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Resumen

Fasciolosis, causada principalmente por Fasciola hepatica representa un problema
de salud publica y veterinaria a escalas mundial y nacional. Dentro de los cambios
globales, las invasiones biologicas son significativas en epidemiologia, pueden
resultar en la emergencia de esta y otras enfermedades, alterando los patrones de
transmision. Por ello, los estudios sobre la biologia de especies invasivas y su
impacto en las interacciones hospedero-parasito resulta de vital importancia. Esta
tesis se acerca al tema a través de la parasitologia experimental en el modelo
trematodo-molusco F. hepatica-Lymnaeidae; particularmente, del estudio de los
rasgos de historia de vida de tres especies de moluscos hospederos con potencial
invasivo en asociacion con estudios de tablas de vida de los moluscos hospederos
y de compatibilidad con el parasito. Se utilizaron las especies con potencial invasivo:
Galba cubensis, especie local, principal hospedero de F. hepatica en Cuba e
introducida en Espafia; Pseudosuccinea columella, especie local con un rol
secundario en la transmisién en Cuba, pero altamente invasiva y compatible en el
mundo; Orientogalba viridis, especie exética originaria de Asia e introducida en
Espafia, relativamente poco estudiada. Nuestros resultados sugieren que, de las
tres especies estudiadas, O. viridis y P. columella tienen un alto potencial invasor,
asociado a una alta fecundidad, ademéas de un alto potencial transmisor de F.
hepatica asociada a una alta compatibilidad. Estos resultados avalan su reciente y
exitosa expansion fuera de su rango natural y el riesgo epidemioldgico vinculado a

la invasion por estas especies.

Palabras claves

Galba cubensis, Fasciolosis, Interaccion hospedero-parasito, Orientogalba viridis,

Pseudosuccinea columella



Introduccion

Las Enfermedades Tropicales Desatendidas (NTDs por sus siglas en inglés) son un
grupo de patologias cronicas que afectan mayormente las poblaciones de los paises
mas pobres, especialmente en entornos rurales y en zonas urbanas desfavorecidas.
Junto a la malaria, las NTDs provocan una pérdida de 79 millones de DALY (Afos
de Vida Ajustados por Discapacidad, por sus siglas en inglés) en la poblacion
mundial (Hotez et al. 2020). Dentro de las enfermedades méas desatendidas dentro
de las NTDs se encuentran las relacionadas al agua y los alimentos (WHO 2007),
fundamentalmente las provocadas por parasitos helmintos. En este grupo, la
fasciolosis es una de las mas significativas por su reemergencia mundial (Alba et al.
2021).

La prevalencia actual de fasciolosis humana se estima en 35 millones de personas
infectadas y méas de 180 millones en riesgo (Nyindo and Lukambagire 2015). Debido
a que mas de 600 millones de rumiantes domeésticos (fundamentalmente vacas,
ovejas, chivos) se infectan cada afio en el mundo (Mehmood et al. 2017), se estima
que causa pérdidas econdmicas a la industria ganadera de mas 3 miles de millones
de dodlares anuales (Toet et al. 2014). La fasciolosis es causada fundamentalmente
por dos especies de helmintos trematodos del género Fasciola: Fasciola gigantica
Cobbold, 1855 de distribucion tropical en el hemisferio oriental, y Fasciola hepatica
Linnaeus, 1758, de distribuciébn cosmopolita (Vazquez et al. 2018). El ciclo de vida
de estos parasitos es heteroxeno; necesita de dos hospederos, un hospedero
intermediario (un molusco de la familia Lymnaeidae) y uno definitivo (un mamifero).
La amplia distribucién de estos parasitos se asocia, entre otros factores, al alto
potencial adaptativo del parasito para adaptarse y explotar nuevos hospederos,
particularmente los hospederos intermediarios cuya distribucion es mas limitada y

altamente relacionada a las condiciones del ambiente (Alba et al. 2021).

Dos especies de limneas (Galba cubensis y Pseudosuccinea columella), descritas

en Cuba desde el siglo XIX, participan en la transmisién de F. hepatica (Aguayo and
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Jaume, 1947-1954, Vazquez, 2015). Galba cubensis (Pfeiffer 1839) posee una
amplia distribucion en Cuba (Vazquez et al. 2009) y es el principal molusco
hospedero de F. hepatica (mayor frecuencia, prevalencia e intensidad de infeccion)
(Vazquez et al. 2014, Vazquez et al. 2015, Alba et al. 2016). Pseudosuccinea
columella (Say, 1817) presenta una distribucion restringida a la region centro-
occidental de Cuba (Alba et al. 2019). En el mundo, ambas especies presentan una
distribucion en la region Neotropical (Alda et al. 2021) con algunos informes de
introduccidon en varias partes del mundo. De hecho, las especies de la familia
Lymnaeidae han sido particularmente estudiadas por su plasticidad fenotipica y la
capacidad de colonizar y adaptarse a nuevos sitios (Lounnas et al. 2017, Lopez-
Soriano and Quifionero-Salgado 2020). A pesar de que la distribuciéon de muchas
de las especies de limneas se debe a la dispersién natural pasiva ejercida por las
corrientes fluviales (hidrocoria) o las aves migratorias (zoocoria), los ultimos 200
afos han redibujado el mapa de distribucion de esta familia (Pointier et al. 2007).
Cuando una especie es introducida en una nueva region se convierte en exotica. Si
esta logra establecerse, colonizar y expandirse a lo largo del area donde ha sido
introducida se considera entonces como invasora (Moran and Alexander 2014).
Estas introducciones e invasiones en nuevas regiones pueden provocar la
(re)emergencia de enfermedades a través de eventos conocidos en parasitologia
como parasite spill-back/spill-over donde la circulacion de un parésito local es

potenciada por un nuevo hospedero compatible (Kelly et al. 2009).

La actividad humana, fundamentalmente a través del comercio de plantas acuéticas
ha desarrollado un papel importante en la introduccion de muchas especies. Tal es
el caso de P. columella, potenciador importante de Fasciolosis en las areas
invadidas (Pointier et al. 2007, Lounnas et al. 2017), incluyendo Australia y Africa
(Grabner et al. 2014). Aunque aun ocupa un rol secundario en la transmision de F.
hepatica en Cuba (Vazquez et al. 2014), la invasion de esta especie en el occidente-
centro de Cuba favorece la ocurrencia de infecciones naturales por parasitos locales
(Gutiérrez et al. 2011, Alba et al. 2019).



Otros casos mas recientes son la introduccion de G. cubensis y la invasion de
Orientogalba viridis (Quoy & Gaimard, 1832) en Espafa. La segunda, originaria de
Asia, es el principal hospedero intermediario de fasciolosis en la region de
Australasia (Schniebs et al. 2017). Ambas limneas se encuentran en el Delta del rio
Ebro al sureste de Espafa, aunque O. vidiris, se describe como una especie con
gran potencial invasor, capaz de sostener viajes intercontinentales y adaptarse
rapidamente a nuevas areas (Schniebs et al. 2017, Lépez-Soriano and Quifionero-
Salgado 2020).

El clima tropical, y la ocurrencia de habitats propicios para el establecimiento de
especies euritérmicas como estas limneas tropicales (Vazquez and Gutiérrez 2007,
Schniebs et al. 2017) nos motiva a estudiar los riesgos en la transmision de
parasitos locales. El estudio de los rasgos de historia de vida es esencial para la
comprension de la ecologia de una especie y de su competencia bajos condiciones
ambientales determinadas. Asi, podemos conocer cOmo se comportan parametros
como la fecundidad y la mortalidad que rigen el comportamiento de estas
poblaciones y su potencial biético. De igual manera, las variaciones que provoca la
infeccion parasitaria en estos parametros del hospedero a partir de su interaccion
es fundamental para comprender y predecir cambios en los patrones de transmision,

particularmente ante un potencial evento de invasion (Alba and Gourbal 2023).

