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vegetación acuática, las mismas sirven de irrigación de cultivos agrícolas. Cada sitio se 

muestreó de 6 a 8 veces entre el 30 de Enero y el 7 de Agosto del 2001. 

4.3.1.3 Muestreó, variables y análisis 

La abundancia de las especies se determinó mediante la colecta de moluscos con la ayuda 

de un colador manual y de pinzas, siempre por el mismo operador durante 15 minutos. Los 

moluscos se identificaron y contaron en el laboratorio. Las variables ambientales medidas son 

las siguientes: temperatura del agua, pH, dureza total, nitritos y nitratos. El índice de diversidad 

de Shannon y Weaver (H’) (Margalef, 1986) se calculó para cada muestreó y su relación con 

las abundancias de los limnaeidos se determinó mediante el test de correlación de Spearman 

(Siegel y Castellan, 1988). 

La relación entre las variables ambientales y la abundancia de especies se determinó 

mediante un Análisis Canónico de Correspondencia (ter Braak, 1986) en el cual las variables 

físico-químicas del agua son representadas por los vectores mientras que los sitios y las 

estaciones (lluvia, seca) son representadas por sus centroides. 

4.3.2 Resultados 

4.3.2.1 Localidad de San Juan y Martínez 

Además de los limnaeidos cubanos, las demás especies de moluscos encontradas en los 

diferentes sitios estudiados fueron las siguientes: Pomacea poeyana, Physa cubensis, 

Pyrgophorus coronatus, Corbicula fluminea y Tarebia granifera. 

La abundancia de la las dos especies de limnaeidos así como el índice de diversidad de 

Shannon-Weaver (H’) muestra grandes e irregulares fluctuaciones en todos los sitios (Fig. 17). 

No parece existir una estación favorable para ninguna de estas especies. 
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Los resultados del análisis Canónico de Correspondencia son presentados en la 

tabla 12 y en la figura 18. Los tres primeros ejes explican un 40% de la varianza y un 

90% de la varianza forzada por las variables explicativas. Las correlaciones especie - 

variables ambientales son superiores a 0.5.

Fig. 17. Variaciones de abundancia de los limnaeidos y de la diversidad (índice de Shannon-Weaver) en 5 sitios de 
muestreo de San Juan y Martínez, Cuba 



66

 

 

Fig. 18. Diagramas de ordenación obtenidos luego del análisis Canónico de 
Correspondencia realizado para la localidad de San Juan y Martinez, Cuba. F. cub= 
Fossaria cubensis; P. poe= Pomacea poeyana; P. cub= Physa cubensis; P. cor= 
Pyrgophorus coronatus; P. col= Pseudosuccinea columella-, C. flu= Corbicula Jluminea; T. 
gra= Tarebia granifera\ Dur= dureza; Temp= temperatura; sec= período de seca; plui: 
periodo de lluvia Los sitios son indicados con sus respectivas letras. Los diagramas 
representan combinaciones de los ejes canónicos 1, 2 y 3. 
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Las dos especies de limnaeidos están separadas en los tres diagramas de ordenación. Se 

puede notar la asociación de las variables temperatura, dureza y nitritos: en el diagrama de 

los ejes 1 y 2 la temperatura y la dureza están asociadas positivamente con P. columella y 

negativamente con F. cubensis mientras que los nitritos están asociados negativamente con 

P. columella y positivamente con F. cubensis. En el diagrama de los ejes 1 y 3 las 

asociaciones son inversas. Los nitratos y el pH están siempre asociados en el mismo sentido 

(negativamente con P. columella y positivamente con F. cubensis). Es de notar también la 

asociación de F. cubensis con los sitios A, C y D, mientras que P. columella se encuentra 

más asociada con los sitios rurales B y E, a los cuales el tiarido Tarebia granifera parece 

estar también fuertemente asociado. 

Los tests de correlación no paramétrica (coeficiente de Spearman) entre el índice de 

diversidad de Shannon-Weaver (H’) y las abundancias de los limnaeidos muestran una 

correlación positiva y significativa para las dos especies (tabla 13). Sin embargo, esta 

relación es más fuerte para F. cubensis en los sitios urbanos y para P. columella en los sitios 

rurales (datos no presentados). Curiosamente, los tests de correlación entre las abundancias 

de los limnaeidos y las de T. granifera son positivos y significativos para P. columella pero 

negativos y significativos para F. cubensis. Esta correlación negativa entre el tiárido y .F. 

cubensis se mantiene cuando el mismo análisis es realizado considerando únicamente los 

sitios urbanos (datos no presentados). 

Tabla 12 : Valores propios y sus porcentajes de explicación de la varianza obtenidos luego del 
Análisis Canónico de Correspondencia realizado para la localidad de San Juan y Martínez 
 
 Eje 1 Eje 2 Eje 3 

Valores propios 0.489 0.103 0.053 
Porcentaje 30.453 6.441 3.317 
Porcentaje acumulado 30.453 36.894 40.211 
Porcentaje acumulado forzado 69.309 83.968 91.517 
Correlaciones especie - ambiente 0.857 0.662 0.582 
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4.3.2.2. Localidad de La Palma 

Las especies de moluscos no limnaeidos colectadas en esta localidad son las siguientes: 

Pomacea poeyana, Biomphalaria helophila, Physa cubensis, Pyrgophorus coronaíus y Tarebia 

granifera. 

Las abundancias de los limnaeidos (Fig. 19) presentan también grandes variaciones 

temporales excepto en el sitio de Amado (para F. cubensis) y La Ceja (para P. columella). En el 

sitio de Amado la única especie presente durante el muestreó fue F. cubensis (diversidad igual 

a cero en este caso). Los dos primeros ejes del Análisis Canónico de Correspondencia 

explican un 59% de la varianza y un 90 % de la varianza forzada por las variables 

explicativas. La asociación entre las especies y las variables ambientales son superiores a 

0.85 para los dos ejes (tabla 14) 

 

Tabla 13 : Correlaciones entre la abundancia de limnaeidos y las de Tarebia granifera 
y los índices de diversidad de Shannon-weaver (H’) para la localidad de San Juan y 
Martínez. N: Número de observaciones, R: Coeficiente de correlación de Spearman, p: 
probabilidad asociada a la significación. 

Variables N R P 
Pseudosuccinea columella-Tarebia granifera 82 0.326 0.002 
Psuedosuccinea columella - H’ 82 0.462 0.000 
Fossaria cubensis-Tarebia granifera 82 -0.400 0.000 
Fossaria cubensis - H’ 82 0.476 0.000 

Tabla 14: Valores propios y sus porcentajes de explicación de la varianza, obtenidos luego del 
Análisis Canónico de Correspondencia realizado para la localidad de La Palma. 
 
 Eje 1 Eje 2 

Valores propios 0.806 0.508 
Porcentaje 36.067 22.738 
Porcentaje acumulado 36.067 58.805 
Porcentaje acumulado forzado 55.186 89.977 
Correlaciones especie - ambiente 0.968 0.861 
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El diagrama de ordenación (Fig. 20) muestra que las dos especies de limnaeidos se 

encuentran en cuadrantes opuestos, estando asociados de manera inversa a los 

parámetros físico-químicos del agua (los nitratos y la dureza están asociados 

positivamente a F. cubensis y negativamente a P. columella mientras que el pH, los 

nitritos y la temperatura se asocian de manera inversa). Al igual que en la anterior 

localidad, F. cuberjsis se asocia a los sitios más urbanos (Amado y Rodeo) mientras 

que P. columella se asocia a los sitios más rurales (Ceja y Cholo)
 

Fig. 19. Variaciones de abundancia de limnaeidos y de la diversidad de Shannon-Weaver (H’) en 4 sitios de 
muestreo de de La Palma, Cuba. 
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Cuando todos los sitios son tomados en consideración, el coeficiente de Spearman 

entre los índices de diversidad de Shannon-weaver (H’) y las abundancias de los 

limnaeidos (tabla 15) es positivo y significativo para P. columella pero no significativo 

para F. cubensis. Sin embargo, si solamente los sitios rurales son considerados en el 

análisis la correlación se toma positiva y significativa para esta última especie. Resulta 

también interesante notar que, al igual que para la localidad de San Juan y Martinez, las 

correlaciones entre la abundancia de los limnaeidos y las de T. granifera son positivas 

para P. columella y negativas para F. cubensis. 

Tabla 15 : Correlaciones entre las abundancias de limnaeidos y las variables: 
abundancia de Tarebia granifera y diversidad de Shannon- Weaver (H’) en la 
localidad de La Palma. N : Número de observaciones, 
R : Coeficiente de correlación de Spearman, p : probabilidad asociada a la 
significación. 

 

 

 

 

Fig. 20. Diagrama de ordenación obtenido luego del Análisis Canónico de Correspondencia 
realizado para la localidad de La Palma, Cuba. F. cub= Fossaria cubensis; P. poe= Pomace a 
poeyana; P. cub= Physa cubensis; P. cor= Pyrgophorus coronaíus; P. col= Pseudosuccinea 
columella; T. gra= Tarebia granifera; Dur= dureza; Temp= temperatura; NO2= Nitritos; N03= 
Nitratos. El diagrama representa la combinación de los ejes canónicos 1 y 2. 

Variables N R P 
Pseudosuccinea columella-Tarebia granifera 31 0.392 0.028 
Pseudosuccinea columella -H’ 31 0.672 0.000 
Fossaria cubensis-Tarebia granifera 31 -0.600 0.000 
Fossaria cubensis-W 31 -0.072 0.698 
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4.3.3 Discusión 

De todos los factores ambientales cuya asociación con los limnaeidos han sido 

evaluadas en este estudio, las abundancias de Tarebia granifera y de los propios 

limnaeidos muestran una muy alta correlación en las dos localidades. Las 

concentraciones de nitrato y el grado de antropización del sitio de muestreó están 

también fuertemente correlacionadas con las densidades de limnaeidos en las dos 

localidades. Otros factores como la temperatura, el pH y la dureza total parecen también 

jugar un papel importante pero su asociación con las variaciones de abundancia de los 

limnaeidos solo se manifiesta de forma muy débil ya que varían de una localidad a la 

otra o de un diagrama al otro (en San Juan y Martínez). Este resultado pudiera ser 

consecuencia de la influencia de algún otro factor con mayor importancia, no medido en 

este estudio como por ejemplo las concentraciones de calcio o la abundancia de plantas 

acuáticas (Perera, 1996). La escala de variación de los factores analizados pudiera ser 

también una de las causas de la observada falta de asociación de algunos de estos con 

las abundancias de limnaeidos. Es posible en efecto que las concentraciones de 

diferentes parámetros físico-químicos no alcancen los umbrales que constituyan valores 

limitantes para estos moluscos. Se conoce ya por ejemplo que F. truncatula presenta un 

espectro de tolerancia muy grande con respecto a los parámetros físico-químicos del 

agua, lo cual le permite establecerse en microhábitats donde las fluctuaciones de estos 

factores no son muy pronunciadas (Moens, 1981). Si los limnaeidos cubanos y en 

particular F. cubensis poseen características similares a F. truncatula, los factores 

dependientes de la densidad (como las tablas de vida, el impacto de otras especies, la 

alimentación etc.), deben jugar un papel mucho más importante sobre las variaciones de 

abundancia que los factores independientes de la densidad (como los parámetros físico-

químicos del agua, el clima etc.). Según estudios teóricos de dinámica de poblaciones, 

el azar juega un papel importante en las variaciones de una especie en los límites de su 

área de distribución. Al centro de esta área, una vez que sean óptimas las condiciones 

del medio, la regulación de las poblaciones por factores dependientes de la densidad 

intervienen de forma preponderante (Richards, 1961). 

En lo que concierne las relaciones entre F. cubensis y P. columella, Perera (1996) 

había ya mostrado la existencia de correlaciones de este tipo en algunos sitios de la Isla 

de la Juventud, de Santa Clara y del lago Hanabanilla. En todos los análisis realizados 

por este autor se constata sistemáticamente en efecto una correlación negativa entre las 
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abundancias de las dos especies. Estos relaciones serían más fuertes entre las dos 

especies de limnaeidos que entre cada una de ellas y las demás especies de moluscos, 
con la excepción de la relación entre F. cubensis y T. granifera en la que las correlaciones 

observadas son siempre significativamente negativas. 

En nuestro estudio, los nitratos se correlacionan negativamente con F. cubensis y 

positivamente con P. columella en las dos localidades. Este resultado fue obtenido 

también por Perera (1996). Esto sugiere que este ión ejerce alguna influencia directa 

sobre una u otra especie de limnaeido. Las concentraciones de nitratos son en efecto 

buenos indicadores del grado de polución del agua (Merk, 1987) y en el trabajo de 

Perera (1996) se remarca que F. cubensis se encuentra en aguas altamente contaminadas 

por afluentes domésticos e industriales. Sin embargo, P. columella ha sido encontrada en 

ocasiones también en hábitats con altos niveles'de polución, aunque siempre sin la 

presencia de F. cubensis o con densidades muy bajas de este (observaciones no 

publicadas). Estos datos sugieren que la competencia interespecífica es probablemente 

un factor más importante que las concentraciones de nitrato en la ecología de estas 

especies. 

