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PROLOGO

Los moluscos gasterépodos de agua dulce de la familia Ampullariidae son de
distribucion circumtropical y muy conocidos porque incluyen especies de caracoles vectores
de parasitosis que afectan a los humanos y son serias plagas del agro. Algunas de las
especies nativas de América fueron introducidas en distintas regiones del mundo, donde se
han dispersado y convertido en invasores de importancia sanitaria, ecologica y econémica
al punto que una de estas especies de caracoles manzana, Pomacea canaliculata, se lista
entre las 100 especies invasoras mas dafiinas del mundo que provoca serias pérdidas de
la biodiversidad de humedales y se encuentra entre las 10 especies invasoras mas costosas
en cuanto a pérdidas de cultivos y costos de erradicacién. Comprender mejor la biologia de
los ampuléaridos es asi de suma importancia.

Los Talleres “Biologia de Ampullariidae” se realizan desde 1999 y nuclean cientificos
de reconocidas instituciones de investigacion, pertenecientes a Universidades Nacionales
y el CONICET y eventualmente de otros paises. La finalidad de estos talleres es promover
el intercambio cientifico-tecnoldgico entre grupos de investigacion que utilizan como modelo
de estudio a moluscos ampularidos nativos de nuestro territorio. En el 4to Taller se gesto,
en el afio 2010, la Primer Organizacion Malacoldgica Argentina Centrada en el Estudio de
los Ampularidos (POMACEA), un grupo de investigadores, becarios y becarias, que
comparten, difunden, debaten y discuten los avances recientes en la tematica,
conforméandose este Taller como su punto de encuentro favoreciendo colaboraciones y
proyectos conjuntos.

La 7ma edicion del Taller POMACEA “Biologia de Ampullariidae” (7TPOMACEA) se
lleva a cabo del 4 al 6 de diciembre de 2023 en Santa Clara del Mar, Provincia de Buenos
Aires y es organizada por el Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata
(INIBIOLP). En esta edicion se incluyen ponencias que abarcan desde la bioquimica,
biologia estructural, biologia molecular y celular, hasta estudios fisioldgicos, ecoldgicos,
ecotoxicolégicos y de biologia de la conservacion. Entre sus participantes se encuentran
investigadores, becarios y becarias, y estudiantes, de instituciones como CONICET, la
Universidad Nacional de Cuyo (UNCUYO), la Universidad Nacional del Sur (UNS) y la
Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

Maria Yanina Pasquevich y Horacio Heras
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CONSERVACION DE AMPULARIDOS SUDAMERICANOS
VULNERABLES

S. Burelal?

1Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca,
Buenos Aires, Argentina; 2INBIOSUR (CONICET-UNS), Bahia Blanca, Buenos Aires, Argentina.

*E-mail: silvana.burela@gmail.com

Palabras clave: Ampullariidae, Distribucion, Amenazas, Ciclo de Vida, Cria ex situ.

Algunos caracoles de la familia Ampullariidae son mundialmente conocidos como plagas, en
especial especies como Pomacea maculata Perry, 1810 y Pomacea canaliculata (Lamarck, 1822),
muy estudiadas y reconocidas por sus impactos como especies invasoras. Sin embargo, para la
gran mayoria de los caracoles de esta familia desconocemos rasgos basicos de su historial natural.
En los ampularidos, Pomacea americanista (lhering, 1919) habitante de fondos duros del rio Iguazu
y el Alto Parana, Pomacea megastoma (G. B. Sowerby |, 1825) y Felipponea neritiniformis (Dall,
1919) presentes en fondos duros del rio Uruguay, y Marisa planogyra Pilsbry, 1933 en el curso
medio e inferior del rio Parand, sus distribuciones se encuentran en franca retraccion respecto a las
pasadas, basadas en registros histéricos de museos; de acuerdo a un andlisis basado en criterios
establecidos por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), estas cuatro
especies han sido categorizadas como En Peligro, informacion que sera publicada en la primera
edicion del Libro Rojo de Moluscos de la Argentina. Estudios recientes sobre historia natural tanto
de P. americanista como de P. megastoma indican que sus tasas de crecimiento, fecundidad y
viabilidad son menores, y la maduracion sexual mas tardia, en comparacién con P. canaliculata.
Para las ampularias con estrategia de huevos gelatinosos y subacuéaticos como M. planogyra y F.
neritiniformis si bien se estan destinando esfuerzos para su cria en el laboratorio, alin no contamos
con datos sobre sus ciclos de vida. Dadas las multiples amenazas que sufren los ampularidos, tales
como construccion de represas, embalsamiento, alteracion del régimen hidroldgico, avance de
especies invasoras como el mejillén dorado, intensificacion del uso del suelo y contaminacion de
origen industrial, cloacal y agropecuario, conocer los ciclos de vida de estos caracoles representa
una herramienta indispensable a la hora de establecer reservorios para su cria ex situ. En este
Antropoceno atravesado por la sexta extincién masiva de especies, con una pérdida sin precedentes
de la biodiversidad, sobre todo en humedales de agua dulce, estudiar las historias de vida para una
adecuada evaluacion y categorizacion de las especies es prioritario para garantizar su
conservacion.
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DEFENSA DE LOS HUEVOS DE CARACOLES DEL GENERO Pomacea
FRENTE A LA DEPREDACION POR INSECTOS PLAGA DEL AGRO

K.B. Soldatit*, J.R. Girotti!, S.M. Vargas?, M.S Dreon?, & H. Heras?

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata “Profesor Doctor Rodolfo R. Brenner”
(INIBIOLP), La Plata, Buenos Aires, Argentina. 2Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores
(CEPAVE), La Plata, Buenos Aires, Argentina.

*E-mail: ksoldati@med.unlp.edu.ar

Palabras clave: Tenebrio molitor, Fluido perivitelino, Enterotdxico, Canaliculata, Bridgesii.