Por esta razon, consideramos que es de vital importancia conocer el efecto de la
densidad poblacional de estas especies de limneas tropicales con potencial invasivo
que, en el evento de una invasién ven drasticamente reducidas el nimero de
efectivos de la poblacién y, de la infeccion por F. hepatica, un parasito cosmopolita
y especifico de limneas, en sus rasgos de historia de vida. En este sentido, el
presente trabajo tiene como hipétesis:

Hipotesis:

La fecundidad de las especies de limneas tropicales con potencial invasivo es
afectada diferencialmente por la densidad poblacional y por la infeccion de F.
hepatica e incide en el potencial de transmision del parasito.



Para explorar las alternativas a nuestra hipotesis nos trazamos los siguientes

objetivos:

Objetivo general: Caracterizar el efecto de la densidad poblacional y de la infeccién
por F. hepatica sobre la fecundidad de limneas tropicales y su capacidad de

transmision del parasito.
Objetivos especificos:

1- Comparar la fecundidad de G. cubensis, P. columella y O. viridis en condiciones de
cria en aislamiento, en pares o en alta densidad poblacional.

2- Comparar el efecto de la infeccién de F. hepatica en la fecundidad G. cubensis, P.
columellay O. viridis.

3- Caracterizar la compatibilidad de cada una de las tres especies de limneas con F.

hepatica.



Revision Bibliografica

1. Enfermedades Tropicales Desatendidas: el caso de la Fasciolosis
1.1. Fasciolosis en el mundo y Cuba

La Fasciolosis en humanos y animales es causada por trematodos del género
Fasciola que abarca tres especies: Fasciola hepatica Linnaeus, 1758, Fasciola
gigantica Cobbold, 1855, y Fasciola nyanzae Leiper, 1910. F. nyanzae es la especie
menos estudiada porgue solo afecta a hipopdtamos y por tanto se limita a algunas
regiones de Africa. Las otras dos especies de Fasciola spp. estan mas distribuidas
afectando a mamiferos domésticos y salvajes, asi como a los humanos (Alba et al.
2021). Todas estas especies son transmitidas por moluscos de agua dulce de la
familia Lymnaeidae (Vazquez et al. 2018). Se cree que los fasciélidos migraron de
Africa a Eurasia y luego a Africa nuevamente, diversificandose y adaptandose a
nuevos hospederos intermediarios (familia Lymnaeidae) y definitivos (herbivoros y
omnivoros del mundo) (Lotfy et al. 2008, Vazquez et al. 2021). Actualmente, la
enfermedad existe en todos los continentes excepto la Antartida (figura 1). Su
amplia distribucién esta estrechamente vinculada a la habilidad de estos parasitos,
fundamentalmente de F. hepatica, para adaptarse a nuevas especies de mamiferos
y de moluscos (Robinson and Dalton 2009), y a la colonizacion y comercializacion
de ganado por los europeos (Vazquez et al. 2022). Los trematodos son con
frecuencia altamente especificos respecto a su molusco hospedero intermediario,
lo que significa que uno o solo unas pocas especies de moluscos estrechamente
relacionadas pueden transmitir el mismo trematodo (Adema and Loker 2015). Sin
embargo, F. hepatica y F. gigantica son capaces de desarrollarse en mas de una
veintena de especies de moluscos dentro de la familia Lymnaeidae por lo que se
consideran generalistas (Aksenova et al. 2023). En el caso de los hospederos
definitivos, especies de 7 érdenes distintos dentro de la clase Mammalia pueden
infectarse con F. hepatica o F. gigantica. Su expansion, mediante el incremento y la
globalizacion de la industria ganadera, se facilita en las nuevas areas a traves de

su capacidad para adaptarse también a la fauna autdctona. Asi, especies locales



como los camélidos en América del Sur y en Africa, los marsupiales en Australia o
los jabalies en Europa actian como reservorios importantes de la enfermedad (Alba
et al. 2021).
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Figura 1. Distribucion mundial de la fasciolosis por Fasciola hepatica y Fasciola
gigantica. Aparecen sefialado en rojo las regiones con transmisién conocidas de
fasciolosis y en amarilllo, las zonas de transmision potencial donde existe especies

de limneas vectores (Alba et al. 2016).

Actualmente, la fasciolosis es una de las enfermedades mas dificiles de controlar
porque la solucién debe ser adaptada a los diferentes habitats y contextos
epidemioldgicos y socioecondmicos (Sabourin et al. 2018). Se estima que mas de
600 millones de rumiantes domésticos estan infectados con este parasito (Toet et
al. 2014), lo que provoca pérdidas mundiales en la producciéon animal de 3 200
millones de dolares cada afo. Estas pérdidas estan relacionadas con la muerte del
ganado, reduccion de la produccién de leche, carne y lana, pérdida de los higados
y reduccion de la fertilidad (Alba et al. 2021).

En el caso de la fasciolosis humana, los ultimos informes estiman que existen cerca

de 35 millones de personas infectadas en tanto mas de 180 millones viven en riesgo.
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En paises de América del Sur como Bolivia y Pert, y de Africa como Egipto la
fasciolosis humana se considera hiper-endémica con prevalencias de mas de 72 %
de infeccion (WHO 2013). Es en Latinoamérica donde se describen las regiones de
mayor endemismo de la enfermedad en humanos (Bargues et al. 2021) y en estos
lugares se llevan a cabo programas de control con quimioterapia preventiva (WHO
2013). También existen otros focos meso/hipoendémicos de regiones concretas,
como Iran o paises del sudeste asiatico. Estos focos de regiones subtropicales han
llevado a que Fasciolosis sea etiquetada errbneamente como Enfermedad Tropical
Desatendida. Sin embargo, la enfermedad también puede presentarse como casos
aislados o brotes epidémicos de dimension variable en escenarios socio-
econdémicos y climaticos diferentes como Cuba (Rojas et al. 2010) y Francia (Mailles
et al. 2006).

1.2. Fasciola hepatica: ciclo de vida

El parasito adulto tiene forma semejante a una hoja de Té y mide entre 2.5 cm a 3
cm por 1.3 cm (Hurtrez-Bousseés et al. 2001). El ciclo de vida de Fasciola spp. es
heteroxeno y consta de varias fases (figura 2) (Andrews et al. 2022): 1) el
establecimiento de los parasitos adultos en el higado y conductos biliares del
hospedero definitivo, Il) la excrecion de los huevos junto a la bilis y su salida al
exterior del hospedero junto con las heces, lll) el desarrollo embrionario del
miracidio dentro de los huevos en el ambiente, IV) la eclosion de los huevos, la
salida del miracidio, y la busqueda y penetracién de un hospedero intermediario, V)
el desarrollo del miracidio en esporocisto y luego en redia en el interior del molusco
y V1) la multiplicacion de las redias y la produccion de cercarias dentro de las redias
dentro del molusco, VII) la emisién del cercarias al ambiente y su enquistamiento en
el agua y la vegetacion adyacente en forma de metacercarias, VIII) la ingestion de
la metacercaria infectiva por el mamifero hospedero, el desenquistamiento de los
juveniles en el intestino, IX) la migracion a través de la pared intestinal y el

establecimiento de los juveniles en el parénquima hepatico, X) la maduracion sexual
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de los parasitos adultos y su establecimiento en los conductos biliares que permitira
la acumulacion de los huevos en la vesicula biliar y su salida al exterior a partir de
la secrecion de bilis durante la digestion de los alimentos (Andrews et al. 2022).
Aunque Fasciola es un parasito hermafrodita que puede autofecundarse, prefiere
fecundarse de manera cruzada. En algunos casos puede ocurrir partenogénesis
(Cwiklinski et al. 2016).

