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Resumen
Los Pulmonados constituyen un grupo muy numeroso de gasterépodos continentales. Dentro del orden
Hygrophila se encuentra la familia Planorbidae, Rafinseque, 1815. Los plandrbidos del género Biomphalaria
incluyen especies que actian como vectores de Schistosoma mansoni, el cual produce esquistosomiasis. Por
lo tanto, los registros de Biomphalaria resultan particularmente importantes. La distribucion del género en
Uruguay abarca principalmente aquellas localidades fronterizas y sobre todo las vinculadas con las Cuencas
del Rio Uruguay, encontrandose tanto en ambientes |énticos como ldticos con flujos de velocidad bajos, de
escasa profundidad y con macrdfitas asociadas. Existen diferencias interespecificas para este género de dificil
discriminacion con técnicas de taxonomia morfolégica, lo que conduce a la necesidad de analisis moleculares
para identificacion de especies. Con el objetivo de caracterizar los linajes del género Biomphalaria
transmisores de esquistosomiasis que hasta el momento no se habian llevado a cabo en nuestro pais, se
realizé un analisis filogenético en base a secuencias del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COI). Los analisis
incluyeron 12 individuos procedentes de cinco localidades del Departamento de Cerro Largo, asi como
secuencias homodlogas obtenidas del GenBank. El fragmento de 637 pb obtenido presentd 559 sitios
conservados, 75 sitios variables y 66 sitios filogenéticamente informativos. Los andlisis filogenéticos muestran
tres clados monofiléticos definidos con un soporte robusto para el género Biomphalaria:el clado de B.
tenagophila, el de B. straminea (naturalmente hospedadoras intermedias de S. mansoni) y el clado de B.
peregrina. Sin embargo el agrupamiento de ejemplares dentro de los mismos mostré particularidades puesto
que para el caso de las B. tenagophila las separa de las B. tenagophila guaibensis lo que sugiere la validez de
B. tenagophila guaibensis como una subespecie. Para el caso de las B. peregrina también mostrd diferencias
entre los ejemplares. En este sentido, no se descarta que por su semejanza morfoldgica parte de los
ejemplares asignados a B. peregrina correspondan a B. oligoza dado su registro cercano a la zona de
muestreo. Por otro lado, se caracterizaron los ambientes en los que Biomphalaria esta presente. Estudios en
este sentido son particularmente relevantes, ya que el control antrépico de los vectores de esquistosomiasis
depende del conocimiento de los aspectos taxondmicos, ademas de las condiciones ecoldgicas vy
fisicoquimicas del ambiente acudtico en el que viven, dado que estos factores pueden ser limitantes o

favorecer la supervivencia de estos potenciales vectores.



Introduccion

Los gasterépodos pulmonados del orden Hygrophila se encuentran representados en
Uruguay por cuatro familias: Chilinidae Dall, 1870, Physidae Fitzinger, 1833, Lymnaeidae
Rafinesque, 1815 y Planorbidae Rafinesque, 1815 (Scarabino, 2004). Habitan diversos
ambientes de agua dulce y se caracterizan por poseer, en general, una concha cdnica,
discoidal o pateliforme, sin opérculo, con un par de tentaculos contractiles y ojos situados
en la base de los mismos (Souza & Lima, 1990). Pueden habitar ambientes Iénticos y Iéticos,
preferentemente sitios de escasa o nula profundidad, estando estrechamente vinculados
con la vegetacién acuatica, alimentdndose asi de plantas y detritos. Como todos los
gasterdpodos, constituyen un componente importante en las comunidades de los
ecosistemas acudticos. Debido a su rol en el procesamiento de materia orgdnica y detritos,
son considerados de interés tanto econdmico como sanitario (Landoni, 1992; Dominguez &
Fernandez, 2009). Presentan habitos sedentarios y diferente resistencia a las variaciones
ambientales, considerandose a estos organismos como buenos o excelentes indicadores de
contaminacién. Dentro de los moluscos dulceacuicolas, la familia Planorbidae incluye a las

especies mas resistentes a la contaminacion (Naranjo, 2003).

En Uruguay, actualmente la familia Planorbidae esta representada por los géneros

Biomphalaria, Drepanotrema y Antillorbis, presentando un total de 11 especies (Scarabino,
2004).

Adicionalmente, el estudio de plandrbidos del género Biomphalaria resulta de gran
importancia sanitaria ya que incluye especies que actian como vectores (hospedadores
intermediarios) de especies tales como el trematodo digeneo Schistosoma mansoni

(Sambon, 1907), que produce esquistosomiasis (parasitosis humana) (Teles et al., 1991).



El género Biomphalaria

La distribucién geografica del género Biomphalaria es muy amplia, con un total de 22
especies descritas en América y 12 especies que se distribuyen en Africa, Madagascar y
Medio Oriente (Delong et al., 2001). Particularmente, en la regién Neotropical, especies de
Biomphalaria fueron descritas en paises como Chile, Perd, Bolivia, Cuba, Paraguay,
Argentina, Brasil y Uruguay (Olazarri, 1981; Teles & Vaz, 1987; Teles et al., 1991; Vidigal,
2001; Borda & Rea, 1997, 2007; Da Silva, 2004; Nuiiez et al., 2010; Tuan et al., 2012).
Analisis moleculares basados en genes mitocondriales y nucleares soportan la hipdtesis de
un origen americano y no africano como se sostuvo por mucho tiempo mostrando a B.
glabrata como la especie hermana de todas las especies africanas del género Biomphalaria

(Campbell et al., 2000).

Las especies de Biomphalaria presentan una anatomia externa que se caracteriza por una
concha planispiral, tentaculos filiformes y ojos situados en la base de los tentaculos (Figura
1). Son hermafroditas, capaces de reproducirse por autofecundacion o por fertilizacidn
cruzada. Son oviparas, producen un nimero variable de huevos que son envueltos por una
masa gelatinosa. Luego de siete dias empiezan a eclosionar y los juveniles presentan un
aspecto similar al de los adultos pero de menor tamafio. Los individuos alcanzan la madurez
a los 30 dias aproximadamente por lo que un individuo puede producir en pocos meses una
descendencia numerosa (Souza & Lima, 1990; Salinas, 2010). Tales caracteristicas
reproductivas le ofrecen a las poblaciones de Biomphalaria estrategias de supervivencia que
les permiten recolonizar y colonizar nuevos ambientes, jugando un papel importante en la
formacion de poblaciones aisladas o semiaisladas (Campbell et al., 2000; Salinas, 2010;
Tuan et al., 2012). Estos caracoles pueden encontrarse en una gran variedad de habitats ya
gue presentan amplia tolerancia a variaciones fisicoquimicas y bioldgicas (Olazarri, 1981; Da
Silva, 2004). La distribucién del género incluye ambientes limnicos de aguas poco profundas,
con baja velocidad (encontrados tanto en ambientes |énticos como |dticos) y con altos

tenores de materia organica. Se alimentan principalmente de algas, aunque en general



ingieren todo lo que encuentran en el sustrato sin discriminacion aparente entre lo organico
e inorgdnico, por lo que ademas son capaces de vivir saprofiticamente (Olazarri, 1981;
Salinas, 2010). Estas caracteristicas particulares confieren plasticidad a las poblaciones de
este género, sin embargo los factores climaticos como las precipitaciones y la temperatura
determinan fluctuaciones importantes en sus poblaciones debido a la muerte de numerosos

individuos.

Figura 1. Anatomia externa del género Biomphalaria, tomado de Souza & Lima, 1990

Relevancia epidemioldgica del género Biomphalaria

Tal como fue mencionado anteriormente, algunas especies del género Biomphalaria actian
como vectores del trematodo digeneo Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), el cual causa
esquistosomiasis. Originalmente la enfermedad parasitaria fue registrada en Africa, e
introducida con el comercio de esclavos a comienzos de siglo XVII en América del Sur (Da
Silva, 2004). Desde su introduccion por el sector caribefio de América del Sur, se ha
dispersado hacia el Sur por el Este y Noreste de Brasil. La abolicion de la esclavitud facilité la
movilidad de la endemia debido a las migraciones, generando que en los inicios del siglo XX
las condiciones epidemioldgicas para el establecimiento y mantenimiento de la enfermedad

estuvieran dadas (Da Silva, 2004).



En paises pobres y subdesarrollados esta enfermedad genera grandes problemas de
salud publica e implica importantes impactos socio-econdmicos. Actualmente se ha
registrado en 76 paises principalmente del continente Africano, paises del medio oriente,
Venezuela, Surinam, Puerto Rico, Republica Dominicana, varias islas de las Antillas menores
y Brasil que es considerado el pais con mayores focos endémicos del parasito (Da Silva,
2004; Salomén & Rumi, 2013). Tal distribucién se entiende en relacion a las condiciones

sanitarias en las que viven estas poblaciones.

