsal de Ianimal | primari (nom oot a Anticos primari fect a
podem observar que presenta | comercial) atecta atecta
una gran presencia de cilis. En VC1 Ulls EMRE S Nervios
I’4ltima imatge hem utilitzat un Neoblast en fase
anticos que s’uneix 3C11 S. Nervios H3P Mitosi
especificament a la proteina Callules
PIWI, que es troba Ioca‘lltzada T9026 Cilis Bcat2 epidérmiques
en els neoblasts, les cél-lules (tight junction)
rrzare dfe les planaries. Es tracta 22C10 Ulls piwi Neoblast
d‘una imatge ventral, que ens

Membrana basal
permet  veure com es JLA20 S
. epidermica
distribueixen els neoblasts per

tot I’organisme, a més a més, podem distingir clarament la boca, I’obertura per on s’evaginara la faringe.
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ventral

Dorsal

Figura 29. Tinci6é immunihistoquimica amb I’anticos T9026 en individus intactes. Posicions dorsals i ventrals. Les
imatges inferiors estan capturades a més augments.

En la Figura 29 podem veure una planaria en posicié dorsal i ventral. L’anticos utilitzat va ser T9026 que
marca els cilis. Es pot veure com en la part dorsal de la planaria hi ha una linia de cilis que recorre
I’animal del pol anterior al posterior. | a la part ventral de la planaria podem observar que esta
completament recoberta de cél-lules ciliars.

En la Figura 30 podem observar
una tinci6 immunohistoquimica
amb I’anticos H3P, marcador de
cel-lules mare en mitosi. Aquesta
imatge ens permet veure que els
neoblasts en fase mitotica estan
repartits per tot el cos de la planaria
menys en la faringe i per davant
dels ulls.

Figura 30. Tincié immunihistoquimica amb I’anticos H3P en individus
intactes. * faringe / ++ zona per davant dels ulls.
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3.3.3.2 Individu regenerant

Un cop haviem pogut "descriure™ I'interior de les planaries amb diferents marcadors moleculars, vam
pensar que seria interessant triar-ne algun d’ells i veure quin comportament tenien durant la regeneracio;
aixi doncs, vam utilitzar els anticossos H3P i 3C11 en animals que s’havien fixat a 2 dies post-amputacié
(Figura 31) ianimals a 7 dies post-amputacio (Figura 33).

2 dies regeneracio

Figura 31. Tinci6 immunihistoquimica amb els anticossos H3P i 3C11 d’un cap
regenerant a 2dR. Marcatge nuclear amb DAPI. Linia blanca discontinua — zona de tall / *

hlact
OTaSTeTTe

Figura 32. Tinci6é immunihistoquimica amb
I’anticos H3P en un fragment sagital a 2dR. L’area
groga marca la zona d’on s’ha adquirit una imatge
de més augmenten.

En els fragments de dos dies de regeneracio (dR), pel que fa al marcador H3P (neoblasts que es troben en
divisié mitotica) podem veure que n’hi ha una acumulacié a la zona de la ferida. Com ja sabem els
neoblasts son les cél-lules mare de les planaries, i en aquest cas s’ha descrit que en 2 dies de regeneracio
hi ha una gran activitat mitotica situada a prop de la ferida (Reddien et al., 2010).
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Pel que fa a I’altre marcador (3C11) veiem que 2dR els fragments han comencat regenerar el seu sistema
nervios pero encara no han restablert les parts perdudes com el cervell, la faringe o la totalitat dels
cordons nerviosos. En canvi, a 7dR, veiem com el sistema nervios es troba molt més regenerat, ja que els
fragments que havien de regenerar el cervell el presenten i els que havien de regenerar les parts posteriors
han regenerat la faringe i els cordons nerviosos.

A més a més, en totes les imatges, s’hi va afegir DAPI (marcador de nuclis) que ens va ajudar a
visualitzar el cervell i altres parts anatomiques. A més, el DAPI ens revela que tant el 3C11 com el H3P,
no ens marquen una zona que haurien de marcar mentre que el DAPI si que és capag de fer-ho. Aquesta
és la zona on s’origina el blastema i que, per tant, aixo ens mostra que les cél-lules del blastema, encara
no fan cap funcio.