Esporocisto
» transformacion total luego de 24-48h
dentro de un molusco compatible

Redia @& oy

* desarrolla varias generaciones de redias
hijas que producen entre 10-15 cercarias en
\ promedio

Molusco susceptible
(Lymnaeidae)

Huevos
* mas de 10 000 huevos/dia salen con

las heces fecales y eclosionan en 15-20

dias en condiciones optimas Metacercaria

e forma enquistada en el
ambiente

Fasciola hepatica

(adulto) Mamifero

susceptible

Figura 2. Ciclo de Vida de Fasciola hepatica (Vazquez et al. 2023).

Los adultos se reproducen sexualmente y producen alrededor de 10 000 huevos al
dia (Andrews et al. 2022). En condiciones ambientales favorables de temperatura

(>10°C en el caso de F. hepatica, >16°C en el caso de F. gigantica) y humedad



suficiente (Mas-Coma et al. 2022) ocurre la formacion y maduracion del miracidio.
Generalmente, en menos de 24h luego de la penetracion del miracidio en una
limnea compatible ocurre su transformacion en esporocisto, que posteriormente
dard lugar a las redias dentro del molusco. El parasito cambia su estrategia
reproductiva hacia una amplificacion clonal (asexual) produciendo varias
generaciones de redias que contienen las larvas cercarias (Andrews et al. 2022). El
desarrollo y la amplificacién del parasito en el interior del molusco depende tanto de
factores extrinsecos como intrinsecos a la interaccion. Por ejemplo, el periodo
prepatente (desde la entrada del miracidio hasta el comienzo de la emision de
cercarias) se acorta con el aumento de la temperatura ambiente, en tanto, la
genética, la fisiologia y la interaccion virulencia parasitaria-inmunidad del hospedero
determinaran el éxito o no de la infeccién en el molusco y de la transmision al
hospedero mamifero (Alba and Gourbal 2023). Este parasito cuenta con unos de
los genomas mas grandes conocidos con 1.3 Gb y con un elevado polimorfismo en
genes funcionales asociados a los procesos de infeccion y desarrollo en sus
hospederos (Cwiklinski et al. 2015). Esto se traduce en un alto potencial evolutivo
gue posibilita su adaptacion a cambios en las condiciones ambientales incluidas la
disponibilidad de hospederos (Choi et al. 2020, Alba et al. 2021).

2. Familia Lymnaeidae: moluscos transmisores de fasciolosis

Lymnaeidae Rafinesque, 1815 es una familia de moluscos acuéticos que
comprende cerca de 100 especies (Correa et al. 2011). Son pulmonados de la
subclase Heterobranchia, taxén que engloba a las antiguas subclases
Opisthobranchia y Pulmonata, y agrupados dentro del superorden Hygrophila
(Vinarski and Pointier 2023). La familia Lymnaeidae se divide en tres subfamilias:
Lymnaeinae Rafinesque, 1815, Amphipepleinae Pini, 1877, y Lancinae Hannibal,
1914 (Aksenova et al. 2018, Vazquez et al. 2018). El niumero de géneros que posee
la especie todavia esta bajo estudio. Algunas estimaciones contabilizan 20-25
géneros (Vinarski 2013) pero estudios filogenéticos moleculares han elevado

algunos subgéneros a géneros (Aksenova et al. 2018). Actualmente, se estima que



existen 30-35 géneros pertenecientes a esta familia Hygrophila (Aksenova et al.
2023).

Las interacciones hospedero-parasito implican dinamicas co-evolutivas
determinadas por una seleccién natural reciproca entre la resistencia del hospedero
y la virulencia del parasito (Thompson 1994, Correa et al. 2010). Varios factores
intra-hospederos/parasitos (genética, fisiologia, inmunidad/mecanismos de
infeccion/evasion), ambientales (temperatura, precipitacion, co-infeccion) y también
intra-poblacionales (diversidad genética, densidad, estructuracion de la comunidad,
etc.) pueden influir en la tasa de encuentro y en la compatibilidad hospedero-
parasito, modificando el resultado de cada interaccion (Alba and Gourbal 2023).
Cuando un sistema compatible da lugar a una infeccion exitosa, tanto el hospedero
como el parasito intentan utilizar los mismos recursos limitados para maximizar sus
propios parametros de vida. Por ello, factores como la reproduccion y la
supervivencia del hospedero durante una infeccion deben ser interpretados a la luz
de la interaccion hospedero-parasito como el resultado de la interaccion entre las
estrategias de la historia de la vida del hospedero como del parasito (Sorensen and
Minchella 2001). Por ejemplo, algunos parasitos pueden castrar mecanica
(destruccion de gobnadas) o fisiologicamente (redistribucibn energética,
modificaciones hormonales) a sus hospederos moluscos. Esta llamada “castracion
parasitaria” puede generar a su vez moluscos inusualmente grandes que se
relacionan a su vez con una alta intensidad parasitaria (Wilson and Denison 1980).
En cualquier caso, el estudio de las complejas interacciones hospedero-parasito son
indispensables para comprender las enfermedades, sus dinAmicas de transmision

y para disefar estrategias de control (Hawley and Altizer 2011).
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2.1. Invasiones biologicas de limneas y transmisién de fasciolosis

La familia Lymneidae representa un importante grupo de moluscos que alcanzaron
su distribucién cosmopolita actual a lo largo de sus 200 millones de afios de
evolucion (Strong et al. 2008). Estos moluscos poseen un alto nivel de endemismo
a nivel de género y especie. El mayor nivel taxondmico de endemismo se observa
en el Neértico, con varios géneros y una unica subfamilia, Lancina, exclusivos de
esta region. Este hecho, junto con una gran riqueza de especies, permitio a algunos
autores plantear la hipotesis de que Norteameérica es el "centro de origen" de esta
familia. Sin embargo, el hallazgo de fosiles lymnaeidos procedentes de diferentes
continentes pertenecientes anteriormente a Laurasia y teniendo en cuenta que
posteriormente la misma se dividiria durante la pangea en Eurasia y Norteamérica
podemos considerar entonces estas dos zonas como centros principales de

diversificacién evolutiva de esta familia (Neubauer 2023).

La distribucion de estos moluscos segun su género es muy desigual. Algunos
(Galba, Lymnaea, Radix) se distribuyen por mas de un continente, mientras que
otros (Erinna, Lantzia, Pseudisidora, Tibetoradix) tienen areas de distribucion muy
restringidas, siendo endémicos de determinados archipiélagos o paises

montafiosos (Vinarski et al. 2020).