Las correlaciones negativas observadas entre T. granifera y F. cubensis sugieren 

también la existencia de relaciones de competencia entre estas dos especies. Este tipo de 

relación ya ha sido mostrado entre varias especies de tiáridos y diferentes especies de 

pulmonados y esta característica ha sido además explotada en varios programas de 

lucha biológica contra los moluscos vectores de esquistosomiasis (Pointier, 1983; 

Perera et al., 1989; Pointier et al., 1989; Pointier, 1991; Perera et al., 1992, Pointier et 

Guyard, 1992; Pointier, 1993; Perera et al., 1994). En Cuba, T. granifera se ha visto 

también como un buen competidor de otras especies de prosobranquios como P. 

paludosa (Gutiérrez et al., 1997). En el curso de nuestro estudio observamos que T. 

granifera desplazaba la mayoría de las demás especies de moluscos y se convertía 

rápidamente en la especie dominante una vez que las condiciones le eran favorables. 

Este es el caso particular de los sitios más estables como Cholo en La Palma y los sitios 

B y E de San Juan y Martínez. En cambio, es sorprendente la correlación positiva 

observada entre T. granifera y P. columella y para este fenómeno no tenemos hasta ahora 

una explicación de peso. De hecho, las únicas especies que no parecen ser afectadas por 

T. granifera son P. columella (en las dos localidades) y C. fluminea (en San Juan y 

Martínez). Interesantemente, estas dos especies son conocidas por su comportamiento 

invasor en diversas regiones del mundo (Boray et al., 1985; Cazzaniga, 1997; Dieguez et 

al., 1997). 
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Otro factor de importancia asociado a la abundancia de los limnaeidos es el grado 

de antropización del hábitat. En el transcurso de nuestro estudio F. cubensis fue 

colectada con mayor frecuencia en los sitios con alto grado de antropización, 

presentando un elevado nivel de contaminación, mientras que P. columella fue más 

abundante en los sitios rurales. La presencia de F. cubensis en los sitios más antropicos 

está ligado sin duda a una mejor tolerancia de esta especie por los habitats poluidos 

(Perera, 1996). Por otro lado, la mayor distribución de F. cubensis en Cuba se relaciona 

ciertamente a una presencia más antigua de este hospedero en la isla. La segunda 

especie, P. columella, es en efecto de una introducción más reciente y no ha tenido la 

oportunidad de colonizar todos los habitats disponibles (Yong, 1998). En las dos 

localidades estudiadas, los sitios más antropizados se corresponden con los mayores 

niveles de contaminación (canales de desagüe de aguas albañales), mientras que los 

sitios rurales se caracterizan por presentar menores niveles de contaminación. Esta 

situación muestra también que F. cubensis tiene una mayor probabilidad de contacto 

con las fuentes potenciales de huevos de F. hepatica, representadas por los animales 

domésticos. 

* * * * * * * * * *  
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CAPITULO 5: LA RELACION LIMNAEIDO- 
DUELA 

5.1 SUSCEPTIBILIDAD A LA INFESTACION POR 

FASCIOLA HEPATICA 

Cuando un miracidio penetra dentro de un molusco compatible, se encuentra con 

un ambiente fisiológico o bioquímico que le es a priori hostil. El desarrollo exitoso del 

parásito dependerá de su capacidad para enfrentar la respuesta del sistema de defensa 

interna del molusco (Adema y Loker, 1997) 

En Cuba, F. cubensis constituye la única especie que ha sido encontrada infestada 

en la naturaleza con estadios larvarios de F. hepatica. Es también la única especie que 

se encuentra presente en los sitios de transmisión, donde casos de fasciolosis humana o 

animal han sido reportados. Sin embargo, en Australia, Brasil y más recientemente en 

Argentina, otros autores han mostrado que P. columella juega igualmente un papel 

importante en la transmisión del parásito en el medio natural (Ueta, 1980; Boray et al., 

1985; Oliveira et al., 2002 ; Prepelitchi et al, 2003). En ocasiones esta última especie ha 

sido encontrada con mayores tasas de infestación que F. cubensis (Santos y Franca, 

1970; Gonzalez et al., 1974; Gomes et al., 1975; Busetti et al., 1983; Luz et al., 1992; 

Caldas et al., 1995) 

Los tests de infestación realizados en condiciones de laboratorio con 10 

aislamientos de poblaciones cubanas de P. columella muestran una alta susceptibilidad 

de esta especie al parásito local, con porcentajes de infestación que varían entre 71.8 y 

96.7%, con la excepción de dos aislamientos, La Palma y Babiney, los cuales son 100% 

refractarios a la infestación por miracidios de F. hepatica (Tabla 16). Si se utilizan altas 

dosis de miracidios, la mayoría de estos moluscos refractarios muere en el transcurso 

del período prepatente. Las particularidades de esta ausencia total de susceptibilidad, en 

un sistema hospedero/parásito normalmente compatible, serán abordados 

posteriormente. Los tests de infestación realizados con 7 aislamientos de F. cubensis 

muestran que esta especie es 
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también altamente susceptible a la cepa local de F. hepatica, con prevalencias que varían 

entre 66.3% y 100% (tabla 16). 

 

5.2 ACCION DE FASCIOLA HEPATICA SOBRE LAS TABLAS DE 

VIDA DE LOS LIMNAEIDOS 

Numerosos estudios en relación a los efectos suscitados por los tremátodos sobre 

los parámetros de tablas de vida de los moluscos hospederos intermediarios han sido ya 

realizados. Aunque varias discrepancias se han encontrado en los diferentes modelos 

analizados (ver Gérard et Théron, 1997), la mayoría de los tremátodos parásitos 

provocan un aumento del crecimiento de sus hospederos así como un cese del desarrollo 

de los órganos reproductivos masculinos y femeninos, lo que puede llevar a una 

reducción 

 

Tabla 16 : Porcentajes de infestación por Fasciola hepatica de 10 aislamientos de 
Pseudosuccinea columella y de 7 aislamientos de F'ossaria cubensis bajo 
condiciones de laboratorio. 

Especie Aislamiento Expuestos Infestados % 
Pseudosuccinea columella Parque lenin 30 28 93.33 

Punta Brava 30 29 96.67 
Antojo 32 29 90.62 
Cholo 32 23 71.87 
Yayabo 32 29 90.62 
Pilón 30 25 83.33 
Pretiles 30 24 80.00 
San Juan 30 25 83.33 
La Palma 200 0 0.00 
Babinay 200 0 0.00 

Fossaria cubensis IPK 20 15 75.00 
Batabanó 20 20 100.00 
Caibarien 48 46 95.83 
Dominicana 24 24 100.00 
Aguada 24 24 100.00 
Parque Lenin 40 31 77.50 
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considerable de la fecundidad e incluso hasta una castración total (Wilson et Denison, 

1980; Hordijk et al, 1991; Jong-Brink, 1995). Se ha establecido también que la 

supervivencia de los moluscos infestados es generalmente reducida, la mayoría de estos 

mueren varios días después del comienzo de la emisión cercariana (Woolhouse, 1989; 

De Kock, 1993). La variabilidad en las respuestas de los moluscos al parasitismo, en las 

que las explicaciones propuestas por diversos autores son a veces contradictorias, es 

ciertamente consecuencia de la variedad en los diferentes sistemas hospedero - parásito 

considerados así como del estatus fisiológico (juvenil/adulto) de los moluscos en el 

momento de la infestación (Gerard y Théron, 1997). En esta sección nos propusimos 

estudiar el efecto de la infestación por F. hepatica sobre las tablas de vida de las dos 

especies de limnaeidos presentes en Cuba: F. cubensis y P. columella. 

5.2.1 Materiales y Métodos 

5.2.1.1 Fossaria cubensis 

En un primer experimento solo fue estudiado el efecto de la exposición a F. 

hepatica sobre las tablas de vida de F. cubensis. Los moluscos utilizados provenían de 

huevos puestos por adultos colectados en su medio natural en la localidad de la Palma 

(ver descripción en el capítulo anterior). 

Los huevos de F. hepatica se obtuvieron a partir de la bilis de vacas infectadas 

durante su sacrificio en el antiguo matadero de Ciudad de la Habana, el cual recibía 

animales provenientes de varias provincias cercanas a la capital. Los huevos se 

colocaban a la oscuridad durante 15 días y la eclosión era seguidamente provocada 

mediante su exposición a la luz blanca. 

Se utilizó un total de 60 moluscos. Treinta individuos de dos días de edad fueron 

expuestos a miracidios de F. hepatica a razón de tres miracidios por molusco. Los 30 

individuos restantes se utilizaron como controles. La exposición a los miracidios se 

realizó con placas de microtitulación de 96 pozos. Cada molusco se colocó en un pozo 

con miracidios durante tres horas y transcurrido este tiempo los moluscos fueron 

colocados en las placas de cría. Dos semanas después, la infección fue confirmada en 

cada animal mediante inspección en el microscopio estereoscopio, verificándose si 

existían esporocistos o redias. En total 66% de los moluscos se encontraron infestados, 

pero los 30 moluscos se utilizaron en el experimento como grupo “expuesto”, pues en 

este
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se pretendía justamente comparar el efecto de la exposición a los miracidios y no el 

efecto de la infestación. 

Los moluscos de ambos grupos se criaron hasta su muerte en placas Petri con 

alimento a razón de dos moluscos por placa. Las condiciones de cría fueron las mismas 

descritas en la sección 4.2.1.1. Cada semana el par de moluscos era cambiado a una 

nueva placa al tiempo que los siguientes parámetros de tablas vida eran medidos: 

número y largo de la concha de moluscos vivos, número de masas de huevo, número 

total de huevos, número de huevos viables (aquellos que eclosionaron en los primeros 

10 días después de la puesta). El tiempo cero del experimento se definió como la 

semana en que nacieron los 60 moluscos del estudio. 

Los siguientes parámetros fueron calculados según la manera ya descrita en la 

sección 4.2.1.1. Además, se calculó también el parámetro “Intensidad de crecimiento” 

(G), definido como el tamaño máximo alcanzado por un molusco dividido por la 

duración de su vida (medido en semanas). Los parámetros que no dependen de la edad 

del molusco (Ro, T, r, λ, G) se compararon entre los grupos “expuestos” y “controles” 

mediante un test t de Student, dado que las variables en este caso presentaban una 

distribución normal (Dmax < 0.20, p > 0.15, N= 60, test de Kolmogorov-Smimov). 

Coeficientes de correlación de Spearman (Siegel y Castellan, 1998) entre varios 

parámetros de tablas de vida se calcularon para buscar los “trade-ofTs” (o relaciones 

negativas entre parámetros de vida) específicos en moluscos jóvenes (menos de 10 

semanas de edad) y en moluscos adultos (más de 10 semanas de edad). 

En un segundo experimento quisimos también determinar la influencia directa de 

la infestación y del aislamiento sobre las tablas de vida de los limnaeidos. Para este fin, 

80 moluscos recién nacidos se separaron en 4 grupos de 20 moluscos cada uno. Los 

grupos fueron los siguientes: « aislados - infestados », « aislados - no expuestos », « en 

pareja - infestados » y « en pareja - no expuestos ». En los grupos infestados, todos los 

moluscos se expusieron al parásito según el protocolo ya descrito y solamente se 

utilizaron para el experimento los que resultaron positivos al parásito después de la 

confirmación de la presencia de esporocistos o redias. De esta forma, con la excepción 

del grupo “aislados- infestados”, que contenía 17 moluscos, todos los otros grupos 

contenían en total 20 moluscos. La metodología de cría fue la misma descrita 

anteriormente al igual que los conteos y mediciones de los parámetros de tablas de vida, 

con la excepción del parámetro “G”. Un ANOVA de Medidas Repetidas (Gleason, 

1999) se utilizó para comparar los 4 grupos en cuanto a los diversos parámetros. La 

edad se incluyó como el factor de medida
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repetida con el fin de determinar el momento en el cual se presentaban diferencias entre 

grupos. Un test Tukey HSD de comparaciones múltiples de medias (Hays, 1988) se 

realizó para probar la significación de las interacciones reportadas por el ANOVA. 

5.2.1.2 Pseudosuccinea columella 

Los limnaeidos utilizados en este experimento corresponden a aislamientos de 

laboratorio que provienen inicialmente de dos poblaciones descritas en la sección 

4.2.1.1 : Parque Lenin y La Palma.. El origen y manipulación de los huevos de F. 

hepatica son los mismos descritos para F. cubensis. 

Un total de 120 moluscos recién nacidos (60 individuos por aislamiento) se 

seleccionó para esta experiencia. Treinta moluscos de cada aislamiento se expusieron 

individualmente a miracidios de F. hepatica según el protocolo ya explicado. Los 30 

restantes de cada aislamiento no fueron expuestos y se consideraron así como controles. 

Los moluscos expuestos y los controles se colocaron en placas Petri de cría conteniendo 

88 mi de agua. Cuatro placas se utilizaron por cada aislamiento (15 individuos por 

placa) y la cría se realizó en las mismas condiciones ya descritas para F. cubensis. 

