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Resumen

Pomacea canaliculata, gasterépodo dulceacuicola de origen sudamericano, es la
especie mas sobresaliente de la familia Ampullariidae. Ha sido introducida en el sudeste
asiatico e islas del Océano Pacifico donde se ha convertido en una seria plaga para la
agricultura, principalmente en cultivos de arroz y taro. Su presencia en estas zonas, asi
como en América Central y América del Sur, representa también un riesgo sanitario
para la poblacion, ya que es un hospedador intermediario del nematode Angiostrongilus
cantonensis, agente causal de la meningoencefalitis eosinofilica, enfermedad
potencialmente fatal para el hombre. Su invasion también ha mostrado un impacto
ecoldgico en los ecosistemas acuaticos invadidos. Conocer su reproduccion, es de
especial interés debido a lo anteriormente mencionado. Los huevos son depositados
fuera del agua, caracteristica compartida con las restantes especies del género, formando
masas de huevos de una intensa coloracion rosada. La especie presenta una alta
fecundidad, siendo una hembra capaz de depositar un total de 1.300 a 11.000 huevos a
lo largo de su vida en condiciones de laboratorio. En los ampularidos, asi como en la
mayor parte de los gasteropodos, el vitelo es de escaso desarrollo y en su lugar, el
material nutritivo necesario para el desarrollo embrionario, se ubica externamente al
embrion y se denomina fluido perivitelino (FPV). El FPV, en las especies de
ampularidos estudiadas, ha mostrado tener ademas, propiedades de proteccion ante
factores bioticos y abioticos. Estas actividades bioldgicas se encuentran asociadas a las
principales perivitelinas (proteinas del FPV), que en el caso de P. canaliculata se
denominan PcOvo y PcPV2. En un contexto evolutivo, considerando que los huevos
practicamente no presentan depredadores, algunas de las actividades biologicas de las
perivitelinas, como las propiedades antinutritivas, antidigestivas y neurotoxicas han sido
interpretadas como una adquisicion clave asociada a la oviposicion aérea como defensa
contra la depredacion de los embriones en desarrollo. El FPV es sintetizado por un
organo accesorio del sistema reproductor femenino, la gldndula del albumen (GA),
también de llamativa coloracién, que contribuye significativamente a la biomasa
corporal de las hembras. Se desconoce en P. canaliculata, y en los gasteropodos en
general, si durante su sintesis las perivitelinas estan sujetas a modificaciones
estructurales significativas, como sufren los precursores de las proteinas del vitelo o

vitelinas, presentes en otros invertebrados y funcionalmente analogas, o si en cambio las
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perivitelinas son almacenadas en la GA ya en su forma final, biolégicamente activa. En
P. canaliculata existen indicios que apoyan esta ultima hipdtesis, ya que los
depredadores de caracoles adultos descartan la GA cuando se alimentan de hembras.
Conocer una explicacion para este comportamiento, desde un angulo bioquimico,
resulta interesante en lo que respecta al mecanismo de sintesis de perivitelinas, y al
mismo tiempo en relacion a la ecologia de los depredadores de adultos del género
Pomacea siendo que el motivo de dicho comportamiento y sus consecuencias
nutricionales no han sido evaluados hasta el presente.

La presente tesis doctoral tiene como objetivos generales: (1) contribuir al
conocimiento de la biologia reproductiva de P. canaliculata y, (2) contribuir al
entendimiento de la perivitelogénesis en la GA desde una perspectiva bioquimica, su
vinculo con el alto rendimiento reproductivo de la especie y su relacion con los habitos
alimenticios de los depredadores de especies del género Pomacea. En particular se
pretende aportar la primera informacion en gasteropodos sobre la sintesis de
perivitelinas en lo referido a la estructura de sus precursores determinando si PcOvo y
PcPV2 almacenadas en la GA presentan diferencias estructurales y funcionales respecto
a las formas finales en el huevo. Esta informacion representaria a su vez un abordaje
molecular para ayudar a explicar las causas del comportamiento de descarte de la GA
exhibida por los depredadores de adultos de P. canaliculata, siendo que el 6rgano
resultaria nocivo para los mismos. Por otro lado, se aborda dicho comportamiento
desde una perspectiva ecoldgico-nutricional determinando si el consumo de hembras de
P. canaliculata representa una desventaja energética para los depredadores como
consecuencia del descarte de la GA. Por ultimo, se evalta la respuesta de la GA frente
a la actividad reproductiva de copula y oviposicion, y ante distintos niveles de esfuerzo
reproductivo en lo que respecta a la acumulacion de los principales componentes de
secrecion y la expresion de las principales perivitelinas.

Para llevar a cabo este estudio se realiz6 un analisis comparativo de la estructura-
funcion de las perivitelinas PcOvo y PcPV2 aisladas de huevo y de la GA. Se analiz6 su
movilidad electroforética, tiempo de retencion en columnas cromatograficas y estructura
nativa secundaria, terciaria y cuaternaria mediante espectroscopia de absorcidn,
fluorescencia, dicroismo circular y dispersion de rayos X a bajo angulo (propiedades
estructurales). A su vez se evalu6 la resistencia a la digestion, el grado de
neurotoxicidad y capacidad inhibitoria de tripsina del 6rgano (propiedades funcionales).

Los resultados evidenciaron que la GA almacena las perivitelinas en sus formas
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maduras, biolégicamente activas y ya listas para ser incorporadas a los huevos, a
diferencia de los demas invertebrados que sintetizan formas inactivas que requieren de
un procesamiento proteolitico previo u otras modificaciones importantes en su
estructura antes de ser incorporadas en el huevo. Esto probablemente represente una via
mas eficiente para la conversion de alimento en huevos, haciendo posible un alto
rendimiento reproductivo. Por otro lado, los estudios funcionales indicaron que la GA
presenta propiedades antinutritivas, antidigestivas y neurotoxicas, lo que explicaria
plausiblemente el comportamiento de descarte del drgano por parte de los depredadores
de hembras adultas de la especie.

A continuacion se evaluaron las consecuencias nutricionales asociadas a dicho
comportamiento. Se determind la composicion bioquimica y el contenido energético de
los tejidos de machos y hembras de P. canaliculata y se estim6 la variacion de estos
parametros en funcion de la talla. Los resultados indicaron que el consumo de hembras
seria desventajoso desde una perspectiva energética y nutricional. Determinamos que a
una misma talla, y sin considerar la GA, una hembra y un macho presentan un
contenido de biomasa comparable. Sin embargo, los tejidos consumibles de las hembras
presentan un contenido significativamente menor de proteinas y aproximadamente un
19% menos de energia que un macho de tamafo equivalente. Estos resultados reflejan la
gran contribucion de la GA a la biomasa corporal de la hembra, y la energia destinada y
movilizada hacia este 6rgano durante la reproduccion.

Por ultimo, se estudié la dinamica de la GA en respuesta al esfuerzo reproductivo y
a la actividad reproductiva de copula y oviposicién. Se observd una recuperacion de los
principales componentes de secrecion invertidos en las puestas (proteinas, polisacaridos
y calcio) tal que la biomasa total de huevos depositada practicamente duplico la
biomasa inicial de la GA. Sin embargo, luego de un esfuerzo reproductivo alto, el
organo no recuperd su capacidad reproductiva inicial en relacion a los niveles de
proteinas solubles, PcOvo y PcPV2 en particular, y de polisacaridos, mientras que los
niveles de calcio total se recuperaron completamente. Frente a un esfuerzo reproductivo
alto se observo también una reduccidon en el numero de huevos por puesta. Estos
resultados indican que la GA tiene una capacidad diferencial para recuperar sus
componentes de secrecion, presentandose la biosintesis como uno de los factores
limitantes para el proceso de oviposicion a largo plazo.

En conjunto, los resultados de la presente tesis doctoral indican que la fisiologia y

bioquimica de la GA esta fuertemente relacionada con la alta capacidad reproductiva de
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P. canaliculata, siendo el principal organo especializado que permite la rapida
movilizacion de cantidades significativas de nutrientes hacia la futura progenie, y de
manera coordinada con la actividad reproductiva. Parte de estas caracteristicas
probablemente estén dadas por la capacidad de sintetizar particulas estructuralmente
complejas y multifuncionales como las perivitelinas de manera directa, es decir sin
modificaciones postraduccionales previas, en contraste con sus andlogas, las vitelinas de
otros invertebrados. Por ultimo, la observacion de que la biosintesis de componentes del
FPV seria un factor limitante para el proceso de oviposicion a largo plazo, sugiere
inmediatamente un blanco de utilidad para el control poblacional de esta especie

invasora.
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Abstract

The South-American freshwater gastropod, Pomacea canaliculata, is the most
conspicuous species of the Ampullariidae family. It has been introduced to South East
Asia and Pacific Islands where it has become a serious pest in rice and taro crops. In
these regions, as well as in Central and South America, it also represents a sanitary risk
for the human population, as it is an intermediate host of Angiostrongilus cantonensis, a
nematode that causes eosinophilic meningoencephalitis which is a potentially fatal
disease. This species has also been responsible for ecological impacts on invaded
wetlands. The knowledge on its reproduction is therefore of special interest. As all
members of the genus, P. canaliculata lays their eggs out of the water in conspicuous
bright pink-reddish masses. The species has a high fecundity, a female being able to lay
a total of 1,300 - 11,000 eggs under laboratory conditions. As in most gastropods, the
vitellus is reduced in ampularids, and the nutrients for development are located outside
the embryo, as a perivitelline fluid (PVF). Besides its role in embryo nutrition, the PVF
has shown antinutritive, antidigestive, and/or neurotoxic properties, in all the ampularid
species so far studied. These biological activities are associated to the main perivitellins
(proteins of the PVF), which in P. canaliculata are called PcOvo and PcPV2. On an
evolutionary context, the biological activity of perivitellins has been considered as key
acquisitions associated to aerial oviposition for its role in embryo defenses against
predation, rendering the eggs with virtually no predators. The PVF is synthesized by the
albumen gland (AG), a female accessory reproductive organ widespread in gastropods,
which also has a bright color in Pomacea and makes a significant contribution to the
female body biomass. In P. canaliculata, and in gastropods in general, it is still
unknown whether during its synthesis, the perivitellins, which are functionally
analogous to vitellins (proteins of vitellus), are subjected to significant structural
modification, as the precursors of vitellins are, or whether they are stored in the AG in
its final form. There is evidence in P. canaliculata supporting the latter hypothesis, as
the snail predators discard the AG when they feed on female snails. Trying to find an
explanation for this behavior from a biochemical perspective is interesting regarding
both, the perivitellins synthesis mechanism and the feeding ecology of Pomacea
predators. The reasons for the already mentioned behavior and its nutritional

consequences have not been evaluated yet.
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This PhD thesis has the following general objectives: (1) to contribute to P.
canaliculata reproductive biology knowledge, and (2) to contribute to the understanding
of the perivitellogenesis in the AG from a biochemical point of view, its association
with the species high fecundity and with the feeding habits of Pomacea predators. In
particular, we expect to provide the first piece of information regarding perivitellin
synthesis, structure and function of its precursors in gastropods, by determining whether
PcOvo and PcPV2 stored within the AG have structural and functional differences
compared to their respective egg final forms. At the same time this information would
represent a molecular approach to help explain the behavior exhibited by Pomacea
predators, as the AG could be noxious for them. Additionally, we address the predators’
behavior from a nutritional and ecological perspective by evaluating whether feeding on
a female of P. canaliculata represents an energetic disadvantage for predators after
discarding its AG. Finally, we evaluate the effect of reproductive activity of mating and
oviposition, and the effect of reproductive effort on the stored levels of the main AG
secretion components, and on the gene expression levels of the main perivitellins.

To carry out this study, we began performing a comparative structure-function
analysis of the perivitellins PcOvo and PcPV2 isolated from egg masses and from the
AG. We compared these two sets of perivitellins regarding their structural properties:
electrophoretical mobility retention time in chromatographic columns, native secondary,
tertiary, and quaternary structure, as determined by a combination of spectroscopic
methods, including absorbance, circular dichroism, fluorescence and SAXS. We also
evaluated some of their functional properties such as digestion resistance, neurotoxicity,
and the AG extracts ability to inhibit trypsin activity. Results showed that the AG stores
structurally mature and biologically active perivitellins, in contrast to the other
invertebrates which synthesize inactive precursors that require a subsequent proteolysis
or other significant modifications before being incorporated to the eggs. This is
probably a more efficient mechanism for food conversion into egg production, making
it possible a high reproductive output. Additionally, functional studies showed that the
AG has antinutritive, antidigestive, and neurotoxic properties, which provides the first
explanation of the behavior exhibited by snail predators: when they feed on a female
snail they discard the AG which, according to this Thesis results, would be noxious for
them.

Then, we evaluated the nutritional consequences of the discarding behavior of snail

predators. We determined the biochemical composition and the energetic content of P.
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canaliculata male and female tissues, and we also estimated the variation of these
parameters as a function of snail size. Results indicate that female consumption by snail
predators would be disadvantageous from a nutritional and energetic point of view. At a
same size, without considering the AG, a female and a male have a similar biomass
content, though. Female edible tissues have significantly lower protein content, and
around 19% less energy content than a male of equivalent size. These results reflect the
large contribution of the AG to the female body biomass, and the energy females
allocate to this organ for reproduction during the reproductive season.

Finally, we studied the AG physiological response to reproductive effort and to
reproductive activity (mating and oviposition). We observed a restoring of the main
secretion components (proteins, polysaccharides, and calcium) in the AG, in such a way
that total egg biomass deposited nearly doubled the initial AG biomass. However, after
a high reproductive effort, the restoring in the organ was not enough to maintain the
initial reproductive potentiality for soluble proteins, PcOvo and PcPV2, and
polysaccharides, while total calcium levels were completely restored. Additionally, in
association with a high reproductive effort, a reduction in the number of eggs per clutch
was observed. These results indicate that the AG has a differential ability to restore its
organic and inorganic components, being biosynthesis a possible limiting factor to keep
up with a high reproductive output.

In conclusion, the results of this PhD thesis indicate that the AG physiology and
biochemistry is highly related to P. canaliculata remarkable fecundity. The AG seems
to be the main specialized organ that enables a fast nutrient allocation to offspring,
which is also coordinated with the reproductive activity. Part of these qualities could be
related to its ability to synthesize in a direct way, multifunctional and structurally
complex particles, as the main perivitellins are. This contrasts with vitellins synthesis of
other invertebrates which require post-translational modifications. Finally, considering
that the biosynthesis in the AG seems to be a limiting factor for the long-term
oviposition, the factors affecting this process could be useful targets for future studies
aiming at reducing fecundity which is of outmost importance considering the negative

impact this species spread causes in non native areas.
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1.1. Aspectos generales de la familia Ampullariidae. Pomacea canaliculata como

modelo

Los ampularidos son el grupo mas diversificado y ecoldogicamente mas relevante
dentro de los gasteropodos de agua dulce. Se trata de un grupo de especies operculadas,
enteramente de agua dulce, algunas estrictamente acuaticas y otras con habitos anfibios.
En lo referido a la reproduccion, son dioicos, con fecundacién interna y oviparos (Hayes
et al. 2015). Esta familia comprende 150 especies nominales distribuidas en 9 géneros.
Se trata de un grupo de origen gondwénico que aparece por primera vez en el registro
fosil en el Cretacico Inferior de Africa y en el Jurasico Superior de Asia (Hayes et al.
2009b). Actualmente ocupan ambientes himedos de areas tropicales y subtropicales de
América, Africa y Asia, siendo América del Sur la regién donde presentan el mayor
grado de diversificacion (Hayes et al. 2009a).