Esta familia de moluscos es un clado clave para definir la riqueza y abundancia de
trematodos digeneos en los ecosistemas de agua dulce (Hurtrez-Bousses et al.
2023) y, por tanto, constituyen una prioridad para caracterizar y predecir la
diversidad actual y futura de estos parasitos y su dinAmica de transmision. Su
ubiquidad en todos los continentes excepto los polos, su plasticidad ecolégica y su
amplio rango de habitats (Vazquez et al. 2018), contribuyen al establecimiento de
equivalencias ecoldgicas para un alto nimero de trematodos y para el encuentro
molusco-parasito-hospedero secundario/definitivo. Varias de las trematodosis que
afectan a las poblaciones humanas son transmitidas por estos moluscos; ejemplo,

fasciolosis, echinostomosis, dermatitis cercariana.
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Cerca de 30 especies de moluscos actian como hospederos intermediarios de F.
hepatica (Caron et al. 2014, Vazquez et al. 2018) (figura 3). Sin embargo, el
resultado de la infeccidbn no es homogéneo en todas las especies o combinaciones
hospedero-parasito y el polimorfismo de la infeccidon puede variar en relacién con
muchos factores. A nivel de especies, existen evidencias de un aumento de la
compatibilidad con los linmneidos dentro de la subfamilia Lymnaeinae (donde se
encuentran P. columella y el género Galba), particularmente con el clado Galba en
comparacion con las especies dentro de la subfamilia Amphipipleninae (donde se
encuentra O. viridis). Las especies del género Galba poseen los mayores registros
de infeccion por F. hepatica ya sea natural o experimental (Bargues et al. 2012). La
mayoria de los moluscos de esta especie son moluscos anfibios que viven en el
fango y pasan largos periodos sobre el agua o la tierra, caracteristica que pudiera
facilitar la infeccion. Galba truncatula es aceptado como principal responsable de la
transmision de F. hepatica en regiones como Europa (Dreyfuss and Rondelaud
1997) y el Altiplano Andino donde ocurren las zonas de hiperendemia humanas de
América del Sur (Meray Sierra et al. 2009). En América y el Caribe, otras especies
del género Galba como Galba cubensis y Galba viator (A. d'Orbigny, 1835) (Vinarski
et al. 2023), también participan habitualmente en la transmision. Sin embargo, se
debe tener precaucion ya que esta relacion no es siempre directa e inequivoca. Por
ejemplo, Galba schirazensis (Lymnaeinae) no transmite el parasito, mientras que O.
viridis y A. tomentosa (Amphipipleninae) son responsables de la endemicidad de la
fasciolosis en ambientes asiaticos (Schniebs et al. 2017). Del mismo modo, F.
gigantica se transmite principalmente por R. natalensis, Radix auricularia (Linnaeus,
1758), Radix rufescens (J. E. Gray, 1822) y Radix rubiginosa (Michelin, 1831)
(Vazquez 2015).
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Figura 3. Representacion de moluscos de la familia Lymnaeidae hospederos

intermediarios de F. hepatica y F. gigantica (Vazquez et al. 2023).

Significativamente, las limneas son de los moluscos mas frecuentes en los acuarios
(Duggan 2010, Ng et al. 2016). Las introducciones incidentales de varias de estas
especies en la naturaleza se asocian al comercio o a la introduccion de plantas
acuaticas. Su alta plasticidad ecolégica permite su establecimiento y expansion en
las nuevas areas si las condiciones ambientales son propicias (Boray 1978, Molloy
and Anderson 2006). Por ejemplo, algunos factores abidticos como la temperatura,
el régimen de oxigeno o algunos iones disueltos en los cuerpos de agua pueden
influir significativamente, en la ocurrencia o abundancias de estas especies

(Vinarski and Aksenova 2023). Algunas limneas pueden sobrevivir a condiciones de
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sequia durante varias semanas e incluso meses adhiriendo su apertura a la
superficie del suelo o enterrdndose en terrenos mas profundos donde se conserva
la humedad (Chapuis et al. 2007). Cuando vuelven las condiciones humedas, uno
0 unos pocos individuos pueden autofecundarse y recolonizar el lugar. La
autofecundacion facilita y asegura el éxito de la colonizacién, lo que explica cémo
algunas especies de limneas se establecen con éxito en diferentes ecosistemas de
todo el mundo (Lounnas et al. 2017). Las especies invasoras se caracterizan por
una gran plasticidad fenotipica, esta se define como el cambio en la expresion
fenotipica de un genotipo en respuesta a factores ambientales (Davidson et al.
2011).

Las actividades humanas tienen un papel fundamental en relacidon con la invasion
de limneas en todo el mundo. Las invasiones biolégicas provocan una serie de
cambios ecoldgicos, afectan la biodiversidad y producen dafios econémicos. Por
ejemplo, un estudio realizado por (Vignoles et al. 2016) demostro el efecto negativo
de la introduccion de P. columella sobre las poblaciones locales de G. truncatula y
O. glabra que disminuyeron sus abundancias en presencia de la especie
introducida. En términos epidemiolégicos pueden promover la transmision tanto de
parasitos originarios de la distribucion nativa de la especie en el area invadida, un
lugar intermedio entre su area de distribucion nativa de la especie invasora, 0
pardsitos locales existentes en el lugar donde se establece la especie invasora. En
cualquier caso, se producen cambios significativos en las dinamicas de infeccién y
de transmisién y en los patrones epidemiolégicos de la enfermedad. Dos eventos
en particular son conocidos: 1) spill-over que ocurre cuando un parasito endémico
de una especie especifica infecta a nuevos hospederos. En el contexto de
invasiones bioldgicas este proceso pudiera explicar la introduccién de parasitos de
especies invasivas a especies nativas. Il) spill-back que ocurre cuando un parasito
de un hospedero nativo infecta a un hospedero invasivo, incrementando las
oportunidades de infectar a especies nativas. Para que este proceso ocurra el
hospedero invasivo debe infectarse por parasitos del hospedero nativo seguido de
una transmision hacia el hospedero nativo nuevamente. Mientras que spill-over es

relativamente facil de detectar mediante el estudio de nuevos parasitos en las
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especies nativas, spill-back requiere estudios cuantitativos en la abundancia de los

parasitos y el hospedero invasivo (Chalkowski et al. 2018, Chinchio et al. 2020).

En este sentido, las invasiones por limneas exoéticas pueden tener un impacto
dramatico en la dindmica evolutiva y los eventos de transmision de los parasitos
asociados a ellas, particularmente si se introducen genotipos altamente compatibles
y altamente invasores. Por ejemplo, la transmision de fasciolosis en las altitudes en
diferentes entornos geograficos como el Altiplano Andino (Esteban et al. 2002) o las
tierras altas del sur de Tanzania (Walker et al. 2008) siguié al asentamiento y
propagacion de Galba truncatula. Con el establecimiento de P. columella en
América del Sur, F. hepatica gandé un nuevo transmisor en un escenario multi-
vectorial ya complicado (Prepelitchi et al. 2003, Alba et al. 2019). Su invasion en
Africa también ha impulsado la circulacion de F. gigantica (Grabner et al. 2014,
Malatji et al. 2019) y F. nyanzae (Schols et al. 2021). En el presente trabajo, tres
especies con potencial invasivo seran objeto de estudio: G. cubensis, P. columella

y O. viridis.

Figura 4. Especies de moluscos limnéidos que se utilizaran en el estudio. A, Galba

cubensis (7 mm, Alquizar, Cuba); B, Pseudosuccinea columella (8 mm, Artemisa,
Cuba); C, Orientogalba viridis (11 mm, Deltebre, Cataluiia, Espafa). Fotos: Antonio

A. Vazquez.
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La especie G. cubensis se describié por primera vez en Cuba como Lymnaea
(Nasonia) cubensis, Pfeiffer,1839 (Aguayo and Jaume 1954). Posteriormente en
baja California, algunas zonas de Estados Unidos, en parte de las Antillas y América
del Sur (Kaplan 1995). Recientemente, se encontrd también en Espafia (Schniebs
et al. 2018). La concha es color pardo uniforme y presenta una apertura semilunar.
Los adultos pueden llegar a alcanzar 10.5 mm de longitud. Esta especie es anfibia
y se puede encontrar cerca del agua, sobre la vegetacion o en el fango. Incluso en
lugares como los canales de irrigacion se pueden encontrar completamente
sumergidos. El agua es un requisito indispensable para la puesta de masas de
huevos y mantener la humedad necesaria para el desarrollo y eclosion (Vazquez
2015). Los estudios sobre los rasgos de historia de vida de G. cubensis en
condiciones de laboratorio muestran que los moluscos pueden sobrevivir seis
meses y los picos reproductivos ocurren a la edad de 7 semanas (Gutiérrez et al.
2000).