Los parámetros de tablas de vida coinciden con los calculados anteriormente al 

igual que la metodología de conteo y de análisis. Las medias de las variables como el 

tamaño de la concha, el número de huevos por masa y el número de masas por molusco 

se compararon entre los moluscos expuestos y los controles de cada aislamiento para las 

semanas 3, 14 y 19. Estas semanas se seleccionaron con el fin de efectuar las 

comparaciones en distintos momentos del desarrollo de los moluscos (temprano, medio 

y tardío). La significación de las diferencias es calculada utilizando un test t de Student 

para el tamaño de la concha y un test U de Mann-Whitney para las variables 

reproductivas. En todos los casos, las diferencias son consideradas significativas si p < 

0.05.
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5.2.2 Resultados 

5.2.2.1 Fossaria cubensis. Primera experiencia 

Los moluscos expuestos a los miracidios de F. hepatica muestran una menor 

duración de la vida (23 semanas para los moluscos más longevos) que los que no se 

expusieron (27 semanas para los más longevos). Las tablas de vida dependientes de la 

edad (Figura 21) muestran que, en general, los moluscos expuestos alcanzan tallas 

mayores que los controles no expuestos. Esta diferencia se hace más evidente después 

de la séptima semana de vida, aumentando en la medida en que los moluscos van 

creciendo. Al mismo tiempo, se observa una disminución rápida de la supervivencia de 

los moluscos expuestos a partir de la semana 7.
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Fig. 21. Principales parámetros de tablas de vida de Fossaria cubensis
expuestos a Fasciola hepatica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las curvas de fecundidad (mx) muestran valores más elevados en los moluscos controles 

que en los expuestos durante toda la duración de la vida, con la excepción del tiempo 

comprendido entre las semanas 8 y 12 (Fig. 21). La fecundidad de los moluscos que pertenecen 

al grupo control alcanzan su pico máximo durante la séptima semana de vida (281.1 huevos 

viables por molusco) mientras que los expuestos muestran una fecundidad máxima durante la 

décima semana (235 huevos viables por molusco). Los moluscos controles terminan su 

actividad reproductiva en la semana 25 mientras que los  
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moluscos expuestos lo hacen en la semana 19. Se puede observar una disminución 

rápida de la fecundidad de los moluscos de ambos grupos después de los picos 

reproductivos. 

Casi todos los parámetros independientes de la edad presentan diferencias 

significativas entre los dos grupos (tabla 17). La talla máxima promedio alcanzada por 

un molusco no es significativamente diferente entre los dos grupos. Sin embargo, al 

analizar el parámetro G (intensidad de crecimiento) notamos que este es 

significativamente mayor en los moluscos expuestos (p < 0.001). Finalmente, los 

parámetros reproductivos son más elevados en los moluscos expuestos. 

 

La tabla 18 muestra correlaciones (Coeficiente de Correlación de Spearman) 

negativas entre los parámetros Ro y G así como entre los parámetros T y G para el 

grupo control. El grupo expuesto muestra también correlaciones negativas y 

significativas entre G y las dos tasas de incremento natural r y λ .  

Tabla 17 : tablas de vida independientes de la edad y test t de Student de comparación de medias para Fossaria 
cubensis expuestas a Fasciola hepatica y controles * : p < 0.05, n.s : p > 0.05. G: Intensidad de crecimiento. 
 

Grupo Ro T X r 
Talla máxima Longevidad de la 

concha (semanas) 

G 

Control 1406.94 9.381 6.597 1.861 13.00 16.967 0.786 
Expuesto 688.7 7.240 4.480 1.440 14.3 9.80 1.340 
t-Student 4.31* 3.41* 3.80b 3.78b 1.13 n.s 5.03b -5.45b 

Tabla 18: Coeficientes de correlación de Spearman entre 4 parámetros de tablas de vida independientes de 
la edad (Ro, T, λ et r) y la talla máxima, la longevidad y la intensidad de crecimiento (G). Los números en 
negrita representan los “trade-offs” significativos para p < 0.05. 
 

Grupo Parámetro Talla máxima Longevidad (semanas) G 
Control Ro 0.06 0.64a -0.68a 

 T 0.02 0.65a -0.65a 
 λ  0.42a 0.19 -0.16 
 r 0.40a 0.15 -0.14 

Expuesto Ro 0.88a 0.85a -0.85a 
 T 0.87a 0.89a -0.91a 
 λ  0.65a 0.60a -0.64a 
 r 0.67a 0.63a -0.66a 
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Los coeficientes de correlación negativos y significativos solo se observan en los 

moluscos jóvenes de ambos grupos, los mayores valores siendo observados en los 

moluscos expuestos al parásito (tabla 19) 

 

 

Estas correlaciones negativas involucran a pares de variables como: aumento semanal en 

tamaño (1ST) versus número de huevos por masa y número de masas versus número de 

huevos viables por masa. Los moluscos jóvenes del grupo control muestran también estas 

interacciones pero los valores del coeficiente de correlación son más bajos. Los restantes pares 

de variables no muestran correlaciones negativas ni para los moluscos jóvenes ni para los 

adultos. 

5.2.2.2 Fossaria cubensis. Segunda experiencia. 

Los 4 grupos experimentales mostraron perfiles de tablas de vida diferentes para los 

parámetros considerados. Las tablas de vida dependientes de la edad presentan diferencias 

entre grupos (Fig. 22). Las curvas de supervivencia son muy diferentes entre los moluscos 

aislados y los pareados de los grupos no expuestos. Los moluscos aislados no expuestos 

 

Tabla 19 : Coeficientes de correlación de Spearman entre tres parámetros de tablas de vida y las 
variables número de huevos por masa y número de huevos viables. Los números en negrita 
representan los “trade offs” significativos, a: p < 0.05, b < 0.01, c<0.001.1.S.T : Incremento 
Semanal en Tamaño. 
 

Grupo Parámetro Huevos / Masa Huevos viables 
Control (<= 10 semanas) I.S.T. -0.339c -0.293c 

n = 135 Masas 0207a 0.16 
 Huevos 0.748c 0.659c 

Control (> 10 semanas) I.S.T. 0.074 0.016 
n * 127 Masas 0.249b ' 0.126 

 Huevos 0.730c 0.506c 

Expuesto (<= semanas) I.S.T. -0.574c -0.612c 
n= 104 Masas 0.287b 0.125 

 Huevos 0.781c 0.618c 

Expuesto (> 10 semanas) I.S.T. -0.219 -0.215 
            n = 50 Masas 0.356a 0395b 

 Huevos 0.822c 0.808c 
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Fig. 22. Principales tablas de vida de 4 grupos experimentales (ver texto) de Fossaria 
cubensis en cría de laboratrio 

muestran las mayores tasas de supervivencia y la mortalidad en estos no comienza a 

producirse hasta la semana 15, mientras que los moluscos criados en pareja no expuestos al 

parásito presentan una alta mortalidad en la tercera semana. La supervivencia de los moluscos 

infestados (aislados y en pareja) es muy similar y se sitúa entre las de los dos grupos no 

expuestos. La mortalidad comienza a producirse en los moluscos infestados a partir de las 

semanas 8 y 10 para los aislados y pareados. 
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Los moluscos aislados no expuestos alcanzaron los mayores tamaños de concha al final 

de este experimento. Sin embargo, la tasa de crecimiento semanal de la concha es mayor en los 

moluscos aislados infestados. En los moluscos pareados, aquellos que frieron infestados por F. 

hepatica mostraron los mayores tamaños de concha así como los mayores incrementos 

semanales de talla. Interacciones significativas se muestran para el tamaño de la concha en 

todos los grupos (tabla 20). Para esta variable, los moluscos del grupo aislado - no-expuesto no 

son significativamente diferentes de los infestados hasta la semana 8. El grupo pareado - no-

expuesto exhibió las cifras más bajas del tamaño de la concha durante todo el tiempo de vida, 

con diferencias significativas con respecto a los otros grupos a partir de la segunda semana. 

La tasa de fecundidad (número de huevos viables por molusco) es también diferente 

cuando se le compara entré grupos. Los moluscos aislados muestran siempre para esta variable 

los mayores valores, con un pico reproductivo durante la séptima semana. Los moluscos del 

grupo pareado - no-expuesto siguen a los aislados - no- expuestos en orden decreciente de la 

tasa de fecundidad, pero con cifras mucho más bajas y sin observarse un pico definido. La 

reproducción medida por esta variable es más baja en los moluscos infestados, donde el grupo 

aislado - infestado presenta las cifras más elevadas. Las variables número de masas de huevo 

por molusco y número de huevos por molusco se comportan de forma similar a la tasa de 

fecundidad e interacciones significativas entre los efectos del grupo y de la edad en el ANOVA 

son observadas, pero solamente cuando las comparaciones involucran al grupo aislado - no- 

expuesto (que difiere significativamente del resto) durante el tiempo comprendido entre las 

semanas 3 y 10 (tabla 20). 

Los parámetros dependientes de la edad (tabla 21) muestran que los moluscos del grupo 

aislado - no-expuesto alcanzaron las mayores tasas de crecimiento poblacional, seguido en 

orden de magnitud por los grupos pareado - no-expuesto, aislado - infestado y pareado - 

infestado. Todos los grupos comenzaron su actividad reproductiva en el transcurso de la 

segunda semana de vida mientras que pequeñas diferencias se observan con respecto a la edad 

de la última reproducción, el grupo aislado - no-expuesto alcanzando el período reproductivo 

más largo y el grupo pareado - infestado el más corto.
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Tabla 20 : Resultados del ANOVA de medidas repetidas y del test de Tukey HSD para comparaciones múltiples de las 
medias de 5 parámetros de tablas de vida dependientes de la edad entre 4 grupos experimentales de Fossaria cubensis (ver 
texto) en cria de laboratorio. 
 __________________________________________________________________________________________  

Parámetro Comparación entre grupos Diferencias significativas P 
Tamaño de la concha aislado - infestado vs. aislado - no-expuesto a partir de la semana 8 <0.001 
F = 8.10 p <0.001 aislado - infestado vs. pareado - infestado de la semana 2 a 4 <0.001 

 aislado - infestado vs. pareado - no-expuesto a partir de la semana 2 <0.001 
 aislado - no-expuesto vs. pareado - infestado a partir de la semana 8 <0.001 
 aislado- no-expuesto vs. pareado-no-expuesto a partir de la semana 2 <0.001 
 pareado - infestado vs. pareado - no-expuesto de la semana 2 a 8 <0.05 

Masas de aislado - infestado vs. aislado - no-expuesto de la semana 3 a 10 <0.001 
huevo/molusco aislado - infestado vs. pareado - infestado ninguna >0.05 
F= 13.13 p < 0.001 aislado - infestado vs. pareado - no-expuesto ninguna >0.05 
 aislado - no-expuesto vs. pareado - infestado a partir de la semana 2 <0.05 
 aislado - no-expuesto vs. pareado -no-expuesto a partir de la semana 3 <0.001 
 pareado - infestado vs. pareado - no-expuesto a la semana 5 <0.01 

Huevos/molusco aislado - infestado vs. aislado - no-expuesto de la semana 3 a 10 <0.001 
F = 21.40 p <0.001 aislado - infestado vs. pareado - infestado ninguna >0.05 
 aislado - infestado vs. pareado - no-expuesto ninguna >0.05 
 aislado - no-expuesto vs. pareado - infestado de la semana 3 a 10 <0.001 
 aislado - no-expuesto vs. pareado -no-expuesto de la semana 3 a 10 <0.001 
 pareado - infestado vs. pareado - no-expuesto ninguna >0.05 

Huevos aislado - infestado vs. aislado - no-expuesto de la semana 3 to 10 <0.001 
viables/molusco. aislado - infestado vs. pareado - infestado ninguna >0.05 
F = 19.44 p < 0.001 aislado - infestado vs. pareado - no-expuesto ninguna >0.05 
 aislado - no-expuesto vs. pareado - infestado de la semana 3 a 10 <0.001 
 aislado - no-expuesto vs. pareado -no-expuesto de la semana 4 a 10 <0.001 
 pareado - infestado vs. pareado - no-expuesto a la semana 5 <0.001 
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5.2.2.3 Pseudosuccinea columella 

Los moluscos aislados de Parque lenin presentaron tasas de infestación 

muy elevadas (90%), las cuales están cercanas a las máximas tasas de 

infestación encontradas para esta especie en condiciones de laboratorio (ver 

tabla 16). En contraste, ningún individuo de La Palma desarrolló infección por 

F. hepatica. Moluscos de este mismo aislamiento han sido expuestos repetidas 

veces a dosis miracidicas mucho más altas (más de 15 miracidios por molusco) 

sin observar ninguna emisión de cercarías. Además, cuando se utilizan estas 

altas dosis de miracidios, los moluscos expuestos mueren antes de que la 

emisión cercariana pueda tener lugar. 

Los limnaeidos de La Palma presentan las mayores longevidades (31 y 32 

semanas para los moluscos expuestos y no expuestos respectivamente). Las 

curvas de supervivencia de los dos aislamientos muestran diferencias claras 

entre los moluscos infestados y no expuestos desde el comienzo del 

experimento (Fig. 23A)

Tabla 21 : Parámetros de tablas de vida independientes de la edad para 4 grupos experimentales de 
Fossaria cubensis E.P.R : edad a la primera reproducción. E.U.R : Edad a la última reproducción. 

 
Grupo 

 
Ro 

 
T 

 
r 

 
X 

 
EPR 

 
E.U.R 

aislados-infestados 97.76 5.80 1.28 3.61 1 16 
aislados-no-expuestos 2181.60 7.13 2.12 8.39 1 17 
parcados-infestados 15.00 7.34 0.86 2.37 1 14 
pareados-no-expuestos 239.70 3.62 1.79 6.04 1 10 
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Los moluscos infestados de Parque Lenin muestran una disminución rápida de la 

supervivencia durante la séptima semana, mientras que los moluscos expuestos de La 

Palma presentan una curva en forma de escalera con caídas más pronunciadas durante la 

fase juvenil. 