El género Pomacea, originario de América del Sur, es el mas derivado de la
familia. A su vez es el género con mayor nimero de especies y distribucion geografica
mas amplia, por lo cual es considerado el grupo mas exitoso desde el punto de vista
evolutivo dentro de esta familia (Hayes et al. 2009a). Con respecto a la distribucion
actual es importante mencionar que sus limites se han visto modificados por la accion
humana. Dentro del género Pomacea, cuatro especies fueron introducidas fuera del
continente americano (Hayes et al. 2008). Es el caso de P. canaliculta (Lamarck, 1822),
P. maculata (Perry, 1810), P. scalaris (d'Orbigny, 1835) y P. diffusa (Blume, 1957). La
primera, cuya distribucion nativa comprende la cuenca del Rio de La Plata, esta

catalogada dentro de las 100 peores plagas a nivel mundial (Lowe et al. 2000) (Fig. 1.1).
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Figura 1.1. Pomacea canaliculata. A) Individuo adulto. B) Distribucion nativa. Las areas sombreadas
representan rangos de distribucion determinados por sitios de muestreo y la linea punteada representa el

rango inferido en base a registros publicados y similitud de hébitats (tomado de Hayes et. al. (2012)).

La invasion de P. canaliculata, en muchos casos se ha visto asociada a impactos
econdmicos, sanitarios y ecologicos. Como plaga de la agricultura ha generado graves
pérdidas econdémicas que afectan principalmente cultivos de arroz en el sudeste asiatico,
y de taro en Hawaii y otras islas del Océano Pacifico (Cowie 2002). Por otro lado, como
hospedador intermediario del nematode Angiostrongilus cantonensis, su dispersion en el
sudeste asiatico se ha visto asociada con la expansion de angiostrongiliasis (Lv et al.
2009), una enfermedad potencialmente fatal en humanos, donde desarrolla una
meningoencefalitis. La presencia del parésito, asi como el registro de casos de
angiostrongiliasis en el continente americano fueron detectados por primera vez en
Cuba en el afio 1981, y mas recientemente en Ecuador y Brasil (Caldeira et al. 2007,
Dorta-Contreras & Reiber 2004, Slom & Johnson 2003). Con respecto a las
consecuencias ecologicas, mas dificiles de mensurar, su invasion ha mostrado un
impacto en los ecosistemas nativos. En particular se han observado casos de cambios en

el funcionamiento de los ecosistemas de agua dulce, de aquellos de aguas claras
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dominados por macrofitas a ecosistemas dominados por algas planctonicas y aguas
turbias (Carlsson et al. 2004).

Por el impacto antes mencionado no es sorprendente que dentro de la familia
Ampullariidae sea sobre P. canaliculata que se haya concentrado la mayor parte de las
investigaciones. Mdas alld de la importancia que ha adquirido esta especie fuera del
ambito académico, que representa una demanda de conocimiento en busca de soluciones
para los problemas antes mencionados, también se destaca como un potencial
organismo modelo, contando con informaciéon referida a su morfologia, ecologia,
comportamiento, reproduccion, desarrollo, alimentacion, entre otros (Hayes et al. 2015).
La misma informacion preexistente permite abordar aspectos complejos de su biologia a
distintos niveles, desde el molecular hasta el ecologico, siendo a su vez una especie
relativamente facil de criar. Por otro lado, a nivel regional, se trata de una especie
caracteristica de nuestra region, siendo el gasteropodo mas conspicuo en los cuerpos de

agua Iénticos de la llanura pampeana (Martin et al. 2001).

1.2. Biologia reproductiva

Distintos aspectos de la biologia de P. canaliculata, como su reproduccion,
crecimiento y supervivencia, muestran una gran plasticidad, siendo fuertemente
influenciados por factores ambientales (Estebenet & Martin 2002). En zonas con clima
sin estacionalidad marcada, los individuos se mantienen activos durante todo el afio,
mientras en las regiones templadas, como en Argentina, atraviesan por un periodo de
actividad reducida condicionado por las bajas temperaturas. Esto determina que en este
ultimo caso, los individuos atraviesen por distintas temporadas reproductivas que en
nuestra zona se corresponden con los meses de octubre a marzo aproximadamente
(Estebenet & Martin 2002, Seuffert et al. 2010).

La biologia reproductiva en los ampularidos ha recibido especial atencion,
siendo un aspecto clave para el entendimiento de los patrones de distribucion, la
invasividad y probablemente la evolucion de los habitos anfibios dentro de la familia
(Hayes et al. 2015). En la mayoria de los gasteropodos (incluyendo los ampularidos), y
a diferencia del resto de los invertebrados, los huevos contienen relativamente poca
cantidad de vitelo, y en su lugar los oocitos fecundados estan rodeados de un fluido
nutricio, denominado fluido perivitelino (FPV). En este caso, el vitelo esta reducido a

granulos proteicos no nutritivos. EI FPV es incorporado por pinocitosis y las vesiculas

15

Pagina



resultantes se fusionan con lisosomas primarios que contienen las enzimas hidroliticas
para su digestion. (De Jong-Brink et al. 1983). Las hembras de P. canaliculata producen
masas de huevos de un intenso color rosado (Fig. 1.2) cuyo FPV ha sido extensamente
estudiado desde una perspectiva bioquimica. Estd compuesto principalmente por
galactogeno en vez de glucogeno (polisacarido cuyo monomero es la galactosa) y
proteinas, denominadas perivitelinas (Garin et al. 1996, Heras et al. 1998) que han sido
el foco de multiples estudios centrados en su rol durante el desarrollo embrionario
adicionalmente a la nutricion. Las perivitelinas mas abundantes del FPV son PcOvo y
PcPV2, que representan el 58,2% y 9,8% de las proteinas totales del huevo,
respectivamente (Dreon et al. 2003, Dreon et al. 2002). PcOvo, antiguamente llamada
ovorrubina o PV1, es una proteina oligomérica compuesta por subunidades de entre 28
y 35 kDa (Garin et al. 1996) que une, no covalentemente, y estabiliza el carotenoide
astaxantina, dotando a los embriones de un potente antioxidante de membrana (Dreon et
al. 2004a). Ademas, dada su abundancia y la presencia de un pigmento carotenoide,
PcOvo es también la responsable de la coloracion rojiza de los huevos (Fig. 1.2), la cual
funcionaria como una sefial de advertencia (aposematica) para potenciales depredadores
(Heras et al. 2007). Esta perivitelina es capaz de resistir la digestion gastrointestinal
simulada in vitro y llegar en su conformacién nativa al intestino delgado de un
depredador, por lo cual es considerada como antinutritiva (Dreon et al. 2010). La
perivitelina PcPV2, ademas de ser también resistente a la digestion, presenta una
potente actividad neurotoxica con un efecto letal demostrado en ratones. Esta toxina
presenta una estructura unica en la naturaleza, que combina una subunidad lectina (31
kDa) y una subunidad formadora de poros (67 kDa) unidas por puentes disulfuro (Dreon
et al. 2013, Frassa et al. 2010, Heras et al. 2008). De este modo, el FPV en P.
canaliculata no sélo aporta energia y nutrientes durante el desarrollo embrionario,
funcion analoga a la del vitelo de otros animales, sino que también cumple un rol en la
proteccion o defensa de los embriones frente a factores bidticos y abidticos del

ambiente.
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Figura 1.2. Puestas de P. canaliculata. Fotografias de la localidad de San Pedro, Provincia de Buenos

Aires.

Las especies del género Pomacea depositan sus huevos fuera del agua, a
diferencia del resto de los integrantes de la familia que desovan en el agua o en la
interfase agua-aire (Hayes et al. 2009a). El pasaje a la oviposicion aérea probablemente
haya requerido del desarrollo de adaptaciones particulares dadas las distintas
propiedades fisicas del medio terrestre, mas fluctuante y hostil frente a la radiacion
solar, la temperatura y la desecacion. A su vez, con su paso al medio terrestre, los
huevos quedan expuestos a una nueva serie de depredadores. En el caso de los huevos
de P. canaliculata, éstos practicamente no sufren depredacion siendo el Unico
depredador reportado la hormiga de fuego Solenopsis geminata (Yusa 2001). Esto
ultimo probablemente esté vinculado con la presencia de las perivitelinas defensivas
asociada a una sefial aposematica como advertencia para los posibles depredadores
(Heras et al. 2007). De este modo, las perivitelinas PcOvo y PcPV2 son consideradas
como adquisiciones evolutivas clave, probablemente asociadas a la oviposicion aérea y
se piensa que podrian haber contribuido al éxito del género. En relacion con esta
hipétesis, de acuerdo con los estudios sobre las perivitelinas homoélogas a PcOvo y
PcPV2 en otras especies del género (Pomacea maculata y Pomacea scalaris), éstas han
demostrado tener caracteristicas estructurales y funcionales semejantes a las de P.
canaliculata (Giglio et al. 2016, Ituarte et al. 2008, Pasquevich et al. 2014).

Con respecto a la alta fecundidad que exhibe la especie, se ha determinado que

las hembras de P. canaliculata son capaces de depositar de 1.300 a 11.000 huevos

Paginall?



durante toda su vida en condiciones de laboratorio (Martin & Estebenet 2002). El tracto
reproductor femenino presenta un organo reproductivo especializado: el complejo
glandula del albumen- glandula de la capsula, comunmente denominado como “glandula
del albumen”, término que se adoptara en el presente trabajo, abrevidndolo como "GA™.
La GA se destaca no sélo por su coloracion, semejante a la de los huevos, sino también
por su contribuciéon en biomasa a la masa visceral de las hembras (Fig. 1.3). Se trata de
una glandula sexual accesoria del tracto reproductor femenino responsable de
importantes funciones vinculadas con la produccion de huevos tales como la
perivitelogénesis (sintesis del FPV), la secrecion del FPV y la formacion de la capsula

calcéarea que rodea a los huevos (Catalan et al. 2002, Ruhnan 1988).

Figura 1.3. Glandula del albumen de P. canaliculata. Fotografia de las partes blandas de una hembra.

Recientes estudios trascriptdmicos y protedmicos evidencian una gran inversion
materna en proteinas del FPV (Sun et al. 2012a), y en el caso de las perivitelinas PcOvo
y PcPV2, se ha demostrado que su sintesis ocurre de manera exclusiva en la GA donde
son almacenadas hasta el momento de la oviposicion (Catalan et al. 2006, Dreon et al.
2003, Dreon et al. 2002, Sun et al. 2012b). La GA es una estructura ovoide,
frecuentemente de coloracion llamativa, que estd formada por un parénquima que
incluye en su interior al ducto glandular de la cascara, el ducto glandular del albumen,
un receptaculo seminal y una bursa copulatriz (Fig. 1.4). El oviducto esta constituido

por tres segmentos: el ovario, un segmento renal y uno paleal, siendo este Gltimo quien
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da origen a la GA y se conecta con el exterior mediante el segmento extraparenquimal
del ducto glandular de la cascara (Catalan et al. 2006, Catalan et al. 2002). Ademas de
ser el organo encargado de la perivitelogénesis, y de la sintesis de la cubierta calcarea
del huevo, la GA centraliza otras funciones importantes vinculadas con la reproduccion.
Asi, almacena el esperma y recibe los oocitos desde el ovario en el receptaculo seminal,
donde también ocurre la fecundacion (Catalan et al. 2002, Giraud-Billoud et al. 2012).
A su vez, este organo almacena y mantiene viables los espermatozoides de distintos
machos siendo las hembras capaces de depositar huevos fértiles hasta 140 dias desde la

ultima inseminacion (Estebenet & Cazzaniga 1993).

Figura 1.4. Esquema ilustrativo de la morfologia y arreglo topografico que exhiben los componentes del
oviducto paleal de P. canaliculata,. RS: recepticulo seminal. B: bursa copulatriz. P: parénquima
glandular. DGA: ducto glandular del albumen. SI: segmento intraparenquimal del ducto glandular de la
cascara. SE: segmento extraparenquimal del ducto glandular de la cascara. Cabeza de flecha: gonoporo.

Flecha: oviducto renal. Tomado de la Tesis doctoral de N. M.Y. Catalan (2007).

A diferencia de sus huevos, los adultos de P. canaliculata cuentan con una
amplia variedad de depredadores. Entre las especies mas estudiadas se destacan el
gavilan caracolero Rostrhamus sociabilis (Viellot, 1817) (Fig. 1.5), el carrao Aramus
guarauna (Linneo, 1766) y la rata noruega Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769)
(Snyder & Kale 1983, Sykes 1987, Yusa et al. 2000). Observaciones de campo indican
que dichos depredadores descartan la GA cuando se alimentan de hembras de especies
del género Pomacea (Snyder & Kale 1983, Snyder & Snyder 1969, 1971, Sykes 1987,
Yusa et al. 2000), sin embargo la razén del descarte no habia sido estudiada siendo uno

de los objetivos del presente trabajo (Fig. 1.5).
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Figura 1.5. Gavilan caracolero y GA descartadas por este depredador. Fotografias tomadas en la

localidad de San Pedro, Provincia de Buenos Aires.
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2.
Objetivos
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Objetivos generales:

Contribuir al entendimiento de la perivitelogénesis en gasteropodos desde una
perspectiva bioquimica, y su vinculo con el alto rendimiento reproductivo de P.
canaliculata y con los habitos alimenticios de los depredadores del género

Pomacea.

Contribuir al conocimiento de la biologia reproductiva de P. canaliculata, una
especie de importancia econdémico-sanitaria, caracteristica de la region
bonaerense y representante sobresaliente de un grupo de gasteropodos

dulceacuicolas.

A continuacion se presentan los objetivos especificos, cuyo marco tedrico sera

desarrollado en las secciones correspondientes:

1)

2)

3)

4)

Determinar si los precursores de las perivitelinas PcOvo y PcPV2 almacenadas
en la GA presentan diferencias estructurales y de actividad biologica respecto a

las incorporadas al huevo (seccion 3).

Determinar la composicion bioquimica de la GA de P. canaliculata asi como su

contenido energético (seccion 4).

Analizar si existen diferencias entre machos y hembras de P. canaliculata en la
composicion bioquimica y el contenido energético de los tejidos blandos
consumidos por los depredadores, y determinar cual es la energia efectivamente
disponible para un depredador en funcion de la talla y el sexo de la presa

(seccion 4).

Evaluar el efecto de la actividad reproductiva de copula y oviposicidon sobre los
niveles de los principales componentes de secrecion acumulados en la GA de P.
canaliculata y sobre la expresion de las principales perivitelinas en el érgano

(seccion 5).
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5) Cuantificar la movilizacién de los principales componentes de secrecion hacia
los huevos, y determinar si alguno de los mismos representa un factor limitante

del esfuerzo reproductivo en P. canaliculata (seccion 5).
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Analisis estructural y funcional de las
perivitelinas PcOvo y PcPV2 de la

glandula del albumen
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3.1. Introduccion

3.1.1. Mecanismos vitelogénicos en animales oviparos, singularidades de gasteropodos

y Pomacea canaliculata como modelo para el estudio de la sintesis de perivitelinas

La estructura del tracto reproductor asi como los mecanismos vitelogénicos, en
relacion a la cantidad, calidad y tasa de incorporacion de energia (vitelo) en los huevos,
son rasgos fundamentales que condicionan el modo de vida de muchos metazoos
(Eckelbarger 1994). Durante el proceso de vitelogénesis, las especies oviparas sintetizan
las biomoléculas (lipidos, proteinas y carbohidratos) que seran incorporadas a los
oocitos primarios como reserva de energia y de materiales estructurales para sustentar el
desarrollo embrionario (De Jong-Brink et al. 1983). Las proteinas mayoritarias del
vitelo suelen formar particulas solubles complejas denominadas vitelinas (Wallace et al.
1967), cuyos precursores (vitelogeninas) sufren importantes cambios estructurales,
incluyendo proteolisis, antes de adquirir la conformacion de las vitelinas maduras
(Raikhel & Sappington 2002). La sintesis de las vitelogeninas puede ocurrir tanto en el
tejido ovarico (autosintesis), como en tejidos extraovaricos para ser luego transportadas
e incorporadas por los oocitos (heterosintesis) (Eckelbarger 1994). Mientras que en los
vertebrados las vitelogeninas se originan sélo por heterosintesis en el higado, en
invertebrados la vitelogénsesis puede ser variable, y se han descripto tanto casos de
autosintesis (equinodermos, crustaceos, insectos y moluscos) como de heterosintesis
(nematodes, equinodermos, poliquetos, aracnidos, crusticeos e insectos). La
heterosintesis en invertebrados, esta mas ampliamente distribuida a través de los grupos
taxonomicos y se lleva a cabo en diversos 6rganos somaticos tales como el intestino,
celoma o cuerpo graso, entre otros (Valle 1993). Como fue mencionado en la
introduccion general, la mayoria de los gasteropodos han desarrollado un mecanismo
particular y alternativo a la vitelogénesis que involucra la sintesis del FPV por parte de
la GA. En lo referido a su funcion nutricia, las perivitelinas presentes en el FPV serian
analogas a las vitelinas del resto de los metazoos. Sin embargo, a diferencia de estas, no
se conoce si sus precursores tienen la misma conformaciéon que la forma final
incorporada al huevo, o si durante la perivitelogénesis sufren cambios estructurales
semejantes al de las vitelinas antes de alcanzar su destino final. La falta de informacion
en este aspecto es llamativa considerando el papel central que cumplen las perivitelinas

en la reproduccion.
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Teniendo en cuenta que existe considerable informacion sobre la estructura y
funcion de las perivitelinas PcOvo y PcPV2 de los huevos de P. canaliculata, estas
representan un modelo apropiado para estudiar la sintesis de los precursores de

perivitelinas de la GA de gasteropodos.