Los caracoles del género Pomacea se caracterizan por poner sus huevos por encima del agua,
estando expuestos a condiciones adversas como altas temperaturas, desecacion, radiacion solar y
depredadores terrestres. Estos caracoles se pueden agrupar en cuatro grandes clados, siendo los
mas derivados Bridgesii y Canaliculata y los que presentan mayor grado de invasividad (siendo P.
canaliculata una de las 100 especies invasoras mas dafinas a nivel mundial). Dentro del fluido
perivitelino (FPV) de sus huevos hay proteinas involucradas, no sélo en la nutricién del embrién,
sino también en su proteccion frente a distintos tipos de depredadores. El FPV de ambos clados
tiene un efecto téxico demostrado contra roedores, anfibios y aves, ejercido por lectinas
enterotdxicas (Bridgesii) y una potente neuro/enterotoxina, denominada PV2 (Canaliculata). El
objetivo de este trabajo es avanzar en el conocimiento sobre los efectos toxicos de los FPVs de
ambos clados y de la toxina PV2 del clado Canaliculata, contra insectos plaga del agro, utilizando
como modelo larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae). Para esto, se inyectaron 5 L
de FPV de P. canaliculata (clado Canaliculata) y P. scalaris (clado Bridgesii) a grupos de diez larvas
de T. molitor, a concentraciones de 5,27 ug/ul, y 0,90 ug/ul respectivamente. A las larvas del grupo
control se les inyectaron cinco pL de una solucién salina de PBS. Paralelamente, se determindé la
toxicidad de la toxina PcPV2 inyectando cinco pyL a grupos de diez larvas de en el rango de
concentraciones 0,5-5,5 ug/pl. A su vez, se evalud la toxicidad por via oral del FPV de ambas
especies, alimentando con pastillas de salvado fino embebidas en el FPV correspondiente (o PBS
como control) a grupos de tres larvas por 24 y 48 h. Los resultados de toxicidad por inyeccion del
FPV mostraron un 30% de mortalidad para P. canaliculata, y ausencia de toxicidad para el de P.
scalaris. Del mismo modo, se determiné una DL50 de la PV2 de P. canaliculata = 56,49 ug/g para
este insecto, una menor toxicidad que para roedores y aves. En los ensayos de toxicidad via oral
no se registré6 mortalidad, aunque el analisis de cortes histolégicos del intestino medio de insectos
tefiidos con hematoxilina y eosina revel6 diferencias morfolégicas en la membrana peritrofica y el
grosor del epitelio del intestino de las larvas alimentadas con FPV de ambas especies. En conjunto,
nuestros resultados demuestran por primera vez la toxicidad de huevos de Pomacea sobre insectos.
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PATOGENESIS DE UNA MICOBACTERIOSIS EXPERIMENTAL EN
Pomacea canaliculata
C. Cruz-Flores!?3 * C. Rodriguez'?3, C. Giail, I. A. Vega'?3 & A. Castro-Vazquez'?3

1IHEM, CONICET, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina. ?Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza Argentina. *Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina.

*E-mail: cesarcruzflores@gmail.com

Palabras clave: Hemocitos, Mycobacterium, Nodulacion, Lesiones Histopatolégicas.

En estudios anteriores, nuestro grupo ha caracterizado las poblaciones de hemocitos circulantes de
Pomacea canaliculata, asi como su generacion en los islotes renales. Asimismo, hemos estudiado
las respuestas hemocitarias a algunos estimulos antigénicos, entre ellos la respuesta a la
inoculacion con Mycobacterium marinum, microrganismo filogenéticamente relacionado al agente
causal de la tuberculosis, y hemos seguido la evolucion de las lesiones durante las cuatro semanas
posteriores a la inoculacion. También hemos desarrollado un sistema in vitro en que se reproducen
algunas caracteristicas de la infeccion in vivo. En los estudios in vivo hemos encontrado
agregaciones hemocitarias en el interior de los espacios y vasos hemocélicos del pulmén y el riiidn
gue semejan a los tuberculomas del hombre. En el pulmén producen la obstruccion de la lamina
respiratoria y la degradaciéon e infiltracion hemocitarias del tejido de acumulacion de uratos.
Aparentemente, los n6dulos hemocitarios tienen un ciclo corto de formaciéon y degradacién, por lo
gue en el mismo animal se pueden ver nédulos de distintos tamafios, sin una clara dependencia de
la dosis o del tiempo post- inoculacion. El centro de los nédulos es heterogéneo y contiene
hemocitos diferenciados maduros, junto a otros en proceso de muerte celular o de
desdiferenciacion, la que puede ser seguida de division celular. Comprobamos la presencia de
bacilos acidorresistentes en las agregaciones de ambos 6rganos. La microscopia electrénica de los
hemocitos en los islotes renales revel6 fagosomas con bacterias de mediana electrodensidad, asi
como grupos de agregados esféricos electrodensos que interpretamos como restos de
micobacterias en estado avanzado de degradacion. A las cuatro semanas post-inoculaciéon
observamos congestién hemocitaria en los espacios que rodean los fondos de las criptas renales,
junto con su desepitelizacion. Actualmente estamos estudiando la interaccién de las micobacterias
con los hemocitos in vitro, con distintas relaciones entre la concentracion de ambos, y resultados
preliminares han mostrado un tiempo 6ptimo para la observacion de los nédulos (24 h de co-cultivo)
y una relacion 6ptima entre la concentracion de hemocitos y la de micobacterias (dos micobacterias
por hemocito). Esta nodulacién in vitro podria ser la base para el desarrollo de métodos de testeo
de drogas antituberculosas. Las diversas respuestas celulares de P. canaliculata a M. marinum,
tanto in vivo como in vitro, asi como la alta resistencia de esta ampularia al patdgeno, la convierten
en una especie adecuada para el estudio de infecciones micobacterianas y sus efectos sobre los
procesos celulares y fisiolégicos del huésped.
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AVANCES PARA COMPRENDER EL HOLOGENOMA DE LA GLANDULA
DIGESTIVA DE Pomacea canaliculata

F.A. Dellagnola®?*, A. Castro-Vazquez!'? & I.A. Vegal?

1 IHEM, CONICET, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina; ?Instituto de Fisiologia,
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina

*E-mail: dellagnolaf@gmail.com

Palabras clave: Simbiosis, Microbioma, Metagenémica

Nuestro grupo de investigacion ha abordado la taxonomia, filogenia y rol funcional de un simbionte
localizado en las células epiteliales de la glandula digestiva de la familia Ampullariidae, con énfasis
en algunas especies Neotropicales. Si bien se han consolidado algunas hipotesis funcionales del
rol de un simbionte procariota pigmentado que ocupa una parte significativa de la glandula digestiva,
avanzado en su caracterizacion molecular, su taxonomia y sistematica permanece adn sin elucidar.
Entre las dificultades metodolédgicas destacan la presencia de inhibidores de PCR, ausencia de base
de datos completas para una comparacién molecular, y la presencia de otras bacterias cohabitantes
del sistema digestivo. Asi, el estudio del ‘hologenoma’ de la glandula digestiva, entendido éste como
el genoma del huésped junto a otros genomas microbianos de diferentes dominios de la vida,
emerge como una posibilidad taxonémica y funcional superadora. De esta forma, hemos impulsado
dos enfoques paralelos: (1) la construccion de una biblioteca de clones bacterianos utilizando el gen
gue codifica el RNA ribosomal 16S, vy, (2) la construccién de una biblioteca (meta)gendémica a partir
de muestras de DNA del huésped, del simbionte intracelular y de la comunidad simbi6tica asociada
al sistema digestivo. Aqui reportamos lo aprendido a través del primer enfoque. El analisis in silico
de la biblioteca bacteriana identific6 26 unidades taxondémicas operacionales (OTUs) a 97% de
distancia genética dentro de siete filos bacterianos: Bacillota, Pseudomonadota,
Thermodesulfobacteriota, Bacteroidota, Chlorobiota, Chloroflexota y Verrucomicrobiota. Las curvas
de rarefaccion y los analisis de diversidad mostraron que la comunidad bacteriana glandular es
diversa pero no equitativa, con Lachnospiraceae y Azonexaceae como taxa dominantes. La mayoria
de las OTUs resultaron ser organismos anaerobios (90%), capaces de la digestiébn de
macronutrientes (carbohidratos complejos y proteinas) dietarios (~65%), la reduccion de metales
(>50%) v la fijacion de nitrégeno (~37%). Otras OTUs tiene el potencial de producir acido lactico
(~40%), acidos grasos de cadena corta (>35%), y reducir sulfatos (38%) y/o percloratos (17%).
Estas capacidades funcionales, sumadas a las del huésped, podrian ayudar a explicar la capacidad
invasiva de algunas especies de ampularidos como P. canaliculata y P. maculata.
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ANALISIS INTEGRADO DE ENZIMAS DIGESTIVAS EN EL TRACTO
DIGESTIVO DEL INVASOR CARACOL MANZANA, Pomacea canaliculata
S. Escobar-Correas? & I.A. Vega?®

1CSIRO, Environment, Australia;?lIHEM, CONICET, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza,
Argentina; 3Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo,
Mendoza, Argentina

*E-mail: israel.vega7@gmail.com

Palabras clave: Ampularidos, Digestién, Proteoma

La naturaleza invasiva de Pomacea canaliculata en diferentes ecosistemas naturales y artificiales
se ha relacionado con diversas caracteristicas de su biologia. Estas caracteristicas incluyen su
resistencia a factores ambientales, su capacidad para regenerar tejidos en individuos adultos y
reproducirse en diversas situaciones ecolégicas. Ademas, tienen la capacidad de consumir diversos
recursos tréficos, especialmente cuando faltan macrdfitas. El sistema digestivo de este caracol
polifago consta de varias partes: (a) la cavidad bucal que recibe las aberturas de un par de glandulas
salivales, (b) el es6fago con un par de glandulas ventrolaterales y un buche expandido en su porcion
medial que retiene los alimentos durante la digestion, (c) un estbmago de tres camaras, que
comprende una molleja musculosa, un vestibulo que recibe la aberturas de la glandula digestiva y
el saco del estilo, (d) un intestino delgado, (e) un intestino contoneado y (f) el recto con una glandula
anal. Este resumen se basa en estudios bioquimicos y prote6micos del tracto digestivo de P.
canaliculata. Se destaca la diversidad de celulasas y hemicelulasas en el eséfago medio y el saco
del estilo, que permiten la digestién de biopolimeros glucidicos complejos presentes en algas y
paredes celulares de las plantas qgue comen. Esta diversidad enzimatica parece estar relacionada
con la presencia de genes expandidos de estas enzimas en el genoma del animal y su alta expresion
en la glandula digestiva. También se encuentran amilasas y maltasas en estos lugares, que
aseguran la digestién de glucégeno y almidén de las plantas, algas y animales de la dieta. Ademas,
se resalta la diversidad de proteasas, especialmente metaloproteasas y serina peptidasas, que se
encuentran en las glandulas salivales y digestivas. También se observan metaloproteasas
exclusivas en el saco del estilo, lo que sugiere la participacién de las bolsas ventrolaterales
esofagicas y/o glandulas unicelulares en el tracto digestivo. La abundancia de serina proteasas en
P. canaliculata se compara a la observada en otros gasterépodos, aunque sus condiciones 6ptimas
para la actividad enzimatica parecen estar alejadas del pH fisiologico del intestino y el rango de
temperaturas en los que vive esta especie.
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NADIE ES PROFETA EN SU TIERRA: EXPANSION DEL NICHO
CLIMATICO DE Pomacea canaliculata EN AREAS INVADIDAS Y SU
FUTURA PROPAGACION GLOBAL

P.R. Martinl2* & M.E. Seuffert2

!Laboratorio de Ecologia, Departamento de Bioquimica, Biologia y Farmacia, Universidad
Nacional del Sur (UNS), Bahia Blanca, Buenos Aires, Argentina. \GECEMAC (Grupo de Ecologia,
Comportamiento y Evolucion de Moluscos de Aguas Continentales), INBIOSUR (UNS-CONICET),

Bahia Blanca, Buenos Aires, Argentina.

*E-mail: pablorafaelmartin@gmail.com

Palabras clave: Asia, América, Modelos de Nicho, Cambio Climatico.