Las curvas de crecimiento no muestran diferencias significativas (Fig. 23B) (p > 

0. 05). Solo cifras ligeramente mayores se observan en los moluscos infestados durante 

las primeras 8 semanas. 

Las tasas de fecundidad muestran grandes diferencias entre los moluscos infestados 

y los no expuestos de Parque Lenin (Fig. 24A). Los valores más altos se corresponden 

con los de los grupos infestados. Estas diferencias son más pronunciadas durante el 

período patente, con picos en la mana 17 para Parque Lenin. Para los moluscos aislados 

de La Palma, las diferencias entre los individuos expuestos y no expuestos son menos 

evidentes que en el caso de Parque Lenin. Los valores de las tasas de fecundidad son más 

bajos en los moluscos refractarios de La Palma (expuestos y no expuestos) que para el 

aislamiento susceptible.  

 

Fig. 23. Pseudosuccinea columella-Fasciola hepático: supervivencia y crecimiento de 
moluscos no expuestos (líneas continuas), infestados (líneas discontinuas, Parque Lenin) y 
expuestos (líneas discontinuas, La Palma) 
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Fig. 24. Pseudosuccinea columella-Fasciola hepatica: parámetros reproductivos dependientes de la edad 
para los moluscos susceptibles (Parque Lenin) y refractarios (La Palma). Los histogramas de color negro 
corresponden a los grupos expuestos y los de color blanco a los grupos controles. 

El número de masas puestas presenta diferencias significativas entre moluscos no 

expuestos e infestados de Parque Lenin (p<0.01, test U de Mann-Whitney) (Fig. 24C). El  
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número de masas por molusco infestado es dos veces mayor que el número de masas 

por molusco no expuesto de la misma edad para los dos aislamientos. 

Los moluscos de La Palma no presentan diferencias significativas para esta 

variable. Contrariamente a las demás variables reproductivas, el número de huevos por 

masa muestra diferencias significativas entre moluscos infestados y no expuestos de 

Parque Lenin (p<0.05, test U de Mann-Whitney). Las cifras más elevadas son 

alcanzadas por los moluscos no expuestos (Fig. 24B). Las diferencias que conciernen 

esta variable para el aislamiento de La Palma no son significativas y sus valores son 

siempre más débiles que los del aislamiento susceptible. 

Los parámetros independientes de la edad muestran también variaciones entre 

grupos (tabla 22). Los valores de la tasa neta de reproducción (Ro) y del tiempo 

generacional medio son más elevados en los moluscos no expuestos que en los 

expuestos. Sin embargo, las tasas de crecimiento r y A. muestran la relación inversa. En 

los dos casos los moluscos resistentes de La Palma presentan valores inferiores en 

relación a los moluscos infestados y no expuestos de Parque lenin. 

 

5.2.3 Discusión 

Numerosos estudios han mostrado la influencia que los parásitos ejercen sobre sus 

hospederos intermediarios (ver revisiones de Hurd, 1990, Jong-Brink, 1995). Las 

diferencias observadas conciernen principalmente los efectos provocados sobre el 

crecimiento y la fecundidad de los hospederos. Estos dependen a la vez de la edad de 

los moluscos al momento de la infestación y de la diversidad de combinaciones 

hospedero/parásito (Gerard y Théron, 1997). Para la mayoría de las combinaciones 

limnaeido/digeneo que han sido estudiadas, los tremátodos tales como Schistosomatium 

 

 

Tabla 22 : Parámetros independientes de la edad de Pseudosuccinea columella infestada con Fasciola 
hepatica (Parque Lenin), expuestas (La Palma) y controles no expuestos 
Aislamiento Grupo Ro T r X 

Parque Lenin control 265.33 14.34 0.59 1.80 
 infestado 79.90 8.06 0.90 2.46 

La Palma control 160.90 12.15 0.55 1.74 
 expuesto 110.90 10.77 0.64 1.89 
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douthitti, Tricobilharzia ocellata o Fasciola hepatica provocan una fuerte reducción (y en 

algunos casos un cese total) de la fecundidad (Loker, 1979; Sluiters et al, 1980; Wilson et 

Denison, 1980; Dreyfuss et al., 1999) así como una estimulación del crecimiento durante 

el período patente (fenómeno bien conocido como gigantismo) (ver McClelland y 

Boums, 1969; Wilson y Denison, 1980; Joosse y Van Elk, 1986; Ballabeni ,1995). 

Las diferencias en crecimiento, supervivencia y fecundidad observadas entre los 

grupos de F. cubensis expuestos y no expuestos son consistentes con la mayoría de los 

trabajos publicados hasta ahora con otras especies de limnaeidos. Wilson y Denison 

(1980) mostraron que F. hepatica castraba al hospedero F. truncatula y provocaba un 

aumento de su crecimiento. Sin embargo, Dreyfuss et al. (1999) observaron en el mismo 

sistema hospedero/parásito un recomienzo de la reproducción 8 semanas después que los 

moluscos fueran infestados con un solo miracidio, lo cual se atribuyó a una 

reconstrucción de la gónada después de una fase de necrosis siempre que la carga 

parasitaria haya sido lo suficientemente débil. En cambio, este recomienzo de la 

actividad reproductiva no era observado en moluscos infestados con más de un 

miracidio. 

Nuestros resultados con F. cubensis sugieren que aunque la fecundidad disminuye 

bruscamente producto de la infestación con F. hepatica durante la primera semana de 

vida, no hay signos evidentes de castración parasitaria ya que la actividad reproductiva 

continúa en los moluscos infestados hasta la séptima semana, durante la cual una alta 

mortalidad es observada. Esta alta mortalidad de F. cubensis durante la séptima semana 

fije también observada en los moluscos expuestos y aislados del segundo experimento y 

parece estar ligada al comienzo de la emisión de cercarías. La estabilización de la curva 

de supervivencia de los moluscos expuestos en el primer experimento debe ser el 

resultado de la muerte de los moluscos que emiten cercarías, ya que la mayoría de los 

moluscos sobrevivientes después de la séptima semana coincide con los que no fueron 

sensibles a la dosis miracidica empleada. El aumento del crecimiento observado en los 

moluscos expuestos y visualizado por el parámetro G, es quizás el resultado de una 

manipulación del hospedero por parte del parásito con el fin de aumentar el espacio 

disponible para su desarrollo. Sin embargo, Ballabeni (1995) plantea que el gigantismo 

observado en los moluscos infestados sería el resultado de una adaptación del hospedero 

a las nuevas condiciones ambientales. En el modelo Biomphalaria glabrata/Schistosoma 

mansoni, Gerad y Théron (1997) proponen dos causas no mutuamente excluyentes para 

explicar la estimulación del crecimiento de los moluscos infestados: (1) un aumento de la 
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búsqueda de alimento (foraging effort) y (2) una realocación de lo recursos en los 

compartimentos específicos del metabolismo del hospedero. 

Vimos que las correlaciones negativas y significativas observadas entre los 

parámetros reproductivos independientes de la edad (Ro, T, λ et r) y el parámetro G son 

más importantes en los moluscos expuestos, lo que sugiere que el “trade-off” (o 

relaciones negativas entre parámetros vitales) entre la reproducción y el crecimiento es 

más elevado cuando el parásito está presente y que, en consecuencia, una parte 

importante de la energía que iba a ser utilizada para la reproducción es entonces dedicada 

al crecimiento del molusco (realocación de recursos). Además, las correlaciones 

negativas más altas entre el crecimiento y la reproducción se observan en los moluscos 

de menos de 10 semanas, mostrando que estos “trade-offs'’ son más importantes durante 

el período prepatente que durante el período patente. 

El segundo experimento sugiere que un efecto estimulante del crecimiento se ejerce 

no solamente producto de la infestación sino también del aislamiento, este último con un 

impacto mucho más pronunciado. Además, la reproducción es reducida por la infestación 

pero aumentada por el aislamiento. Los resultados de este experimento confirman los 

obtenidos de forma individual en los experimentos anteriores que han implicado el efecto 

de la infestación y del aislamiento sobre las tablas de vida de F. cubensis. 

En P. columella las relaciones molusco/parásito parecen bastante diferentes. Aunque 

todos los moluscos fueron infestados en etapa juvenil (durante la primera semana 

después de la eclosión), no se observa un aumento significativo del crecimiento en 

tamaño de la concha a diferencia de lo que se observó por nosotros en F. cubensis y por 

otros autores en F. truncatula. Por otro lado, a pesar de la infestación con un número 

relativamente elevado de miracidios (5), los moluscos continúan la puesta de huevos 

hasta la semana 19 de vida, significando 10 semanas después del comienzo de la emisión 

cercariana. Durante este tiempo, la producción de masas de huevos es incluso aumentada 

en los moluscos infestados, lo que pudiera estar relacionado a un efecto de la alta 

mortalidad de este grupo que deja a los moluscos sobrevivientes más aislados en 

comparación con los controles (vimos anteriormente el efecto del aislamiento sobre la 

reproducción). Sin embargo, los moluscos del grupo control ponen un mayor número de 

huevos por masa. Estudios más profundos serían necesarios para explicar las bases 

fisiológicas de los efectos observados sobre la reproducción y el crecimiento en esta 

especie. 

El parámetro Ro (tasa neta de reproducción) es más elevado en los grupos controles 

que en los infestados o expuestos a causa de una mayor mortalidad de estos últimos. Sin 
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embargo, debido a una mayor producción de huevos y de un intervalo generacional más 

corto, los parámetros r (tasa intrínseca de incremento) y A. (tasa finita de incremento) son 

más elevadas en los moluscos infestados. De esta manera, las cohortes de P. columella 

infestadas con F. hepatica presentan mayores tasas de crecimiento que las cohortes de 

moluscos no expuestos al parásito. 

Un resultado interesante concierne a la población de P. columella de La Palma, 

donde los moluscos se muestran refractarios a la infestación por F. hepatica. Los 

parámetros independientes de la edad (tabla 22) indican que el éxito reproductivo de los 

individuos resistentes de este aislamiento es inferior al de los moluscos susceptibles bajo 

las mismas condiciones de laboratorio. Las diferencias observadas conciernen 

principalmente la longevidad y la reproducción y pudieran ser consecuencia de un costo 

de la resistencia en estos moluscos, como se ha señalado por ciertos autores para otras 

especies (Minchella et Loverde ,1983; Coustau et al,. 2000). 

* * * * * * * * * *  
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CAPITULO 6. RESISTENCIA DE PSEUDOSUCCINEA 
COLUMELLA A FASCIOLA HEPATICA 

Anteriormente vimos que los individuos de la especie P. columella colectados en la 

localidad de La Palma en 1996 se mostraron no susceptibles a F. hepatica. Tal situación es 

rara en el contexto de los modelos trematodo/molusco. Recordemos que para los 

esquistosomas, los moluscos hospederos no susceptibles al parásito solo pueden ser 

mantenidos en crías de laboratorio mediante la realización de líneas experimentalmente 

seleccionadas. Más recientemente, en 1999, otro aislamiento no susceptible de P. columella 

fue encontrado en la localidad de Babiney, provincia de Matanzas. 

Infestaciones naturales de P. columella con F. cubensis no han sido jamás observadas 

en Cuba. En cambio, la alta susceptibilidad de esta especie en condiciones experimentales ha 

sido demostrada por muchos autores (Leon-Dancel, 1970; Boray et al., 1985; Dacal et al, 

1988) y además esta especie ha sido encontrada infestada en condiciones naturales en 

Australia (Boray et al., 1985), en Brasil (Ueta, 1980) y en Argentina (Prepelitchi et al., 2003). 

La existencia de estas poblaciones refractarias en medio natural abre perspectivas 

completamente nuevas en dos direcciones: 

1. El estudio de los factores que influyen en la dinámica de estas poblaciones « 

resistentes » en relación a las poblaciones susceptibles (competencia, costo de la resistencia, 

presión parasitaria y su posible utilización en términos de control biológico) 

2. El estudio de los mecanismos moleculares implicados en los fenómenos de 

“resistencia’' y susceptibilidad de los hospederos a los parásitos. 

Presentaremos en esta parte los resultados obtenidos a partir de estudios sobre la 

variación fenotípica y genética entre poblaciones susceptibles y resistentes, lo cual nos servirá 

de ayuda para comprender los mecanismos moleculares de la resistencia de este limnaeido al 

parásito.
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6.1 VARIACION FENOTIPICA 

Primeramente, las bases de la susceptibilidad/no susceptibilidad fueron determinadas 

mediante el estudio de las reacciones celulares del hospedero contra el parásito con el fin de 

establecer si se trata efectivamente de un fenómeno de resistencia en moluscos. Luego, con el 

fin de estudiar las variaciones fenotípicas entre aislamientos compatibles y no compatibles, 

una comparación de sus características morfológicas (forma de la concha, pigmentación del 

manto) y comportamiento de oviposición fue realizada. 