Segun la ONU, la degradacidon ambiental en aguas superficiales, el aumento del flujo
migratorio y las condiciones basicas de saneamiento contribuyen al aumento de casos de la
enfermedad en dreas donde es considerada endémica. El comportamiento humano es uno
de los principales componentes en el riesgo de contaminaciéon. El mal manejo del recurso
agua aumenta la probabilidad de transmision de los parasitos, afectando como fue
mencionado principalmente a las poblaciones mas pobres. A su vez, otro factor importante
en la propagacion de focos de infeccion se da a partir de la movilidad de individuos
afectados. Cabe resaltar que el area de distribucion de S. mansoni puede extenderse adn
mas para lo que la accidn del hombre es clave. La construccidon de represas, asi como la
explotaciéon de nuevas areas de agricultura por proyectos de irrigacion, modifican los
ambientes causando condiciones favorables para estos moluscos hospederos del parasito

(Salomén & Rumi, 2013).

Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay, presentan un clima y condiciones socio-
econdmicas favorables para la transmision de la esquistosomiasis. Estas incluyen
migraciones sin control sanitario en las fronteras y una deficiente infraestructura sanitaria y
de saneamiento que contribuyen a un entorno global de potencial transmisiéon (Borda &
Rea, 1997). En Argentina, las areas de mayor riesgo de generacion de focos endémicos se
encuentran en el Noreste relacionados con los rios mas importantes de la Cuenca del Plata
(Nufez et al., 2010; Salomdn & Rumi, 2013), mientras que en Brasil se encuentran cerca de

las fronteras con Uruguay y Argentina (Martorelli et al., 2013).



Algunas especies de Biomphalaria son naturales hospedadoras intermediarias de S.
mansoni tales como B. glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835), B. straminea
(Dunker, 1848) y B. peregrina; estas tres ultimas registradas en Uruguay (Scarabino, 2004).
Los estudios realizados in vitro por Borda & Rea (1997, 2007) han probado la existencia de
linajes de Biomphalaria susceptibles a la infeccién de S. mansoni en Argentina y Uruguay.
Sin embargo dichos autores han determinado a su vez que dentro de estas especies no
todos los linajes son susceptibles a la infeccion de S. mansoni. Esto resulta particularmente
relevante, ya que el control antrépico de los vectores de esquistosomiasis depende del
conocimiento de los aspectos taxondmicos, ademas de las condiciones ecoldgicas vy
fisicoguimicas del ambiente acudtico en el que viven, dado que estos factores pueden ser

limitantes o favorecer su supervivencia.

Modo de transmision de la Esquistosomiasis mansonica

El ciclo de vida del pardsito S. mansoni alterna entre reproduccion sexual (dentro de
los vasos sanguineos de los animales infectados) y la multiplicacion asexual en los caracoles.
Los parasitos adultos residen en las venas intestinales o vesicales del hospedero definitivo
donde inician su reproduccion sexual. Pueden oficiar como hospederos definitivos el
hombre y otros mamiferos como roedores, marsupiales, bovinos y primates. Los huevos son
depositados por éstos a través de las heces; en el agua eclosionan los miracidios que al ser
ciliados y mdviles nadan y penetran a los moluscos (hospederos intermediarios) a través de
su parte blanda externa. Dentro del molusco se produce la reproduccidon asexual dando
origen a las cercarias (con cola bifurcada) las cuales salen del cuerpo del molusco
dispersandose en el agua. En contacto con un hospedero definitivo, penetran su piel
perdiendo la cola y reanudandose el ciclo (Figura 2) (Souza & Lima, 1990; Da Silva, 2004;

Jardon et al., 2006).
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Figura 2:Esquemas del ciclo de vida de Schistosoma spp. A. Ciclo de vida de Schistosomiasis., tomado de Jardon et
al., 2006 B. Ciclo de vida de S. mansoni, tomado de Da Silva., 2004.

Teniendo en cuenta que no sélo el hombre, sino otros mamiferos son hospederos

definitivos del parasito, los ambientes que propicien la presencia de linajes susceptibles de

Biomphalaria con heces presentando huevos viables constituye un gran foco potencial de

infeccion (Salomoén & Rumi, 2013).

ADN mitocondrial como herramienta en andlisis filogeogrdficos

La mayor parte de los estudios taxondmicos en Biomphalaria se han basado en el

analisis de caracteristicas anatémicas y/o conquioldgicas que permiten la clasificacion de los

organismos dando cuenta de la relacién entre la forma y la evolucién. Actualmente, la



utilizacidon de técnicas de biologia molecular ha permitido una identificacién mas precisa y
rapida de especies dentro del género Biomphalaria. En este contexto, varios estudios dan
cuenta de la utilizacién de estas técnicas que no sélo permiten caracterizar las especies, sino
también inferir posibles origenes (Campbell et al., 2000; Vidigal et al., 2001; DeJong et al.,
2001). Existen diferencias interespecificas para este género de dificil discriminacidon con
técnicas de taxonomia morfoldgica, ya sea por la similitud entre las especies, por el tamafio
de los caracoles, o por la complejidad de ciertas estructuras de diagnosis. Esto ocasiona
identificaciones erroneas y a la promocion de alertas sanitarias innecesarias en relacién a las
especies que son potencialmente transmisoras de esquistosomiasis (Vidigal, et al., 2001,

Tuan et al., 2012).

La implicancia de esfuerzos econdmicos, politicos y sociales basados en una
caracterizacidn errada; establece un escenario mas fuerte en relacién a la importancia de
estudios moleculares en la identificacién de especies de este género. Es asi que la utilizacion
de técnicas moleculares comienza a tener un mayor desarrollo auxiliar a esta problematica y
habilita asi a superar las mencionadas dificultades de clasificacién, conduciendo a una mejor
atencion sanitaria en relacién a estas cuestiones. En este contexto, el analisis de marcadores
moleculares es considerado una herramienta ventajosa para establecer hipdtesis de
relaciones filogenéticas entre organismos, transformandose en un analisis complementario

a los datos morfoldgicos.

Es de esta forma que la biologia molecular abarca un aspecto de la filogeografia,
campo que conforma el analisis de la distribucidn de linajes en relacién a patrones vy
procesos histéricos, ecoldgicos y evolutivos que determinan su distribucién geografica. Se
considera asi a la filogeografia como una subdisciplina de la biogeografia, articulando
conceptos de genética molecular, genética de poblaciones, sistemadtica filogenética,
demografia, etologia y paleontologia (Avise, 2001). Desde la filogeografia es posible
encontrar puntos de unidn entre la sistematica y la genética de poblaciones. A partir de las

genealogias genéticas es posible analizar la evolucidn de las poblaciones, realizar inferencias
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o hipdtesis sobre posibles origenes y eventos de dispersién asi como las posibles causas
ecoldgicas al comparar patrones filogeograficos de varias poblaciones. Comprende estudios
filogenéticos de la distribucidon espacial de cualquier caracteristica como pueden ser las

morfolégicas (Lanteri & Confalonieri, 2003).

Los marcadores moleculares ocupan un lugar relevante en el estudio de la
variabilidad genética. Representan regiones o marcas del genoma, ya que se encuentran
cercanos a genes de interés, que identifican genes implicados en la expresién de un
conjunto de caracteres, asi como los polimorfismos que causan la variacion genética
(Alcantara, 2007). Pueden ser utilizados para evidenciar polimorfismos en las secuencias de
ADN entre individuos, detectados en la variacién de un nucleétido. Es asi que los
marcadores moleculares presentan caracteristicas particulares que les otorgan un lugar
relevante en los estudios de genética evolutiva, tales como su rapida identificacion y
analisis, su posible deteccién en estadios tempranos del desarrollo, su herencia mendeliana
no epistatica y el ser altamente polimérficos o variables dentro o entre especies. Por su
parte, el uso particular de secuencias de ADN nuclear como marcador molecular conduce a
desviar las genealogias debido a los eventos de recombinacidn durante el apareamiento de
los cromosomas homologos en la meiosis (Lanteri & Confalonieri, 2003). De esta forma, la
mayoria de los estudios en filogeografia utilizan marcadores moleculares de herencia
citoplasmatica no mendeliana, asegurandose que las secuencias de ADN no sufran eventos
de recombinacién. En este contexto y a partir del conocimiento de la molécula de ADN
mitocondrial (ADNmt) hacia mediados de la década de 1970 y principios de 1980, las
técnicas mas utilizadas en filogeografia incluyen el ADNmt como marcador molecular (Avise,

2001; Vazquez et al., 2009).

El ADNmt animal es una molécula circular covalente cerrada, con un tamafio de 16-
20 kilobases. Presenta una alta tasa de mutacion debido a sus escasos mecanismos de
reparacion y la carencia de histonas asociadas, asi como recombinacion practicamente nula.