Las invasiones biolégicas representan en la actualidad una de las principales amenazas a la
biodiversidad. Pomacea canaliculata es un caracol dulciacuicola nativo de la cuenca del Plata que
se introdujo en diversas regiones del mundo, donde se convirti6 en un exitoso invasor. Nuestro
objetivo fue testear si existio un cambio en el nicho ecoldgico de esta especie entre su rango nativo
y las regiones invadidas y predecir su distribucién potencial global considerando las condiciones
climéticas actuales y las predichas bajo distintos escenarios futuros de calentamiento global. Los
resultados indican que el nicho de P. canaliculata se expandi6 sustancialmente entre su area de
distribucién nativa y las areas invadidas en Asia y América del Sur, Central y del Norte. Esto puede
ser el resultado de limitaciones en la dispersion en el area nativa o cambios en las interacciones
biéticas y adaptacion a nuevos ambientes climaticos en areas invadidas, pero se necesitan
evaluaciones estandarizadas del desempefio en areas nativas e invadidas para comprender el papel
de la evolucion contemporéanea en la expansion del nicho. Para la calibracién de los modelos de
distribucion potencial global se consideraron tanto los registros de los rangos nativos como de los
invadidos, para reflejar todas las condiciones ambientales donde las poblaciones pueden
establecerse. Muchas areas templadas, subtropicales y tropicales alrededor del mundo, donde
actualmente hay registros de P. canaliculata, tales como América Central, del Sur, sureste de
América del Norte, Africa subsahariana excluyendo el Kalahari, sur y este de Asia e islas del
Pacifico, son especialmente iddneas, lo que sugiere posibilidades de expansiéon. También son
idoneas regiones que aun no han sido invadidas como el sur Europa y Australia meridional y oriental.
Los modelos futuros predicen que para el 2080 las areas idoneas a escala global se contraeran mas
de lo que se expandirdn y que los mayores cambios se produciran con el peor escenario de cambio
climatico, que proyecta un aumento en la temperatura promedio global de 5°C. Los cambios
previstos mas notables son la retraccion en América del Sur, Africa y Australia y algunas pequefias
zonas de Europa, América del Norte y Asia; por otro lado, se predice una expansién hacia latitudes
mas altas, especialmente hacia areas mas al sur en la Patagonia norte y areas mas al norte en
Estados Unidos y en Europa central. Estas predicciones permitirian focalizar y optimizar los
esfuerzos para controlar la propagacion de P. canaliculata nivel global.
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Las hemocianinas son grandes proteinas multifuncionales que se encuentran en la hemolinfa de la
mayoria de los moluscos y algunos artropodos. Ademas de su conocido papel en el transporte de
oxigeno, pueden actuar como fenoloxidasas (PO) y asi participar de la respuesta inmune innata en
el proceso de melanizacion. Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la proteélisis
limitada de la hemocianina de Pomacea canaliculata (PcH) induce actividad PO en este pigmento
respiratorio. En este trabajo pretendemos ampliar el conocimiento estructural de las hemaocianinas
de moluscos en general y de gasterépodos en particular para interpretar asi sus implicaciones
fisiolégicas derivadas. En particular, estudiamos la estructura tridimensional de PcH y, a partir de
esta, interpretamos su posible mecanismo de induccion de actividad PO mediante protedlisis
limitada. Para esto estudiamos a la PcH por microscopia electrdnica criogénica (CryoEM) y
mediante un andlisis de particula Unica obtuvimos un mapa de alta resolucién que nos permitié
construir un modelo tridimensional de la proteina. La estructura resultante muestra un
reordenamiento cilindrico didecamérico de simetria D5. Cada uno de los decameros estd compuesto
por cinco dimeros antiparalelos, donde cada subunidad estd compuesta por ocho unidades
funcionales paralogas que muestran caracteristicas estructurales conservadas entre las
hemocianinas de moluscos. La alta resolucion del mapa de densidad (4.4 A) nos permitié identificar
las interacciones que ocurren entre subunidades adyacentes y los contactos que estabilizan al
didecamero. Ademas, pudimos determinar la presencia de asparaginas glicosiladas adscritas a seis
sitios de N-glicosilacién para cada subunidad. Finalmente, mediante un analisis in silico de la
estructura de PcH, identificamos aquellos sitios de escision proteolitica accesibles a proteasas que
podrian iniciar la remodelacion de su estructura e inducir actividad PO.