3.1.2. Precursores de perivitelinas en Pomacea canaliculata y su posible relacion con

el comportamiento de los depredadores de caracoles adultos

Como ya fue mencionado, los depredadores de adultos de P. canaliculata son
numerosos, destacandose el gavilan caracolero Rostrhamus sociabilis, el carrao Aramus
guarauna y la rata noruega Rattus norvegicus (Snyder & Kale 1983, Sykes 1987, Yusa
et al. 2000). Con respecto a sus habitos alimenticios, el caracolero y el carrao son
cazadores diurnos que concentran su busqueda de alimento en cuerpos de agua Iénticos.
Una vez capturado el caracol lo trasladan a una percha o a la orilla, respectivamente,
para consumir las partes blandas (Tanaka et al. 2006). El caso del caracolero es
particularmente interesante ya que se trata de un depredador especialista que se alimenta
practicamente de manera exclusiva de caracoles del género Pomacea. Detecta a la presa
visualmente sobrevolando los cuerpos de agua, y su pico y sus garras estdn altamente
especializadas, extrayendo las partes blandas del caracol sin dafiar la conchilla, las
cuales se acumulan tipicamente en pilas debajo de las perchas que eligen para posarse al
alimentarse (Bourne 1993, Snyder & Kale 1983, Sykes 1987). El carrao, por el
contrario, hace un orificio en la conchilla para desprender al caracol de la misma, y las
ratas eliminan la conchilla con sus dientes hasta alcanzar la zona de insercion del
musculo columelar (Yusa et al. 2000). Mas alla de estas diferencias en el modo de
alimentacion, estos tres depredadores descartan la GA cuando se alimentan de hembras
de Pomacea (Snyder & Kale 1983, Snyder & Snyder 1969, 1971, Sykes 1987, Yusa et
al. 2000). Considerando el papel de la GA en las sintesis y almacenamiento del FPV, el
descarte de la GA podria considerarse un indicio de que las perivitelinas, en particular
PcOvo y PcPV2, podrian encontrarse ya funcionalmente activas en el organo,

resultando antinutritivo, antidigestivo y neurotoxico para los depredadores.
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3.2. Objetivos e hipotesis

1) Determinar si las perivitelinas PcOvo y PcPV2 almacenadas en la GA presentan

diferencias estructurales respecto a las incorporadas al huevo.

2) Determinar si las perivitelinas PcOvo y PcPV2 almacenadas en la GA presentan
la misma actividad biologica descripta para las mismas en los huevos de la

especie.

Con estos objetivos se busca aportar la primera informacion en gasteropodos sobre
la sintesis de perivitelinas en la GA en lo referido a la relacion estructura y actividad
bioldgica de sus precursores. Hipotetizamos que, a diferencia de las vitelogeninas de los
demas invertebrados, las perivitelinas de estos gasteropodos no sufren un procesamiento
antes de ser incorporadas a los huevos, y que por lo tanto se almacenan en la GA ya en
su forma funcional. El empleo de P. canaliculata como modelo para evaluar esta
hipdtesis permitiria al mismo tiempo abordar a nivel molecular las causas del llamativo
comportamiento de descarte de la GA exhibido por los depredadores de hembras adultas
de Pomacea. En este sentido, hipotetizamos que el 6rgano resultaria nocivo para los

mismos.

3.3. Metodologia

3.3.1. Material biolégico

Hembras adultas y huevos de P. canalicualta fueron recolectados del cuerpo de
agua artificial del paseo del bosque de la Ciudad de La Plata (34°54'38"S 57°56'17"0O)
durante el periodo reproductivo (noviembre-marzo). Se recolectaron solo puestas
depositadas recientemente, facilmente identificables gracias al aspecto fresco de la
mucosidad que rodea externamente los huevos, y que corresponden al estadio de moérula
(Heras et al. 1998). Las hembras utilizadas fueron obtenidas de parejas en copula. La
GA disecada de estos individuos y las masas de huevos fueron preservadas a -80°C

hasta su procesamiento.
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3.3.2. Preparacion de la fraccion soluble conteniendo perivitelinas

Las muestras de GA y huevos (cada muestra compuesta por un minimo de 3
GA/puestas en cada caso) fueron homogeneizadas con buffer Tris 20 mM HCI pH 7,4
(relacion buffer-muestra 3:1 v/p) en frio y utilizando un homogeneizador tipo Potter. El
homogenato fue centrifugado 20 min a 10.000 g para precipitar nucleos, mitocondrias,
lisosomas y peroxisomas. El sobrenadante fue posteriormente centrifugado 50 min a
100.000 g para sedimentar la membrana plasmatica y la fraccion microsomal (Lodish et
al. 2005). El sobrenadante de este segundo paso (fraccion soluble), conteniendo los

componentes solubles del material de partida, fue reservado a -70°C hasta su analisis.

3.3.3. Purificacién de PcOvo y PcPV2

Se ultracentrifugo la fraccion soluble de huevo y GA en un gradiente de NaBr,
durante 22 h a 207.000 g, lo cual separa las particulas solubles de la muestra en funcioén
de su densidad. Las fracciones del gradiente conteniendo las distintas perivitelinas
fueron desaladas y concentradas mediante ultrafiltracion (Amicon Ultra-4
MilliporeCorporation, Billerica, MA, USA). La purificacion final se realiz6
combinando cromatografia liquida de exclusion molecular y de intercambio i6nico
como se describe més adelante en las secciones 3.3.5 y 3.3.6. La identidad de las
perivitelinas en las fracciones obtenidas, asi como su grado de pureza, se determino

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas.

3.3.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las muestras conteniendo las perivitelinas PcOvo y PcPV2 de huevo y de GA
fueron analizadas en geles de poliacrilamida (gradientes de 4-10% y 4-12%
respectivamente) tanto en condiciones nativas, donde las proteinas migran en funcion de
su relacion carga/masa, como disociantes, donde su movilidad queda determinada
Unicamente por su masa. En busca de obtener la mejor resolucion, se sembraron entre 2
y 3 pg de proteina y alrededor de 5 pg para geles en condiciones nativas y disociantes,
respectivamente. Se sometieron a un voltaje de 120 V (Bio-Rad Mini Protean 3 System)
hasta que éstas migraran hasta su poro limite, o bien hasta que el frente de corrida

llegara a la base del gel, respectivamente. Se sembr6 una mezcla de proteinas estandar
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(GE Amersham) para poder determinar el peso molecular de las perivitelinas. Los geles

fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie (Sigma Aldrich).

3.3.5. Cromatografia liquida de intercambio anidénico

La cromatografia de intercambio i0nico separa moléculas en funcion de su carga
al quedar retenidas en una fase estacionaria cargada negativa o positivamente. En la
cromatografia de intercambio anionico la fase estacionaria esta cargada positivamente y
las proteinas se encuentran en un buffer con pH basico, de modo que su carga neta es
negativa y quedan retenidas en distinto grado en funcion de sus cargas eluyendo de la
columna a distintos tiempos.

Esta técnica se utilizé con fines tanto preparativos, para la purificacion de las
perivitelinas, como con fines analiticos, para comparar los tiempos de retencion de las
perivitelinas en funcion de su origen. En ambos casos se utilizé una columna Mono Q
10/100 GL (GE Health Care Bio-sciences AB) acoplada a un equipo de HPLC (Agilent
1260). La fase movil estuvo constituida por buffer Tris HCI 20 mM pH 8,5 con un
gradiente de NaCl. Los cromatogramas se obtuvieron registrando la absorbancia del
eluyente a 280 nm en funcion del tiempo. Se determinaron los tiempos de retencion de

las distintas perivitelinas.

3.3.6. Cromatografia liquida de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular separa proteinas en funcién su
volumen hidrodindmico, volumen que ocupan las proteinas en solucion.

Asi como en el caso de la cromatografia de intercambio i6nico, esta metodologia
fue empleada con fines tanto preparativos como analiticos. Se utilizd una columna de
exclusion molecular Superdex 200 10/300 GL (GE Health Care Bio-sciences AB)
acoplada a un equipo de HPLC (Agilent 1260) y la fase mévil estuvo compuesta por
buffer Tris 20 mM HCI pH 8,5. Del mismo modo que en el caso anterior, los
cromatogramas se obtuvieron registrando la absorbancia del eluyente a 280 nm en
funcion del tiempo. Se determinaron los tiempos de retencion de las distintas

perivitelinas.
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3.3.7. Cuantificacion de proteinas mediante espectrofotometria

Para la determinacion de la concentracion de proteina presente en las muestras
purificadas y en la fraccion soluble, se utilizé la metodologia descripta en Lowry et al.
(1951). Este método colorimétrico propicia la formaciéon de un complejo entre los
enlaces peptidicos e iones Cu'® que reacciona con el reactivo de Folin-Ciocalteau y
genera un producto coloreado que absorbe a 750 nm. Para establecer la concentracion
de la muestra incognita se utilizd albimina sérica bovina (BSA) como proteina estandar,
en un rango de entre 0,025 y 0,225 mg/mL. Tanto en el caso de las muestras como en el
caso de la curva estandar, las mediciones se hicieron por triplicado. La absorbancia se

midi6 en un espectrofotometro Agilent 8453 UV-visible (Agilent Technologies, Inc.).
3.3.8. Espectroscopia de dicroismo circular

La técnica de dicroismo circular (CD) se basa en la exposicion de una muestra a
un haz de luz linealmente polarizado formado por una componente circularmente
polarizada dextrogira y otra levogira, y el posterior registro de la diferencia de absorcion
de una y otra componente. Tal diferencia de absorcion se da ante la presencia de
asimetria en el sistema, es asi que resulta util para estudiar moléculas quirales o aquellas
que por algiin motivo adoptan una conformacion invariable. El espectro de CD en el UV
lejano proporciona en el caso de las proteinas informacion acerca del tipo y contenido
de estructura secundaria de alfa-hélice o ldmina beta.

Se registraron los espectros de CD en el UV lejano (195-250 nm) para muestras
de ambas perivitelinas aisladas tanto de huevo como de GA en el servicio que ofrece el
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biologicas “Prof. Alejandro C. Paladini” de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA. Las mediciones se realizaron a
temperatura ambiente en un espectropolarimetro Jasco J-810. Se utilizé una cubeta de
cuarzo de 0,1 cm de paso Optico, sensibilidad estandar, velocidad de barrido de 20
nm/min y constante de tiempo de 1 s. Las proteinas se analizaron a 0,5 mg/mL en buffer

Tris HC1 20mM pH 8,5. Los espectros fueron corregidos por la contribucion del buffer.
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3.3.9. Espectroscopia de fluorescencia

El espectro de emision de fluorescencia de una proteina estd dominado por la
fluorescencia del triptofano (Trp). Este aminoacido normalmente se encuentra en las
regiones hidrofobicas de una proteina. Un cambio en la estructura de una proteina tiene
como consecuencia un cambio en el entorno electronico del Trp, modificandose el
espectro de fluorescencia intrinseca de la proteina.

Los espectros de fluorescencia de soluciones de PcOvo y PcPV2 de ambos
origenes en buffer Tris 20 mM HCI pH 8,5 fueron adquiridos en un espectrofluorometro
Perkin-Elmer LS55 (Norwalk, CT, USA), a 25°C y se empleo6 una cubeta de cuarzo de 1
cm de paso Optico. La longitud de onda de excitacion fue de 285 nm (Slits 8 mm) y la
emision fue registrada entre 295 y 440 nm (Slits 8mm). Las diferencias en el maximo de
emision fueron evaluadas estadisticamente mediante test de t a dos colas con un
intervalo de confianza del 95%, usando el software Graphpad Instat v.3.05.

Para evaluar la estabilidad estructural de las perivitelinas de GA frente a
distintas condiciones de pH, se utilizaron soluciones de PcOvo y PcPV2 en agua
Ultrapura, las cuales fueron incubadas durante toda la noche en una serie de buffers con
un rango de pH de entre 2,0 y 12,0 a una concentracion final de 0,23 mg/mL y 0,26

mg/mL, respectivamente. La composicion de los buffers utilizados fue la siguiente:

Buffer pH 2,0: PO4H; 0,1M / Na H,PO,40,1M
Buffer pH 4,0: acido citrico 0,1M / Na H,PO4 0,1M
Buffer pH 6,0: Na H,PO4 0,1M / NaOH

Buffer pH 8,0: Na H,PO4 0,1M / NaOH

Buffer pH 10,0: Na, HPO, 0,1M/ NaOH

Buffer pH 12,0: Na, HPO4 0,1M/ NaOH

En todos los casos, se adquirieron 10 espectros que fueron promediados y
corregidos por la contribucion del buffer correspondiente. Se compararon la longitud de
onda de los maximos de emision, la intensidad de emision y el centro de masa de los
espectros. Este tltimo es un valor adimensional que fue calculado segun la siguiente

formula:

CM = Sumatoria (Iiiong de onda).- Long de onda)/ sumatoria de intensidades
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Donde CM es el centro de masa e I es el valor de absorbancia en unidades arbitrarias

3.3.10. Espectroscopia de absorcion

El espectro de absorcion en la region UV puede ser util como herramienta para
evaluar la estructura de las proteinas ya que las propiedades espectroscopicas de los
aminoacidos aromaticos se afectan por su entorno fisicoquimico. Las proteinas pueden
presentar absorcion por encima de los 400 nm so6lo en caso de poseer grupos prostéticos
que absorban la radiacion en la region visible, como es el caso de la carotenoproteina
PcOvo.

Se tomaron los espectros de absorcion en la region UV-visible de soluciones de
PcOvo y PcPV2 de alrededor de 0,5 mg/mL aisladas de huevo y GA en buffer Tris 20
mM HCI pH 8,5. Las mediciones se realizaron a 25°C en un espectrofotdmetro Agilent
8453 UV-visible (Agilent Technologies, Inc.). Con el objeto de detectar pequefios
cambios en la estructura de las proteinas, se analizo la cuarta derivada de los espectros
en la region UV. A su vez se tomaron los espectros de absorcion de las muestras de
PcOvo aislada de la GA y preincubadas a distintos pH como se detall6 en el apartado
anterior, con el objetivo de evaluar el efecto del pH sobre la fraccion carotenoide de la
perivitelina. En todos los casos, las muestras fueron medidas en una cubeta de cuarzo de
1 cm de paso Optico y cada espectro fue el resultado de un promedio de 10 mediciones
independientes. Los datos fueron corregidos por su respectivo blanco y por el efecto de

la dispersion de luz.

3.3.11. Dispersion de rayos X a bajo angulo

La dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS por sus siglas en Inglés) de las
proteinas en solucién brinda informacion de su forma y su tamaiio. Con esta
herramienta se pueden obtener modelos tridimensionales de baja resolucion de las
particulas en solucion.