Su herencia es principalmente materna, lo cual hace que se comporte como un Unico locus.
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El ADN doble hebra presenta una cadena L (liviana) y otra H (pesada) que posee la mayoria
de las secuencias codificantes. Presenta 13 genes estructurales que codifican para
diferentes subunidades de los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria mitocondrial
(tres subunidades de la citocromo c oxidasa (COI, COIl y COIll) (complejo IV), una subunidad
de la citocromo b oxidasa (cyt b) (complejo Ill), siete subunidades del complejo NADH (ND-1,
2,3,4,5 6y7)(complejo 1)y dos subunidades del complejo ATP sintetasa (6 y 8) (complejo
V)) (Figura 3) (Dominguez, 2006). El gen mitocondrial COI es considerado el mas apropiado
para establecer diferencias dentro de una especie y entre especies relacionadas en este

grupo (Hebert, 2003).

Figura 3. Esquema de organizacion gendmica del ADNmt: Se detallan: los 13 genes estructurales, OH:
origen de replicacion de la caden H, OL: origen de replicacién de la caden L, HSP y LSP: promotores de las
cadenas Hy L respectivamente, ARNs ribosomales (16 S, 12 S), tomado de Dominguez 2006.

La alta tasa de mutacion del ADNmt produce que en una misma célula puede haber
distintos tipos de ADNmt (heteroplasmia), los cuales serdn transmitidos en la descendencia
hasta que alcancen un estado homopldsico a nivel individual y se fijen en la poblacidn.

Puesto que el ADNmt sigue un modelo de evolucidon neutral, la fijacion se produce
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aleatoriamente por deriva genética y el polimorfismo es el estado intermedio previo a la
fijacion en una poblacién (Dominguez, 2006). En este sentido, los analisis de ADNmt
proporcionan una herramienta robusta para realizar inferencias acerca de los posibles
procesos ecoldgicos y evolutivos que se verian reflejados en analisis filogeograficos.

El género Biomphalaria presenta diferencias interespecificas de dificil identificacion
por técnicas de taxonomia morfolégica, lo cual sugiere la urgente necesidad de estudios
moleculares que hasta el momento no se habian realizado para este género en nuestro pais.
Caracterizar de esta forma los linajes de Biomphalaria, particularmente en regiones
limitrofes del pais que tienen gran influencia de cuencas desde Brasil, como el caso del
Departamento de Cerro Largo, asi como la distribucién del género en todo el territorio
proporciona un escenario inicial para desarrollar estrategias que permitan un buen manejo
de estos potenciales vectores, evitando o controlando asi la presencia de esquistosomiasis
en Uruguay. Por lo tanto, se plantea la siguiente Hipdtesis y objetivos generales y

especificos del presente trabajo.

Hipotesis
Existen diferentes linajes de Biomphalaria potencialmente transmisores de

esquistosomiasis en Uruguay.
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Objetivos

Objetivo general
Analizar los patrones de distribucién y variabilidad genética de los linajes del género

Biomphalaria transmisores de esquistosomiasis presentes en Uruguay.
Objetivos especificos

1. Construir mapas de distribucién especificos para el género Biomphalaria en
Uruguay.

2. Caracterizar los ambientes y comunidades en las localidades donde estd presente
Biomphalaria.

3. Caracterizar mediante andlisis filogenéticos del gen mitocondrial citocromo oxidasa |
(Cal) los linajes de Biomphalaria presentes en cinco localidades del Departamento de

Cerro Largo.
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Materiales y métodos

1. Revision de colecciones y mapas de distribucion especificos

Se realizé una revision de las dos colecciones de Biomphalaria existentes en el
Museo Nacional de Historia Natural de Montevideo (MNHN): la coleccion de José Olazarri y
la coleccion del MNHN. Se identificd cada especie de cada lote mediante las caracteristicas
morfoldgicas mencionadas anteriormente. A su vez se construyd una base de datos que
permitio reunir dicha informacién georreferenciado cada lote mediante la utilizacién de la
herramienta Google Earth.

Una vez construida la base de datos, ésta se ingres6 como matriz en el programa
QGIS-Essen 2.14 (QGIS Development Team, 2016) para realizar diferentes mapas de

distribucién del género Biomphalaria en todo el Pais a lo largo de los anos.

2. Obtencion de las muestras y drea de estudio

Las localidades muestreadas representan ambientes de dos de las principales
cuencas del Uruguay: la Cuenca de la Laguna Merin y la Cuenca del Rio Negro,
respectivamente (Tabla 1, Figura 4). Se colectaron individuos del género Biomphalaria en
dos localidades del Departamento de Cerro Largo: Fraile Muerto y Melo (Figura 5, Figura 6).

En cada una de ellas se realizé un relevamiento de algunos pardmetros que caracterizan el
ambiente (Tabla 2).
La colecta de los ejemplares se realizé con redes de mano con las que se raspo el

fondo y las plantas sumergidas como fue propuesto por Souza & Lima (1990) y se tuvo en

15



cuenta tiempo y el esfuerzo de muestreo. Los individuos colectados fueron rotulados y
conservados en etanol (EtOH) 95% en el lugar.

Para este estudio se incluyeron ademas individuos de la localidad de Paso del
Centurion, que fueron obtenidos y analizados en el marco del curso de Educacién
Permanente de la UdelaR: “Biodiversidad y Recursos Zoogenéticos”, dictado en octubre del
2015 en la Ciudad de Melo. Los resultados de dicho trabajo son utilizados posteriormente

en este estudio.

También se analizaron individuos de Biomphalaria de las localidades de Itacuruzu y

Los Mimbres, que fueron donados por la Prof. Olivia Lluch (Tabla 1, Figura 7, Figura 8).

Posteriormente en el laboratorio, las muestras de las distintas localidades fueron analizadas:
se contabilizaron los individuos y se clasificaron en relacidn a las caracteristicas morfolégicas
descritas por Souza & Lima (1990), para luego ser utilizados en posteriores analisis. En este
sentido fueron clasificadas como B.tenagophila aquellos individuos que en su anatomia
externa se evidenciaba su conchilla con un giro central hacia la izquierda vy
fundamentalmente un lado izquierdo mas céncavo que el derecho. Por otra parte se
clasificaron como B.peregrina aquellos individuos con una conchilla con giro central hacia la

derechay el lado derecho aplanado.
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Tabla 1. Localidades de muestreo en el Departamento de Cerro Largo, nimero de ejemplares colectados en cada
una y coordenadas geograficas.

N2 de ejemplares

colectados

Localidad Coordenadas
FRAILE MUERTO 6 32°31'11.5"§,54°31'92.4" W
MELO 2 32°22'045"§, 54°11' 22.9"W
ITACURUZU 5 32°04'9.06" S, 54° 09'32.30" W
PASO DELCENTURION 3 32°13'26.16"'S, 53°73'41.06" W
LOS MIMBRES 3 32°07'3041" S, 54°09'16.69"W
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Figura 4. Mapa de distribucion de las zonas de muestreo en el Departamento de Cerro Largo, Uruguay, los puntos en

verde corresponden a las localidades muestreadas.
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Figura 6. Fotografia tomada en el sitio de colecta de la localidad de Fraile Muerto. A. Se muestra el cuerpo de agua
de tipo arroyo (ambiente A), A'. Se muestran sus macréfitas asociadas, B. Se muestran el cuerpo de agua de tipo

cafiada (ambiente B).
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Figura 7. Fotografia tomada en el sitio de colecta de la localidad de Itacuruzu, se muestra el cuerpo de agua y la

vegetacion asociada.

Figura 8. Fotografia tomada en el sitio de colecta de la localidad de Los Mimbres, se muestra el cuerpo de aguay la

vegetacion asociada.
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3. Extraccion de ADN sin fenol-cloroformo

La extraccion de ADN gendmico total se realizd a partir del pie de cada individuo
colectado, conservado en EtOH 95 %. Se utilizd el protocolo de Medrano et al. (1990) con
modificaciones. La composicion de todos los buffers y soluciones empleadas se detallan en
el Anexo 1. El protocolo consistido en dos lavados consecutivos del tejido 1,0 mL de buffer
STE 1X (pH 8 frio). Posteriormente se procedid a retirar el buffer 1X STE y a la
homogeneizacion mecdnica del tejido. A continuacién se agregaron 550 plL de buffer de lisis
(pH 8), y 11,0 pL de Proteinasa K (10 mg/mL), y se dejo incubando en una estufa toda la
noche a 55 °C. Finalizada la incubacion se agregaron 6,0 uL de RNAsa A (10 mg/mL) y las
muestras se dejaron dos horas mas a 55 °C. Transcurrido ese tiempo, las muestras se
centrifugaron 10 minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente y se transfirieron 550 uL del
sobrenadante a otro tubo. Se agregaron 350 pL de NaCl 5M y se realizd otra centrifugacién
de 30 minutos a 12000 rpm a temperatura ambiente. Luego se transfirié el sobrenadante a
un nuevo tubo y el ADN se precipitd con el doble del volumen de EtOH absoluto durante 72
horas a 4°C. Con el fin de obtener el ADN precipitado se realizé una centrifugaciéon de 30
minutos a 12000 rpm y se lavd el pellet dos veces con 1 mL de EtOH 70%, con una
centrifugacion de 5 minutos a 6000 rpom entre cada lavado.