En el presente trabajo presentamos un modelo tridimensional de PcH con un nivel de resolucion
cercano al atdbmico, aportando al conocimiento estructural de este tipo de proteinas y que ayuda a
interpretar su actividad PO inducible, reforzando asi la idea de que las hemocianinas de moluscos
pueden participar como PO en el sistema inmune innato.
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Los moluscos gaster6podos son un grupo muy diverso de invertebrados cuyas proteinas y
pigmentos de sus huevos han sido, con algunas excepciones, poco investigadas. Los estudios
protedmicos han demostrado que los huevos de los caracoles manzana (Pomacea sp.) tienen mas
de 30 proteinas, de las cuales mas del 50% son desconocidas y/o no caracterizadas. Nuestro grupo
estd centrado en clasificar, identificar y estudiar la estructura, funciones y evolucion de estas
proteinas desconocidas. Los huevos que oviponen fuera del agua son muy llamativos y reflejan
diferente coloracion abarcando una amplia gama de colores. Esta diferente pigmentacion los hace
un modelo ideal para investigar estrategias filogenéticas de coloracion en animales. En este trabajo
aislamos y caracterizamos una proteina de Pomacea maculata, presente en Pomacea canaliculata,
pero no las especies del clado Bridgesii, de color amarillo que se encuentra en la fraccion PV3 de
los huevos. La proteina, en adelante denominada PmaHP, se purific6 combinando centrifugacion
diferencial, ultracentrifugaciéon en gradiente de densidad, y HPLC. Luego se estudi6 PmaHP
mediante espectrofotometria UV-VIS, electroforesis y espectrometria de masas. Su secuencia se
comparé con homélogos de otros moluscos y se predijeron bioinformaticamente posibles sitios de
unién al pigmento. El espectro de absorcidn es tipico de las metaloporfirinas y el analisis ICP-MS
revel6 que el metal es hierro. La metaloproteina presenta caracteristicas de proteinas basicas y es
positiva para tincion de hemo con TMB. Posee un PM de 18,2 kDa y se identific por Espectrometria
de Masas la secuencia completa de aminoacidos. La similitud de secuencia con otras proteinas
homdélogas de moluscos es del 48-52% y la estructura tridimensional contiene tres potenciales sitios
de unién para el grupo hemo. Un suero anti-PmaHP reaccion6 cruzadamente con una proteina de
mayor peso molecular presente en el huevo, lo que sugiere que proviene de un precursor de mayor
tamano. Describimos la presencia de un pigmento no antes reportado en los huevos de Pomacea,
gue forma una hemoproteina soluble, extracelular, sin homologia de secuencia con hemoproteinas
del reino animal y cuyas homélogas no presentan estos potenciales sitios de unién al hemo. Hasta
el momento solo estaban descriptos en los huevos de Pomacea pigmentos exdgenos, provenientes
de la dieta. La presencia de pigmentos enddgenos en los huevos de Pomacea pone de manifiesto
el aumento de complejidad en el color de los huevos en las especies del linaje mas derivado. En
este trabajo aportamos informacién sobre la estructura de una hemoproteina aun no reportada en
el reino animal.
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Cuando la ampularia Pomacea canaliculata es expuesta a condiciones de estrés ambiental, como
estivacion o hibernacién, pone en marcha mecanismos de proteccion de dafio por estrés oxidativo
(EsOx). El objetivo de este trabajo fue identificar si esta respuesta adaptativa fisioldgica,
caracterizada en condiciones controladas de laboratorio, también es empleada en animales que se
encuentran en su propio habitat natural. Para esto, se muestrearon animales adultos en invierno y
verano de 2022, en una poblacién establecida en el departamento de Tunuyan, de la provincia de
Mendoza. Muestras de musculo del pie fueron obtenidas por diseccién directa y fueron procesadas
para la determinacion de los siguientes parametros: marcadores de dafio por EsOx (TBARS),
actividad de enzimas antioxidantes (CAT, SOD y GST) y concentracién de acido arico, como
antioxidante no enzimatico. Ademas, en muestras tisulares de los mismos ejemplares se extrajo
material genético para determinar la expresioén de genes REDOX-sensibles (FOXO, HIF, Nrf2, NfKB)
por PCR de tiempo real. En el mes de junio, momento del muestreo de invierno, los animales se
encontraban inactivos en hibernacién, dado que la temperatura del agua registrada en la mafana
era de 8°C, mientras que en el muestreo de verano, realizado en diciembre, la temperatura era de
25°C y los animales se encontraban activos. Durante la hibernacién pudimos observar que los
niveles de TBARs eran significativamente mayores en el muasculo y rifién, mientras que eran
menores en el rifibn, en comparacién con los animales activos. En cuanto a los antioxidantes, la
SOD y la CAT mostraron una actividad significativamente mayor en animales hibernantes, mientras
gue la GST no presentd cambios significativos. La concentracion de acido Urico fue
significativamente mayor en animales hibernantes, en comparacion con el control. La expresion
génica de factores de transcripcion REDOX sensibles evidencié Unicamente una disminucion
significativa en la expresién de HIF de animales hibernantes, en comparacion con los animales
activos. El estrés oxidativo que presentan los animales hibernantes se ve acompafiado de un
incremento de las defensas antioxidantes, que probablemente se relacionan al intento de proteccion
de los tejidos durante el periodo de hipometabolismo, como asi también pueden representar un
mecanismo anticipatorio de proteccién ante la reactivacion tisular, cuando la temperatura del agua
se eleva y los animales quedan expuestos a potencial dafio por reoxigenacion. Esta respuesta
posiblemente esté mediada por los factores de transcripcion que mantienen su expresion de manera
constante tanto en invierno como en verano (FOXO-NfKB).
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La herbivoria diferencial de Pomacea canaliculata sobre distintas especies de macrdfitas la ha
seflalado como un posible agente de resistencia biética, entendida como los efectos negativos que
especies residentes tienen sobre nuevas especies que llegan. Dentro del rango nativo de
distribucion de este caracol, en un experimento breve de laboratorio, evaluamos palatabilidad y
preferencia de cuatro macréfitas para posteriormente determinar, en un experimento al aire libre, si
la ingesta diferencial de esas macrdfitas alteraba las relaciones de dominancia entre nativas y
exoticas, sumergidas y flotantes y si afectaban al fitoplancton y a variables fisicoquimicas del agua
y del sedimento. Las macrofitas de hojas sumergidas utilizadas fueron Stuckenia striata (nativa) y
Vallisneria spiralis (exoética) y las de hojas flotantes Ludwigia peploides (nativa) y Limnobium
laevigatum (exdtica). En el experimento de laboratorio, a 54 machos con 24h de ayuno, durante 24h
ofrecimos en acuarios individuales, macroéfitas del mismo hébito de crecimiento individual y
conjuntamente. Antes y después del ofrecimiento registramos el peso de cada macroéfita, estimando
por diferencia la tasa de ingestion. Los resultados mostraron que, para ambos habitos de
crecimiento, la exética era preferida respecto de la nativa con ingestas mayores cuando la exética
se ofreci6 sola que junto a la nativa y con ingestiones de sumergidas que duplicaron las de flotantes.
En el experimento al aire libre mantuvimos durante el verano 16 mesocosmos con fondo de
sedimento natural. En ocho mesocosmos colocamos las dos macréfitas de hojas sumergidas y en
los restantes las dos de hojas flotantes. La mitad de los mesocosmos de cada habito de crecimiento