Debido a que esta técnica esta poco desarrollada en nuestro pais, se detallan a
continuacion los fundamentos de la misma. En lineas generales, cuando un haz de rayos
X incide sobre una solucion de particulas monodispersa, parte de los rayos dispersados

al chocar contra las particulas inciden sobre un detector. Los datos que se obtienen
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corresponden a intensidad en funcion del angulo de dispersion. Este ultimo es

convertido a valores de q (momento de transferencia) a partir de la siguiente relacion:

4

(%

sin @

q =

A bajo angulo, la dispersion que se registra depende de la interaccion de los
rayos X con la superficie de las particulas, y por lo tanto este parametro contiene
informacion estructural vinculada con el tamafio y la forma de las mismas. Dentro de la
serie de datos registrados pueden distinguirse dos regiones, la region de Guinier (a bajo
q) y la region de Porod (a mayor valor de q). Dentro de la region de Guinier se cumple

la siguiente relacion:

2
Ry |

(
In/ = lm’()—q'?l =
L 3

Aplicando esta formula a los datos dentro de la region de Guinier puede
calcularse el radio de giro de la particula (RG), un pardmetro que representa el
promedio de las distancias de cada atomo de la particula al centro de masa de la misma.
Los datos contenidos en la region de Porod se relacionan con la superficie y el volumen
de la particula.

Graficando el total de los datos como I(q)*q” en funcién de q se obtiene el grado
de globularidad de la particula (grafico de Kratky). Es posible también calcular la
distribucion de pares de distancias para la particula (Pg)) y estimar asi su forma global.
Finalmente, a partir de la distribucion de pares de distancias obtenida se puede realizar
un modelado de baja resolucion de la estructura tridimensional de la particula
empleando distintos algoritmos de calculo tales como Gasbor, Dammin y Dammif.

Las mediciones de SAXS se llevaron a cabo en el Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron, Campinas (San Pablo, Brasil) en la linea D02A-SAXS2. El patrén de
dispersion fue registrado mediante un detector bidimensional tipo MARCCD usando el
software libre FIT 2D (http://www.esrf.fr /computing /scientific/FIT2D). Se utilizaron
celdas de mica con Imm de camino 6Optico y con un volumen libre de 300 pl para la
muestra. La longitud de onda aplicada fue de 1,55 A y el rango nominal de q fue entre
0,09 y 2,2 nm. Todas las mediciones fueron hechas a 25°C, y se promediaron al menos

5 curvas independientes, corregidas por la intensidad del haz, la homogeneidad del
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detector y la absorcion de la muestra. Las determinaciones fueron llevadas a cabo dentro
de un rango de concentracion de proteina de 2,40 — 0,50 mg/mL. El tamano de las
perivitelinas aisladas de GA fue determinado usando el RG, y su globularidad fue
evaluada a través de graficos de Kratky. La distribucion de pares de distancias fue
calculada utilizando la transformacién de Fourier con el software GENOM (Svergun
1992). Utilizando el algoritmo de alineamiento simulado disponible en el programa
DAMMIF (Svergun 1999), se obtuvo un modelo tridimensional de baja resolucion. El
analisis de los datos de SAXS fue llevado a cabo a través del software ATSAS 2.7.1
(Petoukhov et al. 2012). Las diferencias en la longitud de los ejes mayor y menor de las
particulas asi como en su radio de giro fueron evaluadas estadisticamente mediante test
de t a dos colas con un intervalo de confianza del 95%, usando el software Graphpad

Instat v.3.05.

3.3.12. Protedlisis parcial con proteinasa K

Se llevo a cabo una digestion limitada de las perivitelinas nativas aisladas de huevo y
GA con proteinasa K. Esta proteasa es capaz de hidrolizar de manera inespecifica
enlaces peptidicos de proteinas en su conformacion nativa, lo cual permitio evaluar si
las perivitelinas presentan diferencias en su estructura nativa, o si por el contrario sus
sitios de proteodlisis son igualmente asequibles para la proteasa.

Para este ensayo se prepararon soluciones de perivitelinas en buffer Tris 20 mM
HCI pH 8,5, 25 mM CaCl, (concentracion final 1mg/mL) que se incubaron con
proteinasa K Promega Corporation (concentracion final 10 mg/mL) a 37°C. Se tomaron
alicuotas de esta incubacion a 10, 20 y 40 min, deteniendo la actividad enzimatica
mediante el agregado de buffer muestra para electroforesis conteniendo SDS y [-
mercaptoetanol, y posteriormente hirviendo la mezcla durante 5 min. Estas muestras

fueron analizadas por SDS-PAGE como se describe en la seccion 3.3.4.

3.3.13. Digestion gastrointestinal simulada

Se llevo a cabo una digestion simulada in vitro emulando las condiciones fisico-
quimicas propias del tracto gastrointestinal de un vertebrado. Este ensayo se realizé con
la fraccion soluble de la GA y con las perivitelinas PcOvo y PcPV2 purificadas de este

organo. Se aplico la metodologia descripta por (Moreno et al. 2005) con algunas
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modificaciones que se describen a continuacion. Para la digestion gastrica in vitro se
incubaron las muestras a 37°C por 120 min a un pH de 2,5 en presencia de pepsina
porcina (Sigma Aldrich) en una relacion enzima: sustrato 1:20 (p/p). Se tomaron
alicuotas del producto de la digestion a 0, 60 y 120 min que fueron analizadas por SDS-
PAGE. Para la digestion duodenal in vitro, el producto de la digestion gastrica de 120
min fue utilizado como material de partida, subiendo su pH a 8,5 con NaOH 0,1 M y
buffer Tris/HCl 150 mM para detener la actividad de la pepsina y proporcionar las
condiciones apropiadas para la actividad de las subsiguientes enzimas digestivas. A esta
mezcla se agregd a su vez acido taurocolico 0,25 M vy tripsina pancredtica bovina
(Sigma Aldrich) en una relacion enzima: sustrato 1:2,7 (p/p) y fue incubada a 37°C. Se
tomaron alicuotas a 0, 60 y 120 min para su analisis por SDS-PAGE. Se utilizd
albiimina como control positivo (con enzima) y negativo (sin enzima) tanto para la fase
gastrica como para la duodenal. Un resumen grafico de la metodologia descripta se

presenta en la figura 3.1.

Pepsina: Proteina 1:20 Tripsina: Proteina 1:2,7
+ Fluido gastrico simulado pH 2,5 + NaOH 0,1M + Tris HCI 0,15M pH 8,5
37°C + Taurocolato de sodio. 37°C
Fase gastrica Fase duodenal
NS <120 min NN N
A\ B N Omin\  60\min \120 mi
0 min \ 50\0\1 in \\ \\\ U S in
\ A \ \ \\ \\
\ \ \ | \ \
| \ \ | \ \
v ¥ ¥ v Y ¥
- _ - - |
I\. _fl_L_/ \_,J—L_J—-‘!yj ¥JJ b
SDS-PAGE 4-20% SDS-PAGE 4-20%

Figura 3.1. Resumen del protocolo de digestion gastrointestinal simulada in vitro.

3.3.14. Ensayo de inhibicion de tripsina

La tripsina, una serin proteasa muy conservada en el sistema digestivo de

vertebrados e invertebrados, es clave en el proceso digestivo catalizando la conversion
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de mas tripsindgeno en tripsina y la conversion de los zimoégenos de quimotripsina,
carboxipeptidasa y elastasa en sus formas activas.

Con el objetivo de determinar si la GA presenta algiin componente con actividad
inhibidora de tripsina, se llevo adelante un ensayo de inhibicion de esta enzima con la
fraccion soluble preparada con este drgano. Se utilizé como sustrato el BAEE que al ser

hidrolizado por la tripsina origina un producto con un maximo de absorcion a 253 nm.

] u]
* HCI oHCI
L Tripsi A M
. psina H -
HzN ﬁ\ »oH2 O M . HN N CHz _ _DH + HO-CHy-CH;
~
Y ez ek cH; + 120 o ews
NH u} NH u)
Na-Benzoil-L-arginina etil éster Na-Benzoil-L-arginina Etanol

(BAEE)

(Imagen editada de la pagina de Sigma-Aldrich)

Se midio6 la actividad de la tripsina sin inhibidor y en presencia de la fraccion
soluble de la GA. Se incubaron tres muestras de fraccion soluble de GA conteniendo 79
pg de proteinas totales con 4 pg de tripsina, a 37°C, durante 5 min. Estas tres muestras
fueron preparadas a partir de 3 GA cada una, como se detall6 en la seccion 3.3.2. A la
solucion de enzima preincubada con la fraccion soluble se agregd BAEE y se realizo el
andlisis cinético de la actividad enzimatica espectrofotométricamente. La Abs 253 nm
fue medida durante 5 min en un espectrofotometro Agilent 8453 UV-visible (Agilent
Technologies, Inc.). Los datos de absorbancia en funcion del tiempo se ajustaron a una
recta a partir de cuya pendiente pueden calcularse las unidades de actividad enzimatica.
La unidad de actividad enzimatica (UE) es un parametro que representa la cantidad de
enzima que causa un incremento de absorbancia de 0,003/min en las condiciones de

medida. La actividad especifica (AEE) se calcula entonces como:

AEE (UE/mg de material)= ((Abs 253nm/min) x factor de dil de la tripsina)/ (0,003 x

0,2 x mg enzima/mL).

Donde 0,2 es el volumen de la muestra en mL y 0,003 es el coeficiente de extincion

molar del producto coloreado.
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Un resumen grafico del procedimiento se presenta en la figura 3.2.

3 s Homogeneizaciony
1 centrifugacion diferencial®™

3 pooles de 3 GA Fraccion soluble
cada uno de GA

Incubacidn
) de 5 min

S ‘ Tripsina + fraccion
Dj soluble de GA
®

Cubeta con \
BAEE
Absorbancia a 253 nm medida durante 5 min

Figura 3.2. Resumen del protocolo de medicion de actividad de tripsina preincubada con fraccion soluble
de GA.

Posteriormente se evaluo si la capacidad inhibitoria de tripsina del o los componentes de
la fraccion soluble se ve modificada luego de su paso por un sistema gastrico in vitro
siguiendo la metodologia descripta en la seccion 3.3.13 y midiendo posteriormente la
actividad de la tripsina con la metodologia descripta en esta misma seccion. Se midi6 al
mismo tiempo la actividad de la tripsina frente a la fraccion soluble de GA sin
tratamiento previo como comparacion, ademas de un control sin inhibidor como se
describio en el ensayo general. Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado y
se compararon las pendientes obtenidas mediante un test de t a dos colas con un

intervalo de confianza del 95% usando el software Graphpad Instat v.3.05.
3.3.15. Ensayo de toxicidad

El protocolo correspondiente a este ensayo fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP (Protocolo No. P 01012016) y fue disefiado
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de acuerdo con la (NIH 2011). Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 4
semanas de edad, pesando entre 19 y 21 g, criados en un ambiente libre de patégenos
(SPF). Estos animales fueron provistos por el Laboratorio de Animales de
Experimentacion (LAE, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP). Grupos de 10
animales fueron inyectados intraperitonealmente con una tnica dosis de 300 pL de
buffer fosfato salino o el mismo volumen de una de cinco diluciones seriadas de la
fraccion soluble de la GA (0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 y 0.6 mg de proteinas totales). La
dosis letal 50 (DL50) fue determinada por un test de letalidad considerando la
mortalidad/supervivencia a las 96h posteriores a la administracion de la dosis. La
fraccion soluble fue elaborada a partir de 4 GA. Para el monitoreo de los sintomas se

siguio lo previamente establecido para las perivitelinas de huevo (Heras et al. 2008).

3.4. Resultados

3.4.1. Caracterizacion estructural de las perivitelinas

3.4.1.1. Conformacidn nativa, tamafio vy forma

En condiciones nativas PcOvo aislada de GA no mostré diferencias en su
movilidad electroforética con respecto a PcOvo aislada de huevo. Tampoco se
observaron diferencias en este aspecto para PcPV2 independientemente de la fuente. La
electroforesis en condiciones disociantes indica que también presentan la misma
composicion de subunidades (Fig. 3.3), y los resultados del andlisis cromatografico de
intercambio anidnico y exclusion molecular tampoco evidencian diferencias en lo que

respecta a las cargas superficiales o al volumen hidrodinamico respectivamente.
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Figura 3.3. Comparacion de la movilidad electroforética de las perivitelinas de huevo y GA. A) PAGE-
nativo 4-20%. Calle 1: PcPV2 de GA; 2: PcPV2 de huevo; 3: marcadores de peso molecular. B) PAGE-
nativo 4-20%. Calle 1: PcOvo de GA; 2: PcOvo de huevo; 3: marcadores de peso molecular. C) SDS-

PAGE 4-20%. Calle 1: PcOvo de GA; 2: PcOvo de huevo; 3: PcPV2 de GA; 4: PcPV2 de huevo; 5:

marcadores de peso molecular.

El tamafio y la forma global de PcOvo y PcPV2 aisladas de huevo y GA fueron
determinados por SAXS. En los datos experimentales representados como 1g10(I(q)) vs q
para PcOvo (Fig. 3.4 A) y PcPV2 (Fig. 3.4 B), puede observarse que las curvas
claramente se superponen indicando que la forma y el tamafio de las perivitelinas son
semejantes independientemente de la fuente. A su vez, a partir de la linealizacion de los
datos en la region de Guinier, fue posible calcular el radio de giro de las proteinas
(0,1<q<0,38 nm™") (Fig. 3.4 C y D). La diferencia en el radio de giro entre PcOvo de
huevo y PcOvo de GA fue estadisticamente significativo, mientras que la diferencia en
este parametro entre PcPV2 de huevo y PcPV2 de GA no fue significativo (Tabla 3.1).
Los graficos de Kratky para ambas perivitelinas presentan la forma de campana
caracteristica de proteinas globulares (Fig. 3.4 E y F) y la funcién de distribucion de
pares de distancias (Fig. 3.4 G y H) indica que en ambos casos las particulas son
anisométricas con un eje mayor y un eje menor bien definidos sin diferencias
significativas independientemente de su origen (Tabla 3.1).

A su vez, el modelo tridimensional generado para ambas perivitelinas aisladas
de la GA es similar al de aquellas aisladas de huevo y publicado por Dreon et al. (2008).
Los datos de SAXS y los modelos correspondientes a las perivitelinas de GA fueron

depositados en la base de acceso abierto Small Angle Scattering Biological Data Bank
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(http://www.sasbdb.org) con los codigos de acceso SASDBW4 y SASDBX4 para
PcOvo y PcPV2 respectivamente.
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Figura 3.4. Tamaifio y forma de PcOvo y PcPV2 determinados por SAXS. A) y B) datos experimentales

representados como 1g;0(I(q)) vs q para PcOvo y PcPV2, respectivamente. C) y D) linealizacion de los

datos en la region de Guinier para PcOvo y PcPV2, respectivamente. E) y F) graficos de Kratky para

PcOvo y PcPV2, respectivamente. G) y H) distribucion de pares de distancias obtenida para PcOvo y

PcPV2, respectivamente, usando el programa GNOM v4.5. Lineas rojas y negras: perivitelinas aisladas de

GA y huevo, respectivamente.

Tabla 3.1. Comparacion de los parametros geométricos de las perivitelinas aisladas de huevo y GA

obtenidos a partir de los datos de SAXS.

Eje mayor (A) | Eje menor (A) | Radio de giro (A)
PcOvo (Huevo) |52,5+1,0 125,5+ 1,6 42,3 +0,07 *
PcOvo (GA) 523+12 127,0+ 3,7 43,03+ 025 *
PcPV2 (Huevo) | 42,0 0,5 166.1 £ 0,7 4443+ 0,36
PcPV2 (GA) 24<1.1 167.9+2.8 4454 + 0,28

Los valores corresponden al promedio de 5 determinaciones £ DE. * indica diferencias

significativas entre los valores (p< 0,05).
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3.4.1.2. Estructura secundaria y terciaria

El perfil de los espectros de absorcion en la region UV-visible (Fig. 3.5 A) fue
coincidente para PcOvo aislada de huevo y GA, sugiriendo que no habria diferencias en
el sitio de union del carotenoide independientemente de su fuente de origen. Ambos
espectros estan caracterizados por cuatro maximos de absorcion en la region visible
(433,477, 508 y 541 nm), sin embargo PcOvo de GA presenta una mayor intensidad en
esta region que podria corresponderse con un mayor contenido de carotenoides (Fig. 3.5
A). En el caso de PcPV2, no se observaron diferencias en sus espectros de absorcion en
la region UV independientemente de su fuente de origen. En la figura 3.5 B se observa
como ambos espectros se superponen y en la figura 3.5 C y D se presenta la cuarta
derivada de los espectros entre 240 y 320 nm, donde puede observarse que los minimos
y maximos son coincidentes para ambas perivitelinas independientemente del origen de
las mismas.