Por ultimo el pellet conteniendo el ADN se secd en estufa a 55 °C hasta la evaporacion
completa del EtOH 70%, se lo resuspendidé en 50 plL de buffer 1X TE (pH 8), se sometid a un

bafio a 65 °C durante 20 minutos y los tubos se guardaron a — 20 2C.

4. Calidad del ADN extraido

La calidad y concentracion del ADN extraido fue analizada y estimada mediante una

corrida electroforética en un gel de agarosa al 1% con Buffer TAE 1X y tefiido con bromuro
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de etidio (5 pL/100 mL buffer). En cada pocillo se sembraron 2 uL de buffer de corrida con 5
uL del ADN extraido de cada muestra. Se agregd una linea con 3 pL de marcador de peso
molecular (1 Kb PLUS DNA ladder, Invitrogen). La corrida electroforética se realizdé durante
40 minutos a 80 V y los ADN extraidos se visualizaron en un transiluminador de luz UV (
MultiDoc-It 125 Digital Imaging System). La composicidn de los buffers empleados se detalla

en el Anexo 2.

5. Amplificacion in vitro y secuenciacion del gen mitocondrial COIl

La amplificacion in vitro del gen mitocondrial CO/l se realizd mediante la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando los oligonucledtidos especificos LCO
1490 y HCO2198 (Folmer et al., 1994), que amplifican un fragmento de 700 pb
aproximadamente. Las condiciones de la reaccion ya fueron puestas a punto previamente
en el laboratorio de Genética Evolutiva de Modelos Animales (GEMA) de la Seccién Genética

Evolutiva (Facultad de Ciencias, UdelaR).

La reaccidon de amplificacidn se llevé a cabo en un Termociclador automatico (PTC-
100, MJ Research, Inc). Se utilizdé 1 puL del ADN gendmico total extraido como molde y 9 pL
de una mezcla de reaccién (o MIX) compuesta por 1X buffer (Invitrogen), 1,5 mM de Mg,Cl
(50 mM), 0,2 mM de cada uno de los dNTPs (10 mM), 0, 5 uM de cada uno de los
oligonucleétidos (10 uM) y 0.5 U de Taq (5U/ uL) (Invitrogen).

El ciclado utilizado en la PCR fue: un paso de desnaturalizacién inicial a 94°C durante
5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, pegado de
los oligonucledtidos a 45°C durante 1 minuto, extensién a 72 °C durante 2 minutos y una

extension final a 72°C por 7 minutos.
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La calidad y concentracién de los productos amplificados fueron estimadas mediante

una corrida electroforética en un gel de agarosa 1% como se describidé anteriormente.

Una vez verificada la amplificacidn del gen COI se procedié a una reamplificacion

para obtener una mayor concentracién del producto amplificado.

De igual forma, la concentracién de los productos reamplificados fue verificada y
analizada mediante una corrida electroforética en un gel de agarosa al 1% segun se

describié previamente.

Los productos amplificados fueron enviados a purificar y secuenciar a la empresa

Macrogen Inc. (Seul, Corea).

6. Deteccion de polimorfismos en las secuencias parciales del gen COl y andlisis

filogenéticos

Las secuencias parciales del gen COI obtenidas se editaron utilizando el programa
FinchTV versién 14.0 (Geospiza, Inc). Luego se ingresaron en el programa MEGA version 7.0
(Kumar et al., 2016) y se alinearon mediante el programa Clustal W (Thompson et al., 1994).
A partir del alineamiento multiple de las secuencias se determinaron el nimero de sitios
variables y filogenéticamente informativos con motivo de evaluar los niveles de variabilidad
genética.

Para los analisis filogenéticos se obtuvieron  del GenBank
(https://www.ncbi.nlm.gov/genbank) secuencias homadlogas aisladas de diferentes especies
de Biomphalaria: B.tengophila (N° de acceso: KF926194.1- KF926197.1- KX354448.1-

KX354447.1, KX354446.1), B.straminea (N° de acceso: KF926195.1- KF926187.1-
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KF926191.1), B.peregrina (N° de acceso: GU168593.1- JN621901.1- GU168093.1
KX354446.1). Como grupos externos se incluyeron secuencias pertenecientes a la familia
Ferrissia fragilis (N° de acceso: HQ732256.1- HQ732257.1- HQ732255.1). Se determind el
numero de haplotipos mediante el programa DNAsp v.5.0 (Librado y Rozas, 2009).

Con el fin de caracterizar los linajes de Biomphalaria presentes en el departamento
de Cerro Largo se realizaron diferentes andlisis filogenéticos basados en distancias
moleculares (Unidn de vecinos (o “Neighbor Joining” (NJ)) (Saitou y Nei, 1987)) y en
caracteres (Maxima Parsimonia (MP) (Henning, 1966) y Maxima Verosimilitud (MV) (Cavalli
y Sforza, 1967).

El método de NJ es una versién simplificada del método de “Evolucién minima” (ME)
(Rzhetsky y Nei, 1993) el cual no se basa en la suposicidon de una tasa de evolucidén constante
y por lo tanto requiere de un grupo externo para encontrar la raiz del arbol (Nei y Kumar,
2000). Es un método de descomposicidn de estrella, que supone la construccién de un arbol
con todos los taxones y la evaluacién de los posibles arboles resultantes a partir de la unién
de dos nodos terminales en un nuevo grupo. Las distancias evolutivas se calcularon usando
el modelo Kimura 2-parametros, el cual estima la tasa evolutiva de sustituciones de bases
(transiciones y transversiones) a través de estudios comparativos de las secuencias de
nucledtidos (Rzhetsky y Nei, 1993).

El método de maxima parsimonia (MP) utiliza un criterio de decisién por el cual las
especies son agrupadas en la filogenia seleccionando aquel arbol que minimice el numero
de pasos evolutivos para explicar un conjunto de datos. Su aplicacién resulta util cuando se
trabaja con un numero reducido de taxones (Morrone, 2000). Utiliza el estado del caracter
como fuente de informacion y asume que cualquier caracter heredable es una homologia
potencial (Pefia, 2011). La dispersion del modelo se mide por lo tanto en nimero de pasos o
eventos de cambio. Los datos se recogen en una matriz formada por las secuencias de ADN

previamente alineadas, compuesta por los estados de los cuatro nucleétidos (A, G, T, C). En
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la matriz se asigna uno o varios caracteres a cada taxén. El criterio de parsimonia permite el
examen légico de la congruencia entre cada columna de la matriz de datos; la interaccién
l6égica de varias similitudes particulares (columnas de la matriz) congruentes entre si,
selecciona el conjunto de hipdtesis de homologias putativas y distingue las similitudes
homoplasicas. El nUmero de pasos se obtiene contabilizando el numero total de cambios
(homologias y homoplasisas), segun el orden de estados especificados por un modelo. Por
ejemplo, el modelo de Fitch considera como un paso al cambio de estado de un caracter (De
Luna et al., 2005). Todos los modelos aplicados implican que la topologia resultante serd
aquella que impliqgue el menor nimero de pasos (criterio de parsimonia). El arbol mas
parsimonioso se obtuvo utilizando el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) (Nei &
Kumar, 2000).

El método de Maxima Verosimilitud (MV) es un método estadistico basado en
modelos de evolucién molecular. Se basa en la optimizacion de una funcidn de verosimilitud
obtenida a partir del arbol bajo el establecimiento de un modelo de evaluacién y unas
premisas o hipotesis simplificadoras. Utiliza todos los datos, el estado del caracter y la
distancia, y encuentra el arbol que con mayor probabilidad haya dado origen a los datos
observados. Necesita calcular cada arbol posible que puede ser derivado de los datos segun
el modelo de evolucién seleccionado. Calcula la probabilidad de obtener los datos (D, la
matriz) dada una determinada hipdtesis (H, el arbol y el modelo de sustitucion) (P (D/H)),
evalua asi la verosimilitud L (probabilidad relativa) del arbol y busca maximizarla (la
verosimilitud L del arbol es directamente proporcional a P (D/H)). Comienza con una
topologia obtenida por un método rapido NJ o MP, sobre la cual se ajustan los valores de los
pardmetros del modelo. Se emplea algin método de reajuste de topologia y se ajustan las
longitudes de rama cerrando el ciclo. En multiples ciclos consecutivos se va optimizando la
topologia y la longitud de rama hasta que convergen en la estima de mdaxima verosimilitud
global.

Dado que el método supone que la tasa de sustitucidn varia de una rama a la otra, la

probabilidad (considerando todos los sitios de nucledtidos para todas las secuencias)
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supone el producto de las probabilidades para todos los sitios (Nei & Kumar, 2000). Asi la

probabilidad de registro de todo el arbol deviene en:

El modelo de evolucién molecular utilizado fue el de Kimura 2-parametros. Los
arboles iniciales para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando el
algoritmo de NJ a una matriz de distancia pareada calculada usando el método de Maximum
Composite Likelihood (MCL) y seleccionando la topologia con probabilidad mayor.