6.1.1 Materiales y Métodos 

Los aislamientos susceptibles provienen de dos poblaciones cuyos hábitats han sido ya 

descritos (ver sección 4.2.1.1). Estos aislamientos se han mantenido en condiciones de 

laboratorio desde 1996 (Parque Lenin) y 1998 (Punta Brava). Las exposiciones 

experimentales de estos moluscos a miracidios de F. hepatica mostraron tasas de infestación 

de 91% para Parque Lenin y de 93% para Punta Brava. Los aislamientos no susceptibles 

provienen de La Palma (localidad ya descrita) y de Babiney, un canal de desagüe situado al 

borde del poblado del mismo nombre en la Ciénaga de Zapata, entre las provincias de 

Matanzas y Cienfuegos (Fig. 25). 

 

 

 

 

 

Fig. 25. Localización de las poblaciones de PseudosuL'ánea columella susceptibles y 
resistentes a Fasciola hepatica (resistantes: La Palma y Babiney; susceptibles: Punta 
Brava y Parque Lenin) 
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Exposición a Fasciola hepatica e histología 

Las exposiciones en el laboratorio con fuertes dosis miracídicas mostraron una ausencia 

total de infestación para los aislamientos resistentes (ver tabla 16). 

Los moluscos susceptibles y no susceptibles de Punta Brava y La Palma fueron 

individualmente expuestos a 5 miracidios de F. hepatica durante 5 horas y colocados más 

tarde en placas Petri para su cría según la metodología de Sánchez (1995). Veinticuatro horas 

después de la exposición 10 moluscos de cada grupo fueron fijados en solución Halmí 

durante 24 horas y luego pasados por concentraciones crecientes de etanol. Cortes de 5 |il, 

coloreados con Azan de Heindenhain, fueron examinados bajo el microscopio óptico con el 

objetivo de determinar la presencia de miracidios así como la reacción de los hemocitos 

(células de defensa) del hospedero en el tejido céfalopedal de los moluscos. 

Morfometría de la concha 

Las siguientes variables fueron medidas en 15 conchas de moluscos de cada unos de los 

4 aislamientos con ayuda de un pie de rey: largo de la concha (HC), ancho de la concha (DC), 

largo de la abertura (LO) y ancho de la abertura (LaO). Las medias de los cocientes DC/HC y 

LaO/LO fueron comparadas entre aislamientos mediante un test ANOVA simple y un nuevo 

test de rangos múltiples de Duncan (Steel y Torrie, 1980). Las diferencias fueron 

consideradas significativas para p < 0.05. 

Patrón de pigmentación del manto 

Doce moluscos adultos de cada aislamiento fueron anestesiados durante una noche, para 

lo cual se utilizaron cristales de mentol. Luego, se procedió a dar muerte a los moluscos 

anestesiados mediante inmersión en agua a 70°C. Las partes blandas fueron extraídas de la 

concha utilizando pinzas finas y los mantos fueron despegados del resto del cuerpo. 

Posteriormente, la superficie de los mantos fue digitalizada y analizada con la ayuda de un 

software para el tratamiento de imágenes (Visilog). Para cada imagen digitalizada las 

coordenadas de los baricentros (X,Y) de cada punto claro del manto fueron determinadas y se 

calcularon las distancias entre cada par de puntos. De esta forma se pudo obtener una matriz 

de distancia entre puntos claros del manto de la cual seleccionamos las distancias mínimas
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(aquellas entre cada punto y su punto vecino más cercano) como indicador del patrón de 

pigmentación de cada molusco. La probabilidad de encontrar un molusco de un asilamiento 

dado con un patrón de pigmentación diferente al de un molusco de otro asilamiento fue 

calculada para cada uno de los animales del estudio siguiendo la metodología descrita en el 

anexo. 

Conducta de oviposición 

Dos aislamientos, Parque Lenin y La Palma, fueron utilizados para probar las 

diferencias en conducta de oviposición de los moluscos susceptibles y no susceptibles. 

Treinta recién nacidos de cada aislamiento fueron colocados en placas Petri para su cría 

según la metodología ya descrita. Los moluscos se cambiaban de placa una vez por semana y 

el experimento continuó hasta el final de la actividad reproductiva dé los mismos. En el 

momento en que se cambiaba la placa, el número de masas de huevos y el número de huevos 

por masa era contado. El sitio de puesta de las masas de huevo era registrado, siendo 

clasificado en tres categorías: fondo de la placa, pared de la placa y concha de otros 

moluscos. Los porcentajes de huevos en cada uno de estos sitios de puesta con respecto al 

número total de huevos se compararon entre aislamientos por un test X   de contingencia. 

6.1.2 Resultados 

6.1.2.1 Respuesta celular de los moluscos a la infestación por el parásito 

La observación de los cortes hitológicos a 24 horas después de la exposición al parásito 

mostró una reacción celular precoz en los moluscos no susceptibles. Los parásitos localizados 

en la región céfalopedal fiieron rápidamente encapsulados por los hemocitos y fagocitados 

(Fig,. 26A). Por el contrario, en los moluscos susceptibles, esporocistos viables con 

abundantes células germinales fueron observados sin reacción aparente por parte del 

hospedero (Fig. 26B).

Mercedes
Texto escrito a máquina
2
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6.1.2.2 Morfometría de la concha 

Las comparaciones entre aislamientos susceptibles y no susceptibles mostraron 

diferencias significativas para los índices siguientes: DC/HC (media ±SD: Parque Lenin= 

0.54±0.019, Punta Brava= 0.55±0.024, La Palma= 0.48±0.027, Babinay= 0.49±0.012, F= 

36.81, p<0.001) y LaO/LO (mediaiSD: Parque Lenin =0.73 ± 0.048, Punta Brava= 0.71 ± 

0.062, La Palma= 0.62 ± 0.036, Babinay= 0.65 ± 0.032; f = 14.57, p<0.001). Los tests de 

comparación múltiple de medias mostraron que las diferencias son significativas para los dos 

índices entre los grupos susceptibles y no susceptibles, al mismo tiempo no se obtuvieron 

diferencias significativas entre moluscos susceptibles o entre moluscos no susceptibles (p > 

0.05 para las comparaciones entre Parque lenin y Punta Brava o entre La Palma y Babiney; p 

< 0.05 para las comparaciones entre la Palma y los aislamientos susceptibles o entre Babiney 

y los aislamientos susceptibles). Los índices morfométricos de la concha indican claramente 

que los moluscos susceptibles presentan conchas mas anchas y con aberturas más 

redondeadas que los no susceptibles. 

6.1.2.3 Pigmentación del manto 

Los moluscos no susceptibles (La Palma y babiney) y susceptibles (Parque Lenin y 

Punta Brava) presentan patrones de pigmentación del manto notablemente diferentes. El 

patrón de pigmentación de los moluscos no susceptibles (Fig. 27B) presenta una banda de 

pequeños puntos claros muy nítidos en la región central del manto y áreas más grandes que se 

distribuyen  

 

Fig. 26. Cortes histológicos de los tejidos de la región cabeza-pie de Pseudosuccinea columella 24 horas después de 
exposición a miracidios de Fasciola hepático. A: esporocisto (Sp) encapsulado siendo fagocitado por los hemocitos 
(H) en el molusco resistente. B: miracidio normal transformado (esporocisto madre) en el molusco susceptible. 
Notar la ausencia de respuesta por los hemocitos (GC: células germinales, barra = 100 µm) 
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de manera uniforme por encima y por debajo de esta banda. En los moluscos susceptibles 

(Fig. 27A) las áreas claras son más difusas y esparcidas, sin un patrón definido. 

 

Las curvas de distancia mínima acumulada entre los puntos claros del manto muestran 

que en los moluscos no susceptibles estos puntos están más cercanos unos de otros (Fig. 28). 

La probabilidad de que un molusco de un aislamiento dado presente un patrón de 

pigmentación significativamente diferente del de un molusco de otro aislamiento es mayor si 

se compara entre moluscos susceptibles y no susceptibles que entre moluscos susceptibles o 

no susceptibles entre si (tabla 23). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27. Patrones de pigmentación del manto en 
Pseudosuccinea columella A : Punta Brava (susceptible), B : 
La Palma (resistente) 

Fig. 28. Curvas de distancia mínima acumulada entre los puntos claros del manto 
de Pseudosuccinea columella susceptibles (S) y resistentes (R) 
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Tabla 23. Probabilidades de que un moluscos perteneciente a un aislamiento dado de P. columella presente un patrón 
de pigmentación del manto significativamente diferente de un molusco perteneciente a otro aislamiento. 

 

6.1.2.4 Conducta de oviposición  

 

Diferencias significativas fueron observadas para la conducta de oviposición entre moluscos 

susceptibles y moluscos no susceptibles (X24= 7898.63, p<0.001). Los moluscos de Parque 

Lenin (aislamiento susceptible) pusieron más huevos sobre las paredes de las placas que 
 

los de La Palma (aislamiento susceptible) mientras que estos últimos pusieron más huevos 

sobre el fondo de las placas (Fig. 29). 

 

Aislamientos Parque Lenin (susceptible) Punta Brava (susceptible) Babiney (resistente) 
La Palma (resistente) 0.608 0.712 0.2% 
Parque Lenin (susceptible) - 0.342 0.944 
Punta Brava (susceptible) - - 0.970 
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6.2 VARIACION GENETICA 

Los estudios de Richards y colaboradores (Richards y Merritt, 1972; Richards, 1973, 

1975) demostraron que la susceptibilidad/resistencia de los moluscos a la infestación por los 

esquistosomas es controlada por factores moleculares y que la variabilidad genética en las 

poblaciones de parásitos y de moluscos puede afectar la transmisión del parásito en las zonas 

endémicas (Vieira et al., 1991; Vidigal et al., 1994; Sire et al., 2001). En esta sección 

tratamos de caracterizar los moluscos susceptibles y resistentes mediante técnicas de 

electroforesis enzimática y de amplificación al azar por PCR del ADN polimórfico (RAPD). 

Las dos técnicas han sido ya utilizadas por varios autores para estimar la variación genética 

en aislamientos de Biomphalaria susceptibles y resistentes a esquistosomas (Michelson y 

DuBois, 1981; Larson et al., 1996; Mulvey et al., 1998; Abdel-Hamid et al., 1999; Knight et 

al., 1999). Debido a que las diferencias fenotípicas ya observadas podrían sugerir que los dos 

aislamientos pertenecen de hecho a dos especies de limnaeidos, realizamos también la 

secuenciación de un segmento de ADN nuclear que codifica para el ARN ribosomal. 

6.2.1 Materiales y Métodos 

6.2.1.1 Moluscos utilizados 

Como en los experimentos anteriores, los aislamientos susceptibles corresponden a 

poblaciones de Parque Lenin y Punta Brava mientras que los aislamientos resistentes 

corresponden a la población de La Palma. 

6.2.1.2 Electroforesis enzimática 

Un total de 20 moluscos (10 susceptibles y 10 resistentes) fueron utilizados para las 

electroforesis. Los moluscos fueron separados de sus conchas, homogenizados con agua 

destilada y conservados a -70°C hasta su utilización en las electroforesis. 

Los extractos de cada molusco se colocaron en geles de almidón al 10%. Después de 

que tuviera lugar la migración en el gel, las bandas se revelaron mediante coloración 

enzimática específica. La metodología de la electroforesis y de las coloraciones es la descrita 

por Pasteur et  
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al., (1987). Once sistemas enzimáticos fueron probados y el análisis reveló la presencia de 21 

presuntos loci (tabla 24). 

 

 

6.2.1.3 Amplificación al Azar del ADN Polimórfico (RAPD) 

Para la extracción del ADN, 14 moluscos de cada aislamiento fueron incubados durante 

una noche a 4°C en una solución que contenía antibiótico (ampicillina 0.2 mg/ml). El ADN se 

extrajo del pie de cada molusco según la metodología descrita por Winnepenninckc et al., 

(1993): después de la disección de los moluscos sus tejidos fueron triturados con un mortero 

en presencia de nitrógeno líquido y centrifugados con 15ml de buffer CTAB (2% p/v 

bromuro de Hexadecytrimethlammonium, 1.4 M Nací, 0.2% v/v (3-mercaptoetanol, 20mM 

EDTA, 100 mM tris-HCL pH 8.0, 0.1 mg/ml de proteinasa k) precalentados a 600° C e 

incubados durante 30 minutos a esa temperatura. El ADN es extraído añadiendo volúmenes 

iguales de fenol, de cloroformo y de isoamilalcohol (25:24:1). Después de centrifugar a 8000 

rpm durante 10 minutos, la fase acuosa es incubada con un volumen igual de cloroformo y de 

isoamilalcohol (24:1) y centrifugada nuevamente (8000 rpm, 10 min). Luego el ADN es 

precipitado mediante la adición de dos volúmenes de etanol absoluto que contienen 3M de 

acetato de sodio y colocado a -20°C durante 30 min. El ADN precipitado es centrifugado 

nuevamente a 8000 rpm durante 10 minutos y el pelet es lavado con etanol al 70%. Después 

de secarse al aire, el ADN 

 

Tabla 24: Número de loei en 11 isoenzimas analizadas para la caracterización 
de los aislamientos susceptibles y resistentes de Pseudosuccinea columella. 