En la Figura 33 observem un individu
de 7 dR tallat sagitalment marcat amb
els anticossos 3C11 i H3P, i els nuclis
tenyits amb DAPI. Pel que fa al 3C11,
podem veure que el sistema nervids ha
regenerat gairebé del tot, ja que el nou
I0bul del cervell ha estat regenerat (+)
igual que el cordo nerviés paral-lel a
I’existent. A més a més, també podem
veure la faringe, ja que aquest Organ

- . presenta moltes terminacions
Figura 33. Tiiici6 immunihistoquimica amb els anticossos H3P i 3C11 :

9 o a gl nervioses. Amb el marcador H3P
d’un cap regeneraiit a 7dR. Marcatge nuclear amb DAPI. Linia blanca i )
discontinua — zona de tall / 1obul del cervell regenerat / * faringe observem gue es troba mes repartit al

llarg de tot I’organisme, excepte a la
zona de la faringe, tractant-se ja d’un individu quasi regenerat. Amb el marcador nuclear, DAPI, podem
observar amb claredat la regeneracio del cervell i de la faringe.

7 dies regeneracié

Per Gltim vam portar a terme una tincié immunohistoquimica amb I'anticos VC1, que és especific dels
ulls (vegeu imatge de la contraportada del treball de recerca).
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4. Discussio

Les planaries en el seu habitat natural, juntament amb I’aclimatacio de les planaries a I’Escola, han estat
uns estudis que ens han aportat una gran quantitat de resultats que passaré a discutir a continuacio.

La distribucio de les planaries en el seu habitat va ser un tema que em va interessar molt, aixi que en
analitzar les dades de distribuci6 al Pati de les tortugues vaig poder observar que majoritariament estaven
situades a la zona del baixant d’aigua, aquest fet ens va sorprendre, ja que era el punt més allunyat d’on
les haviem deixat en les diverses alliberacions. Creiem que van acabar situant-se alla, ja que és el punt del
bassal amb més corrent i aix0 ajudaria a realitzar la respiracio per difusié d’aquests animals. Per altra
banda, les observacions de distribucié realitzades al bassal on semblava que I’aigua estava meés
oxigenada, també van confirmar la distribucio d’aquests organismes en relacié a aquest parametre, ja que
els vam trobar situats majoritariament a les zones amb més corrent. Val a dir que per poder afirmar-ho
aquest rang de distribucié per I’oxigen hauriem de fer un estudi de la concentracié d’oxigen en diversos
indrets del bassal i dels rius en els indrets naturals on les vam trobar.

Un altre factor que afecta la distribucid d’aquests individus és la temperatura. Aquest aspecte no el vam
poder estudiar a fons al bassal del pati, ja que la temperatura no ha estat gaire variable al llarg d’aquests
mesos i sempre hi hem trobat un nombre de planaries similar. Perd pel que fa als diferents indrets on
n’hem anat a buscar hem pogut observar que aquests organismes es distribueixen en un rang de
temperatures forca gran, ja que n’hi ha des dels 14 °C fins a 24 °C, pero les espécies trobades en cada
zona han estat diferents. Per exemple I'espécie que vam trobar en aiglies més fredes era la Polycelis felina
i no vam trobar individus d’altres espécies, perd en canvi només vam trobar individus de les espécies
Schmidtea polychroa i Girardia tigrina en els altres indrets on l'aigua no era tan freda. A més a més, si
ens fixem en les planaries que tenim a I’aqua-terrari del laboratori de biologia de I’Escola (on la
temperatura es manté estable) veiem que no han patit cap davallada en el seu nombre; a més, aguesta
poblacié ha dipositat cocoons, fet que denota que es troba estable i ben establerta. Per tant podem
concloure que la temperatura marca un limit d’algunes espécies per viure en alguns indrets determinats.

Dos altres parametres que han estat estudiats son el pH i la conductivitat, el primer presenta molt poques
variacions en totes les aiglies estudiades, mentre que el segon, la conductivitat, varia molt més, sobretot
entre l'aigua del Montseny, de conductivitat extremadament baixa, i la resta. Aquest també podria ser un
altre factor que determini, juntament amb el de la temperatura, que I'espécie Polycellis felina no es trobi a
cap altre indret.

A més del corrent (que produeix una oxigenacio de I’aigua), la temperatura, el pH i la conductivitat, hem
pogut observar que hi ha altres variables que afecten la distribucio de les planaries. Quan vam anar al Parc
Mossén Cinto Verdaguer vam poder observar una variable nova, I’exposicio luminica del Sol directe en
relacié a la llum menys intensa (per exemple d'Ultima hora de la tarda). Vam veure que les planaries no es
trobaven al revers de les fulles dels nentfars com haviem observat a la tarda, sind que es situaven als
peciols de les fulles durant les hores de maxima intensitat luminica, evitant-la. Possiblement realitzen una
migracié vertical que seria interessant de comprovar en un proper treball. A més, a I’aqua-terrari vam
poder observar que les planaries prefereixen situar-se sota pedres planes evitant la llum. Per tant,
d’aquestes observacions podem concloure que les planaries també es distribueixen segons I’exposicio
luminica.