de macrdfitas tuvieron dos machos de P. canaliculata y los restantes ninguno (control).
Quincenalmente estimamos la cobertura de cada macrofita como porcentaje de la superficie de
cada mesocosmos, y al final tomamos muestras de agua y sedimento. Como resultado registramos
gue P. canaliculata no afecté la cobertura de especies flotantes, disminuy6 la de sumergidas,
especialmente de la exdtica, y provocd aumentos en las concentraciones de clorofila y fésforo total.
Por lo tanto, en su rango de distribucion nativo, P. canaliculata ejerce un rol en la resistencia bidtica
de la comunidad que habita, dada su preferencia por macroéfitas exoticas, reduciendo sus
posibilidades de establecimiento y favoreciendo la dominancia de las nativas. Sin embargo, la
liberacién de nutrientes debido a las altas tasas de ingestion de macroéfitas desencadena un pasaje
de aguas claras con preponderancia de macrdéfitas a uno de aguas turbias dominado por
fitoplancton.
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Los animales oviparos han evolucionado diversas estrategias que disuaden de la depredacion a
sus huevos. En las especies terrestres, estos incluyen compuestos nocivos y sefiales de advertencia
aposematicas, pero se sabe poco en ambientes de agua dulce. Los caracoles manzana del género
Pomacea (Caenogastropoda: Ampullariidae) han diversificado la protecciéon de sus huevos con
puestas de diferente coloracién y con variados conjuntos de moléculas nocivas brindando un buen
modelo para estos estudios. Estudiamos la interrelacion entre sefiales de advertencia, pigmentacion
y toxicidad, comparando estos rasgos en dos clados de Pomacea (cuatro especies) y evaluamos si
serian aposematicos y toxicos para las aves como potenciales depredadores. Los huevos del clado
canaliculata acumulan varias veces mas pigmentos carotenoides que los del clado bridgesii con
predominio de cetocarotenoides e hidroxi-cetocarotenoides (mas rojizos), mientras que los
hidroxicarotenoides (més amarillentos) predominan en los del clado Bridgesii, indicando vias
anabdlicas clado-dependientes. Las sefiales de color resultantes se evaluaron colectando puestas
de las cuatro especies y caracterizandolas mediante andlisis de los espectros de reflectancia y
modelos visuales. Cada especie tiene un espacio de color propio que seria discernible para los
modelos visuales de dos aves acuaticas presentes en el habitat de estos caracoles. No obstante,
tendrian dificultad para discernir algunos pares de puestas, sugiriendo un probable mimetismo de
los huevos, dada su simpatria parcial, al menos en su rango nativo de distribucién en América del
Sur. La presencia de defensas bioquimicas clado-especificas se evalu6 alimentando un ave modelo,
Coturnix coturnix (Galliformes: Phasianidae) con extractos de huevos. Si bien la ingestion del fluido
de los huevos de ambos clados indujo fuertes alteraciones morfolégicas reversibles en su intestino,
sus efectos fueron marcadamente diferentes. Ademas, ensayos de letalidad mostraron una
toxicidad diferencial hacia las aves, siendo los huevos del clado canaliculata, el linaje més derivado,
letales para las codornices, mientras que los del clado Bridgesii no lo fueron. En su conjunto, este
andlisis filogenético comparativo revel6 una correlaciéon entre la capacidad de modificar los
pigmentos de la dieta, la coloracion conspicua y la toxicidad de los huevos. En este estudio
presentamos evidencia experimental de que el color actia como una sefial aposematica honesta
en los caracoles manzana, al menos para las aves, y ampliamos la informacion de la importancia
adaptativa de sus defensas y los mecanismos a través de los cuales operan.
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Un componente importante de la hematopoyesis en gasteropodos es la sintesis del pigmento
respiratorio. En casi todos los gaster6podos, este pigmento es la hemocianina, una megaproteina
(- 4-13 MDa) a la que se le han atribuido, ademas, funciones inmunoldgicas. Se conoce una
variedad de isoformas de la hemocianina, y la informacién sobre sus posibles sitios de sintesis es
incompleta y a veces contradictoria. Desde los primeros estudios en Cornu aspersum (como Helix
aspersa), gue mostraron cristales de hemocianina en los rogocitos, se ha asociado a estas grandes
células con la sintesis de esta proteina. En Pomacea canaliculata hemos encontrado que estas
células se asocian al tejido de acumulacion de uratos, que tiene una distribucién precisa, e incluye
al pulmon, la ampolla aértica y la glandula digestiva, pero no al rifién. Nuestro interés en este
proyecto es determinar la capacidad de expresiéon de estos tejidos y correlacionarlos con la
presencia 0 no de rogocitos y de células de urato. Utilizamos secuencias de dos isoformas de la
hemocianina de P. canaliculata (PcH-1y PcH-IIb) en estos 6rganos. Identificamos rogocitos en todos
los 6rganos con tejido de acumulacion, distribuidos entre los urocitos. También optimizamos una
técnica para extraer y purificar el RNA expresado en los distintos érganos. Una vez obtenidas las
muestras de RNA, se realiz6 la retrotranscripcion a cDNA para su cuantificacion mediante
espectrofluorometria. Detectamos expresion de hemocianina en los 6rganos con tejido de uratos, el
gue es siempre acompafiado de rogocitos, pero no en el rifion, donde no observamos tejido de
uratos ni rogocitos. En cambio, solo observamos polimeros de hemocianina en lagunas hemocélicas
asociadas a los islotes renales. Hipotetizamos que las unidades de hemocianina son sintetizadas
por los rogocitos, para después ser secretada y alcanzar los islotes renales donde es finalmente
polimerizada. Ademas, aprovechando la informacién gendémica sobre P. canaliculata, disefiamos un
conjunto de iniciadores capaz de amplificar una region génica compatible con el gen PcH-IIb y los
resultados de PCR arrojaron una banda del tamafio molecular esperado (107 pb) en todos los
animales estudiados (juveniles y adultos). Actualmente nos encontramos estudiando (mediante
gPCR) los patrones de expresion en los distintos érganos de juveniles y adultos. Ademas,
desarrollamos una sonda de DNA capaz de reconocer el producto de PCR que, al menos in silico,
muestra gran homologia con genes de Heterobranchia.
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Las hemocianinas son cuproproteinas de gran peso molecular, descriptas como pigmentos
respiratorios en la hemolinfa de moluscos. Recientemente ha cobrado relevancia su participacion
en lainmunidad innata de invertebrados, ya sea a través de su actividad fenoloxidasa en el proceso
de melanizacién o como potencial macromolécula precursora de péptidos antimicrobianos (PAMs).
Ambas funciones podrian activarse por un remodelado proteolitico de su estructura mediante
proteasas exdgenas o enddgenas en respuesta a una infeccién. Otra arista no menos interesante
de este tipo de proteinas es su efecto inmunoestimulante en vertebrados, con al menos una
hemocianina de molusco, conocida como KLH, actualmente en uso para el tratamiento del cancer
de vejiga. El presente trabajo intenta aportar a estas discusiones, focalizando sobre aspectos
estructurales y funcionales de la hemocianina de Pomacea canaliculata (PcH). La PcH se purifico
desde la hemolinfa de caracoles empleando ultracentrifugacién y cromatografia liquida de exclusion
molecular. Mediante espectrometria de masas se obtuvieron secuencias internas de la proteina que
permitieron obtener la secuencia aminoacidica completa de tres de sus isoformas desde el