Estudios de compatibilidad experimental con diferentes aislados de F. hepatica de
Cuba muestran que la infeccion en esta especie se caracteriza por elevadas
prevalencias e intensidad parasitaria. En el terreno, existen varios reportes de
infeccion natural con prevalencias que van desde 1% hasta 37.5 % (Vazquez 2015,
Alba et al. 2016). Ademas, se ha descrito como la especie presente en los sitios de
transmision de fasciolosis asociados a epidemias humanas (Ferrer et al. 1985). Son
importantes hospederos intermediarios de parasitos en las zonas del Caribe y Brasil
(Magalh@es et al. 2004, Vazquez et al. 2014).
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Figura 5. Distribucién de Galba cubensis en el mundo. Rango nativo: América del

Norte y el Caribe (Vazquez et al. 2023).
Pseudosuccinea columella:

P. columella nativa de Norte América ha colonizado Sur América, Africa, Europa y
las islas del Pacifico en el ultimo siglo (Lounnas et al. 2017). En Cuba, se describi6
por primera vez como Lymnaea francisca Poey, 1858 en la localidad Potrero Omoa
en Gulines (Aguayo and Jaume 1954). La concha de este molusco esta
caracterizada por tener una espira corta y una ultima vuelta de la espira muy larga.
El periostraco tiene rayas en espiral muy caracteristicas que evitan la confusion con
la especie Succinea. Los adultos pueden llegar a medir 20 mm de longitud. Esta
especie es acuatica y raramente se encuentran sobre el fango cerca del agua. En
condiciones de laboratorio puede vivir hasta seis meses, pero el pico reproductivo

se encuentra sobre las cinco semanas (Gutiérrez et al. 2001).

La mayoria de las poblaciones de P. columella son susceptibles a F. hepatica,
aunque los individuos muestran variaciones en los rasgos de compatibilidad

dependiendo del parasito infectante; las combinaciones simpéatricas suelen tener un
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mejor rendimiento que los alopatricos (por ejemplo, 39, 40). La relevancia de este
limnéido en la transmision de Fasciola estd aumentando en asociacion con su
potencial invasivo. Hasta el momento, un genotipo multilocus altamente invasivo
lidera principalmente la propagacion global de esta especie (Lounnas et al. 2018) y
la transmisién no solo de F. hepatica (Alba et al. 2019), sino también de F. gigantica
(Grabner et al. 2014) y F. nyanzae (Schols et al. 2021) en las areas invadidas. De
manera similar a G. cubensis, las poblaciones susceptibles de P. columella
presentan variaciones en los rasgos de compatibilidad (Vazquez et al. 2014, Alba et
al. 2018).

Figura 6. Distribucién de Pseudosuccinea columella en el mundo. Rango nativo:

América del Norte (Vazquez et al. 2023).
Orientogalba viridis:

Dentro del género Orientogalba la forma de la concha puede ser desde globosa a
turriculada, su superficie es lisa y el manto se ve reflejado (Aksenova et al. 2018).
Esta especie puede aumentar de tamafo rapidamente llegando a alcanzar 12 mm
en condiciones de laboratorio (Lee et al. 1994). Ademas, produce un gran namero
de metacercarias en un corto periodo de tiempo (Lee et al. 1995). O. viridis es una

exitosa especie invasiva capaz de realizar viajes intercontinentales, establecerse
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rapidamente en nuevas areas y desplazar a especies ya establecidas (Lépez-

Soriano and Quifionero-Salgado 2020).

Aungue es una especie de la region Autralasia, O. viridis actualmente se encuentra
establecida en el sur de Espafia en la regién del Delta del rio Ebro, donde alcanza
altas abundancias y se ha expandido a través de los canales y campos de arroz
adyacentes (Lopez-Soriano and Quifionero-Salgado 2020). Este molusco tiene todo
el potencial para colonizar nuevas areas (Vazquez et al. 2024b). EI mecanismo de
dispersion de la especie hasta Europa no esta claro, aunque se favorece la hipétesis
de una dispersion mediada por aves migratorias o por las actividades humanas. G.
cubensis y O. viridis han confluido en la misma zona de Europa a pesar de tener
rangos nativos de distribucién diferentes (América y Asia) por lo que una
introduccién facilitada por el hombre es altamente plausible (Schniebs et al. 2018).
Aunque, en comparacion a O. viridis, G. cubensis solo se encuentra esparcida en
pocas zonas, aunque sus poblaciones estan bien establecidas en el Delta del Ebro

(Lopez-Soriano and Quifionero-Salgado 2020).

Figura 7. Distribucion de Orientogalba viridis en el mundo. Rango nativo:
Australasia (Vazquez et al. 2023).
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Materiales y Métodos

2.1. Material biolégico: moluscos y parasito

El estudio utilizé6 tres especies de limneas tropicales, con conocido potencial
invasivo, provenientes de diferentes regiones (tabla 1). En el caso de las especies
cubanas G. cubensis y P. columella los experimentos se realizaron en los
laboratorios de Malacologia del Instituto Pedro Kouri (IPK) en Cuba. La especie O.
viridis, introducida en Espafia, se estudio en los laboratorios de MIVEGEC, IRD en
Francia. En todos los casos, se aplicaron las mismas condiciones de cria:
temperatura de 26°C, iluminacion: luz blanca constante, alimentacion: mezcla de

algas (Sanchez et al. 1995), y de exposicion a F. hepatica.

Tabla 1. Especies de moluscos limnéidos hospederos de Fasciola hepatica con
reconocida capacidad de invasion estudiados

Especie Origen Localizacion Referencia de
GPS invasion

Galba cubensis Aurora 23.07895° N (Schniebs et al.,
(Mayabeque, Cuba) -81.91763° O 2018)

Pseudosuccinea Negrines 22.95778° N (Lounnas et al.,
columella (Artemisa, Cuba) -82.464996° O 2017)

Orientogalba Deltebre 40.74229° N (Schniebs et al.,
viridis (Cataluiia, Espaiia) 0.620036° E 2017)

Los moluscos colectados en el terreno se trasladaron vivos al laboratorio y se
identificaron usando guias de identificacion (Aksenova et al., 2018, Vazquez and
Sanchez, 2015). Ya alli, se mantuvieron hasta la segunda generacion (Sanchez et
al., 1995) para reducir el efecto del ambiente sobre la compatibilidad con el parasito

antes de exponerse experimentalmente a F. hepatica.

Los aislados de F. hepatica se obtuvieron a partir de muestras de bovinos infectados
procesados en centros de sacrificio de La Habana, Cuba (aislado Fh_LH_CU) y
Corcega, Francia (aislado Fh_CO_FR). En ambos casos, las autoridades

veterinarias de los centros de sacrificio donaron el material biolégico, siguiendo
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todas las directrices establecidas para el trabajo de rutina en estos centros (Vazquez
et al.,, 2019). Los huevos, obtenidos a partir de la bilis de bovinos infectados, se
procesaron segun (Vazquez et al. 2021) y se mantuvieron a 4°C en oscuridad hasta

Su uso.