Proteína  Número de loci 
Abreviatura Nombre 
SOD Superoxido dismutasa 2 
A MY Alpha-amylasa 2 
MDH Malato deshydrogenasa 2 
FUM Fumarasa 1 
XDH Xanthina deshydrogenasa 1 
AAT Aspartato amino trasferasa 1 
AKP Fosfatasa al kali na 1 
EST Esterasas 8 
ACP Fosfatasa acida 1 
MPI Mannosa phosphato isomerasa 1 
GP1 Glycosylphosphatidyl inositol 1 
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es disuelto en 20 µl de buffer TE (10 mM tris-HCL, pH 8.0 ; ImM EDTA pH 8.0) y 

conservado seguidamente a 4°C. La concentración de ADN se estimó por espectofotometría a 

260nm. La pureza de la muestra se comprobó en geles de agarosa de 0.8% con buffer TBE 

(45mM trisborato, lmM de EDTA) conteniendo bromuro de etidio (0.5 mg/ml) y visualizado 

en un transiluminador UV. 

Para la amplificación de marcadores aleatorios, veintiséis oligonucleótidos (Kits A, B y 

G, Operon Technologies Inc, California, USA) fueron utilizados a fin de revelar la diversidad 

genética entre los aislamientos susceptibles de Parque Lenin y Punta Brava y el aislamiento 

resistente de La Palma. Los productos de RAPD y sus concentraciones se optimizaron 

mediante ensayos preliminares. La amplificación del ADN se realizó en un volumen final de 

25µl de l0x buffer PCR (l00mM de Tris-HCL pH 8.3, 15 mM de MgC12, 500 mM de KCl, 

0.01% gelatina), 200(100mM de Tris-HCL pH 8.3, 15 mM de MgC12, 500 mM de KCl, 

0.01% gélatina) 1 de dNTP, 5 pmoles de cada cebador, 2.5U de Taq DNA polimerasa y l0ng 

de ADN molde. Los controles negativos para cada uno de los cebadores incluían todos los 

componentes mencionados anteriormente excepto ADN molde, el cual se sustituyó por agua 

destilada. El perfil de amplificación consistió en una primera desnaturalización a 94°C 

durante 5 min seguida de 45 repeticiones de: Imin a 94°C, lmin a 36°C y 2min a 72°C. En el 

último ciclo, la extensión duró 5min. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis 

en gel de agarosa a 1.2% con buffer TBE conteniendo bromuro de etidio (0.5mg/ml) y 

visualizado utilizando transiluminador UV. 

Con el fin de medir el grado de diferenciación genética un coeficiente de similitud (S) 

fue calculado entre moluscos susceptibles y resistentes para cada cebador utilizando la 

fórmula siguiente (Dice, 1945): S = 2a / (2a + b + c), donde α representa el número de bandas 

compartidas por los dos grupos, b representa el número de bandas únicas para los moluscos 

susceptibles y c representa el número de bandas únicas para los moluscos resistentes. 

6.2.1.4 Secuenciación del 'ADN ribosomal 

En un primer ensayo se utilizó el ADN de dos lotes de tres moluscos susceptibles y tres 

resistentes que habían sido previamente fijados en alcohol al 70%. Después de haber 

separado las conchas, una porción del pie fue substraída del animal evitando cuidadosamente 

la parte pigmentada para no precipitar pigmentos melánicos o polisacáridos después de la 

extracción del ADN, lo que pudiera inhibir el PCR o provocar amplificaciones inespecíficas 

(Bargues et al., 1995). En un segundo ensayo, diez moluscos susceptibles y 10 resistentes se 

sometieron al 
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mismo protocolo pero en este caso extrajimos el ADN de manera separada, amplificándose y 

secuenciándose una porción del ADN ribosomal (ADNr) conteniendo un segmento del ITS-1, 

la región 5.8S y un segmento del ITS-2. 

La extracción del ADN genómico que contiene los segmentos de interés se realizó según 

los protocolos de Sambrook et al. (1989) modificados por Bargues y Mas-Coma (1997): las 

porciones de pie se reunieron en 400ml de buffer de extracción (10 mM de Tris-HCl, pH 8.0; 

lOOmM d'EDTA; 100 mM de NaCl; de dodecyl sulfato de sodio a 1 % [SDS]) conteniendo 

500mg/ml de proteinaza K y digeridos durante 4 horas en baño de María a 55°C con 

agitación manual cada 15 minutos. 

La extracción se desarrolló en tres etapas: primero un volumen igual (400 ml) de fenol 

fue adicionada, seguida por una agitación lenta y una centrifugación de 15 min a 14000 rpm a 

temperatura ambiente; la fase acuosa (aproximadamente 400 ml) fue seguidamente mezclada 

con 200ml de fenol y 200ml de cloroformo/isoamilalcohol (24/1), següido de una agitación 

lenta y una centrifugación a 14000 rpm durante 15min a temperatura ambiente, finalmente la 

fase acuosa (aproximadamente 400ml) fue mezclada con igual volumen de 

cloroformo/isoamilalcohol (24/1), seguido de una agitación lenta y de una centrifugación a 

14000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente. La fase acuosa así obtenida fue 

precipitada con 1/10 de volumen de 3M de acetato de sodio y 2.5 volúmenes de etanol 

absoluto congelado, luego se incubó 10 min a -20°C. El ADN se concentró por 

centrifugación 30 min a 1400 rpm a 4°C y el pelet enjuagado en lml de etanol 70%, luego 

secado al vacío para ser después resuspendido en 110ml de agua ultra pura. 

La amplificación de las secuencias de ADNr correspondientes al extremo 3’ del gen 

18S, al ITS-1, al 5.8S, al ITS-2 y al extremo 5’ del gen 28S fueron amplificados por PCR 

utilizando 3ml de ADN genómico para un volumen de reacción de 40 ml. La amplificación 

fue realizada utilizando los cebadores PcITS f(forward) 5'-

GTCGTAACAAGGTTTCCGTAG-3' obtenido por alineación (gracias al software BioEdit 

que utiliza el software Clustal W) de 10 secuencias de 18S de 10 moluscos y publicado en 

Genbank y Pe ITSr (reverse) 5' TTCTATGCTTAAATTCAGGGG-3’ (Bargues, no 

publicado). Después de clonar y secuenciar los productos obtenidos, con una longitud de 

1170 pares de bases, otros cebadores fueron diseñados para amplificar y secuenciar la región 

central de este largo fragmento, en el que solo aproximadamente 400 bases habían sido 

claramente secuenciadas en los extremos 5’ y 3’ en un primer ensayo: Pe ITS rl 5-

CGATATCGGTGGAAGCA-3' (posición 289) y Pe ITS fl 5’- CAACACGCCTCTCGAGA-

3' (posición 810). Todos los PCR se realizaron efectuando 35 ciclos en tres etapas: 95°C 

durante 3 min; 35 ciclos que comprenden un calentamiento a 95°C 
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durante 1 min, 55°C durante 1 min y 72°C durante 2 min; finalmente una etapa de 

terminación y elongación a 72°C durante 5 min. Los productos así obtenidos fueron 

separados para análisis electroforético en gel a 1.5% de agarosa con coloración por bromuro 

de etidio. 

Clonaje y secuenciación de los productos de PCR 

Los productos amplificados fueron clonados usando el kit de clonaje ‘TOPO TA cloning 

kit’' de Invitrogen, luego secuenciados usando el kit de secuenciación “Big Dye Terminador” 

de Parking-Elmer Applied Biosystems, que utiliza el método descrito por Sanger et al. 

(1977). Los productos de la reacción fueron separados por electroforesis en gel a 6% de 

poliacrilamida utilizando un secuenciador automático " 373A DNA sequencer " de Applied 

Biosystems y las secuencias obtenidas fueron corregidas y comparadas con el software 

“Squencher 3.1.1: de Genes Codes Corporation”. 

6.2.2 Resultados 

6.2.2.1 Electroforesis enzimática 

Ningún polimorfismo (intra o entre grupos) fue observado para los 21 loci revelados. 

Una elevada fijación alélica se observó en todos los sistemas en cada locus. El mayor número 

de loci (8) se encontró para el sistema de esterasas y las demás enzimas solo mostraron uno o 

dos loci. 

6.2.2.2 Análisis RAPD-PCR para la identificación de marcadores 

De los 26 cebadores utilizados, 17 mostraron diferencias notables entre moluscos 

susceptibles y resistentes. La totalidad de los cebadores produjo en total 140 bandas, de las 

cuales 44 fueron obtenidas específicamente en un grupo o en el otro. Veintidós bandas fueron 

marcadoras específicas de moluscos susceptibles y el mismo número de bandas lo fue para 

moluscos resistentes. Los pesos moleculares de los marcadores se presentan en la tabla 25. La 

figura 30 muestra los perfiles de RAPD de tres de los cebadores donde se obtuvieron las 

mayores diferencias entre moluscos susceptibles y resistentes (coeficiente de similitud (S)= 

0.22, 0.25 y 0.36 para los cebadores OPG-17, OPB-08 y OPG-05 respectivamente).
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labia 25: Tamaño (en pares de bases) de los marcadores RAPD obtenidos para la caracterización de 
los aislamientos susceptibles y resistentes de Pseudosuccinea columella. S: coeficiente de similitud. 

Cebador Secuencia Susceptible Resistente S 
OPA-OI CAGGCCCTTC 1380 150, 1490 0.5 
OPA-02 TGCCGAGCTG 250 - 0.75 
OPA-04 AATCGGGCrG 480 421 0.6 
OPA-06 GGTCCCTGAC 1100 2300 0.5 
OPA-07 GAAACGGGTG 710,650 510,810 0.43 
OPA-08 GTGACGTAGG 530 600 0.57 
OPA-09 GGGTAACGCC 697, 730 710, 820 0.43 
OPA-16 AGCCAGCGAA - 1037 0.83 
OPA-17 GACCGCTTGT 1489 - 0.83 
OPA-18 AGGTGACCGT 697, 740 718 0.57 
OPA-19 CAAACGTCGG 421 380, 500 0.5 
OPA-20 GTTGCGATCC 1000 970 0.66 
OPB-08 GTCCACACGG 500 400, 505 0.25 
OPG-05 CTGAGACGGA 350,450,780 225,400 0.36 
OPG-IO AGGGCCGTCT - 710 0.83 
OPG-17 ACGACCGACA 400, 590,600 500,605,870 0.22 
OPG-19 GTCAGGGCAA 240 - 0.75 
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Cuando las dos poblaciones susceptibles (Parque Lenin y Punta Brava) fueron 

comparadas con los cebadores OPB-8, OPG-5, OPG-IO y OPG-19, ninguna diferencia fue 

observada mientras que se mantienen las diferencias entre aislamientos susceptibles y 

resistentes. 

6.2.2.3 Secuenciación del ADN ribosomal 
Las extracciones de ADN genómico correspondiente a los pools de tres moluscos 

resistentes y tres susceptibles y la secuenciación de la porción del ADNr que nos interesa 

mostraron que entre estos dos aislamientos, las secuencias solo varían en dos bases de un total 

de 1170, representando un 0.17% de diferencias entre las secuencias resistentes y susceptibles. 

Estas diferencias corresponden a transiciones señaladas respectivamente por las letras R 

(Adenina en los susceptibles y Guanina en los resistentes) en posición 555 y S (Citosina en los 

susceptibles y timina en los resistentes) en posición 725 de la secuencia que se muestra en la 

figura 31. 

 

Fig. 31. Secuencia de ADNr de la región comprendida por el extremo 3’ del gen 18S, el ITS-1, el gen 
5.8S, el ITS-2 y el extremo 5’ del gen 28S en Pseudosuccinea columella susceptible y resistente a 
Fasciola hepatica R: adenina en los moluscos susceptibles y guanina en los resistentes. S.: citosina en 
los moluscos susceptibles y timina en los moluscos resistentes. Las secuencias sombreadas indican 
los cebadores (forward y reverse) usados para la secuenciación del segmento interior de la secuencia 
(ver texto) 

 

 

 

 

1 TGTCG TAACA AGGTT TCCGT AGGTG AACCT GCGGA AGGAT CATTA ACGCA 
51 ATTTC TTTTC ATCAT ACTTT TGGTG ATAGA AAGAG AGGAA CACGA AGCAA 

101 AACTC GGTTT GGCCC CTCGG CGCGC AGGAA GCGCC GTCGA GGGGC CGTGT 
151 GGCTG CGTCT TTCTT TCGGG GTACC TACTG TCCTC GATGC GACCC ACGGT 
201 GACGG CTTAG AGCCC GTGTG CTCGC CGGGT CGCGA AGGTT CAAAG AGTGG 
251 CCGGC CGGCC CGTGG CTCAT GTCGG CCGGC GACCG CCCCG ATATC GGTGA 
301 AGCAA GAGAA GAGGT CAGCC CGGGG TACCT ATGCC CTCTG CATGC TCGCT 
351 CTCGC GTGCG GCAGG GCGGT AGCTC CAGCT CGTCT TTTGG CCGCG AGGTT 
401 CAAAG AGACG GCCGC GCCGC GCTCG CTCAT CGTGC TCTGC TCGAT GGATG 
451 ATGGC GCTGG TCGCC GCCCC GGGCC TCCTG TGAAC TTTTT CCCCT CATGA 
501 CAAAT CATAA TAATT TCTTA CTTTT GGCAT GCGCA AGGTT GCGCA CAAGA 
551 ACAAR AAAAG TCTAT AACTT TGAGC GGTGG ATCAC TCGGC TCGTG CGTCG 
601 ATGAA GAGCG CAGCC AGCTG CGTGA ATTAA TGTGA ATTGC AGAAC ACATT 
651 GAACA TCGAT ATCTT GAACG CATAT GGCGG CCTCG GGTCA ATCCC GGGGC 
701 CACGC CCGTC TGAAG GTCGG CTAGS CACAA AGCAA TCGTG TCCGC GTAGC 
751 TCTCA CGAAA CCGGA GCCGG CAGCC CCGCC GCACT CTCTT GCTCT CGAGA 
801 AGGCG TGTTG GGCGT GCTGG CAAGC GGTTG GACAC GCCCT GGACC CTCGC 
851 GGGCT ACCTA AACCG ACAGT GTTGG TGGTG GTGGC CCCGT GGTCT TAAGC 
901 GCAAG CCGCG CCGTT GTCCG TTTAC ATCTC GTAAC GTCTT CGACG CTGCC 
951 CTGCT CTCGG CGGCC TGTCC GTTTT TCTCT ACCGC CAGGC AGGAT CCGGC 

1001 TCGCT CACTT GAAGC GTCCA CGGGC CTGCC GTCCA CGGCG ACACT TGCTC 
1051 TAGGG TGGAG AGAGA CCATC TCTTA GAAGA CGGTT ACTTG ATCGG CGCCT 
1101 GTCTC CACAT T T T T 

T TAAAA ACTCC GACCT CAGAT CGGAC GAGAT TACCC 
1151 CCTGA ATTTA AGCAT AGAAA       
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Al comparar esta secuencia con las secuencias presentes en la base de datos Genbank se 

puede describir la estructura de este fragmento de la siguiente manera: base 1 a base 45: 

extremo 3' del gen 18S; base 46 a 565: ITS-1; base 566 a 722: gen 5.8S; base 723 a 1112: 

ITS- 2; base 1123 a 1170: extremo 5’ del gen 28S. 

