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INTRODUCCION

Fasciola hepatica (Linnaeus 1758) es el trematodo causante de
fasciolosis. Esta parasitosis existe en casi todo el pais, afectando a
distintos ganados que pastan en areas contaminadas y el hombre, al
consumir alimentos contaminados con metacercarias (Carnevale et al.,
2015). Los gasterépodos dulceacuicolas Lymnaeidae, del género
Galba (Schrank, 1803) tienen una marcada especificidad en la
transmisién de fasciolosis. Estas especies tienen caracteristicas
ecoldgicas y etoldgicas diferentes entre si, por lo que identificar el
tipo de habitat preferido, la dinAmica de la poblacién, umbrales de
temperatura o la susceptibilidad a la infeccion del trematodo es crucial
para el conocimiento de la dindmica de fasciolosis. Los lymneidos
tienen un rol importante en la diferenciacion de los diversos
escenarios epidemiologicos y el disefio de estrategias de control (Mas
Coma et al., 2009).

Las especies de Galba presentan variabilidad intraespecifica
marcada en conchillas, lo que dificulta su identificacion taxonémica.
Ademas existen especies cuyos sistemas genitales, usualmente Gtiles
en la identificacion, son similares 6 idénticos. Otras especies, pueden
ser identificadas correctamente sobre la base de estudios morfoldgicos
al presentar caracteres Unicos de cada una (Pointier et al., 2009). En
fasciolosis, la utilizacion de los marcadores del ADN ribosomal ITS1
e ITS2 permite determinar cuéles son las cepas de Lymnaeidae
transmisores a niveles especificos (Bargues et al., 2007). La
heterogeneidad de ecorregiones presentes en Catamarca pueden ser
determinantes para la presencia de distintas especies de Galba,
posibles vectores de fasciolosis. Se han registrado previamente en la
provincia dos especies naturalmente susceptibles a ser infectadas con
Fasciola hepatica, G. neotropica (d’Orbigny, 1835) y G. viator (d’
Orbigny, 1835) (Bargues et al., 2016) en la ecorregién de Monte. El
objetivo de este trabajo es realizar un relevamiento de gasterépodos
dulceacuicolas, potenciales vectores de fasciolosis en la Puna, donde
se carece de datos. Los cuerpos de agua en esta ecorregion son
humedales que ocurren por encima de los 3000 m. Alli se registran
una variedad de ambientes, pantanos, vegas o ciénagas, con aguas
poco profundas, permanentes o temporales, con agua estancada o que
fluye, fresca, salobre o salina (Chatterjee et al. 2010).

MATERIALES Y METODOS

Muestreos y morfologia

Se revisaron 17 cuerpos de agua en la Puna (departamentos
Antofagasta de la Sierra, Belén y Tinogasta) durante Noviembre 2017
a Marzo de 2018. Las colectas se efectuaron en forma manual y
mediante uso de coladores. Para estudios anatdmicos se relajaron los
cuerpos de los gaster6podos en agua a 60-70° C, posteriormente
fijados en alcohol 96%. Otros especimenes fueron fijados sin
relajacion, por inmersion en alcohol 96% (4°C) para estudios
moleculares (Cuezzo 2009). En cada sitio se tomaron las coordenadas
geograficas y altura del cuerpo de agua. Se fotografiaron y midieron
las conchillas usando el software Image J 1.49. Se disecaron como
minimo 6 especimenes de cada poblacién, bajo un microscopio
estereoscdpico Leica MZ6, con cdmara clara, para graficar el sistema
reproductor.

Estudios moleculares
Se trabajo con 14 muestras a los que se extrajo el ADN con el kit
“Genomic DNA Extration kit AccuPrep” de Bioneer bajo a las

indicaciones del fabricante para la amplificacion de los marcadores
del ADNr ITS1 e ITS2. Se emplearon los cebadores Lim1657 (F) 5'-
CTGCCCTTTGTACACACCG e ITS1-RIXO (R) 5-
TGGCTGCGTTCTTCATCG, para ITS-1; y NEWS2 (F) 5'-
TGTGTCGATGAAGAACGCAG y ITS2-RIXO (R) 5'-
TTCTATGCTTAAATTCAGGGG, para ITS-2. En una mezcla de
reaccién con primer 10 pmolar, dNTP’s 200 uM, enzima Taq
polimerasa (Invitrogen) 1U, cloruro de magnesio (MgCl2) 2,5 mM,
buffer de reaccion 10x (KCI), BSA, agua bidestilada estéril y 2ul de
ADN. Con ciclado de: 94°C, 2’ 1 ciclo, 94°C 30", 50°C 30"y 72°C
307, 30 ciclos, y 72°C 7’ (Correa et al. 2011). La amplificacion se
verifico en gel de agarosa al 1,5%. Los productos obtenidos fueron
purificados mediante kit AccuPrep de Bioneer segun las
especificaciones del fabricante y se corrieron en gel de agarosa al 1%,
usando un marcador de masa (Invitrogen). Para la secuenciacion se
utilizé reactivo Big Dye, los primers empleados en la PCR de
amplificacion y Buffer 5X en un volumen final de 7 ul. El ciclado fue:
96°C 1’; 30 ciclos de 96°C 107, 50°C 5’y 60°C 4’. Seguido se realiz6
la precipitacion de los productos con etanol (100%). Se secuenciaron
en el Servicio de Neurovirosis (INEI - ANLIS Dr. Carlos G.
Malbran). Las comparaciones de secuencias se realizaron con datos de
secuencias disponibles en la base de datos GenBank utilizando el
programa BLASTN del National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Las secuencias se
alinearon utilizando CLUSTALW2, los analisis filogenéticos se
realizaron con el método de Maximum Likelihood (ML) y en el de
distancia bases (Neighbour Joining) (NJ). También se seleccion el
modelo de parametros Kimura 2, en MEGA 6.0.6.