2.2. Infeccion experimental con F. hepatica

Los huevos de F. hepatica se incubaron en agua destilada a 28°C por 15 dias en la
oscuridad para inducir el desarrollo embrionario de los miracidios. Posteriormente,
se expusieron a la luz blanca para inducir la eclosion de la larva. La infeccién se
realizd en placas de 96 pozos, exponiendo cada molusco individualmente a una
dosis de miracidios durante 24h (Vazquez et al. 2019). El grupo de moluscos control
se sometidé a la misma manipulacion sin ser expuestos a larvas de F. hepatica.

Todos los moluscos se trasladaron posteriormente a sus placas de cria.

2.3. Efecto de la densidad poblacional y de la infeccion por F. hepatica en
el potencial bidtico de G. cubensis, P. columellay O. viridis: disefio
experimental

La figura 8 muestra el disefio experimental de los estudios realizados en el marco
de la tesis para evaluar: (A) la densidad poblacional o el efecto del nimero de
efectivos y de (B) la infeccion por F. hepatica, incluidas la compatibilidad con y la
transmisibilidad del parasito (emisién de cercarias), en el potencial bidtico
(supervivencia y fecundidad) de cada especie. Se utilizé un disefio experimental
escalonado en el tiempo en funcion de cada una de las especies de moluscos. Para
cada especie los experimentos A (n=56) y B (n=106) se subdividieron en tres

subgrupos experimentales de siete réplicas bioldgicas cada uno.

21
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Figura 8. Disefio general del estudio segun cada tipo de experimento (los nUmeros
dentro de los circulos refieren la cantidad de moluscos en cada réplica; mir =
miracidios, ind =individuos, x=intervalo de edad, S=semana).

En el experimento (A) se varié el niumero de moluscos por réplica: 1 individuo
(aislamiento reproductivo; autofecundacion como Unica estrategia reproductiva
posible), 2 individuos (pareja), 5 individuos (alta densidad 5 individuos/100 ml de

agua) respectivamente.

En el caso del experimento (B) se utilizaron siempre cinco individuos por réplica y
se varid la dosis de exposicion: 1, 2, 5 miracidios respectivamente. En este
experimento un Unico subgrupo extra se mantuvo hasta el final de la emisién
utilizando una dosis de cinco miracidios por molusco. En el resto de los

experimentos (A1-3) y (B1-3) los moluscos se mantuvieron durante ocho semanas.

2.3.1. Parametros de vida de las limneas

Se estimaron parametros reproductivos de fecundidad: i) edad a la que se alcanza
la madurez sexual (tiempo generacional), ii) nimero de masas de huevos por
individuo (MH/ind) y iii) nimero de huevos por masa (H/MH). Se anoto también la
supervivencia (numero de individuos vivos). Todos los parametros de tablas de vida

se estimaron en intervalos de solo 24h.
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2.3.2. Compatibilidad limneas-F. hepatica

Para estimar la compatibilidad de cada especie de limnea con F. hepatica, 106
moluscos se infectaron experimentalmente (acépite 2.2) siguiendo el disefio del
experimento B, utilizando siempre cinco individuos por réplica (2.3). Los moluscos
de los experimentos B1 a B3, donde se varié la dosis de miracidios, se
diseccionaron al comienzo de la emision cercariana y se registraron los parametros
parasitolégicos: virulencia (mortalidad del hospedero asociada a la infeccion;
registrada diariamente), prevalencia (porcentaje de moluscos infectados del total de
expuesto), intensidad (numero de redias de F. hepatica por molusco infectado) y
tiempo de infeccion pre-patente (dias de infeccion anteriores a la emision cercariana

(Caron et al. 2008). La diseccion se realizé con la ayuda de un estereoscopio.

2.4. Procesamiento y andlisis de los datos

Las variables de rasgos de historia de vida de los moluscos se procesaron por medio
de tablas de vida (Begon and Townsend 2021) en Excel. Todas las variables fueron
analizadas y clasificadas segun su naturaleza en paramétricas y no paramétricas, a
partir de pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza (Shapiro et al. 1968,
Brown and Forsythe 1974). La comparacion entre grupos se realizé por diferentes
métodos en funcién de cada variable. La supervivencia fue comparada por medio
de pruebas de log-rank de curvas de Kaplan-Meier. En el caso de las variables
parasitologicas de intensidad se obtendran las medias con los intervalos de
confianza de 95 % (Reiczigel et al. 2019). Variables parasitolégicas y malacolbgicas
seran asociadas por medio de correlaciones segun su naturaleza. Las
comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante analisis de varianza
simples factoriales (ANOVA; las poblaciones de limneas y la variacion de miracidios
por tratamiento fueron tomadas como factor), y entre especies por el test Chi
cuadrado. La prueba de Turkey fue utilizada para determinar las diferencias entre
medias. Para el analisis de los datos obtenidos se utiliz6 Statistica v.12 y todas las

diferencias se consideraran significativas para valores de P < 0.05.
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2.5. Consideraciones éticas y bioseguridad

La colecta en el terreno de los moluscos para la obtencion de material biologico, asi
como el procesamiento de las muestras se realizdé respetando las medidas de
bioseguridad en el laboratorio. Se utilizaron batas sanitarias y guantes desechables.
En el caso de patégenos heteroxenos como F. hepatica no se requiere trabajar en
gabinetes de bioseguridad. ElI material biolégico desechado al final de cada
experimento fue incinerado. Para la diseccion del molusco se sumergieron en agua
caliente a 70°C de 20 a 45 segundos para la relajacion del animal. Se extrajo el
animal de la concha, sumergiéndolo en agua a temperatura ambiente y se
preservaron en alcohol 70 %. La colecta de moluscos no excedi6 los 30 individuos
adultos para la F1. Ninguna de las especies utilizadas se encuentra sujeta a criterios
de amenaza y/o conservacion de la diversidad biolégica. Los resultados fueron
tratados con confidencialidad y ningun resultado sera publicado sin la adecuada

revision de los comités y los participantes.
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Resultados

3.1. Dindamica poblacional: la fecundidad de cada especie varia diferencialmente

en relacién con la densidad de individuos y con el avance o la dosis de infeccidén

3.1.1. Galba cubensis: en aislamiento, el retardo en la puesta de huevos y menor
fecundidad en las primeras semanas es seguido de altos picos reproductivos. En
moluscos infectados, la fecundidad disminuye gradualmente a medida que la

infeccién avanza.

Los resultados del experimento A (figura 9) en G. cubensis muestran diferencias en
la puesta de huevos; los moluscos criados en altas densidades alcanzaron la
madurez sexual mas rapidamente que en los tratamientos de moluscos aislados y
en parejas (al dia 20 de nacidos). En aislamiento, se observé una menor fecundidad
durante las primeras semanas comparado con el resto de los tratamientos. Sin
embargo, a partir del dia 41 de nacidos y durante el resto del experimento se
observaron altos picos reproductivos. Globalmente, los moluscos aislados
presentaron una media de huevos y de masa de huevos significativamente mayor.
En moluscos infectados del experimento B, la madurez sexual se alcanzo6 antes que
en el grupo control. La fecundidad, alta en un inicio (mayor que en el grupo control),
disminuyé gradualmente con el avance de la infeccion en relacion a la dosis
miracidial aunque sin llegar a la castracion (figura 9). La emision cercariana

comenzo alrededor del dia 56 post-infeccién.
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Figura 9. Variabilidad intra-especifica de la fecundidad de Galba cubensis criadas en aislamiento (1L), en parejas (2L) o a

alta densidad (5L), e infectadas, en alta densidad, con diferentes dosis de miracidios de F. hepatica (1M, 2M, 5M); MH/Ind:

masas de huevos por individuos, H/MH: huevos por masas de huevo.
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3.1.2. Pseudosuccinea columella: efecto discreto de la densidad de moluscos
sobre la fecundidad, aunque aumenta en aislamiento en edades avanzadas. La
infeccion favorece la puesta de masas de huevos en asociacién con la dosis de
miracidios pero disminuye la produccién de huevos a medida que la infeccion

avanza

En el caso de P. columella, el nimero de efectivos tuvo un efecto discreto sobre la
fecundidad. Similar a lo observado con G. cubensis, la fecundidad aument6 en
aislamiento en edades avanzadas y hacia el final del experimento observamos un
aumento de la fecundidad en los tratamientos de 5 individuos. Interesantemente, en
P. columella la produccion de huevos por masa disminuye a medida que la infeccion
avanza, pero se favorece la puesta de masas de huevos en asociacion con la dosis
de miracidios. La emision cercariana se produjo aproximadamente en el dia 49 de

la infeccion (figura 10).
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Figura 10. Variabilidad intra-especifica de la fertilidad de Pseudosuccinea columella criadas en aislamiento (1L), en parejas
(2L) o a alta densidad (5L), e infectadas, en alta densidad, con diferentes dosis de miracidios de F. hepatica (1M, 2M, 5M);

MH /Ind: masas de huevos por individuos, H/MH: huevos por masas de huevos.
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3.1.3. Orientogalba viridis: La alta densidad de moluscos tiene un efecto negativo
en la fertilidad, los mayores picos se observan en aislamiento. La infeccion

disminuyo la fertilidad en asociacion con la dosis de miracidios.

En la figura 11 se muestran los resultados referidos a O. viridis. Globalmente, se
observé que la alta densidad de moluscos tiene un efecto negativo en la fecundidad.
Esta fue también elevada en pareja. La infeccidn la disminuyé en asociacion con la
dosis de miracidios. La emision cercariana se produjo aproximadamente en el dia

49 post-infeccion.
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Figura 11. Variabilidad intra-especifica de la fertilidad de Orientogalba viridis criadas en aislamiento (1L), en parejas (2L) o

a alta densidad (5L), e infectadas, en alta densidad, con diferentes dosis de miracidios de F. hepatica (1M, 2M, 5M); MH/Ind:
masas de huevos por individuos, H/MH: huevos por masas de huevos.
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3.2. Comparacion inter-intraespecifica: G. cubensis y O. viridis muestran la

menor y mayor fecundidad en ausencia de infeccion.

La figura 12 muestra la comparacion de las medias de la fecundidad por
tratamientos y entre especies. La fecundidad de las tres especies es mayor en
individuos sanos criados en aislamiento y disminuye a medida que aumenta la
dosis miracidial. De manera global, nuestros resultados indican que, de las tres
especies, G. cubensis presenta la menor fecundidad, pero es la mas estable a lo
largo de los distintos tratamientos. Comparativamente, O. viridis muestra la
mayor fecundidad de las tres especies, especialmente de altas a bajas
densidades, pero solo en ausencia de infeccion. En O. viridis, la disminucién
dréstica de la fecundidad aumenta proporcionalmente con el aumento de la dosis
miracidial. P. columella presenta el patrén mas variable de todos. Esta especie
presenta una mayor fecundidad global que la especie G. cubensis, y una mayor

fecundidad a lo largo de la infeccién por F. hepatica que O. viridis.
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Figura 12. Comparacion de las medias de la fecundidad entre las limneas Galba

cubensis, Pseudosuccinea columella y Orientogalba viridis criadas en aislamiento

(1L), en parejas (2L) o a alta densidad (5L) y expuestas (exp) a 1, 2 o 5 miracidios

(m) de Fasciola hepatica. MH/Ind: masas de huevos por individuos, H/MH: huevos

por masas de huevos.
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3.3. Diferencias en la compatibilidad limneas - F. hepatica

Los ensayos de infeccion experimentales con las tres especies de limneas
mostraron diferencias en cuanto a la compatibilidad a F. hepatica. De manera
general, la prevalencia y la intensidad de redias aumento con la dosis infecciosa y
los parametros de compatibilidad con F. hepatica variaron entre las tres especies.
Las mayores prevalencias se obtuvieron con O. viridis y P. columella (figura 13). De
manera intra-especifica, la intensidad de redias vari6 de acuerdo al tratamiento. En
G. cubensis la intensidad de redias por individuo se comporté de manera similar en
los tres tratamientos. Sin embargo, en la especie O. viridis existieron diferencias
significativas entre los tratamientos de infeccion monomiracidial y pentamiracidial.
De igual manera en P. columella existieron diferencia significativa entre los
tratamientos de infeccion monomiracidial y pentamiracidial, bimiracidiales vy
pentamiracidial. La comparacion de la intensidad parasitaria entre especies indico
una produccién significativamente mayor de redias en O. viridis, con una media

aproximada de 35 redias por individuo (valor méximo de 145 redia) (figura 14).
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Figura 13. Prevalencia por especie Gc: Galba cubensis, Pc: Pseudosuccinea
columella, Ov: Orientogalba viridis. 1m: infeccibn monomiracidial, 2m infeccion
miracidial; 5m: infeccion pentamiracidial.
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Figura 14. Intensidad de redias por especie Gc: Galba cubensis, Pc:

Pseudosuccinea columella, Ov: Orientogalba viridis. 1m: infeccion monomiracidial,
2m infeccion miracidial; 5m: infeccién pentamiracidial.

3.4. Supervivencia

En la figura 15, se muestran los resultados de mortalidad del hospedero asociada a
la infeccibn como medida de la virulencia del parasito. De manera global, la
supervivencia disminuye durante la infeccion con la densidad poblacional, el tiempo
post-exposicidn y con la dosis miracidial. Sin embargo, la mortalidad varié segun la
especie y la dosis utilizada. En la especie G. cubensis la mortalidad se observé
primeramente y de manera escalonada en el tratamiento expuesto a infeccion
bimiracidiales en tanto la mortalidad fue mayor en las infecciones monomiracidiales
pero ocurri6é al término del experimento. Donde mas variacion se aprecio fue en la
especie O. viridis; la supervivencia disminuyé en todos los tratamientos luego de la
infeccion. Se observd una alta mortalidad en el tratamiento expuesto a infeccion
pentamiracidiales y luego este aumento a un 30 % a partir del dia 37 de nacidos. La
mortalidad en los tratamientos expuestos a infeccion monomiracidiales y

bimiracidiales se comporté de manera escalonada (figura 15).
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Figura 15. Variabilidad intra-especifica de la Supervivencia de Galba cubensis, Pseudosuccinea columella y Orientogalba
viridis criadas (A) en aislamiento (1L), en parejas (2L) o a alta densidad (5L), e infectadas (B), en alta densidad, con
diferentes dosis de miracidios de F. hepatica (1M, 2M, 5M).
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4. Discusion

4.1. El efecto de la densidad poblacional sobre la fecundidad
El estudio de los rasgos de historia de vida de una especie permite caracterizar su
comportamiento, lo que, en el caso de moluscos potencialmente invasivos, podria
contribuir a estimar el riesgo de expansion de ser introducida. En este estudio se
demostré que la fecundidad de cada especie varia diferencialmente en relacién con
la densidad de individuos y con el avance o la dosis de infeccion.