Se puede apreciar un sesgo a favor de G+C en la composición de la secuencia: 57.95% 

de G+C (29.16% de C y 28.89 de G) contra 41.88% de A+T (19.57% de A y 22.31% de T). 

A la luz de estos resultados, extrajimos el ADN de 10 individuos resistentes y 10 

individuos susceptibles con el fin de amplificar una porción de alrededor de 500pb de este 

fragmento de ADNr, la cual contiene las dos bases de diferencia, esperando confirmar que no 

existen otras diferencias en esta porción de la secuencia. 

Se amplificó este segmento en todos los individuos utilizando los cebadores Pe ITS f y 

Pe ITS r. Los resultados confirman la presencia de estas dos únicas diferencias en la 

secuencia de la misma porción de ADNr en los individuos resistentes y susceptibles. Hay que 

destacar que la primera de estas transiciones (R en posición 555 de la secuencia de ADNr) se 

sitúa en el extremos 3’ del ITS-1 y que la segunda (S en posición 725 de esta misma 

secuencia) se sitúa en la parte 5’ del ITS-2. 

6.3 DISCUSION 

Cuando un molusco resiste activamente a un miracidio, los mecanismos de defensa 

consideran al parásito como no propio. Seguidamente se produce un activación de los 

hemocitos y/o de los factores humorales, seguido de la encapsulación y la destrucción del 

miracidio (Lie et al., 1987). Los cortes histológicos de moluscos P. columella no susceptible 

expuestos a F. hepático mostraron claramente una reacción de los hemocitos que tiene lugar 

dentro de las 24 horas que siguen a la exposición y que es capaz de eliminar al esporocisto 

primario. Estos resultados sugieren que la ausencia de susceptibilidad de los aislamientos de 

La Palma y Babinay es consecuencia de una resistencia activa y no de una inaptitud 

(unsuitability) fisiológica. 

La morfología de la concha parece ser uno de los marcadores externos más evidentes. 

Los moluscos susceptibles adultos presentan conchas mas anchas y con aberturas más 

redondeadas que los moluscos resistentes. Las conchas de los moluscos pulmonados de agua 

dulce pueden presentar grandes variaciones de forma ligadas a factores ambientales (Brown, 

1994). Sin embargo, en nuestro estudio las características de la concha no pueden ser 

caracteres 
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ecofenotípicos ya que los moluscos utilizados han sido mantenidos en condiciones de cría de 

laboratorio durante varias generaciones. 

La pigmentación del manto es un carácter taxonómico que ha sido ya utilizado en varias 

especies de limnaeidos mientras que en otras especies este no es muy útil (Jackiewicz, 1993). 

La intensidad de la pigmentación del manto en P. columella puede variar entre diferentes 

poblaciones ya sean estas resistentes o susceptibles, pero los patrones de distribución de los 

puntos claros conservan la constante característica de los aislamientos susceptibles o 

resistentes, la cual ha sido descrita previamente. 

Varias técnicas bioquímicas y moleculares han sido utilizadas para la búsqueda de 

marcadores genéticos asociados a los fenotipos resistentes y susceptibles a la infección por 

tremátodos (Rollinson et al., 1998). La mayoría de los estudios se han basado en el modelo 

Biomphalaria/Schistosoma mansoni (ver Knight et al., 2000). 

En lo concerniente a los sistemas isoenzimátios, Mulvey et al. (1998) mostraron la 

existencia de diferencias entre moluscos genéticamente definidos como susceptibles y 

resistentes. Michelson y DuBois (1981), por su parte, identificaron un marcador 

isoenzimático (AcP2) que parece estar asociado a los estados de susceptibilidad y de 

resistencia de B. glabrata a S. mansoni. En nuestro estudio con P. columella, no fue posible 

detectar marcadores bioquímicos entre aislamientos susceptibles y resistentes analizando 11 

sistemas enzimáticos. Esa ausencia de polimorfismo enzimático con la presencia de alelos 

fijados reíúerzaa aun más la idea de que la autofecundación es el sistema de reproducción de 

preferencia en esta especie. Jabbour-Zahab et al. (1997) observaron ya tal ausencia de 

polimorfismo en poblaciones de F. cubensis y de F. truncatula de orígenes geográficos 

diferentes. Dicha ausencia de variación fue atribuida al papel jugado por el sistema de 

apareamiento así como a la dinámica de poblaciones, según ha sido ya sugerido para algunas 

especies de Biomphalaria y de Bulinus (Jame, 1995). Por otro lado, el análisis de RAPD 

demostró la existencia de diferencias entre los aislamientos susceptibles y resistentes de P. 

columella, lo que indica que a pesar de la ausencia de polimorfismo enzimático 

intraespecífico, cierta variabilidad existe entre los dos aislamientos a nivel del ADN nuclear. 

Las diferencias genéticas fueron obtenidas con 17 de los 26 cebadores analizados, implicando 

a 44 bandas de un total de 140. Esta es la primera vez que tal variación genética es 

demostrada entre limnaeidos resistentes y susceptibles respecto a la infestación por F. 

hepatica en ausencia de selección experimental. Otros ejemplos de la utilización de la técnica 

RAPD para diferenciar los moluscos resistentes y susceptibles a la infección por parásitos 

digeneos conciernen principalmente al planórbido Biomphalaria glabrata y al trematodo 

Schistosoma mansoni. Líneas genéticamente diferenciadas de B. glabrata seleccionadas en 

base 
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a su resistencia o susceptibilidad a S. mansoni fueron caracterizadas anteriormente mediante 

la técnica de RAPD-PCR (Larson et al., 1996). De los 20 cebadores probados por estos 

autores, dos (OPA-1 y OPA-6) fueron útiles para la diferenciación de las líneas. Por otro lado 

Knight et al. (1999) identificaron solamente dos marcadores (OPM-04: 12kb y OPZ-11: 1.0 

kb) entre los 205 cebadores que según los autores segregaban con el fenotipo resistente de B. 

glabrata, utilizando igualmente los análisis RAPD-PCR. Con el mismo propósito Abdel-

Hamid et al (1999) utilizaron esta técnica para separar genéticamente moluscos susceptibles 

de resistentes. 

Pseudosuccinea columella ha sido señalada siempre como una especie altamente 

susceptible a la infestación por F. hepatica en varias regiones del mundo (Boray et al, 1985; 

Cruz-Reyes y Malek, 1987; Rondelaud y Barthe, 1987; Dacal et al., 1988; Prepelitchi et al., 

2003). En Cuba varios aislamientos de esta especie se han infestado con facilidad en el 

laboratorio. En cambio, los aislamientos de La Palma y Babiney representan una excepción a 

destacar. El patrón de herencia de los marcadores identificados de susceptibilidad y 

resistencia en P. columella queda aun por definir. Ensayos de cruzamiento parecen sin 

embargo difícil a ejecutar debido a las estrategias reproductivas que tendrían lugar en esta 

especie (autofecundación preferencial). Esto ha sido sugerido también en otros trabajos de 

terreno realizados en el Altiplano Boliviano con F. truncatula, en los que un solo genotipo 

microsatélite multilocus ha sido encontrado en varias decenas de poblaciones muestreadas 

(Meunier et al., 2001). 

A la luz de las diferencias fenotípicas y genéticas observadas, surgió la necesidad de 

conocer realmente si los aislamientos resistentes corresponden a la misma especie que los 

susceptibles (taxon columella). A pesar de las diferencias morfológicas de la concha y el 

manto, ninguna otra característica taxonómica distintiva habitualmente utilizada en los 

limnaeidos (ej. la anatomía del sistema reproductor) ha podido ser evidenciada entre los 

diferentes aislamientos. Por otro lado, la secuenciación de una región del ADN ribosomal en 

un pool de tres moluscos por aislamiento, confirmado por la secuenciación en 10 

especímenes de cada grupo (susceptible y resistente) en los que la región central de este 

fragmento de ADN se aisló, mostró que solamente existe una diferencia de solo dos bases 

nitrogenadas. Este resultado confirma que los dos aislamientos pertenecen a la misma especie 

y esta afirmación es posible debido a que el segmento de ADN secuenciado contiene un alto 

poder resolutivo entre especies de este género. En efecto, Bargues et al. (2001), mostraron 

que el ITS-2 (comprendido en el fragmento secuenciado en este estudio) es un excelente 

marcador para resolver las relaciones supraespccíficas, específicas y poblacionales en los 

limnaeidos, aunque el contenido en G+C sea muy elevado. 
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La utilización de genes de resistencia en el control de vectores ha sido ya propuesto para 

diferentes enfermedades parasitarias transmitidas por moluscos o insectos (Hubendick, 1958; 

Crampton et al., 1990; Kidwell et Ribeiro, 1992; Richards et al., 1992). En este tipo de 

estrategia hipotética de control, los genotipos resistentes serían seleccionados y un número 

importante de estos genes sería introducido en las poblaciones susceptibles, esperando que los 

genes resistentes invadan a las mismas interrumpiendo así el ciclo del parásito. Sin embargo, 

la eficacia de este tipo de control ha sido puesta en duda debido a las desventajas que 

pudieran presentar los genes resistentes en el medio natural (ver Jame, 1993). En el caso 

especial de P. columella en Cuba, las poblaciones resistentes recientemente descubiertas 

parecen estar bien adaptadas a su ambiente natural, sugiriendo así que bajo ciertas 

condiciones los moluscos resistentes pueden prosperar. Sin embargo, nuevos estudios 

orientados a la determinación del valor adaptativo de estas poblaciones con respecto a 

poblaciones susceptibles de la misma especie ya F. cubensis quedan aún por realizar. 

El origen de las poblaciones resistentes cubanas de P. columella es desconocido y 

estudios sobre la distribución de los genes de la resistencia en el área donde habita esta 

especie serán ahora necesarios. Las nuevas investigaciones deberán estar dirigidas a lograr 

una mejor comprensión de los mecanismos implicados en la detección y la destrucción del 

parásito en el molusco (Coustau y Yoshino, 2000; Sapp y Loker, 2000) así como al 

aislamiento de los genes o los productos de excreción secreción implicados en la 

susceptibilidad y la resistencia de los moluscos a este parásito (Knight et al., 2000) 
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CONCLUSIONES 
Fossaria cubensis es la especie más común de los dos limneidos cubanos. Ella se 

encuentra en toda a la isla, donde vive en hábitats muy variables: lagunas, cañadas, canales, 

ciénagas, berreras, etc. La otra especie, Pseudosuccinea columella, presenta un área de 

distribución más reducida que se extiende desde Pinar del Río hasta Camaguey. 

Investigaciones preliminares han mostrado que esta especie está ausente de las provincias 

orientales. Estas diferencias de distribución pudieran estar asociadas a una presencia más 

antigua de F. cubensis en Cuba mientras que P. columella sería de una introducción más 

reciente (esta última especie fue descrita en América del Norte a principios del siglo XIX). 

Las tablas de vida de las dos especies, medidas bajo las mismas condiciones de 

laboratorio, muestran variaciones intra e interespecíficas. Con respecto a F. cubensis, dos 

poblaciones de origen geográfico diferente (Cuba y República Dominicana) son más 

similares entre si (en cuanto a las curvas de supervivencia, esperanza de vida al nacer, tasa de 

reproducción neta y tiempo generacional medio) que con respecto a otra población cubana. 

Dado que las condiciones de laboratorio bajo las cuales se desarrolló el experimento fueron 

idénticas para los tres aislamientos, estas diferencias pudieran tener bases genéticas. Con 

respecto a P. columella, las curvas de supervivencia y reproducción de los aislamientos de 

Parque Lenin y de Punta Brava son más parecidas a pesar de una mortalidad inesperada que 

fue observada en el aislamiento de Punta Brava durante la semana número 19. Sin embargo, 

el aislamiento de la Palma presenta tablas de vida muy diferentes. Estas diferencias tienen 

una base genética según se demostró en experimentos posteriores. 