Los diferentes andlisis filogenéticos fueron realizados en el programa MEGA version 7.0
(Kumar et al., 2016); el soporte de los nodos se obtuvo a través de 1000 pseudoréplicas del
test Bootstrap (Felsenstein, 1985) considerdandose como validos los valores mayores al 70%
y fueron usadas como grupo externo las cuatro secuencias del género F.fragilis (Tryon,

1863).
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Resultados

1. Mapas de distribucion especificos

A partir de las colecciones de Biomphalaria del MNHN, se generd una base de datos
especifica georeferenciando cada lote (Anexo 3). A partir de la misma se construyeron
mapas de distribucion especificos para todo el Pais (Figura 9, A-D). Los mismos permitiran
evidenciar la ocurrencia de distintas especies en diferentes zonas del territorio Uruguayo. En
la figura 9, se muestra la distribucidon del género Biomphalaria en el territorio nacional. A
priori, se evidencia una mayor representacion de especies hacia la regién Norte del pais y
alrededores de la regiéon metropolitana. Biomphalaria tenagophila mostré una distribucién
a lo largo de todo el territorio, abarcando fundamentalmente regiones del noreste, si bien
muestra distribucién hacia el sur (Figura 9A). Biomphalaria peregrina presenté una
distribucién semejante a la especie anterior y abarcé mayores muestreos hacia el centro del
Pais préximo a localidades vinculadas con la cuenca del Rio Negro (Figura 9B). Para el caso
de la especie B.guaibensis se observé una distribucion exclusiva hacia el centro y sur del pais
(Figura 9C), mientras que B.straminea es la especie con menor representacion, abarcando

Unicamente localidades del norte y centro del Pais (Figura 9D).
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Figura 9. Distribucidn de las diferentes especies del género Biomphalaria en Uruguay. A. B. tenagophila. B. B.
peregrina. C. B. guaibensis. D. B. straminea. En cada figura, los puntos rojos indican los sitios de colecta de las

diferentes especies.

2. Colecta de ejemplares en la naturaleza

Se colectaron seis individuos en la localidad de Fraile Muerto, dos de los cuales

fueron identificados como B.peregrina y los otros cuatro como B.tenagophila. En la localidad

de Melo, se colectaron dos individuos, ambos identificados como B.peregrina.

Se observd para la localidad de Melo, el ambiente de colecta fue un bafiado dentro

del Bioparque de Melo (Figura 3B). En el mismo se identificaron a las macrdfitas Azolla y

Salvinia sp. e individuos pertenecientes a los géneros Pomacea, Heleobia, Corbicula,
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Hebetancylus y Drepanotrema. Las especies del género Biomphalaria colectados en dicho
ambiente fueron identificadas como B. peregrina (Tabla 3).

Para el caso de la localidad de Fraile Muerto se observé un ambiente A (arroyo)
(Figura 6A) presentando el curso de agua una velocidad unidireccional baja, un suelo de
caracter rocoso y limoso en algunos sectores, y un ambiente B (cafada) (Figura 6B) con un
curso de agua intermitente y suelo limoso. Ambos ambientes presentaron una profundidad
menor a 0,50 m. Los individuos del arroyo se encontraban junto con las macrdfitas
Eichhornia azurea, Echinodorus sp., Schoenoplectus clalifornicus e Hydrocotyle asi como con
individuos del género Pomacea, Heleobia, Corbicula y Hebetancylus (Tabla 2). Para el caso
del ambiente B se caracterizaron especies de Eichhornia azrrura e Hydrocotile, mientras que
los organismos asociados encontrados fueron Pomacea y Drepanotrema. En ambos
ambientes de la localidad de Fraile Muerto se encontraron especies que se identificaron

como B.peregrina, mientras que B.tenagophila solo fue encontrada en el arroyo (Tabla 2).
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Tabla 2. Localidades muestreadas, coordenadas geograficas y pardmetros ambientales.

Localidad FRAILE MUERTO Ambiente A FRAILE MUERTO Ambiente B MELD
Coordenadas 2311158 32°31'15,8"§ 310458
54°31'42.4" W 54°31' 331" W 54°11'22.9"W
13: 00 hs 1340 hs 16:00 hs

Horaf Tiempo de esfuerzo de muestreo

25 minutos de muestren/ 3 personas

40 minutos de muestreo

40 minutos de muestreo

1 personas 3 personas
Tipo de sistema Arroyo Cafiada frente al arroyo Bafiado
(Velocidad unidireccional baja)
Sustrato Racay Lima Lima
Limo
Profundidad <0.50m <0.50m <0.30
Vagetacion asoclada -Eichhomio azuren - Eichomia a2urrea -Azofla
- Echinodons sp - Hydmcotite -Sakinio sp
- Schoenoplecius califomices -Poacia indet,
- Hytrocotyle
Organism os asotiados -Pamacen - Pamocen - Pamocen
- Heleabia - Drepa nofrema - Heleobin
- Corbicutz - Corbica
- Hebetangylus - Hebefancyhis
- Drepanotrema
Especies de Biomphefarin colectadas Biomphalaria tenagophia Biomphalaria peregring Biompholaria peregring
Biomphalasia peregring
Observaciones Préxima al Puenteya la Usina de OSE Curso intermitente Bioparque

En relacion a los individuos donados para este estudio, de los cinco provenientes de
la localidad de Itacuruzu (Figura 7), cuatro fueron identificados como B. tenagophila y uno
como B.peregrina, mientras que los ejemplares colectados en la localidad de Los Mimbres

(Figura 8) fueron todos identificados como B. peregrina.
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3. Extraccion de ADN

Se realizd la extraccion de ADN gendmico total a 16 muestras de Biomphalaria
colectadas en diferentes localidades del Departamento de Cerro Largo (Figura 10). Como se

observa en la figura solamente se obtuvo una buena concentracién para 12 individuos.

Figura 10. Extraccién de ADN gendmico total. Gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio. A. Pocillos 1-4:
Localidad de Fraile Muerto. Pocillo 5: Marcador de peso molecular (1 Kb PLUS DNA ladder, Invitrogen). B. Pocillos 1-
2 Localidad de Fraile Muerto, Pocillo 3 - 4: Localidad de Melo. C. Pocillos 1-5: Localidad de Itacuruzu, Pocillos 6-8:

Localidad de Los Mimbres.

4. Amplificacion in vitro

Se amplificaron aproximadamente 700 pb del gen mitocondrial CO/ en 12 individuos

del género Biomphalaria provenientes del Departamento de Cerro Largo (Figura 11).
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Figura 11. Amplificacion in vitro del gen COI. Gel de agarosa 1% tefido con bromuro de etidio.
Pocillo 1: B306. Pocillo 2: B307. Pocillo 3: B309. Pocillo 4: B310. Pocillo 5: B311. Pocillo 6: B313. Pocillo 7: B326.
Pocillo 8: B327. Pocillo 9: B328. Pocillo 10: B329. Pocillo 11: B332. Pocillo 12: B333.

La reamplificacidon se realizd tal como fue descrita anteriormente y su calidad y

concentracion fueron estimadas mediante una corrida electroforética (Figura 12).

12 3 456 78 910111213

Figura 12. Gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio donde se observa la calidad final de los productos
amplificados, previos a ser enviados a purificar y secuenciar.
Pocillo 1: B306. Pocillo 2: B307. Pocillo 3: B309. Pocillo 4: B310. Pocillo 5: B311. Pocillo 6: B313. Pocillo 7: B326.
Pocillo 8: B327. Pocillo 9: B328. Pocillo 10: B329. Pocillo 11: B332. Pocillo 12: B333. Pocillo 13: Marcador de peso
molecular (1 Kb PLUS DNA ladder, Invitrogen).
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5. Andlisis de las secuencias parciales del gen COI:

Las secuencias nucleotidicas obtenidas del gen COI aisladas en los 12 individuos
colectados en el Departamento de Cerro Largo, asi como las secuencias homodlogas
obtenidas del GenBank y las cuatro secuencias del grupo externo F.fragilis, fueron alineadas
con el programa Clustal W implementado en el MEGA versién 7.0 (Kumar et al., 2016).
Dentro del género Biomphalaria, el analisis de polimorfismos de las 12 secuencias
nucleotidicas de Cerro Largo, reveld que los 637 pares de bases aislados presentaban 559
sitios conservados, 75 sitios variables y 66 sitios filogenéticamente informativos. Las seis
secuencias de B.peregrina presentaron 597 sitios conservados, 28 sitios variables y 20 sitios
filogenéticamente informativos. Por otro lado las seis secuencias de B.tenagophila
presentaron 622 sitios conservados, tres sitios variables y dos sitios filogenéticamente
informativos.