En el caso de Galba cubensis, aunque se trata de una especie con alta tasa de
autofecundacion (Lounnas et al. 2016), el retardo en la puesta de huevos y la menor
fecundidad en las primeras semanas observado en aislamiento podria deberse a
dos causas no excluyentes entre ellas. La demora podria reflejar el tiempo de
basqueda de una pareja antes de decidir realizar la autofecundacion, o el hecho de
gue las interacciones entre individuos donde existe un mayor numero de efectivos
estimulen la maduracion sexual. Es en el aislamiento donde se observan luego altos
picos reproductivos y, globalmente, la mayor fecundidad, lo que puede estar
relacionada con una menor competicidn intra-especifica y con ello, una inversién

mayor de energia en la reproduccion (Stearns 1992).

En el caso de P. columella, el nimero de efectivos tuvo un efecto discreto sobre la
fecundidad. Esta especie, de acuerdo con (Lounnas et al. 2017) y con (Alba et al.
2019) es preferencialmente autofecundante, por lo que este comportamiento podria
indicar que esta preferencia reproductiva se mantiene incluso ante una alta
densidad de efectivos. Esto refuerza su caracter invasivo, pues es capaz de fundar
poblaciones a partir de un reducido numero de individuos, si las condiciones
ambientales son propicias. Aunque la fecundidad fue mayor en aislamiento, hacia
el final del experimento observamos un aumento de la misma en los tratamientos
de 5 individuos. Esto esta posiblemente relacionado con que, el agotamiento de la
capacidad reproductiva asociado a la senescencia, se compensa de manera global,

por una mayor cantidad de individuos que continlan poniendo huevos.
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Son pocos los estudios realizados sobre los rasgos de historia de vida de la especie
O. viridis. En el caso de O. viridis se observo que la alta densidad de moluscos tiene
un efecto negativo en la fecundidad lo que podria explicarse por una alta
competicion intra-especifica a costa de la reproduccién. La fecundidad fue también
elevada en pareja, posiblemente debido a que de las tres especies estudiadas, es
la especie que, segun la anatomia de su sistema reproductor, podria favorecer

preferencialmente la fertilizacion cruzada (Vazquez et al. 2024a).

4.2. Efecto de la infeccion sobre la fecundidad

La aceleracion de la madurez sexual en G. cubensis infectados seguida de una
disminucién gradual de la fecundidad con el avance de la infeccion en relacion a la
dosis miracidial coinciden con los estudios de (Gutiérrez et al. 2000). Este fendmeno
se conoce como compensacion de la fecundidad; los moluscos infectados
aumentan su fecundidad en las etapas tempranas de la infeccién (no se sabe si
dirigido por el molusco o mediado por el parasito) antes de que el consumo de
recursos del hospedero durante la multiplicacion del parasito disminuya
drasticamente su capacidad reproductiva (Sorensen and Minchella 2001).
Trematodos como Schistosomatium douthitti (Cort, 1914) Price, 1929,
Trichobilharzia ocellata (La Valette St. George, 1855) o F. hepatica inducen una
fuerte reduccion de la fertilidad y la fecundidad y en algunos casos producen
castracion en algunas especies de moluscos de la familia Lymnaeidae (Salazar et
al. 2006).

En P. columella la infeccién favorece la puesta de masas de huevos en asociacion
con la dosis de miracidios, pero disminuye la produccion de huevos a medida que
la infeccién avanza. Esto podria interpretarse como que, el incremento del gasto
energético asociado a la infeccion y su posible costo en la fecundidad, “compensa”,
el costo energético de la fecundidad con la reduccion del tamafio de las masas de
huevos al avanzar la infeccidén. Esta “compensacion” es menos eficiente mientras

mayor sea la dosis de parasitos.

La fecundidad de O. viridis disminuy6 en asociacién con la dosis de miracidios lo

gue puede estar relacionado con varias causas no excluyentes entre si: una menor
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compatibilidad con el parasito, una explotacion mayor de los recursos del hospedero
y/o el establecimiento de los parasitos y la destruccion parcial del sistema
reproductor. La alta tasa de mortalidad de los moluscos expuestos observados al
final del experimento y en relacion a la dosis miracidial endorsa desde el punto de
vista fenotipico estos aspectos funcionales antes mencionados. Al igual que en G.
cubensis, la aceleracion inicial de la madurez sexual pudiera estar relacionada con
una adaptacion para compensar el dafio que posteriormente tendra la infeccién en

los 6rganos reproductores.

4.3. Compatibilidad limneas-Fasciola hepatica

Desde el punto de vista epidemioldgico, en Cuba G. cubensis es el principal
hospedero de F. hepatica. Esta especie de limnea muestra una alta compatibilidad
con F. hepatica tanto en el laboratorio (Vazquez et al. 2019) como en el campo
(Vazquez et al. 2015, Alba et al. 2016) en comparacion con P. columella (Gutiérrez
et al. 2011). Sin embargo, los resultados de la infeccion experimental mostraron
diferentes grados de compatibilidad para los moluscos expuestos a infeccion
pentamiracidial en las especies G. cubensis y P. columella. Un estudio realizado por
(Vazquez et al. 2014) demostrd que si bien G. cubensis es el principal hospedero
de F. hepatica en Cuba, algunas poblaciones de P. columella muestran una alta

susceptibilidad a la infeccion.

En el contexto del sistema hospedero-parasito algunas poblaciones de moluscos
son mas sensibles a la infeccion por F. hepatica alopétricas, dando lugar a
diferentes grados de infeccién en ciertas especies/poblaciones mas compatibles
con aislados distantes del parasito (Vazquez 2015). Segun (Correa 2010) el
escenario de transmision de la Fasciolosis depende fuertemente de la presencia de
diversidad de lymnaeidos, ya que la susceptibilidad a la infeccion por F. hepatica
varia entre especies. El estudio de las dinamicas hospedero-parasito nos permite
conocer qué condiciones influyen, tanto en hospedadores como en parasitos. El
presente estudio nos permitio profundizar mas sobre estas dinamicas de infeccion

de estas tres especies de limneas con F. hepatica.
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5. Conclusiones

La fecundidad varié entre cada especie y en el tiempo en relacion con la
densidad de individuos y con el avance o la dosis de infeccion; la alta
densidad poblacional disminuyé la fecundidad global en O. viridis y G.
cubensis posiblemente producto de mayor competencia intraespecifica. La
mayor fecundidad se observo en O. viridis seguido de P. columella lo que
resalta el caracter invasivo de estas especies que podria fundar poblaciones
a partir de un reducido numero de individuos, si las condiciones ambientales

son propicias.

La infeccion por F. hepatica tuvo un menor impacto en la fecundidad de G.
cubensis en tanto, en O. viridis, la disminucion drastica de la fecundidad
aumento proporcionalmente con el aumento de la dosis miracidial. De las tres
especies, P. columella presentd la mayor fecundidad durante la infeccién lo
que podria relacionarse con mecanismos de compensacién de balance
energético méas eficiente como la disminucién del tamafio de las masas de

huevos.

De manera global, la compatibilidad con F. hepatica fue mayor en las
especies O. viridis y P. columella lo que, unido a su alta fecundidad, implican
un elevado riesgo epidemiolégico asociado a las invasiones por estas

especies.
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6. Recomendaciones

Realizar un estudio donde se evalle el numero de cercarias producidas por
moluscos para evaluar, junto con los parametros antes estudiados, de manera
global la susceptibilidad y compatibilidad de las especies G. cubensis, P.
columella y O. viridis con F. hepatica.

Evaluar si existen cambios fisicos en la concha de los moluscos relacionados a
la infeccion con F. hepatica en las especies G. cubensis, P. columellay O. viridis.

Realizar un estudio donde se evalle el numero de individuos eclosionados por
masas de huevos en las especies G. cubensis, P. columella y O. viridis.
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