No hem trobat cap indret natural en qué els parametres de l'aigua s'assemblin als del bassal del Pati de les
tortugues pel que fa a pH i conductivitat, pero si un indret menys natural, perd més proper, les basses dels
jardins de Mossen Cinto Verdaguer, en les que, a més a més, hi ha gran quantitat de planaries, sobretot de
I'espécie Schmidtea polychroa, que és la que precisament s'ha adaptat més bé al bassal.
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Hem discutit quina distribucié segueixen les planaries en el medi, perd alhora m’interessava veure si
algunes d’aquestes condicions també afectaven la regeneracid. Aixi que com exposo a resultats vaig
estudiar el procés regeneratiu davant de les variables pH i exposicié luminica. Amb la primera variable
ens vam adonar que el pH és molt influent en la regeneracié (i en la vida com hem discutit en els
paragrafs anteriors), aixi que els individus no només no regeneraven sind que morien. Aquest fet el vaig
poder discutir amb I’Eudald, ja que recentment han tingut una davallada en la poblaci6 de planaries del
Departament de Genetica de la Facultat de Biologia, ja que I’aigua on es trobaven les planaries es va
acidificar accidentalment fins a pH 4, provocant la mort de la majoria d’individus. En el cas de
I’exposicio luminica també he observat que una exposicio constant evita la regeneracié i a més provoca la
mort dels animals suggerint que altes dosis de llum els hi provoca la mort. Aquest fet, si s'acaba
comprovant, entraria en contradiccié amb una publicacié recent (vegeu Annex 7.1) on descriuen que
llargues exposicions de llum blanca en planaries els fa perdre el pigment. En tot cas, podem concloure
que el pH és una de les variables ambientals més importants per entendre la supervivéncia de les
planaries, i que I’exposicié de llum també és una variable molt important perd caldria fer més
experiments per validar-ho.

Un cop discutit la feina realitzada a I’Escola i in situ en el camp, passaré a discutir els resultats obtinguts a
la Facultat. Gracies a les tincions immunohistoquimiques he pogut veure la complexitat que presenten
aguests cucs, ja que aquests organismes semblen molt simples a ull nu. Hem pogut descriure el seu
sistema nervids amb dos ganglis cefalics situats a la part anterior amb dos cordons nerviosos que recorren
I’organisme de la part anterior a la part posterior; i hem pogut observar que tenen una faringe amb moltes
terminacions nervioses. A més a més, hem observat la complexitat dels ulls (VC1) on veiem que tenen
unes projeccions sinaptiques i un gran nombre de cél-lules que els formen. També he pogut observar la
distribucié dels neoblasts amb diversos marcadors, entenent que aquests es troben distribuits per tot
I’organisme menys a la faringe i per davant dels ulls i que, per tant, aquestes son les dues Uniques regions
gue no podrien regenerar per si soles. Pel que fa a la regeneracié, hem pogut observar que els neoblasts
tenen una activitat proliferativa (mitdtica) molt important i que realment actuen com a cél-lules mare, ja
que als primers dies dins del blastema no veiem teixit diferenciat, com el sistema nerviés (3C11), pero
que després de 7dR ja hi ha marcadors de teixit diferenciat o bé teixits clarament diferenciats (faringe
amb DAPI).
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5. Conclusions
En relacid als objectius inicialment marcats podem considerar que s'han assolit satisfactoriament:

- He apres a localitzar i a identificar planaries a la natura, en concret he trobat i he pogut identificar 4 de
les 7 espécies de planaries d'aigua dolca presents a la peninsula Ibérica.

- De la comparativa realitzada de parametres ambientals entre els diversos indrets de Catalunya i el
bassal, hem vist que no n'hi ha cap que coincideixi, pero hem descobert un indret més humanitzat que si
que coincideixen les caracteristiques de l'aigua, les basses dels jardins de Mossen Cinto Verdaguer de
Montjuic, en les que hi habita una gran poblacio de planaries de I'especie Schmidtea polychroa.

- Hem aconseguit arribar a tenir una poblacio estable de planaries de I'espécie Schmidtea polychroa al
bassal del Pati de les tortugues, malgrat que no I'nem pogut mantenir per un problema que ha sorgit al
bassal durant I'tiltim mes.

- Finalment, he estudiat la capacitat regenerativa de les planaries davant la variacid de diferents factors
ambientals al laboratori de I'Escola i he pogut seguir i descriure satisfactoriament la regeneracié amb
diferents marcadors moleculars i tincions immunohistoquimiques al laboratori del Departament de
Genética de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona.
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