Los espectros de emision de fluorescencia de las perivitelinas purificadas de
huevo y de GA muestran que cada una de ellas presenta un maximo de emisidén bien
definido a 325 y 332 nm para PcOvo y PcPV2 respectivamente (Fig. 3.5 E). En ambos
casos no se observan diferencias significativas en funcion de la fuente de origen, por lo
cual no hay evidencias para considerar que difieran en su estructura terciaria.

Finalmente, los espectros de CD en el UV lejano indican que tampoco hay
diferencias en la estructura secundaria entre PcOvo y PcPV2 en funcion de la fuente de

origen (Fig. 3.5 F).
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Figura 3.5. A) Espectro de absorcién de PcOvo y B) PcPV?2 aisladas de GA (linea roja) y de huevo (linea
negra). C) Cuarta derivada de los espectros de absorcion entre 240 y 340 nm de PcOvo y D) PcPV2
aisladas de GA (linea roja) y de huevo (linea negra). E) Espectros de fluorescencia y F) de CD en el UV
lejano de las perivitelinas aisladas de huevo y GA. Lineas continuas: PcOvo de GA (roja) y de huevo

(negra). Lineas punteadas: PcPV2 de GA (roja) y de huevo (negra). Los espectros fueron tomados a pH
8,5.
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3.4.1.3. Estabilidad estructural frente al pH

Los espectros de emision de fluorescencia de PcOvo y PcPV2 aisladas de la GA
no mostraron variaciones en cuanto a la posicion de su maximo de emision ni en el
valor de su centro de masa a lo largo del rango de pH estudiado (entre 2,0 y 12,0),
sugiriendo que el entorno electronico del Trp no se vio afectado por el pH del medio.
Sin embargo, para ambas perivitelinas se observo una diferencia en la intensidad del

maximo de emision bajo estas condiciones (Fig. 3.6).
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Figura 3.6. Estabilidad estructural frente al pH de las perivitelinas aisladas de GA. Espectro de emision
de fluorescencia a distintos valores de pH de A) PcOvo y B) PcPV2. Evolucion del centro de masa de los

espectros de C) PcOvo y D) PcPV2.

Del mismo modo, los espectros de absorcion de las muestras de PcOvo
mostraron una disminucion en la intensidad en la region visible y UV en funcién del

valor de pH (Fig. 3.7). El maximo cercano a los 340 nm que se observa en los espectros
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corresponde a la absorcion de los carotenoides presentes en esta perivitelina. Este
resultado indica que los carotenoides y/o su sitio de union a PcOvo serian afectados por
el pH del medio. Considerando que los carotenoides son capaces de absorber la emision
de fluorescencia del Trp (efecto de apagado o quenching de fluorescencia), en caso de
verse afectados podrian modificar la intensidad de emision de fluorescencia de la
proteina. Esto podria explicar las diferencias en los espectros de emision observadas, al

menos para el caso de PcOvo.

PcOvo en H,O ultrapura
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Figura 3.7. Espectros de absorcion UV-visible de PcOvo a distintos valores de pH normalizados a 280

nm. Cuadro interno: Detalle de la region 300 - 345 nm.

3.4.1.4. Susceptibilidad a la protedlisis limitada

Con el objetivo de evaluar diferencias en el grado de exposicion relativa de las
subunidades proteicas de PcOvo y PcPV2 en funcién de su fuente de origen, asi como
diferencias en su flexibilidad, se llevd adelante un ensayo de digestion limitada con
proteinasa K. No se observaron diferencias en la susceptibilidad frente a esta enzima
independientemente del origen de las perivitelinas (Fig. 3.8). En el caso de PcOvo, sus
dos formas fueron resistentes a la digestion incluso luego de una incubacion de 40 min
con 100 mg/mL de la enzima (no se muestra en el gel). PcPV2 no mostré tan alto nivel

de resistencia a la digestion, en especial para el caso de su subunidad de 67 kDa. Sin
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embargo no se observaron diferencias en el grado de susceptibilidad entre ambas formas

de PcPV2.

0 min 10 min 20 min 40 min

H GA H GA H GA H GA
A

— - B

Figura 3.8. Susceptibilidad a la protedlisis limitada con proteinasa K de PcOvo A) y PcPV2 B) de huevo
(H) y GA analizados por SDS-PAGE (4-20%). Calles 1, 3, 5 y 7: perivitelinas aisladas de huevo. Calles 2,
4, 6 y 8: perivitelinas aisladas de GA. Las muestras fueron incubadas con proteinasa K durante 0, 10, 20 y

40 min.

3.4.2. Caracterizacion funcional de las perivitelinas

3.4.2.1. Resistencia a la digestion gastrointestinal simulada

Mediante un sistema in vitro, evaluamos si la propiedad antinutritiva de las
perivitelinas PcOvo y PcPV2 aisladas de huevo también estd presente en sus formas
aisladas de la GA. Se observd que ambas resistieron la digestion gastrointestinal
simulada en el mismo grado independientemente de la fuente de origen (Fig. 3.9). En el
caso de las formas de PcPV2, ambas mostraron la misma resistencia a la digestion, que
no fue tan absoluta como la de PcOvo, tal y como fue registrado previamente en
estudios de las perivitelinas de huevos (Dreon et al. 2013). En el caso de la subunidad

menor de PcPV2, ésta presento cierta susceptibilidad frente a la pepsina.
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Figura 3.9. Digestion gastrointestinal simulada de las perivitelinas aisladas de la GA. Calles 1 y 2:
controles negativos y positivos de la fase gastrica con BSA; calles 3-5: subunidades de PcOvo y PcPV2
Iuego de la incubacion con pepsina por 0, 60 y 120 min; calles 6 y 7: controles negativo y positivo de la
fase duodenal con BSA; calles 8-10: subunidades de PcOvo y PcPV2 incubadas con tripsina luego de 0,
60 y 120 min. Se observa una tenue banda por debajo de la subunidad de 31 kDa de PcPV2 en las calles

8-10 que corresponde a la tripsina.

3.4.2.2. Inhibicion de tripsina

La fraccion soluble de la GA presentd una alta capacidad de inhibir la actividad
de la tripsina. Pudo determinarse que 1 mg de la proteina de esta fraccion generd una
disminucion de 69,79 + 1,25 UE en la actividad de la enzima, lo cual representa un 90%
de inhibicion de la actividad enzimatica. Este grado de actividad inhibitoria no se vio
afectada significativamente (p>0,05) cuando la fraccion soluble de GA fue sometida
una digestion gastrica simulada, donde 1 mg de proteina produjo una inhibiciéon de la

actividad de tripsina de 68,77 + 0,39 UE.
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3.4.2.3. Toxicidad

Se determino la DL50, 96h de la fraccion soluble de la GA. En la figura 3.10 se
grafica el porcentaje de mortalidad en funcion de la dosis, con el tipico comportamiento
sigmoideo (r*= 0,99). El valor de DL50 determinado con el software Probit 1.5, fue de
5,9 mg/Kg de raton. La sintomatologia presentada por los ratones fue similar a la
observada para los ratones inyectados con FPV, previamente descripto por Heras et al.

(2008), incluyendo hipotermia, debilidad, letargo y pelo hirsuto.
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Figura 3.10. Curva de mortalidad de ratones a las 96 h post-inyeccion de distintas dosis de proteinas

totales de la fraccion soluble de la GA.

3.5. Discusioén

En contraste con la maduracion de las vitelogeninas de otros invertebrados, no se
sabia si los precursores de las perivitelinas sufrian grandes cambios estructurales
durante su maduracion y almacenamiento en la GA. En el presente trabajo se analizaron
las propiedades estructurales y funcionales de las perivitelinas de P. canaliculata
aisladas de huevo y GA, aportando conocimiento sobre su maduracion y su relacion con
el comportamiento alimenticio de algunos depredadores.

Los estudios realizados sobre las principales perivitelinas de P. canaliculata,
PcOvo y PcPV2, muestran que la estructura y funcion de las formas aisladas de la GA

resultan comparables a sus respectivas formas finales aisladas de huevos. Es decir, que
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estos resultados evidencian que la GA almacena las perivitelinas en sus formas
maduras, listas para ser incorporadas a los huevos, en lugar de contar con formas
inactivas que pudieran requerir un procesamiento proteolitico u otras modificaciones
importantes en su estructura, las cuales hubiesen sido facilmente detectadas con las
técnicas biofisicas y bioquimicas empleadas. Practicamente todos los parametros
estructurales evaluados en ambas formas de PcOvo no evidencian diferencias. Siendo
que, independientemente de su fuente, presenta el mismo tamafio, forma global,
composicion apoproteica, susceptibilidad frente a la proteinasa K, estructura terciaria y
secundaria, cargas superficiales y resistencia frente al pH, las pequefias diferencias
observadas en el radio de giro no obedecerian a un clivaje de la cadena polipeptidica u
otro tipo de modificacion estructural importante. Estas diferencias podrian deberse a
modificaciones postraduccionales mas sutiles como una glicosilacion diferencial de
ambas formas de la perivitelina, aunque deberian desarrollarse ensayos para evaluar esta
suposicion y determinar en todo caso si existe alguna implicancia funcional asociada a
esta diferencia. Por otro lado, PcOvo aislada de GA mostré un contenido mayor de
carotenoides que la forma aislada de huevo. Esto probablemente esté relacionado con
una degradacion del pigmento en los huevos ya que la radiacion solar y las altas
temperaturas, presentes en el ambiente donde las hembras depositan las masas de
huevos, son factores que se ha demostrado que degradan los carotenoides de esta
perivitelina (Dreon et al. 2004b). En el caso de la perivitelina PcPV2 no se encontraron
diferencias en ninguno de los parametros estructurales evaluados.

Dado que la estructura determina la funcion, la ausencia de diferencias
estructurales entre las formas aisladas de huevo y GA de PcOvo y PcPV2 se vio
reflejada en su actividad biologica. De este modo, la fraccion soluble de la GA presento
actividad neurotoxica frente a ratones. La toxicidad del 6rgano resulto 2,6 veces menor
que la de los huevos (Heras et al. 2008), lo que esta de acuerdo con la concentracion de
la toxina en la GA que es 1/3 de la del huevo (Dreon et al. 2002). Es decir, la proteina
presenta la misma toxicidad especifica en ambas fuentes, la cual es comparable a la
toxicidad de los venenos de serpientes (Butzke & Luch 2010). En el mismo sentido, la
sintomatologia de los ratones inoculados fue coincidente con la observada para los
tratados con la neurotoxina PcPV2 de huevo (Heras et al. 2008) con signos y sintomas
de afectacion del sistema nervioso central. Por otro lado, con respecto a la resistencia a
la digestion, ambas perivitelinas aisladas de la GA resistieron al tratamiento de

digestion gastrointestinal simulada in vitro, lo cual sugiere que llegarian activas al
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intestino de un potencial depredador, asi como fuera determinado para las perivitelinas
PcOvo y PcPV2 de huevo (Dreon et al. 2013, Dreon et al. 2008). Finalmente, la fraccion
soluble de la GA presentd una fuerte actividad inhibitoria de tripsina lo cual indica que
la ingestion del 6rgano limitaria la capacidad de digerir nutrientes a un depredador.
Siendo que los estudios funcionales indican que la GA presenta propiedades
antinutritivas, antidigestivas y neurotoxicas, esto podria explicar el comportamiento de
descarte del organo por parte de algunos de los depredadores de adultos de la especie,
en especial los de menor masa corporal, como la rata, el gavilan y el carrrao. Otros
depredadores, como caimanes y tortugas, se alimentan de todo el caracol con la
conchilla incluida, que en algunos casos podria entenderse por la mayor masa corporal
del depredador, si bien aun no se han realizado estudios que lo determinen (Borteiro et
al. 2009, Yoshie & Yusa 2008). Excepto sobre especies del género Pomacea, no hay
reportes de dicho comportamiento de descarte sobre otros gasterépodos, incluso dentro
de la familia Ampullariidae. Por ejemplo, en el norte de Colombia Marisa cornuarietis
y Pomacea chemnitzi son ambos depredados por el gavilan caracolero pero en el caso de
la primera no se ha observado un descarte de la GA (Snyder & Kale 1983). Marisa
cornuarietis es una especie de ampularido que deposita sus huevos en el agua y sin una
coloracion de tipo aposematica, por lo cual es probable que las perivitelinas de esta
especie no sean toxicas. El estudio de las defensas provistas por las perivitelinas en
distintos clados dentro de la familia Ampullariidae, con diferencias en sus habitos de
oviposicion, seria valioso para comprender este fendomeno. Por otro lado, la GA es el
unico organo descartado por parte de los depredadores, lo cual es congruente con el
hecho de que las perivitelinas son exclusivamente sintetizadas y almacenadas en este
organo no habiendo sido detectada su presencia en otros 6rganos ni circulando por la
hemolinfa (Dreon et al. 2003, Dreon et al. 2002). Finalmente proponemos que la
coloracion rojiza contribuiria a este comportamiento de descarte de la GA por el
depredador, en la asociacion del color llamativo del 6rgano con su nocividad.
Hasta el presente trabajo, no existian estudios que contemplen un analisis comparativo
de la estructura-funcion de las perivitelinas y sus precursores que establecieran la
ausencia de cambios estructurales sustanciales en estas proteinas. En la literatura existen
estudios sobre perivitelinas aisladas en la GA de otros gasterépodos, donde se reporta su
actividad biologica. Estos estudios abarcan algunas especies marinas, de agua dulce y
terrestres pertenecientes a los clados Opisthobranchia y Pulmonata (Hathaway et al.

2010, Mukai et al. 2004, Nagle et al. 2001, Sanchez et al. 2006, Takamatsu et al. 1995),
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y aunque fueron enmarcados en otro contexto, sus resultados sugeririan que el
mecanismo perivitelogénico presente en ampularidos podria encontrarse también
presente en otros gasteropodos con GA. Este mecanismo no involucraria el
procesamiento estructural de un precursor inmaduro, tipico de las vitelinas de otros
grupos de invertebrados, y probablemente represente una via mas eficiente para la
conversion de alimento en huevos, haciendo posible un mayor rendimiento reproductivo

en las especies de gasteropodos con GA.
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Evaluacion del contenido
energético-nutritivo de machos

y hembras de P. canaliculata
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4.1. Introduccion

El descarte de la GA cuando los depredadores se alimentan de adultos de P.
canaliculata no solo resulta llamativo y de causas no conocidas, lo cual fue abordado en
la seccion 3, sino también es interesante desde el punto de vista de la ecologia trofica,
por las implicancias energéticas que podria significar para el depredador descartar un
organo que contribuye significativamente a la biomasa corporal de la hembra adulta
independientemente de su estado nutricional (Estoy et al. 2002). La composicion
bioquimica de la GA no habia sido determinada hasta el momento de realizar este
trabajo de Tesis, pero dado su papel en la sintesis y almacenamiento de los componentes
nutritivos de los huevos, seria de esperar que la pérdida nutricional asociada al descarte
de este organo fuese importante. Este aspecto resulta particularmente interesante desde
una perspectiva ecoldgica, en lo referido a la interaccion depredador-presa, en especial
para el caso del gavilan caracolero dado el alto grado de especializacion en sus habitos
alimenticios. En nuestra region contamos con dos estudios previos enfocados en P.
canaliculata como presa del gavilan caracolero, los cuales reportan dentro de la
provincia de Buenos Aires los tamafios de caracoles adultos consumidos (De Francesco
et al. 2006, Mapelli & Kittlein 2011). Esto también ha sido determinado para otras
especies del género Pomacea, en otras regiones del continente (desde Brasil hasta
Florida) y en general se observa que los caracoleros consumen las presas de tallas
intermedias a mayores (alrededor de 30 y 60 mm normalmente, aunque depende de la
especie sobre la cual depreden), probablemente porque sean mas faciles de detectar
visualmente y/o de asir (Beissinger 1983, Bourne 1993, Cattau et al. 2010, Collett 1977,
Estela & Naranjo 2005, Sykes 1987, Tanaka et al. 2006). El consumo de las presas de
mayor tamafio podria implicar un consumo diferencial de hembras sobre machos siendo
que éstas alcanzan las tallas mayores en las poblaciones (Estebenet et al. 2006). Esto es
otro aspecto interesante que nunca habia sido evaluado en el gavilan caracolero y que a
su vez pone nuevamente de relieve la importancia de conocer las caracteristicas

nutricionales diferenciales de las hembras y machos de los caracoles.