transcriptoma y genoma de la especie. Esto permitié realizar un primer andlisis estructural in silico
de PcH que, complementado con microscopia electronica de transmision, revel6 una estructura
cilindrica decamérica con ocho unidades funcionales (UFs) por subunidad, cada una de ellas con
un dominio a-helicoidal que porta el sitio activo, y otro de hoja B-plegada. Se caracteriz6 la actividad
fenoloxidasa intrinseca de PcH, lograndose induccion de actividad bajo protedlisis limitada con
tripsina, quimotripsinay subtilisina. Adicionalmente, PAMs predichos a partir de la secuencia de PcH
fueron sintetizados y resultaron activos contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
Finalmente, se explord la capacidad inmunoestimulante de PcH sobre monocitos humanos THP-1.
PcH promovié un perfil de citoquinas proinflamatorio determinado por ELISA, junto a una
diferenciaciéon morfofisiolégica a macréfagos caracterizada por citometria de flujo y expresion de
marcadores, sin observarse efectos citotdoxicos. Estos resultados, junto con la facil crianza y
manipulacién de estos caracoles, sientan las bases para seguir indagando sobre una potencial
aplicacion biomédica de esta hemocianina.
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Los gasteropodos de agua dulce representan el mayor porcentaje de especies amenazadas segun
la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) y uno de los mayores
porcentajes de especies con informacion insuficiente. Pomacea americanista, una especie
endémica de los rios Iguazu y Alto Parand, fue categorizada como En Peligro en el Libro Rojo de
los Moluscos Argentinos debido a la retraccion que ha sufrido dentro de su restringida distribucién
historica, entre otras amenazas. El objetivo de este proyecto es determinar el estado de
conservacion de P. americanista y sus tendencias futuras, comprender las amenazas que enfrenta
y proponer medidas para su conservacion y la de otros gasteropodos nativos, incluyendo la
divulgacion del conocimiento obtenido hacia las comunidades locales, técnicos y tomadores de
decisiones. Se recolectara informacion sobre la distribucién histérica a partir de las colecciones de
museos de Argentina, Uruguay, Paraguay y Brasil. Para determinar la distribucion actual se
realizaran dos campafias anuales de muestreo en Misiones. A partir de estas se realizar4 una
caracterizacion del habitat de P. americanista y de su microhabitat de oviposicién. Se evaluard el
impacto de las crecidas artificiales en el rio Ilguazi sobre las puestas de huevos incluyendo su
disgregacion, tiempo hasta la eclosion y viabilidad de las puestas. Se emplearan datos biocliméticos
de 1970 a 2000 para desarrollar un modelo de nicho ecolégico y el mismo se proyectara bajo
diferentes escenarios climaticos futuros. El proyecto también se enfocara en desarrollar un método
de cria en masa y en identificar posibles sitios para reintroducir poblaciones de la especie. Se
presentardn propuestas a las autoridades competentes para la reintroduccién, utilizando
poblaciones ex situ como fuente de gasterépodos, y se llevara a cabo un seguimiento anual del
éxito de estas reintroducciones. Ademas, se realizardn encuestas al personal del Parque Nacional
Iguazu (PNI), visitantes y los residentes de las areas aledafas para evaluar el nivel de conocimiento
sobre esta especie. Sobre esa base se implementaran actividades de divulgacion dirigidas al
personal del PNI, sus visitantes y a las comunidades locales para difundir informacion sobre la
especie, su estado de conservacion y la importancia de proteger estas especies menos conocidas,
para asi atribuirles un valor cultural. Realizadas las actividades se repetiran las encuestas para
evaluar su impacto sobre la percepcién y valoracion de los ampularidos y otros caracoles por parte
de los distintos actores, buscando ajustar y mejorar su eficiencia. Se espera asi, impactar
positivamente sobre el estado de conservacion de P. americanista.
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Los caracoles dulceacuicolas del género Pomacea (Ampullariidae) son gasterépodos nativos de
América que depositan huevos calcareos fuera del agua. Estos huevos, poseen un fluido perivitelino
(FPV) cuyas proteinas (perivitelinas) nutren y protegen al embrién. Los linajes ramificados mas
recientemente: clado Canaliculata y clado Bridgesii, combinan como defensa antidepredacion
perivitelinas pigmentadas antinutritivas (no digeribles) llamadas PV1, con proteinas inhibidoras de
proteasas, lectinas y una toxina, llamada PV2. Sin embargo, la informacién sobre las defensas en
linajes de ramificacion temprana es escasa. Nuestro objetivo es comenzar a comprender la
evolucién del sistema de defensa del género Pomacea. Para ello, estudiamos las perivitelinas en
Pomacea sordida, especie endémica de Rio de Janeiro, Brasil, perteneciente al clado Flagellata, el
linaje ramificado mas tempranamente y lo comparamos con la informacién existente de los clados
mas derivados. Un estudio preliminar mostr6 que P. sordida presenta proteinas antinutritivas,
inhibidores de proteasas y lectinas. Para profundizar dicha caracterizacion analizamos la toxicidad
del FPV en murinos mediante inyeccion intraperitoneal y administracion oral. También analizamos
la presencia de perivitelinas homologas a las de las especies estudiadas previamente, mediante
Western Blot con anticuerpos anti PV1 de P. canalicuata y P. scalaris, y anti-PV2 de P. canaliculata.
Ademas, se secuencid el transcriptoma de la glandula del albumen (encargada de sintetizar las
perivitelinas), y se analiz6 la presencia de perivitelinas homélogas a PV1, PV2 e inhibidores de
proteasas, mediante herramientas bioinformaticas. ElI FPV (de 200 uL, 2,64 pg/uL) causé 100% de
mortalidad a los ratones antes de las 96 horas de ser administrado por via intraperitoneal y por via
oral altero la superficie absortiva que disminuye significativamente a las 24 h ademas de observarse
hiperemia, infiltracion de macrofagos y linfocitos entre los fibroblastos y edema en el corion de las
vellosidades intestinales. A las 48 h hay una tendencia del intestino a revertir hacia la morfologia
normal. El FPV de P. sordida posee proteinas con reactividad cruzada con anticuerpos anti-PV1y
anti-PV2. Ademas, se identificaron proteinas homologas a las subunidades de PV1, PV2, e
inhibidores de proteasas en el transcriptoma de la glandula del albumen. Podemos concluir que los
huevos de P. sordida son letalmente toxicos para murinos, donde la PV2 podria ser la responsable
de la toxicidad. La presencia de PV1, PV2, lectinas e inhibidores de proteasas en una especie de
ramificacion temprana indicaria que la defensas por perivitelinas se habrian originado
tempranamente en el género y evolucionaron diferencialmente en cada clado.
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Las relaciones filogenéticas de los taxones de Architaenioglossa constituyen un problema no
resuelto. Los trabajos recientes reconocen una superfamilia (Ampullarioidea) integrada por dos
familias hermanas (Ampullaridae y Viviparidae), y otras cinco integradas en la superfamilia
Cyclophoroidea). Mientras que la evolucion de los ampularidos parece haberse restringido al
Gondwana, los viviparidos han ocupado también parte de Neartica y Paleartica. La primera
descripcion de corpusculos pigmentados en la glandula digestiva de un arquiteniogloso fue hecha
por Leydig en Viviparus viviparus (como Paludina vivipara). Estos hallazgos fueron seguidos por
otros similares en ampularidos indicos y neotropicales, y entre estos ultimos, especies de los