Se estimaron las distancias genéticas pareadas dentro de B.peregrina y dentro de B.
tenagophila (Tabla 3). Mientras que las distancias genéticas pareadas entre los grupos

definidos y en relacion al grupo externo se muestran en la Tabla 4.

Tabla 3. Divergencia pareada (D) intraespecifica para B.peregrinay B tenagophila, utilizando el modelo Kimura 2P.
S.E: Error estandar.

D (%) S.E.
B. peregrina 2,400 0,005
B. tenagophila 0,200 0,001

33



Tabla 4. Divergencia pareada (D) interespecifica para B.peregrina y B.tenagophila, utilizando el modelo Kimura 2P.
S.E: Error estandar.

D (%) S.E.
B.peregrina vs B.tenagophila 10,100 0,012
B.peregrina vs F.fragilis 17,500 0,018
B.tenagophila vs F.fragilis 14,200 0,016

Se obtuvieron 15 haplotipos en el set de datos (Tabla 5). Como se observa en la
Tabla 5, algunos haplotipos estdn compuestos por secuencias aisladas en individuos
procedentes de diferentes localidades de Cerro Largo, otros corresponden a una Unica
localidad y otros abarcan las secuencias obtenidas del GenBank.

Las relaciones evolutivas entre las secuencias de Biomphalaria fueron analizadas
mediante diferentes métodos (MP, NJ y MV). La topologia del arbol resultante de MV con
una probabilidad de registro de -1797.59, fue similar a la obtenida mediante los otros
métodos. Por lo tanto, el arbol de la figura 13 sintetiza los tres resultados. La topologia del
arbol revela que las especies de Biomphalaria conforman un grupo monofilético con soporte
de Bootstrap para MP=100% y la presencia de tres linajes monofiléticos dentro del género
Biomphalaria. E| primer clado abarca la especie B.straminea con un soporte de MV= 100%,
de NJ=100% y de MP=100%, el segundo incluye la especie B.tenagophila con un soporte de
MV= 95%, de NJ= 99% y de MP=99%; el tercer y ultimo clado representa a la especie
B.peregrina con soportes de MV= 100%, de NJ= 100% y de MP=100%. Dentro del clado de
B.peregrina, se observan dos subclados. Uno con soportes del nodo de MV= 97%, de NJ=
99% y de MP=96%, formado por los haplotipos 3, 4, 5y 6 de las localidades de Melo, Fraile

Muerto y algunas secuencias del GenBank; y otro con soportes de MV=98%, de NJ=99% y
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de MP=99% formado solamente por los haplotipos 1y 2 correspondientes a individuos de
las localidades de Itacuruzu, Los Mimbres y Paso del Centuridén. Por otro lado, dentro del
clado de B.tenagophila se observan dos subclados, uno con soportes de MV=81%, de NJ=
87% y de MP=85% formado por los haplotipos 9, 10, 11 y 12 de las localidades de Fraile
Muerto e Itacuruzu y algunas secuencias del GenBank; y otro con soportes MV= 100%, de
NJ= 100% y de MP= 100% formado por los haplotipos 7 y 8 de secuencias del GenBank. Por
ultimo el clado de las B.straminea con soportes de MV= 100%, de NJ= 100% y de MP= 100%
formado por el haplotipo 13. Para el caso del grupo externos con soportes de MV= 100%, de

NJ= 100% y de MP= 100% formado por los haplotipos 14 y 15 (Tabla 5).
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Tabla 5. Haplotipos obtenidos para el género Biomphalaria. En amarillo representado el clado de B. peregrina, en

rojo el clado de B. tenagophila y en azul el clado de B. straminea.

Haplotipos

Muestras/localidad

N2 de acceso (GenBank)

Especie

B251, B252, B253, B254, B255, B256, B333
PASO DEL CENTURION, LOS MIMBRES

B. peregrina

B330, B332
ITACURUZU, LOS MIMBRES

B. peregrina

B. peregrina
GenBank

GU168593.1

B. peregrina

B. peregrina
GenBank

JN621901.1

B. peregrina

B. peregrina
GenBank

KX354445.1

B. peregrina

B306, B307, B313
FRAILE MUERTO

B. peregrina

B. tenagophila
GenBank

KF926194.1

B. tenagophila guaibensis
GenBank

KF926197.1

B. tenagophila guaibensis
GenBank

KX354447.1, KX354448.1,
KF926155, KX354446.1

10

B309
FRAILE MUERTO

11

B310, B311
FRAILE MUERTO

12

B326, B327, B328
ITACURUZU

13

B.straminea
GenBank

KF926191.1, KF926187.1,
KF926195.1

14

F. fragilis
GenBank

HQ732255.1, HQ732256.1

15

F. fragilis
GenBank

HQ732257.1
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Figura 13. Anadlisis filogenético basado en el método de “Maxima Verosimilitud” para el género Biomphalaria. El
arbol se dibuja a escala con longitudes de ramas medidas en el nimero de sustituciones por sitio, los niUmeros
encima de las ramas corresponden a los valores de soporte de Bootstrap ( >70%) para cada nodo obtenidos en los
tres analisis: Maxima Verosimilitud (MV)/ Unidn de vecinos (NJ) / Maxima Parsimonia (MP). En amarillo se indica el
clado de B. peregrina, en rojo el clado de B. tenagophila, en azul el clado de B. straminea y en verde el grupo externo
compuesto por dos haplotipos de F. fragilis. Se indican las localidades de Fraile Muerto como FM, Los Mimbres

como M, Itacuruzi como |y Paso del Centuriéon como PC.

Debido a los altos valores de divergencia pareada dentro del clado de las B.peregrina
(Tabla 3) fueron calculados valores de divergencia entre los subclados de este grupo,
distancia que se muestra en la Tabla 6. Asi mismo se calcularon los valores de divergencia

pareada dentro de los subclados de B.tenagophila (Tabla 6).

37



Tabla 6. Divergencia pareada (D) interespecifica para los subclados de B. peregrina y B. tenagophila, utilizando el

modelo Kimura 2P. S.E: Error estandar.

D(%) S.E.

Subclados de B.peregrina 4,200 0,007

Subclados de B.tenagophila 2,700 0,007
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Discusion

El primer objetivo de este trabajo fue caracterizar los ambientes y comunidades
donde Biomphalaria esta presente. Se evidencidé que las caracteristicas de los ambientes de
las localidades de Cerro Largo en los que se encontraron individuos de Biomphalaria se
corresponden con lo reportado en la literatura (Da Silva, 2004; Olazarri, 1981a,b,c,d; Salinas,
2010), las cuales dan cuenta de que tipo de ambiente colonizan asi como los organismos
asociados a éstos. Fueron encontrados tanto en ambientes Iénticos como Iéticos con flujos
de velocidad bajos, de escasa profundidad y con macrofitas asociadas. Resulta relevante
destacar que ciertos factores fisicoquimicos tales como oxigeno disuelto, conductividad y
turbidez, los cuales pueden ser utiles para inferir el grado de tolerancia ambiental de estos
individuos (Naranjo, 2003), asi como una caracterizacién mas completa de los ambientes
qgue colonizan, no fueron evaluadas en este estudio. De todas formas es posible inferir que
son ambientes ricos en nutrientes. La presencia de hidréfitas flotantes libres asociadas a
estos ambientes da cuenta de esto debido a que sélo crecen en ambientes con alto
porcentaje de nutrientes puesto que no estan relacionadas con el sustrato (Arocena &
Conde, 1999). La importancia de la presencia de macréfitas tales como Hydrocotyle,
Eichhornia azurea, Echinodorus sp. o Schoenoplectus californicus no sélo proporcionan el
mantenimiento de la calidad de agua del ambiente, sino también el reciclaje de nutrientes
de la cuenca y sedimentos asi como el refugio, sostén, proteccion, alimentacion y habitat
para estos invertebrados (Olazarri, 1981c).

En general, los gasterépodos Pulmonados son capaces de vivir en la interfase sélido-
agua y con posibilidades asi de dispersarse en aguas anaerdébicas (Arocena & Conde, 1999).
Lo antedicho da cuenta del amplio espectro de habitat que pueden colonizar y la adaptacidn
a la variabilidad de ambientes de estos organismos, los cuales pueden vivir en aguas
recicladas como con altos tenores de materia orgdnica (Olazarri, 1981a; Salinas, 2010).
Como otras poblaciones de macrozoobentos, se ubican en posiciones centrales en las redes

tréficas puesto que son consumidores primarios y pueden tener efectos positivos o
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negativos sobre la produccién primaria del ecosistema segun los niveles tréficos que
soporte, dada la disponibilidad de nutrientes. Esto conduce a que, una vez dentro de la red
tréfica sean depredados por otros consumidores secundarios, por lo que estudios al
respecto seran de suma importancia ya que podran controlar las poblaciones de
Biomphalaria potencialmente transmisoras de esquistosomiasis.