53

Pagina



4.2. Objetivos e hipotesis:

1) Determinar la composicion bioquimica de la GA de P. canaliculata asi como su

contenido energético.

2) Analizar si existen diferencias entre machos y hembras de P. canaliculata en la
composicion bioquimica y el contenido energético de los tejidos blandos

consumidos por los depredadores.

3) Determinar el contenido energético que efectivamente se encuentra disponible
en un individuo completo, hembra y macho, considerando las tallas, y en el caso

de las hembras, el descarte de la GA.

De este modo se aborda el comportamiento de descarte de la GA por parte de los
depredadores de adultos de P. canaliculata desde una perspectiva nutricional.
Hipotetizamos que la contribucion de la GA a las partes blandas de la hembra es
significativo desde el punto de vista energético y nutritivo, y que por lo tanto el
consumo de hembras de P. canaliculata representa una desventaja para los

depredadores como consecuencia del descarte del 6rgano.

4.3. Metodologia

4.3.1. Composicion bioquimica y contenido energético de los tejidos de Pomacea
canaliculata

4.3.1.1. Material bioldgico

Se recolectaron nueve hembras y nueve machos de P. canaliculata del cuerpo de
agua artificial del paseo del bosque de la Ciudad de La Plata en el mes de enero
(34°54'36"S; 57°56'16"0). Los individuos que se recolectaron fueron adultos, siendo
seleccionados a partir de parejas en copula. Las partes blandas fueron disecadas y
pesadas, y en el caso de las hembras se retird la GA y se registrd su peso por separado.

Se determin6 la composicion proximal del cuerpo completo de machos, del cuerpo de
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hembras excluyendo la GA y de la GA aislada. Las muestras, en los tres casos, fueron
procesadas y analizadas en tres grupos compuestos por tres individuos/organos cada
uno, los cuales fueron homogeneizados con una multiprocesadora de mano usando
buffer Tris 20 mM HCI pH 7,5 en una relacion 2:1. Alicuotas de estos homogenatos se
utilizaron como material de partida para cada una de las determinaciones que se detallan
a continuacion. Para los métodos colorimétricos, la absorbancia fue medida en un
espectrofotometro Agilent 8453 UV-visible (Agilent Technologies, Inc.) y en todos los
casos tanto las muestras como cada punto de la curva estindar se midieron por

triplicado.

4.3.1.2. Cuantificacion de lipidos

Los lipidos totales fueron extraidos siguiendo la metodologia descripta por Bligh
y Dyer (1959) y su contenido fue determinado gravimétricamente. En resumen, el
homogenato fue incubado durante toda la noche con una mezcla de cloroformo:metanol
2:1 (v/v) en una relacion muestra:solvente de extraccion 1:20 (v/v). La muestra fue
posteriormente filtrada para eliminar los restos de tejido, y al filtrado se le adicion6 una
solucion acuosa de NaCl 1,8 %. Se logra asi la separacion de la mezcla en dos fases, una
inferior (cloroféormica), que contiene los lipidos extraidos, y una superior (de metanol y
agua), que contiene las moléculas mas polares. La fase superior fue descartada y se
transfirio la inferior a un vial previamente tarado para determinar el contenido de lipidos
por gravimetria. El solvente de esta fase fue evaporado bajo corriente de N, y el vial fue
pesado repetidas veces hasta alcanzar un peso constante en una balanza microanalitica

(Mettler Intrsument corporation).

4.3.1.3. Cuantificacion de proteinas totales

El contenido de proteinas totales fue determinado utilizando la metodologia
descripta en Markwell et al. (1978). Se trata de una modificacién del método original de
Lowry et al. (1951) para la cuantificacion de proteinas, descripto en la seccion 3.3.7,
pero con el agregado de SDS al reactivo alcalino y un incremento en la cantidad de
tartrato. Estas modificaciones, sumadas a una digestion previa de la muestra con NaOH

IM permiten cuantificar las proteinas directamente del tejido sin necesidad de
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solubilizarlas previamente. La cuantificacion se realizd construyendo una curva estandar

con BSA (Sigma Aldrich) de 6 puntos de entre 0,03 mg/mL y 0,18 mg/mL.

4.3.1.4. Cuantificacion de polisacaridos

Los polisacaridos fueron cuantificados colorimétricamente luego de haber sido
precipitados siguiendo el método descripto por Van Handel (1965) como se describe a
continuacion. El tejido fue tratado con una solucion de KOH en un bafio a 100°C,
condiciones en las cuales los polisacaridos no son degradados. Posteriormente se
adicion6 etanol al 96% que precipita los polisacaridos junto con una solucion de
Na,SO4 que actiia como un coprecipitante haciendo mas efectivo el proceso. Luego se
resuspendié el precipitado en una solucion de acido tricloroacético para eliminar las
proteinas y los acidos nucleicos por precipitacion. La cuantificacion de polisacaridos se
realizo con el reactivo de antrona en acido sulfirico que consta de una digestion dejando
hexosas libres que a su vez se deshidratan quedando como furfurales. Estos reaccionan
con la antrona y dan un producto coloreado que tiene un maximo de absorbancia a 620
nm. Para la cuantificaciéon del polisacarido (galactégeno) se utilizd como estandar

galactosa (Sigma Aldrich) en vez de glucosa con un rango de 0,02 a 0,2 mg/mL.

4.3.1.5. Cuantificacion de carbohidratos solubles

Los carbohidratos solubles fueron cuantificados sobre la fraccion soluble,
preparada siguiendo la metodologia descripta en la seccion 3.3.2, y aplicando la
metodologia descripta por Dubois et al. (1956). Este Gltimo es un método colorimétrico
que permite cuantificar el contenido total de pentosas, hexosas y sus derivados.
Involucra la reaccion de Molisch, la cual se basa, al igual que en el método anterior, en
la accion hidrolizante y deshidratante que ejerce el acido sulfurico sobre los hidratos de
carbono obteniendo como resultado furfurales, que son derivados aldehidicos del
furano. Los furfurales se condensan con los fenoles para dar productos coloreados que
pueden ser cuantificados espectrofotométricamente. Se realizé una curva de calibracion

usando D-glucosa (Sigma Aldrich) como estandar.
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4.3.1.6. Determinacion del peso seco

El peso seco (PS) fue determinado gravimétricamente luego de secar las

muestras a 130°C durante 21 h.

4.3.1.7. Determinacion del contenido de energia de los tejidos

El contenido de energia fue calculado empleando los factores de conversion
previamente aplicados para P. canaliculata por Heras et al. (1998). Estos son: para

carbohidratos 4,1 kcal/g, proteinas: 4,3 kcal/g y lipidos: 7,9 kcal/g.

4.3.1.8. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas en la composicion bioquimica fueron evaluadas
mediante test de t a dos colas con un intervalo de confianza del 95%, usando el software

Graphpad Instat v.3.05.

4.3.2. Biomasa y contenido energético de hembras y machos en funcion de la talla

La biomasa en peso seco para machos y hembras en funcion de la talla, dentro
de un rango de 20 y 80 mm, fue calculada aplicando la relacion talla-peso descripta por

Estebenet (1998):

log (PS) = log(a) + b * log(talla)

Donde la pendiente es comin para ambos sexos (b= 3,164 + 0,086) y la
ordenada al origen difiere entre sexos (machos log(a)= -2,151 y hembras log(a)= -
2,034). Esta relacion indica que para cualquier talla, las hembras son significativamente
mas pesadas que los machos. Posteriormente se calculd este mismo valor restando la
contribucion de la GA a la biomasa corporal de las hembras dentro del mismo rango de
tallas. Para esto se utiliz6 la proporcion del peso seco que representa la GA en las partes
blandas del cuerpo de la hembra, que fue determinada a partir de un muestreo de 34
hembras. Estos individuos fueron recolectados del cuerpo de agua artificial del paseo
del bosque de la Ciudad de La Plata, la misma localidad de muestreo que utilizd

Estebenet en su trabajo para determinar la relacion entre el peso y la talla. La talla de
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estos individuos fue medida con un calibre considerando la longitud entre el apice y la
base de la apertura de la conchilla. Finalmente los valores de biomasa en funcion de la
talla fueron convertidos a Kcal en funcion de la talla utilizando los datos de contenido

energético de machos, hembras y GA generados en el presente trabajo de Tesis.

4.4. Resultados

4.4.1. Composicion bioquimica y contenido energético de los tejidos de Pomacea

canaliculata

Se determind la composicion bioquimica proximal de las partes consumibles de
machos (partes blandas) y hembras (partes blandas excluyendo la GA) siendo las
proteinas el componente principal para ambos sexos, seguidas por los carbohidratos y
los lipidos (Tabla 4.1). Se observaron diferencias significativas entre sexos s6lo en el
contenido de proteinas, siendo mas abundantes en machos (p = 0,038). Del mismo
modo, el contenido calérico de machos y hembras fue significativamente diferente (p =

0.029) mostrando la misma tendencia (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Comparacion de la composicion bioquimica y contenido energético de los tejidos blandos de

especies del género Pomacea.

P. canaliculata' P. P.
Macho Hembra®  GA maculata’ | paludosa’

Gltcidos totales | 10,8+27 | 69+1,6 | 47+0,6 | 11,0£56 NA
Proteinas 476+1,0 | 41,7+32 | 16,6+0,9 | 63,6+63 36,3

%k %k
Lipidos 54+0,3 5,4+ 04 3,3+£0,2 29+0,2 34
Polisacaridos 47+1,7 24+1,6 4,0+0,6 NA NA
Glucidos solubles | 6,0 2,7 46+1,6 0,7+0,2 NA NA
Cenizas NA NA NA 225+2)5 32,1
Humedad 81+1,0 81+2,1 57,9+5 86,6 £2,4 85,5
Kcal/g PS 291+0,16 | 2,50+ 0,14 | 1,60£0,02 | 3,25+0,11 4,60+0,18

» »

Composicién bioquimica expresada como % PS. Los valores representan los promedios + DE, NA: no
analizado. 1 valores determinados en este estudio; 2 Cattau et al., 2010; 3 Sykes, 1987. Dichos autores no
discriminaron hembras y machos, probablemente las muestras estén constituidas por una mezcla de
ambos sexos. * Hembras sin la GA. * indica diferencias significativas entre grupos (analisis llevado a

cabo unicamente entre partes comestibles de hembras y machos de P. canaliculata).

4.4.2. Estimacién de la biomasa corporal de machos y hembras y su contenido de

energia en funcion de la talla

El valor promedio de la biomasa corporal expresada como peso seco, y su
contenido energético en funcion de la talla y del sexo se muestra en las figuras 4.1 A 'y
B respectivamente. Segun los valores estimados para estos parametros, la biomasa
remanente luego de la eliminacion de la GA en la hembra (28 + 6% del peso seco)
presenta un valor equivalente al de las partes blandas de un macho de la misma talla,
siendo éstas sOlo un 6% mas livianas que los machos en estas condiciones (Fig. 4.1 A).
Sin embargo, el remanente de las hembras una vez que se elimina la GA, es decir, lo
que efectivamente consume un depredador, contiene estimativamente un 19% menos de

energia que un macho de la misma talla (Fig. 4.1 B).
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Figura 4.1. A) Biomasa y B) contenido energético segun sexo y talla en P. canaliculata, estimada con la
ecuacion de crecimiento alométrico de Estebenet (1998). Linea continua: cuerpo completo de macho

(verde) y hembra (rojo). Linea punteada roja: hembra sin GA.

4.5. Discusion

El analisis bioquimico de los macronutrientes disponibles en las partes blandas
de P. canaliculata indica que existen diferencias significativas entre sexos en los tejidos
efectivamente consumidos por los depredadores, tanto en su contenido de energia como
en su composicion bioquimica. Estas diferencias indican que a pesar de que a una
misma talla (> 40 mm) las hembras tienen mayor biomasa de tejidos blandos, el
depredador que las consume incorpora menos energia y proteinas como consecuencia
del descarte de la GA. Esto refleja la gran contribucion de la GA a la biomasa corporal
de la hembra y la gran inversion de energia movilizada hacia este 6rgano para la
reproduccion. Desde el punto de vista del depredador, esta diferencia en el contenido de
energia implica que le resultaria desventajoso consumir hembras. También podriamos
pensar que el costo energético del transporte hasta el posadero, considerando que son
mas pesadas, y el tiempo de manipuleo para eliminar la GA, podrian disminuir su
rendimiento energético, aunque esta pérdida de energia se considera irrelevante en
comparacion con la energia que insumiria la busqueda y captura de la presa (Beissinger
1983). Por otro lado, las altas densidades de las poblaciones de estos caracoles y las
tallas que pueden llegar a alcanzar (Hayes et al. 2015), compensarian el bajo contenido
energético de las especies del género Pomacea en general (ver tabla 4.1), lo cual
aseguraria la biomasa necesaria para sustentar las poblaciones de un depredador

especialista como es el gavilan caracolero.
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Con respecto al contenido de energia de los tejidos de P. canaliculata, éste
resultd ser algo menor al de otras especies del género, P. dolioides, P. paludosa y P.
maculata (Beissinger 1983, Cattau et al. 2010, Sykes 1987). Esto probablemente no se
deba a diferencias entre las especies, sino que puede ser consecuencia de las distintas
metodologias aplicadas, ya que en los otros casos el contenido energético se determind
mediante una bomba calorimétrica, considerando la contribucion de otras fuentes de
carbono reducidas, ademas de proteinas, lipidos e hidratos de carbono, no incluidas en
nuestro andlisis.

Desde un punto de vista ecoldgico, la interaccion del especialista R. sociabilis
con su presa Pomacea provee claramente un excelente modelo de relacion depredador —
presa para el estudio de la transferencia de energia y nutrientes, y de la seleccion de
presas. Con respecto a este ultimo aspecto, y si se considera la desventaja energética que
representa el consumo de hembras de P. canaliculata para un depredador, surge
inmediatamente la pregunta de si existe seleccion de sexos por parte del gavilan
caracolero. Este aspecto fue evaluado en el marco de una colaboracion con la Dra.
Silvana Burela y el Dr. Pablo R. Martin del Laboratorio de Ecologia, Departamento de
Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur. No obstante,
considerando que tales datos no pertenecen a la autora de la presente tesis doctoral, s6lo
se mencionaran brevemente a continuacion, contando con el consentimiento de los
investigadores previamente mencionados. A partir de los estudios de campo realizados,
se determiné el indice de proporcion de forrajeo del gavilan caracolero el que mostro
una seleccion hacia las tallas mas grandes. Las hembras fueron depredadas
preferencialmente durante la mayor parte del periodo de muestreo, aunque esto
probablemente sea una consecuencia secundaria del consumo de los individuos de
mayor talla disponibles. De hecho, el tinico momento en que se verifico6 un consumo
preferencial de machos fue en el tnico mes en que €éstos dominaron las tallas mayores
en la poblacion. En el apéndice de la presente tesis se detalla la metodologia aplicada y
los resultados obtenidos.