géneros Pomacea y Asolene. Para estas ultimas hemos propuesto que los corpusculos serian
simbiontes intracelulares transmitidos verticalmente, es decir, directamente de la madre a la cria, y
por tanto, susceptibles de co-evolucionar con el huésped. Por eso, la extension de nuestros estudios
en ampularidos a los viviparidos seria de interés para dilucidar las relaciones filogenéticas entre
ambas familias. Sin embargo, los viviparidos se extinguieron en Sudamérica hacia fines del
Cretécico, por lo que este estudio fue facilitado por el hallazgo de Ovando y Cuezzo de un viviparido
invasor en las sierras de Cordoba, i.e., Sinotaia quadrata (Benson, 1842), que es originario de China
y del sudeste asiatico. Encontramos abundantes corpuUsculos amarronados en el epitelio de la
glandula digestiva de esta especie, en linea con las observaciones de Leydig en V. viviparus,
aunque la microscopia electronica descarté toda posible homologia con los de los ampularidos
actuales. Pero, abierta la caja de Pandora, aparecieron en el epitelio glandular de S. quadrata otros
dos tipos de corpusculos intracelulares que hibridan con una sonda especifica para el RNA
ribosomal 16S, y que sefiala, por tanto, el origen procariota de las estructuras que hibridan con ella.
Para nuestra sorpresa, la sonda hibridé con grandes granulos eosindfilos, presentes en células
caliciformes del epitelio glandular, asi como sobre pequefios granulos intracitoplasmaticos de
células del intersticio. Nos han intrigado las observaciones (no publicadas) que hicimos hace afios,
de células parecidas en el intersticio glandular de un neogasterépodo, es decir, un organismo
flogenéticamente muy apartado de S. quadrata. En O. magellanica, la microscopia electronica
permitié identificar a estos pequefios granulos con bacterias Gram-negativas (Winik, observaciones
no publicadas). Esto abre la interesante pregunta del origen o reservorio de estas bacterias. Nuestra
hipotesis, tanto para Odontocymbiola como para Sinotaia, es que estas bacterias habitarian el
compartimento endocitico de las células huésped.
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La resistencia a estresores ambientales se encuentra dentro de los factores que determinan si una
especie sera vulnerable o, por el contrario, potencialmente invasora en un determinado ambiente.
En los caracoles de agua dulce el estadio neonato ha sido en general el menos estudiado del ciclo
de vida en este aspecto, aunque es probablemente el mas sensible. Por ello, decidimos comparar
la tolerancia a cuatro factores de estrés ambiental: ayuno, desecacion y dos temperaturas extremas
(5°C y 35°C) en neonatos de seis especies de caracoles dulceacuicolas presentes en el Sudoeste
Bonaerense, tres de ellos con capacidad invasora conocida (Physella acuta, Melanoides tuberculata
y Pomacea canaliculata) y tres que a la fecha no poseen antecedentes invasores (Chilina
parchappii, Heleobia parchappii y Biomphalaria peregrina). Para ello, estudiamos la supervivencia
de 20 neonatos de cada especie a estos factores de estrés. Los ensayos se realizaron en cadmara
de incubacioén bajo condiciones controladas, utilizando neonatos con menos de 72 horas de vida. El
analisis de supervivencia lo realizamos utilizando el método de Kaplan-Meier y las diferencias entre
especies las comparamos con el test de Tarone-Ware. A excepcién de las bajas temperaturas,
donde las especies no invasoras se destacaron, P. canaliculata en primer lugar, y M. tuberculata en
segundo, mostraron las mayores resistencias generales al estrés ambiental. Los resultados indican
que la tercera invasora, P. acuta tiene una tolerancia general mas cercana a la de las especies no
invasoras. El ayuno y las temperaturas extremas fueron los estresores que mostraron mayores
diferencias entre especies, por lo que estos factores brindarian mas informacion acerca del potencial
invasor o vulnerabilidad de las especies en los diferentes ambientes que la tolerancia a la
desecacion. Debido a que las seis especies evaluadas pertenecen a diferentes familias, y con el
objetivo de controlar la influencia de variables anatémicas y biolégicas, se decidi6 comparar a la
especie que mostré mayor tolerancia combinada a los factores, P. canaliculata, con su congénere
no invasora Pomacea scalaris. Los resultados muestran que P. canaliculata también superé
significativamente los tiempos de supervivencia de P. scalaris en los estresores analizados
(desecacion, ayuno y temperatura elevada). En conclusion, a excepcion de P. acuta, la tolerancia
de los neonatos parece ser uno de los determinantes de la invasividad en los caracoles
dulceacuicolas, entre los que se destaca P. canaliculata en ambientes tropicales, subtropicales y
templados.
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En la taxonomia de los moluscos, el segundo filo mas diverso de los animales, los caracteres
morfologicos externos son utilizados para clasificar y emparentar a especies afines. Sin embargo, a
veces hay pocos caracteres fenotipicos para codificar en una matriz, limitandose a caracteres
conquiolégicos, la radula, y la descripcion de partes blandas de O6rganos especificos
(particularmente 6rganos reproductivos). Los ampularidos presentan ademas una interesante
variacion conquioldgica intraespecifica que es explicada tanto por la genética de las especies como
por las condiciones ecolégicas de los ecosistemas que habitan. Esa variacién morfol6gica dificulta
ademas la identificacion de poblaciones raras o con poco esfuerzo de investigacion. Desde una
perspectiva molecular, la hipotesis filogenética (con cinco marcadores moleculares) propuesta por
Hayes en 2009 permitié identificar diferentes clados gondwanicos de ampularidos, aunque el grupo
hermano de la familia quedé como una materia pendiente. Sin embargo, la metodologia molecular
suele ser dificil, costosa, y ‘poco intuitiva’. Sin entrar en “la grieta” de morfélogos y bidlogos
moleculares, recientemente hemos pensado en la amplificacién, modelado y analisis del gen ITS2
para aplicar a este problema taxonémico. Es asi que echamos mano al ADN de nuestras muestras
almacenadas en el laboratorio y amplificamos exitosamente al gen ITS2 en el 48% de los ejemplares
estudiados de nueve especies de ampularidos neotropicales. Aunque aln no secuenciamos estos
amplicones, iniciamos un andlisis bioinformatico sobre secuencias de ADN de cenogasterépodos,
depositadas en las bases de datos. Modelamos también la estructura secundaria del producto ARN
y establecimos hipotesis filogenéticas basadas tanto en el genotipo (ADN) como en el fenotipo
(estructura 2D del ARN y los cambios de base compensatorios (CBCs) que se suponen especie-
especificos y/o marcadores de barreras de compatibilidad sexual). Encontramos que la filogenia
basada en el ADN refleja la aceptada para Ampullariidae, pero discrimina poco a secuencias de la
misma especie; sin embargo, el modelado 2D del ARN permite discriminar secuencias de individuos
de P. canaliculata de diferentes locaciones y los CBCs distinguen claramente a las especies de
cenogasterépodos incluidas en el analisis. Sugerimos desarrollar el andlisis del ITS2 y su producto
por ser una herramienta molecular sencilla que permitiria, asociado a metodologias clasicas
desarrolladas por nuestros grupos de estudio de Argentina (estudios de morfologia conquioldgica,
de ciclo de vida, y de caracteristicas de las puestas de huevos) discriminar especies cripticas de
ampularidos, distinguir poblaciones geogréficas, e identificacion de barreras de aislamiento
reproductivo.
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