RESULTADOS

Ambiente

Ambas localidades donde se registraron especimenes de Galba
fueron ambientes Iénticos, de poca a nula corriente, de tipo vegas, en
las que los caracoles se encontraban sobre las piedras, adheridos a la
vegetacion acuatica o flotando sobre los cursos de agua. El agua
disponible aqui era poco profunda y de fuente subterranea que emerge
en la superficie. Los especimenes se colectaron en aguas entre los
13°Cy 23°C, esto muestra una preferencia por temperaturas
templadas y con pH de valores ligeramente &cidos cercano a la
neutralidad (4.94 a 6.97) (Figs. 1y 2)

Figura 1. Ubicacién geogréafica de los sitios de muestreo construido a partir de
QGis2.14.
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Figura 2. A. Vega, El Pefion, Antofagasta de la Sierra. B. Vega, Laguna
Blanca, Belén

Conchilla

Forma helicoidal, ovalada, paredes delgadas, traslicidas castafio
claro, dextrégira. Cuatro a 4 y %2 vueltas separadas por suturas
profundas. Espira conica con apice obtuso, contorno de vueltas
convexo. Protoconcha lisa. Superficie de teleoconcha con céstulas
axiales marcadas. Vuelta corporal con contorno variable, de muy a
poco convexo. Peristoma cortante. Borde palatal expandido algo
reflejado. Ombligo sellado.

Figura 3. Ejemplares de Galba viator en vista ventral y dorsal. A.
Ejemplar de El Pefion; B. Ejemplar de Laguna Blanca.

La morfologia de conchillas resulté ser similar para ambas
localidades. Se encontraron diferencias en los tamafios de las mismas
siendo los gasteropodos de la localidad de El Pefién de menor tamafio
de conchilla en comparacion con los de Laguna Blanca. Se interpreta
que dichas diferencias son intraespecificas. Asimismo, los
especimenes de la localidad Laguna Blanca se distinguieron por

presentar lineas espirales no profundas sobre todo en la vuelta
corporal (Fig. 3).

Morfologia del Sistema Reproductor

Complejo reproductor blanquecino. Ovotestis alargada, globosa.
Conducto hermafrodita, cuya parte central forma la vesicula seminal,
de pigmentacion anaranjada. Glandula de albumen oval.
Espermiducto tubular inmerso en la glandula nidamentaria y oviducto,
en su extremo distal puede estar cubierto por pliegues del oviducto.
Prostata sobre la porcidn terminal de la glandula nidamentaria,
globosa, 1/3 del tamafio de la vaina peniana. Vaso deferente de similar
grosor al espermiducto. Penis cubierto con la vaina peniana
ligeramente curvada 1/3 la longitud del prepucio. Vagina, corta y
muscular, se abre al exterior en el poro genital, en la parte inferior
derecha hacia atrés. Bursa cupulatrix, globosa, de 2/3 la longitud del
prepucio inserta en la union con el oviducto, ubicada al nivel de la
prostata (Fig. 4).

Figura 4. Sistema reproductor de Galba viator. ag: glandula del albumen; ng:
glandula nidamentaria; od: oviespermiducto; ot: ovotestis; ov: oviducto; pr:
prostata; pp: prepucio; ps: vaina penial; sd: espermiducto; bc: bursa cupulatrix;
sv: vesicula seminal; va: vagina; vd: vaso deferente.

Identificacion molecular

La identificacion de las muestras mediante el anélisis de las
secuencias a través del algoritmo BLASTN confirmé su identidad
especifica como Galba viator, para ITS1 e ITS2. A su vez concuerdan
con la informacién provista en el arbol filogenético (Fig. 5), estos
marcadores empleados presentaron 100% de identidad con secuencias
de G.viator, codigo de acceso KT215349.1.

DISCUSION

Los resultados obtenidos con los estudios morfolégicos
comparativos y moleculares son congruentes para confirmar a Galba
viator como la UGnica especie presente en la ecorregion de la Puna en
Catamarca, y potencial huésped intermediario de la fasciolosis.

Esta especie representa un marcador importante en ambientes
como la Puna de condiciones climaticas y paisajisticas extremas,
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similares a otros sitios de altitud elevada en Sudamérica con patrones
de endemia para esta parasitosis. La identificacion de esta especie en
la puna en Catamarca es una informacién importante en la elaboracion
futura de politicas sanitarias apropiadas. Sobre esta base es necesario
analizar las caracteristicas epidemioldgicas de fasciolosis para esta
especie y su relacion distribucional con sitios habitados por el
hombre.

Figura 5. Arbol filogenético de las especies de Galba estudiadas.
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