En resumen, los resultados de contenido energético y valor nutricional de los
tejidos consumidos indicaban que seria esperable una seleccion de machos por parte de
los depredadores. No obstante, los datos de campo muestran que hay una seleccion solo
en funcion de la talla que, en la poblacion estudiada y probablemente en muchas otras
(por el predominio general de las hembras en las tallas mayores), llevaria a un consumo

preferencial de hembras, si bien esto no ha sido determinado para ninguna otra especie
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del género Pomacea. Los caracoleros probablemente no sean capaces de discriminar el
sexo de sus presas considerando que en P. canaliculata el dimorfismo sexual se
restringe a la forma del opérculo y de la abertura de la conchilla (Estebenet et al. 2006),
que probablemente no sean visibles para un caracolero sobrevolando un cuerpo de agua
en busca de una presa. Por otro lado, debido al hébito migratorio del caracolero
(Bennetts & Kitchens 2000, Posso et al. 2012), éste depreda sobre distintas especies del
género Pomacea con diferencias en sus caracteres sexuales secundarios (Estebenet et al.
2006, Hayes et al. 2015) y posiblemente con diferencias en la nocividad de la GA, lo
cual tal vez haya evitado el desarrollo de la habilidad de depredar preferentemente sobre

machos.
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Dinamica de los principales
componentes de secrecion de la GA
frente al esfuerzo reproductivo y la

actividad reproductiva en P. canaliculata
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5.1. Introduccion

En las secciones anteriores determinamos que la GA sintetiza las principales
perivitelinas de manera directa, almacenando las formas bioldgicamente activas, y que
esto seria una posible explicacion al comportamiento de descarte de la GA por los
depredadores (secciéon 3). También evaluamos las consecuencias de este
comportamiento, y analizamos la composicion bioquimica y energética entre sexos
(seccion 4). En esta seccion ahondamos en el estudio de la GA analizando la dindmica
del o6rgano frente al esfuerzo reproductivo y los estimulos que afectan su metabolismo.

El parénquima de la GA esta compuesto principalmente por adendmeros tibulo-
acinosos formados por dos tipos celulares: las células albamino secretoras y las células
laberinticas (Catalan et al. 2006). Las primeras son las encargadas de la sintesis de las
perivitelinas PcOvo y PcPV2 que se acumulan en su interior en forma de granulos
secretores. Estas células también contienen depodsitos de calcio intracelulares, asi como
las células laberinticas, en las cuales este mineral también se puede encontrar en el
espacio extracelular, asociado a la membrana plasmatica basal de las mismas (Catalan et
al. 2006). Para una descripcion mas detallada sobre la sintesis del FPV y la vitelogénesis
en invertebrados remitirse a la seccion 3.1.1. De acuerdo a las variaciones morfologicas
que muestran las células del parénquima a lo largo de un ciclo reproductivo de P.
canaliculata en nuestras latitudes, se han establecido tres periodos: prereproductivo,
reproductivo y postreproductivo, donde la morfologia de estas células reflejan
fundamentalmente la acumulacidn o liberacion de calcio y granulos secretorios (Catalan
et al. 2006). De acuerdo con estos resultados, en el periodo reproductivo la
ultraestructura de la GA muestra una elevada actividad biosintética y acumulacion de
los componentes que seran secretados para formar parte de la capsula y FPV del huevo.
Durante este mismo periodo, la actividad reproductiva de las hembras incluye el
apareamiento y la oviposicion. El apareamiento ocurre tanto de dia como de noche,
puede extenderse hasta 20 h (Burela & Martin 2011, Burela & Martin 2009) y suele
involucrar un complejo comportamiento que ha sido dividido en cuatro etapas:
precortejo, cortejo, copula y postcopula. El precortejo involucra el acercamiento del
macho y el contacto que éste realiza con la hembra mediante sus tentaculos cefélicos,
los palpos bucales y/o el pie. Durante el cortejo el macho se desliza sobre la hembra
hasta aproximarse al borde derecho de la conchilla, donde abre la cavidad del manto. La

copula se inicia cuando el macho introduce la vaina del pene en la cavidad del manto de
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la hembra. La GA esta directamente involucrada en la cépula siendo que el pene se
introduce hasta las proximidades del receptaculo seminal recorriendo gran parte de su
estructura, un proceso que requiere alrededor de 2 h. La liberacion del esperma ocurre
de manera constante durante las 10 h que puede durar la copula (Burela & Martin 2011,
Giraud-Billoud et al. 2012). Por otro lado, durante estas tres etapas la hembra puede
rechazar al macho impidiendo la copula, lo cual es frecuente, y por lo tanto cada una de
las etapas no deviene necesariamente en la siguiente (Burela & Martin 2009). Por
ultimo, una vez que el macho retira la vaina del pene puede darse una postcopula, donde
el macho queda adherido a la conchilla de la hembra y se mantiene sobre ella. Por otro
lado, la oviposicion es un evento que se da normalmente durante la noche, momento en
el cual las hembras se desplazan hacia algun sustrato fuera del agua y liberan los huevos
de a uno o de a pares (Albrecht et al. 1996). La duracion del proceso es variable en
funcion de la cantidad de huevos depositados, pero se ha registrado que puede
extenderse hasta 5 h (Estebenet & Martin 2002).

Considerando el rol central de la GA en la reproduccion, donde la fecundacion,
la acumulacién de productos de secrecion y su liberacion deben necesariamente estar
coordinadas, seria de esperar que la actividad reproductiva de la copula y/o la
oviposicion, actuaran como estimulos en la GA alterando su metabolismo. En lo que
respecta a los principales productos de secrecion del 6rgano, hemos determinado en la
seccion 4 que estos son mayormente polisacaridos, perivitelinas y calcio (ver Tabla 4.1).
Se desconocia en ampuléridos si su sintesis es constitutiva o es inducida por estimulos
especificos, como aquellos vinculados con la actividad reproductiva de coépula y
oviposicidon. A su vez, tampoco se habia evaluado si el esfuerzo reproductivo (nimero
de huevos depositados) tiene una consecuencia sobre la capacidad de sintesis y/o sobre

los niveles acumulados de los productos de secrecion en el 6rgano.
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5.2. Objetivos e hipotesis:

1) Evaluar el efecto de la actividad reproductiva de copula y oviposicion sobre los
niveles de los principales componentes de secrecion acumulados en la GA y

sobre la expresion de las principales perivitelinas en el drgano.

2) Cuantificar la movilizacion de los principales componentes de secrecion hacia
los huevos, y determinar si alguno de los mismos representa un factor limitante

del esfuerzo reproductivo.

Con este estudio se busca contribuir al entendimiento de los procesos fisiologicos
vinculados con la GA que puedan ayudar a explicar la notable fecundidad de la especie.
Hipotetizamos que la biosintesis o la acumulacion de alguno de los principales
componentes de secrecion es sensible a estimulos externos a la GA vinculados con la
actividad reproductiva (cdpula y/o oviposicion). A su vez, esperamos que alguno de los
principales componentes de secrecion represente un factor limitante del rendimiento

reproductivo.

5.3. Metodologia

5.3.1. Muestreo

Se establecié un disefio experimental tal que todos los individuos utilizados,
incluyendo los machos, provinieran de una misma masa de huevos y que fueran
hermanos completos, es decir, que toda la cohorte compartiera el mismo padre. Se
procur6 de este modo reducir la variabilidad biolégica entre las hembras, de especial
importancia para las sensibles técnicas de biologia molecular que se emplearian. Para
esto, se parti6 de una hembra virgen proveniente del campo (Canal Pigiie-Venado 37°
09' 59" S, 62° 40' 28" O, al SO de la Provincia de Buenos Aires) que madur6 en el
laboratorio y copuld con un tnico macho. La descendencia de la puesta resultante fue
criada en acuarios individuales, en condiciones controladas de temperatura (25 + 2°C),
fotoperiodo (12 h Iuz/12 h oscuridad) y contenido de carbonato de calcio en el agua, y

fue alimentada ad libitum con lechuga (Tamburi & Martin 2009).
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Con el objetivo de evaluar hembras con distinto grado de esfuerzo reproductivo,
y sometidas a diferentes estimulos/condiciones que pudieran afectar el metabolismo de
la GA, se definieron 6 grupos de muestreo. Una vez que la cohorte alcanzo6 la madurez
sexual (momento en el cual un grupo control de hembras comenzd a copular), se
muestrearon 6 hembras que constituyeron el grupo de “virgenes”™ (V). A todas las
hembras restantes se les incluyd diariamente en el acuario a un macho y fueron
observadas hasta el final de la jornada de muestreo (8 - 20 h) con el objetivo de
identificar la actividad de copula. Se consideré que la hembra habia copulado cuando se
observo la vaina del pene en la cavidad del manto de la hembra y el evento hubiera
durado un minimo de 3 h (Burela & Martin 2011). Una vez finalizada la copula, el
macho fue retirado del acuario y de este modo, durante los 39 dias que dur6 el muestreo,
cada hembra estuvo expuesta a un unico evento de copula, considerando que hembras
con una Unica copula presentan el mismo rendimiento reproductivo que aquellas que
experimentan multiples copulas (Burela & Martin 2011). Seis hembras fueron
muestreadas inmediatamente luego de que la copula finalizara (C) y a las hembras
restantes se las dejé que depositaran huevos. Otras 6 hembras fueron muestreadas
inmediatamente luego de que depositaran la primera puesta (PP) y otras 6 cuando se
verificara un tiempo “de receso” de entre 24-36 h dentro del cual no hubiesen depositado
huevos luego de un evento de oviposicion (R). Finalmente otros 2 grupos de hembras
fueron muestreadas al final del periodo de estudio. Un primer grupo estuvo compuesto
por 4 individuos que estuvieron depositando huevos durante un periodo extendido de 17
+ 6 dias (PE), y adicionalmente se incluy6 en el analisis un ultimo grupo compuesto por
5 hembras que se identificaron como inmaduras (I) ya que permanecieron virgenes hasta
el final del periodo de muestreo, sin haber mostrado actividad reproductiva luego de 20
oportunidades de copula. Un resumen grafico de los grupos muestreados, incluyendo los
primero 5 grupos, se presenta en la figura 5.1.

Durante el periodo de muestro se registr6 para cada hembra, el nimero de
eventos de oviposicion y el peso de cada puesta. De cada hembra se registro la talla, el
peso del individuo completo (con conchilla), de las partes blandas sin la conchilla y el
peso de la GA. A su vez, de cada GA se retird el receptaculo seminal y se tomo
aproximadamente 1mg de tejido glandular que se preservé en RNA later (Ambion) para
una posterior extraccion de ARN. La porcion restante de cada GA se preservo a -70°C

como material de partida para el resto de las determinaciones bioquimicas.
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Figura 5.1. Esquema del muestreo de los primeros cinco grupos de hembras. V: virgenes. C: luego de la
copula. PP: luego de que depositaran la primera puesta. R: luego de un tiempo “de receso”. PE: luego de

un periodo extendido de multiples oviposiciones.

5.3.2. Determinacién del contenido de humedad

El contenido de humedad de la GA se determin6é por diferencia entre el peso
hamedo y el peso seco de muestras de tejido de la GA de los 6 grupos de muestreo. Para
la determinacion del peso seco, las muestras fueron secadas en estufa a 130°C durante
19h. Tanto en este caso como para el resto de los analisis que se detallan a continuacion,
las muestras fueron analizadas individualmente y, a menos que se indique lo contrario,

se evaluaron las muestras de los seis grupos.

5.3.3. Preparacion de la fraccion soluble

Se obtuvo la fraccion soluble de las GA siguiendo el procedimiento descripto en

la seccion 3.3.2.

5.3.4. Cuantificacion de calcio total y calcio soluble

Se cuantifico el calcio soluble en la fraccion soluble de las muestras de GA
mediante un kit comercial colorimétrico (Ca-color Wiener lab. SAIC, Rosario,
Argentina) y utilizando un espectrofotometro Agilent 8453 UV-visible (Agilent
Technologies, Inc.). El método se basa en la reaccion entre el calcio y la cresolftalein
complexona a pH 11 que genera un producto coloreado que puede ser medido

espectrofotométricamente a 570 nm. Para la determinacion del calcio total de cada GA
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fue necesario un tratamiento previo de solubilizacidn del calcio cristalino presente en las
muestras. Las muestras de tejido de GA se homogeneizaron en agua ultrapura en una
relacion 1:3 p/v. Posteriormente se agregd acido nitrico concentrado en una relacion 2:1
v/v (4cido: homogenato) que se dejo actuando hasta el dia siguiente, cuando fue
neutralizado con NaOH 12 M y centrifugado a 13.600 g durante 10 min para precipitar
el material en suspension. Finalmente se procedio6 a la cuantificacion del calcio total del

organo presente en el sobrenadante obtenido.

5.3.5. Cuantificacién de los polisacéridos

El contenido de polisacaridos se determind siguiendo la metodologia descripta

en la seccion 4.3.1.4.

5.3.6. Cuantificacion de perivitelinas por ELISA

Los niveles acumulados de PcOvo y PcPV2 en la GA fueron determinados
mediante un ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas, comunmente conocido
como ELISA por su acronimo del inglés "Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”. Esta
metodologia permite determinar la presencia y/o concentracion de un antigeno,
anticuerpo u otro blanco presente en solucion en una muestra, con limites de deteccion
del orden de ng/mL o pg/mL. El método se basa en la formaciéon de un complejo
antigeno-anticuerpo inmobilizado en una placa que se evidencia por fluorescencia,
colorimetria, radioactividad, entre otros.

La curva estandar se realizo empleando PcOvo y PcPV2 purificadas de GA
como fue descripto en la seccion 3.3.3. Se utilizaron placas Nunc-Immunoplate
Maxisorp (Thermo Fisher Scientific) y el bloqueo se realizd con 1% de BSA (Sigma
Aldrich). Los anticuerpos anti-PcOvo y anti-PcPV2 (anticuerpos primarios policlonales
elaborados en conejo) se diluyeron en PBS-Tween con 0,5% de BSA (1/5000 y 1/20000
respectivamente) y el anticuerpo secundario (anticuerpo anti-inmunoglobulina-G de
conejo conjugado con peroxidasa, Bio-Rad Laboratories) se diluyé en la misma
solucion 1/250 para PcOvo y 1/1000 para PcPV2. Se utilizo ABTS (Sigma Aldrich)
como sustrato de la peroxidasa, cuya oxidacion puede ser seguida colorimétricamente

evidenciando de manera indirecta la presencia del antigeno. La absorbancia a 405 nm
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fue medida en un lector de placas (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter,
Inc.).

5.3.7. Espectroscopia de absorcion

Con el objetivo de evaluar cuantitativamente las diferencias de color observadas
durante la diseccion de las GA entre los grupos, se registraron los espectros de
absorcion de la fraccion soluble de las mismas. Las condiciones de medida fueron las
descriptas en la seccion 3.3.10. Se calculd la relacion de absorbancia 509/280 nm como

indicativo de la contribucion relativa de PcOvo al espectro visible de la muestra.

5.3.8. Cuantificacion de la expresion génica de perivitelinas por g-PCR

La PCR cuantitativa, o qPCR ("quantitative polymerase chain reaction” por sus
siglas en inglés), permite cuantificar la cantidad inicial de un ADN copia especifico
(ADNc) (y por lo tanto la cantidad de ARNm que le dio origen) mediante la
amplificacion de ese material en sucesivas reacciones de PCR entre las cuales se detecta
la acumulacion del producto de amplificacion gracias a la adicion de, por ejemplo, una
sonda fluorescente que se una al ADN doble cadena.

Los niveles de expresion de los genes de las perivitelinas PcOvo y PcPV2 fueron

cuantificados por qPCR en los grupos V, C, PP y R.

5.3.8.1. Extraccion de ARN vy sintesis de ADNc

El proceso de extraccion de ARN de las muestras se realiz6 bajo las condiciones
necesarias para evitar la degradacion de este acido nucleico. La extraccion de ARN se
realizd con TRIzol®, que consiste en una solucion de fenol e isotiocianato de guanidina.
Este disuelve los componentes celulares facilitando el aislamiento del ARN y a su vez
mantiene la integridad de estas moléculas. Se partid6 de aproximadamente 15 mg de
tejido para la homogeneizacion, siguiendo las especificaciones del fabricante, pero
incluyendo algunas modificaciones al protocolo original: el pellet de ARN obtenido fue
lavado tres veces con etanol en lugar de una, y para su resuspension en agua libre de
ARNasas fue incubado 30 min en hielo y 10 min a 56°C. La cantidad de ARN obtenida

y su grado de pureza fue determinado espectrofotométricamente utilizando un
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NanoDrop (Thermo Scientific), y su integridad y ausencia de contaminaciéon con
material genémico fueron verificadas mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8%
tefildo con bromuro de etidio. Por ultimo se sintetizo el ADNc utilizando un kit
comercial (Bio-Rad Laboratories), partiendo de lug de ARN, siguiendo el protocolo

sugerido por el fabricante e incluyendo un control negativo sin enzima.