Al ser comparadas entre si, las dos especies de limneidos muestran características 

diferentes en cuanto a sus tablas de vida en condiciones de laboratorio. Fossaria cubensis 

muestra tasas de supervivencia y de fecundidad más elevadas que P. columella pero esta 

última muestra una madurez sexual más precoz. 

Individuos de las dos especies muestran un mayor éxito reproductivo y tasas de 

crecimiento más altas cuando son criados en aislamiento que cuando son criados en pareja. 

Este resultado concuerda con estudios recientes que muestran la ausencia (o presencia muy 

débil) de polimorfismo genético en ciertas especies de limnaeidos muy cercanos como F. 

truncatula, sugiriendo que estos moluscos presentan una estrategia de reproducción que se 
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basa casi exclusivamente en la autofecundación. Un experimento realizado con moluscos en 

aislamiento pero en agua condicionada mostró que la inhibición de la reproducción y del 

crecimiento en los moluscos pareados no es consecuencia de una interacción mediante la 

liberación de substancias en el agua. 

Un estudio sobre la abundancia de las dos especies de limneidos cubanos fue 

realizado en dos localidades de importancia epidemiológica de Cuba: La Palma y San Juan y 

Martínez. Este estudio mostró que las abundancias de ambas especies están fuertemente 

asociadas a ciertos parámetros del medio como los nitratos y el grado de antropización del 

hábitat. Parece haber también una exclusión competitiva entre las dos especies, pues la 

asociación entre ellas es negativa. El molusco prosobranquio Tarebia granifera se asocia 

negativamente con F. cubensis al igual que con la mayoría de las especies de agua dulce, 

pero se asocia positivamente con P. columella y con el bivalvo Corbicula fluminea. Fossaria 

cubensis parece estar más asociada a los sitios urbanos y más antropizados mientras que P. 

columella se asociada mayormente a los sitios rurales y menos antropizados. También es 

posible que otros factores ambientales que no fueron tomados en cuenta en este estudio 

hayan tenido una asociación importante con los limnaeidos cubanos. 

Los estadios larvarios de F. hepatica provocan un aumento del crecimiento 

(fenómeno conocido por gigantismo) y una disminución de la fecundidad en el hospedero F. 

cubensis, lo cual está acorde con los resultados obtenidos en la mayoría de los trabajos 

publicados sobre las interacciones molusco - trematodo. Sin embargo, en nuestro caso, el 

parasito no llega a causar la castración total del molusco incluso si este es infestado en la fase 

juvenil. Los “trade-offs” observados entre los parámetros reproductivos y el crecimiento son 

más intensos en los moluscos que han sido expuestos al parásito y en estos el efecto es más 

pronunciado durante el periodo prepatente que durante el período patente de la infección. 

El estudio sobre el impacto del parasitismo en las tablas de vida de P. columella 

muestra resultados diferentes en comparación a lo obtenido con F. cubensis (o con F. 

truncatula por otros autores). No se observa un efecto evidente sobre el crecimiento de la 

concha de P. columella incluso si los moluscos son expuestos en su etapa juvenil. 

Sorprendentemente, los moluscos infestados muestran una mayor tasa de fecundidad que los 

controles no infestados. A pesar de la alta mortalidad de los moluscos infestados de P. 

columella, las tasas finita e intrínseca de incremento natural son más elevadas que en los 
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controles no infestados debido a que ponen un número mayor de masas de huevo y a que 

tienen una menor duración del tiempo generacional medio. 

Uno de los puntos más fuertes de nuestro trabajo lo constituye el descubrimiento de 

dos poblaciones cubanas de P. columella (La Palma y Babiney) que muestran una ausencia 

total de susceptibilidad a la infestación por miracidios de F. hepatica. Ningún molusco de 

estas dos poblaciones mostró signos de infestación después de ser expuestos a más de 5 

miracidios por molusco. Por otro lado, los moluscos que se someten a una exposición de más 

de 10 miracidios mueren durante el período prepatente. Los moluscos de poblaciones 

susceptibles muestran tasas de fecundidad y longevidades mayores en comparación a los 

moluscos resistentes bajo las mismas condiciones experimentales por lo que parece haber un 

costo asociado a esta ausencia de susceptibilidad. La existencia de poblaciones naturales 

refractarias a un parásito en una especie de molusco que normalmente.es susceptible, no era 

conocida hasta el descubrimiento de la población de La Palma. El descubrimiento de una 

segunda población resistente en un hábitat bien alejado geográficamente de La Palma nos 

sugiere que posiblemente estas poblaciones no son tan raras. 

Cortes histológicos muestran que la falta de susceptibilidad observada en P. columella 

se basa en un mecanismo de resistencia activa y no en una simple inaptitud (unsuitability) 

fisiológica: después de 24 horas de exposición, las larvas de F. hepatica son eliminadas por 

las células de defensa (hemocitos) de los moluscos. Por otro lado, los cortes histológicos de 

los moluscos susceptibles muestran que después de 24 horas de exposición las larvas del 

parásito son perfectamente viables y que ningún hemocito se observa adherido a la superficie 

de las mismas. 

Los moluscos de P. columella resistentes presentan características morfológicas que 

permiten diferenciarlas de los moluscos susceptibles. Las diferencias más significativas entre 

moluscos susceptibles y resistentes se encuentran principalmente en la morfología de la 

concha (esta es más ancha y con una abertura más redondeada en los moluscos susceptibles), 

el patrón de pigmentación del manto (en los moluscos resistentes se observa una banda de 

pequeños pigmentos bien definidos en la región central del manto y pigmentos más grandes 

que se distribuyen de manera uniforme por encima y por debajo de dicha banda) y el 

comportamiento de oviposición (los moluscos de ambos grupos tienen una preferencia 

diferente por el sitio de puesta de las masas de huevo). 
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El análisis de 11 sistemas isoenzimáticos mostró una fuerte fijación alélica, sugiriendo 

que la autofecundación es el modo de reproducción de preferencia en esta especie. Ninguna 

diferencia entre moluscos susceptibles y resistentes pudo ser observada utilizando la técnica 

de electroforesis enzimática. El análisis del polimorfismo del ADN revela que hay diferencias 

netas entre los moluscos resistentes y los susceptibles de P. columella. Los perfiles de RAPD 

mostraron diferencias en 17 de los 26 cebadores utilizados, produciendo 44 bandas 

diagnóstico de un total de 140 bandas. Por otro lado, ningún cebador mostró la existencia de 

polimorfismo entre moluscos de un mismo grupo (susceptible o resistente). Finalmente, la 

secuenciación de una región del ADN ribosomal mostró la existencia de una ínfima 

diferencia, insuficiente para la separación de especies, lo cual confirma que tanto poblaciones 

susceptibles como resistentes pertenecen a una misma y única especie: Pseudosuccinea 

columella. 

El descubrimiento de poblaciones resistentes de moluscos que normalmente actúan 

como hospederos intermediarios abre perspectivas de investigación particularmente 

interesantes para el estudio de los mecanismos moleculares implicados en los procesos de 

resistencia y de susceptibilidad de los hospederos a los parásitos. Estas poblaciones de P. 

columella que muestran un 100% de resistencia a la infestación por F. hepatica representan 

una oportunidad única de analizar el deterninismo genético de una resistencia no seleccionada 

en laboratorio. 
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RECOMENDACIONES 

Realizar una búsqueda aun más minuciosa en todas las provincias orientales para 

confirmar la ausencia de Pseudosuccinea columella de esta región y precisar los límites 

actuales de su distribución. 

Llevar a cabo estudios más precisos para determinar el polimorfismo genético en relación 

con las tablas de vida de ambas especies de hospederos intermediarios. 

Desarrollar técnicas de genética cuantitativa para estudiar en la importancia de la 

autofecundación en poblaciones naturales de limnaeidos y su papel en la distribución, dinámica 

y relación con F. hepatica. 

Realizar estudios de dinámica poblacional que impliquen un mayor número de variables 

ambientales como la vegetación, la fauna acompañante etc. Para determinar con mayor 

resolución el papel de los factores ambientales en la distribución y abundancia de los limnaeidos. 

Realizar prospecciones malacológicas con vistas a buscar nuevas poblaciones resistentes 

de Pseudosuccinea columella utilizando para ello los marcadores fenotípicos y moleculares 

determinados en esta tesis. 

Realizar experimentos de biología molecular y cruzamientos controlados para estimar el 

número de loci implicados en la resistencia/susceptibilidad observada en esta especie. 

Desarrollar estudios bioquímicos que nos permitan determinar los mecanismos 

moleculares y fisiológicos implicados en la resistencia de Pseudosuccinea columella a Fasciola 

hepatica 

* * * * * * * * * *  
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ANEXO 
 
Método para calcular las probabilidades de que un molusco de una población sea 
significativamente diferente de un molusco de otra población en lo concerniente a la 
pigmentación del manto 

Se calculan las distancias mínimas entre las áreas claras del manto para cada molusco 
según el método explicado en la sección 2.4. Se tiene entonces para cada molusco una serie 
que contiene las distancias de cada área clara a su vecina más cercana. 

Comparaciones dos a dos : las medias de las distancias mínimas son comparadas 
entre moluscos de diferentes poblaciones mediante un test t de comparación de dos muestras, 
con varianzas desiguales (lo que es el caso) según Sokal et al. (1995). Seguidamente se 
construye una tabla para cada par de poblaciones con las diferencias entre moluscos como se 
muestra en el ejemplo siguiente: 

 

Es posible entonces calcular para cada molusco de la población A el número de 
moluscos de la población B cuyos mantos tienen un patrón de pigmentación 
significativamente diferente de este. La misma operación se realiza para cada molusco de las 
poblaciones A y B contando el número de asteriscos en cada fila y cada columna 
respectivamente. Si se repite toda la operación para cada par de poblaciones se puede obtener 
una tabla que representa el número de veces que un molusco se mostró significativamente 
diferente de los otros (entre diferentes poblaciones). La tabla siguiente presenta un ejemplo 
de lo anteriormente explicado : 

 

 

  Población B 
  Molusco 1 Molusco 2 Molusco 3... 

 
   

   
   

   
Po

bl
ac

ió
n 

 
A

 

    

Molusco 1 * ns * 
Molusco 2 ns * * 
Molusco 3... ns ns ns 

* Diferencias significativa entre los dos moluscos (p < 0.05)  
ns : Diferencias no significativas entre los dos moluscos (p > 0.05) 

 Población A Población B Población C... 
Población A    

Molusco 1  2 7 
Molusco 2  1 9 
Molusco 3...  1 10 

Población B    

Molusco 1 4  1 
Molusco 2 5  1 
Molusco 3... 2  1 

Población C    

Molusco 1 0 11  

Molusco 2 1 9  

Molusco 3... 2 6  

Cada una de las cifras aquí mostradas corresponde al número de moluscos que 
mostraron diferencias significativas con los de la primera columna. Por ejemplo : la 
primera cifra de la 
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segunda columna (4) indica que existen 4 moluscos de la población A cuyas distancias 
mínimas entre las áreas claras del manto son significativamente diferentes de las del molusco 
1 de la población B. 

Si cada una de las cifras anteriores es dividida entre el número total de moluscos 
estudiados en cada población se tendrá la probabilidad de que cada molusco sea diferente de 
los otros. Por ejemplo, si el número total de moluscos en la población A de la tabla anterior 
es 10, entonces el molusco 1 de de la población B tiene una probabilidad de 4/10 (=0.4) de 
ser diferente de los moluscos de la población A y lo mismo se aplica a los demás moluscos 
de todas las poblaciones. Si se calcula la media de estas probabilidades para todos los 
moluscos de cada población se tendrá la probabilidad media de que un molusco de una 
población dada sea diferente de otro molusco perteneciente a otra población. Se puede tener 
entonces una matriz con estas probabilidades para todas las poblaciones: 

 

Estas cifras varían entre 0 y 1. Mientras más cerca de 1 esté el valor más diferente 
serán las poblaciones en cuanto a sus patrones de pigmentación del manto, mientras más se 
acerquen a cero más similares serán. 

La matriz de probabilidades de tener los patrones de pigmentación del manto 
diferentes entre las poblaciones de P. columella susceptible y resistente se presenta en la 
siguiente tabla: 

 

Las probabilidades de presentar patrones de pigmentación del manto 
significativamente diferentes son altas entre poblaciones susceptibles y resistentes (Palma - 
Parque Lenin (0.608), Palma - Punta Brava (0.712), Babinay - Parque Lenin (0.944), 
Babinay - Punta Brava (0.970)). Estas son bajas, sin embargo, entre las poblaciones 
resistentes por un lado y entre las poblaciones susceptibles por el otro (Palma - Babinay 
(0.296), Parque Lenin - Punta Brava (0.342)) 
Referencia: 

Sokal, Robert R., and F. James Rohlf. 1995. .Biometry: The Principles and Practice of 
Statistics in Biological Research. 2nd ed. New York: W. H. Free 47

 

 Población B Población C... 
Población A 0.5 0.4 
Población B  0.8 

 Parque Lenin Punta Brava Babinay 
Palma 0.608 0.712 0.296 
Parque Lenin  0.342 0.944 
Punta Brava   0.970 
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