En lo que refiere a la distribucion del género en nuestro pais y haciendo referencia al
segundo objetivo de este trabajo, cabe resaltar que en la regién central del territorio
uruguayo los muestreos son muy escasos, por lo que no puede asegurarse la ausencia de
Biomphalaria en ese sector. Si bien los resultados muestran la amplia distribucién del
género en regiones cercanas al Rio Uruguay (Figura 7, A y B) (vinculadas con la represa de
Salto Grande), es importante destacar que esa distribucién no es uniforme para todas las
especies, encontrandose a B.guaibensis sélo en la regidon Sur del pais (Figura 7C). En acuerdo
con Olazarri (1980), tanto B.peregrina como B.tenagophila muestran similar distribucion,
principalmente asociada con la represa de Salto Grande donde a partir de su periodo de
formacidn en 1979 fueron creciendo gradualmente las poblaciones de moluscos. A su vez,
tal distribucidn presenta mayor representacién de B.peregrina y sobre todo hacia sectores
metropolitanos. En este sentido, Figueiras (1964) reporta como localidad puntual de
B.peregrina a Montevideo y Durazno, lo cual no es consecuente con la distribucion
presentada, puesto que su predominio no se muestra sélo hacia zonas metropolitanas sino
gue también se encuentra representada hacia el sector Noroeste del pais en ese vinculo con
la represa de Salto Grande.

La evidencia molecular constatada a partir de los andlisis filogenéticos mostrd
congruencia con la identificacién morfolégica detallada, lo cual se ajusta a lo esperado.
Dentro de los ejemplares identificadas como B.tenagophila la divergencia pareada
intraespecifica mostré valores bajos (menores al 2%) lo que sustenta mas su clasificacién, ya
gue para el gen citocromo oxidasa c se considera que hay diferencia interespecifica cuando
los valores de divergencia pareada superen el 2% (Hebert, 2003). Sin embargo, al momento

de agruparlas se diferenciaron de las B.tenagophila guaibensis obtenidas del Genbank, por
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lo cual, fueron calculadas las distancias pareadas entre esos dos subclados (B.tenagophila y
B.tenagophila guaibensis) mostrando una divergencia de 2,700 %, SE= 0.007 (Tabla 6). Esto
sugiere la validez de B.tenagophila guaibensis como una subespecie.

Por otra parte, no ocurrié lo mismo para B.peregrina cuyos valores de divergencia
pareada intraespecifica superaron el 2%, lo cual sugiere que dentro de los subclados
definidos para el clado de las B.peregrina haya diferencias entre los ejemplares. Por tal
motivo se calculd la divergencia pareada entre los subclados de las B.peregrina (por una
parte el subclado que incluye ejemplares de Paso del Centurién, Los Mimbres e Itacuruza y
por otro el que incluye los ejemplares de Fraile Muerto, Melo y aquellos obtenidos del
Genbank), resultado que justifica ain mas dicha premisa puesto que devino en un 4,200 %,
SE= 0,007 (Tabla 6). Las diferencias entre los ejemplares sugieren la posibilidad de realizar
nuevos estudios que comparen estas especies con otras como B.oligoza Paraense, 1874,
encontrada hacia el Sureste de Brasil en el arroyo Capivara (afluente del Rio Jacui en Porto
Alegre) en zonas vinculadas con cultivos de arroz (Pereira et al., 2000). Dada la mencionada
dispersién del género, principalmente por el Sureste de Brasil, se podria pensar en especies
semejantes en las localidades muestreadas y un reagrupamiento de las especies de este

género distinto.

Conclusiones

Estos resultados preliminares revelaron que diferentes especies de Biomphalaria
estan distribuidas en el territorio nacional, particularmente en el del departamento de
Cerro Largo se encontraron dos especies, ambas potenciales transmisoras de
esquistosomiasis. Por otra parte se confirmé la presencia de Biomphalaria en los dos tipos

de ambientes limnicos.

Perspectivas

Teniendo en cuenta que desde Brasil la dispersién de Biomphalaria viene ddndose

hacia el Sur y que en Argentina la region Noreste es la mas colonizada por especies de este
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género (Salomoén y Rumi, 2013; Martorelli et al., 2013) resulta importante ampliar los
estudios que comprendan localidades con estrecha vinculacién de los rios mds importantes
de la Cuenca del Plata, asi como también aumentar el muestreo en nuestro pais con el
objetivo de completar localidades vacias de informacién, como el sector central. A su vez, en
este sentido resulta relevante caracterizar aquellas localidades mas vulnerables a ser
colonizadas por especies de Biomphalaria. Importa ademdas ampliar los estudios para
Uruguay en relacion a la susceptibilidad de las especies de Biomphalaria a la infeccidn por S.
mansoni, con el fin de reunir toda la informacion suficiente en lo que respecta a la potencial

transmision de la enfermedad.
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ANEXO
ANEXO 1: Buffer empleados para la extraccion de ADN

Preparacion de Buffers

Buffer STE 1 X (pH= 8)

Concentracion

final
Nacl 100 mM
Tris- Cl ( pH 8) 10 mM
EDTA (pH 8) 1 mM

Buffer de LISIS (pH= 8)

Concentracion final

NaCl 100 mM
Tris- Cl ( pH 8) 50 mM
EDTA (pH 8) 50 pL

SDS 1.00%
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Buffer 1 X TE (pH= 8)

Concentracion final

Tris- Cl ( pH 8)

10 mM

EDTA (pH 8)

1mM
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ANEXO 2: Buffer y soluciones empleados en la corrida electroforética.

Buffer TAE 1X

Cantidad
Tris- BASE 121 gr
Acido Acético Glacial 28,55 ml
EDTA 0,5 M ( pH=8) 50 ml
Volumen TOTAL 500 ml
* Llevar a 500 ml con H20dd
Loading buffer
Cantidad
Bromophenol Blue 0.0375gr
(0.25%)= 300 pb
Xylene Cyanol FF (0.25%)= 0.0375 gr

4 Kb
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Glicerol 100% 4.5 ml
H20 miliQ 10.5 ml
Volumen TOTAL 15 ml

(Alicuotas en
eppendorf de a 1 ml)
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ANEXO 3: Base de datos especifica de colecciones del MNHN con cada lote

georeferenciando.
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Esfeda Lot Copatarerto
10sfn B.stromingo Charcos enla desembocadura dd o Cuareim Hrtigas
10sin 8.5t minge Charcos dedesbordedd o Megro en Parque Municipa Soriann
10sfn B.stromingo Tajamar en Ing, Espinillar S to
10sfn B.stromingo Laguna Redonda, Mortede Bell a Unidn Hrtigas
10sfn B.5tromingo Ernbal se deSdl t Grande en peninsu a de Bel én Saltn
10sfn B.stromingo Peninsula de Belén en o emba se de Salto Grande, |ado Sur Saltn
10sfn B.streminer Embd se de Salto Grande en entrada ciudad de Constituci in Sal o
10sfn B.5tromingp Ernbalse Saltn Grande brazo ex ao,Ceibal sur, en lavigia ruig 3 Saltn
10sfn B.5tromingp Ernbalse Sal to Grande en ed ruta 3, e ao. Cibalit norte, Constituidn Saltn
10sfn B.5tromingp Embd se de Sal to Grande, Parque del Lago Saltn
10sfn B.5tromingp Ernbdl se Salto Grande, e ruta 3, et ao. Ceibalit, I, Constitucidn Saltn
10sfn B.5tromingp Charco Coronadn, 5 de Bl |2 Unidn Artigas
10sfn B.stromingp Rin Lruguay, Bahita de Fray Bents R0 Megro
10sfn 8. tenogophilo #a, Santa Rosa, sur de Bl a Lhidn Artigas
10sfn 8. tenogophilo Termas del Arapey| salida de pl etas] Saltn
10sfn B. tenpgophilo Charcolatal ao.%n Antonio Gde, e Sal tn
10sfn 8. tenogophilo Termas de Daymén Paysand(
10sfn 8. tenogophilo Laguna al terminar call e pestido Rivera
10sfn B. tenpgophilo Ernbal se Saltn Grande, | mpeby | en estacitn Los Gal pones ruta 3 km 520, entrada] Sal tn
10sfn B. tenpgophilo Pil etms sdl ida apua de | as Termas deArapey Sal tn
10sfn f. tenagophiia Fuente Saltn Sal
10sfn B. tenpgophilo Canal deriegoinm, al ao.Mandiyl colonia San Gregorio Artigas
10sfn B. tenpgophilo Termas del Arapey Sal tn
10sfn 8. tenpgophilo Cand Temparario en arrocera San Gregorio Artigas
10sfn B. tenpgophilo Fuente Sal tn, proimidades dela ciudad de Sdto Sal tn
10sfn B. tenpgophilo Charen ao, San Antonio Gdzen i nm,puen teviea rut 3 Sal tn
10sfn 8. tenpgophilo Cand desd ida depil etas de rermas de Arapey Saltn
10sfn 8. tenpgophilo Canal en arrocera, San Gregorio Artigas
10sfn 8. tenpgophilo Ao, Fal o Mandiy, rutd Mrtigas
10sfn 8. tenpgophilo Mo, Fal s Mandiyi, rurad, cerca Col Palma Artigas
10sfn 8. tenpgophilo Erbalse de Sd b Grands, brazo Yacuy Morte Saltn
10sin 8. tenpgophilo P Sauzal, en awda,Gari bal di Sal tn
10sfn 8. tenpgophilo Cafiada Guabiyil, zanja Honda, 5. Consti tuci on, Saltn
10sfn 8. tenpgophilo A, San Antonio G cerca puente acceso a 5dl t Grande desderuta 3 Saltn
1Dsin 8. tenpgophilo Tajamar en Ing. Cainsa, |evante dd a0, tacurbd, Rincdn Espafia, Sur de Bela Lhidn Artigas
10sfn 8. tenogonhilo o Buaviyd, ruta 3 Hrtigas
10sin 8. tenpgophilo Laguna Redonda, norte de Bl Lhidn Artigas
10sfn 8. tenogonhilo Termas de Arapey Saltn
10sfn 8. tenogonhilo Ao.Pd omas, puenteruta 3 Saltn
10sfn B, tenogophilo Termas deArapey Saltn
10sfn 8. tenogonhilo Laguna Redonda, Franquia, M de Bl a Unidn Hrtigas
10sfn 8. tenogonhilo AoTomas Paz|af mar. 20, Rio Daymin) Paysandi
10sfn B, tenogophilo A0, San Ankonio Gde.en caming & Cantera 5alto Grande Saltn
10sfn 8. tenogophilo Cafiada Boguerdn, Franqua norte de BLAiodn Artigas
10sfn B, tenogophilo Cand levante en San Gregario establ, Artigas
10sfn 8. tenogophilo Fuente Sal tn, prox de cuidad de Saltn Saltn
10sfn 8. tenogophilo Ao Laurdl es, pasn Cadena Laurd es Saltn
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COLECCION DEL MAHN

Nimera Especie Logalided Departamento
MMHN1 1448 8. tenugophili Fuente Sal ko, Aproz b ki al norte de Salto 5l to
MINHM 5683 B, guiritiensis Uruguay, o, Nueva Pd rira Cd chia
MMHN10328 B, quuritiensis Md | ada, &, Call e Artigas, al NCiudad de 5an losé San losé
WINHM 5666 B pereqring Carrasco Monkeyi dec
MINHM 5645 8 pereqring Santa Luca, caucevig o, cerca de San Ramin Horida
WINHI 4173 B pereqring Margrulo Cerro Largo
MINHM 5558 8 pereqring Carrasco Cand cnes
MINHM 5655 B pereqring luan Santos, & Paysandii
MNHM 5659 B, tenuguoph i Cebollat), o, RE, km 208 Lavallgja
MINHM 5650 B pereqring Cebodlat, rio, RE, kr 208 Lavallja
MNHM 5665 Bpereqring Sarandi del Cuebracho Cerrolargo
WIMHN 5647 £ peregring Santa Lucia, San Ramdn Cand ones
MNHM 5521 8. tenugophili Sal si puedes gde. A%, F" del a Herquets a 10 ki de estaci én Francia Tacuarembd
MINHM 5521 B pereqring Sal si puedespde. A7, P del a Herquets a L0 ki de estaci én Francia Tacuarembd
MNHM 5667 B, tenugoph i Dueguay, e, Estancia San luan Paysandi
MINHM 5667 B pereqring Dueguay, iy Estancia San luan Paysandii
MINHM 5640 B pereqring Calleros, A" boca, Rorida
WIMHN 5643 £ peregring Virgen, A" hoca San losé
MNHM 5550 8 pereqring Carrasco Monkevi deo
MINH 544 B pereqring Baffados cerca de P° Belinadn, & Cand tn Grande Cand cnes
MNHM 5038 B pereqring Teledo, &' Baftados de Carrasco Montevi deo
MINHM 5646 B pereqring Charmize, &, cerca de Horida
MNHM 5117 B pereqring Estangue cerca de RoUriguay, San Gregorio Artigas
MRHNELD B pereqring Bafiados de Carrasco Cand cnes
MNHM 5657 B pereqring Sl si puedes, &, Eskacion Francia Tacuarembd
MINHM 5524 B pereqring A provimo a Curting Tacuarembd
MNHM 5518 B Plnorbidoe indet, Malun, A” Montevi deo
MMHN 12440 B, tenugophili Lruguay, o, 54 to Grande 5l to
MINHM 5674 B, tenugophiliy Establ ecimiento Espinill ar Sl to
MINHM 5525 B pereqring Dueguay, Ko Paysandii
MINHM 5540 B, tenugophiliy Santa Ana, Artill ercs Cd cnia
MNHN12457 B pereqring Areneras de A" Carrasco Cand cnes
MNHN 10600 B, tenugophiliy San Antoniogde, A7 Sl to
MINHM 3725 B, tenugophili Lruguay, o, 54 to Grande 5l to
MMHN 14478 B pereqring PasoSevering Rorida
MINHM 484 B pereqring Cedonia Espafia Artigas
MINHM 5608 B pereqring Piedra 5 a, A", 14" Seccitn Cand cnes
MNHN 14455 B pereqring Rio dela Mata, Piedras del os Indics Cd cnia
MINHI 3501 B, tenugophil A" Fal so Mandiyi, B3 Atigas
MINHM 566 B pereqring Medanos costeros entre Santa Teresay La Coronil [ Rocha
MNHN 144 04 B pereqring Sl si puedes, &, P Horqueta Tacuarembd
MNHN14171 B pereqring Ceibd, & en d noLuguay 5l to
MMHN 14448 B pereqring Itapebi, pde, A" P Terrible Sl to
MNHN 14138 Bperegring Chanchos, & del s, B3 Parysandii
MNHN 14138 B, tenugoph i Itapebi, pde, &' P Terrible Sl b
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CoLECTIEN DEL MKHY

Wimen Espede leezhdd Depertementn
MKHH 5652 B. peregring Itapehi, gde, A P'Terrible Salto
INHN 10903 B. peregring Buceo Montevideo
MNHN 10375 B. guiaibensis Tigre, A" del, Estancia El Tigre, 11 km de Colonia Palma Brtigas
MNHI 5684 B. guinibenss Puntas del Catalan Durazno
MNHI 5515 B. peregring Higueris, & Colonia
MNHN 14 254 B. peregring Piedras, las, A", Las Piedras Canelones
MINHN 14476 B. peregring Playa de Belén, Rio Uruguay, Sobre hoca A" Yacui Salto
MNHN 14135 B.tenayophila Charcos margen izquierda A Guaviyd, B3 Brtigas
MNHN 14135 B.tenayophila Establ ecimiento Espinillar Salto
MNHN 14234 B. peregring Establ ecimiento Espinillar Salto
MKHN 5533 B.tenagophila Reyna, Cda, Belen Salto
MNHN 14273 B.tenagophila Blanca, Laguna, Manantiales Maldonado
MNHN sin ingresar B.tenayophila Segovia, Cda, B3, Km 565 Salto
MNHI 5651 B.tenayophila Toledo, A'R.102 Canelones
MKHN sin ingresar B.tenayophila Carrasco Mentevideo
MNHN sin ingresar B. peregring Boca Arroyo Carrasco Montevideo
MNHN 14 145 B.tenagophila A’ Sauce Grande, San Gregorio de Polanco Tacuaremhe
MNHM 5556 B, peregring San Antonio Grande, &' A3 Salto
TRHN 5672 B. peregring Paso Carrasco Canelones
MNHN 5543 B.tenayophila Minas Lavallgja
MKHH 2603 B.tenagophila Lagunas Aeropuerto Carrasco Canelones
MKHH 5548 B.tenagophila Toledo, &, bafiados de Carrasco Montevideo
MNHI 5514 B.tenayophila Sere, playa, Carmelo Colonia
MNHM 5658 B.tenayophila Baifados de Carrasco Canelones
MNHM 5548 B.guaibensis Arenera Minet Canelones
MKHH 5660 B.tenagophila Tras Cruces, A Artigas
MNHH 5521 B.tenagophila Rio Tacuari, P" de Rodrigue CerroLargo
MNHM 5151 B Planorbidze indet Laguna las Vacas, 25 km SW. Ansina Tacuaremho
MNHH 5545 B. guaibensis Laguna Arazati San José
MNHN 14403 B. junibensis San José de Carrasco Canelones
MNHI 44 60 B Plznorbidae indet Playa de Belén, Rio Uruguay, Sobre hoca A" Yacui Salto
IHM 5663 B. peregring Asencio Soriano
MNHN 14271 B, peregring Areneras de Carrasco, frente al aeropuerto Canelones
MNHN 14271 B. tenagophile p gu aibensis Itapebi, pde, &' P'Terrible Salto
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