5.3.8.2. Disefio de cebadores

Se disefiaron cebadores especificos para amplificar los genes de interés, PcOvo y
PcPV2, partiendo de sus secuencias nucleotidicas (Sun et al. 2012b) y usando el
software Primer 3 (Koressaar & Remm 2007, Untergasser et al. 2012) para PcPV2, y la
herramienta Primer-BLAST (Ye et al. 2012) para PcOvo. Los cebadores obtenidos
fueron evaluados utilizando la herramienta NetPrimer

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/), y su especificidad fue confirmada

analizando el tamafo del producto de amplificacion (amplicon) en una electroforesis en
gel de agarosa 1%, y analizando las curvas de disociacién en una reaccion de qPCR. Se
utilizaron los genes GAPDH y ACTB como genes de referencia luego de haber sido
validados en las condiciones del presente experimento como se detalla en la seccion
5.4.3. En la Tabla 5.1 se presentan las secuencias de los cebadores para los genes de
interés asi como para los genes utilizados en la validacion y los que finalmente fueron

seleccionados como referencia.

5.3.8.3. PCR cuantitativa

Las medidas de qPCR fueron realizadas en un equipo Stratagene® Mx3005P
utilizando el kit iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories). Cada
reaccion se prepar6 en un volumen final de 10 pL, incluyendo 1 pL de ADNc, 5 pL de
Supermix, 0,3 uL de solucion de cebadores F+R 10 uM y 3,7 uL de agua estéril. El
ciclado consistio en los siguientes pasos: 1 min a 95 °C, 40 ciclos de 10 seg a 95 °C, 30
seg a la temperatura de alineamiento especifica para cada cebador (ver Tabla 5.1) y 30
seg a 60 °C. Luego de la etapa de ciclado, se adiciond 1 min a 95 °C y finalmente se
desarroll6 una curva de disociacion de 55 a 95 °C.

Cada gen fue medido en la misma placa de 96 pocillos, incluyendo la curva

estandar y el juego completo de muestras, lo cual ha sido demostrado como la mejor
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opcidn en los casos donde se cuenta con un gran nimero de muestras (Hellemans et al.
2007). La curva estandar fue realizada partiendo de un conjunto de ADNc de distintos
tratamientos sobre el cual se hicieron diluciones (1/5, 1/10, 1/50, 1/100 y 1/500). Para
cada una de las muestras, se trabajo con una diluciéon 1/10 y en todos los casos, las
mediciones se realizaron sobre tres réplicas técnicas. Finalmente, se incluyeron dos
controles negativos, uno con agua estéril en lugar de molde (NTC: "no template
control”) y otro con el control negativo de la retrotranscripcion en lugar de molde (NRT
“no retrotranscription control”). Se calcul6 la eficiencia de cada par de cebadores a partir

de la pendiente de la recta ajustada entre los puntos de la curva estandar.

5.3.8.4. Validacion de genes de referencia

En el caso de la cuantificacion relativa del ARNm para los genes de interés, la
estrategia mas ampliamente aceptada consiste en evaluar sus niveles de expresion en
términos relativos a genes que no varien su grado de expresion en las mismas
condiciones experimentales. Estos genes se denominan “genes de referencia”™ y su
expresion constante debe ser confirmada para cada caso, ya que ésta puede variar segin
la especie en estudio, el 6rgano, e incluso segn los tratamientos. Por este motivo, la
validacion de los genes de referencia es un paso necesario para obtener un resultado
confiable en un estudio de expresion génica. Asi mismo, actualmente es considerado
como informacion esencial que debe ser incorporada en cualquier trabajo segun la guia
de informacion minima para experimentos de q-PCR (Bustin et al. 2009).

Se realizd una revision bibliografica sobre trabajos publicados en el phyllum
donde se hubieran validado genes para ser utilizados como referencia de expresion para
analisis de qPCR. Se seleccionaron como candidatos aquellos que hubieran sido
validados un mayor numero de veces (EF1-a, ACTB, TUBB, 18SRNA, RPL7, His H3.3 y
GAPDH) y se disefiaron cebadores especificos para P. canaliculata. Para 18S y ACTB
se utilizaron los cebadores publicados por Xu et al. (2014) y Zeng et al. (2012) para la
especie, para EF1-a se diseharon a partir de informacién genémica depositada en Gen
Bank (N° acceso AB629961.1 Matsukura, Wada y Okuda), y para los restantes se
utilizd informacién transcriptomica (Sun et al. 2012a). Se utiliz6 el software Primer 3
v.4.0.0 y v.0.4.0 para el disefio de los cebadores y Net-Primer (PREMIER Biosoft) para
la evaluacion de las secuencias obtenidas. En la Tabla 5.1 se presenta la secuencia de

los cebadores utilizados.
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Se midid la expresion de cada uno de los candidatos a genes de referencia
utilizando todas las muestras del experimento de expresion de las perivitelinas de interés
y siguiendo las mismas condiciones metodologicas descriptas. La evaluacion del grado
de estabilidad de cada uno de los genes incluidos en el estudio se determiné aplicando
tres herramientas de andlisis: geNorm (Vandesompele et al. 2002), el método
comparativo de ACt (Silver et al. 2006) y NormFider (Andersen et al. 2004). El método
geNorm calcula para cada gen un parametro de estabilidad M que es inversamente
proporcional al nivel de estabilidad de cada gen y el parametro V que indica el numero
optimo de genes que, dentro del orden de estabilidad indicado, deberian usarse como
referencia. El método comparativo de ACt calcula el valor de estabilidad de un gen
candidato como el desvio estandar de las diferencias de Ct entre éste y cada uno de los
restantes. Como resultado también se obtiene un orden de estabilidad para los genes
evaluados. Tanto geNorm como el método comparativo de ACt son "métodos de
comparaciones de pares” ya que establecen el grado de estabilidad de un gen dado en
base a la comparacion relativa con otro candidato. Se basan en el concepto de que la
diferencia de expresion entre un buen par de genes de referencia no deberia mostrar
variaciones en todo el conjunto de datos evaluados, independientemente del tratamiento,
motivo por el cual considera todo el conjunto de datos sin discriminacion alguna. Por
ultimo, NormFinder evalta las diferencias sistemdaticas en la expresion que puedan
existir entre las distintas condiciones experimentales evaluadas (diferencias entre
tratamientos), sumada a las diferencias de expresion entre las muestras de un mismo

tratamiento, para asignar un valor de estabilidad a cada gen candidato.
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Tabla 5.1. Informacion referida a los cebadores y sus productos de amplificacion.

Nombre del gen | Abrevia | Cebador forward (F) vy | Longitud del | Temperatura
tura reverse (R) amplicén de
(pb) alineamiento
(°C)
Perivitelina 1 de | PcOvo | F: GTGGCTACATCCCTGTTGCT 154 55
P. canaliculata
R: CCCTGAACGAGTGCTTGACT
Perivitelina 2 de | PcPV2 | F: GGTGTTGGGCAAGTTGATGT 183 53
P. canaliculata
R: ACGAGAAGAGAAACGGGTGT
Factor de EFl-a F: AGAACTGGGCTGTGTGGTTT 234 59
elongacion 1-a
R: GGAGATTGGCACAAAAGGAA
Proteina RPL7 F: CTGCCGAGAAAGAAACACAA 181 58
ribosomal L7
R: ATGGTGGATGGAGGAGAAAG
Histona H3.3 His F: CGTGAAATTGCACAGGACTT 163 58
H3.3
R: ATGCCACAAATGCTACAAGC
B-tubulina TUBB F: TGTGCCGTCTCCAAAGGTAT 176 59
R: GGTGGTTGAGGTCTCCGTAA
ARN de la 18S F: TGATCCTGCCAGTAGTCAT 146 52
subunidad 18S RNA*
R: TTGCCACAGTTATCCAAG
B—actina ACTB** | F: TCACCATTGGCAACGAGCGAT 87 56
R: TCTCGTGAATACCAGCCGACT
Gliceradehido 3- | GAPDH | F: CAACCTCAAAACCGATGCCA 184 55
fosfato
R:
deshidrogenasa GACAAAGCGATTAGTCAGTGGA

* Tomado de Zheng, 2012. ** Tomado de Xu, 2014. La secuencia de los cebadores se expresa de 5’ a 3’.
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5.3.9. Andlisis estadistico

Las diferencias entre grupos para todas las variables analizadas fueron evaluadas
por test de andlisis de la varianza (ANOVA) y aplicando el test a posteriori de
Bonferroni. Algunas variables fueron transformadas por falta de homocedasticidad (Test
de Levene p<0.05) y cuando la transformacion no fue aplicable, se llevo a cabo un test
no paramétrico de analisis de la varianza de Kruskal-Wallis, seguido de test de Dunn.
Por ultimo, la asociacion entre pares de variables fue evaluada mediante el coeficiente

de correlacion de Pearson.

5.4. Resultados

5.4.1 Datos morfoldgicos

El largo total, el peso completo y el peso de las partes blandas (excluyendo la
GA) no variaron entre los grupos de hembras (Tabla 5.2), mientras que el peso medio de
la GA si mostr6 una variacion significativa entre los grupos (Fig. 5.2 A). Como
consecuencia, el peso del o6rgano relativo a la masa corporal (g GA/g partes blandas)
mostro también diferencias significativas entre los grupos (Fig. 5.2 B). Por otro lado, se
observo una correlacion negativa entre el peso de la GA y el peso de la masa total de
huevos depositada por cada hembra (Fig. 5.2 C). El peso de las puestas fue decreciendo
a lo largo de los eventos de oviposicion sucesivos (Fig. 5.2 D). En la Tabla 5.3 se
muestra la masa total de huevos depositada por cada grupo de hembras como un
indicador del esfuerzo reproductivo. Si bien el test de comparaciones multiples a
posteriori de Bonferroni no hallé diferencias significativas entre los grupos R y PE, cabe

destacar que el valor de p del test fue cercano al limite (p = 0,051).
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Tabla 5.2. Datos morfolégicos para cada grupo de hembras.

\ C PP R PE I

Largototal | 42,8+ 1,7 | 455+ 1,6 | 454+27 | 44,125 | 457+ 1,1 | 46,122

(mm)

Peso total 17,0£22 [ 19,725 ] 209+2,7 | 184+29 |21,3+1,0 | 22,7+4,1
(9)

Peso de las 7,3+0,9 7,6 1,1 7,9+1,5 79+1,2 8,1+0,6 | 89+0,8
partes

blandas (g)

Los valores gravimétricos corresponden al peso himedo. El peso de las partes blandas no incluye la GA.

En todos los casos los valores indican promedio = DE. p>0,097. n= 33.
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Figura 5.2. A) Variacion en el peso seco de la GA. p< 0,001. n=32. B) Peso de la GA relativo a la masa
corporal referido a peso himedo p< 0,001. n=32. Barras y barras de error indican media y EEM,
respectivamente. Las mismas letras indican ausencia de diferencias significativas entre grupos. C)
Correlacion entre el peso seco de la GA y la masa total de huevos depositada por cada hembra.
Coeficiente de correlacion de Pearson= -0,806, p<0,05. Ajuste exponencial R?=0,766 D) Variacion en el
peso de las puestas en funcion del nimero de evento de oviposicion (se agruparon los datos de los grupos

experimentales PP, R y PE). Los puntos y las barras de error indican media y EEM, respectivamente.
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Tabla 5.3. Numero de puestas y biomasa total de huevos depositados por cada grupo de hembras.

PP R PE
Nuamero de 1,00 3,33+ 1,03 8,25+ 2,36
puestas
Biomasa total de 0,65 +0,38 (a) 1,91 +0,38 (b) 2,85+ 0,86 (b)
huevos (g PS)
N 6 6 4

Los valores indican promedio + DE. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre los

grupos.

5.4.2. Niveles de los principales componentes de secrecién de la GA

Mientras el contenido de humedad de la GA mostr6 un incremento significativo
entre los grupos R y PE, probablemente asociado a los eventos de oviposicion (Fig. 5.3
A), los niveles de proteinas y polisacaridos en el 6rgano mostraron un descenso
significativo en el grupo PE (Fig. 5.3 B, C). Con respecto al contenido de calcio, el
calcio total present6 un nivel estable entre los distintos tratamientos, sin diferencias
significativas entre los distintos grupos de hembras (X*s = 4,815; p=0,439; n=33) y los
niveles de calcio soluble mostraron una diferencia significativa entre los grupos R e I,
pero no se encontraron diferencias entre grupos de hembras con distinto esfuerzo

reproductivo (Fig. 5.3 D).
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Figura 5.3. Niveles de los principales componentes de secrecion de la GA. Los valores se expresan como
mg/g de peso seco de GA. A) p<0,001. F 5,26 = 20,568. n= 32 B) p<0,001. F 5,27 = 6,532. n=33 C)
p<0,001. F 5,22 =7,270. n=28 D) p=0,050. F 5,27 = 2,574. n=32. Las barras y las barras de error indican
promedio y EEM, respectivamente. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre los

grupos.

5.4.3. Validacién de genes de referencia y su empleo en la normalizacion de datos de

expresion génica

Los niveles de expresion de los candidatos a genes de referencia se muestran en
la figura 5.4. La Tabla 5.4 muestra el ranking de estabilidad generado por los algoritmos
aplicados y se indica para cada caso su respectivo valor de estabilidad. De acuerdo con
el resultado arrojado por geNorm, el orden de estabilidad resultante, en sentido
decreciente, es: RPL7, GAPDH, 18S RNA, ACTB, His H3.3, EF1-a, TUBB, evidenciado
por el valor creciente del parametro M (Fig. 5.5). El numero Optimo de genes de
referencia a ser usados en la normalizacion de acuerdo con esta herramienta de analisis
es 3 (Fig. 5.5). Para este algoritmo, RPL7, GAPDH y 18S RNA representan la mejor
combinacion de genes para el calculo del factor de normalizacion. Empleando el
método comparativo de ACt, el orden de estabilidad es muy semejante: GAPDH, RPL7,
18S RNA, ACTB, His H3.3, EFl-a y TUBB. Este analisis no indica cuél es el nimero
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optimo de genes a ser usados como referencia. Por ultimo, la herramienta de calculo
NormFider indica que GAPDH y ACTB representan la mejor combinacion de genes para

ser usados en la normalizacion.

35-

30+

Figura 5.4. Niveles de expresion de los candidatos a genes de referencia evaluados. Se grafican los
rangos de Ct obtenidos ("Cycle threshold”) en la qPCR como 25 -75 percentiles (cajas), medias (lineas) y

rangos (barras).

Tabla 5.4. Orden de estabilidad de expresion dada por las distintas herramientas de calculo.

geNorm Método comparativo de ACt | NormFinder
1° |RPLY 0,47 GAPDH 0,70 GAPDH | 0,07
2° | GAPDH 0,48 RPL7 0,72 ACTB | 0,10
3° |18SRNA | 0,50 18S RNA 0,73 RPL7 | 0,12
4° |ACTB 0,54 ACTB 0,77 HisH3.3 | 0,13
5° |HISH3 0,59 HIS H3 0,77 18SRNA| 0,17
6° |EFl-a 0,69 EFl-a 0,98 EFl-a | 0,22
7° |TUBB 0,77 TUBB 1,07 TUBB | 0,28

Los valores representan la estabilidad de cada gen de acuerdo con cada algoritmo: valor M, promedio del
desvio estandar y valor de estabilidad de acuerdo con geNorm, método ACt comparativo y NormFinder,

respectivamente.
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Figura 5.5. Valor M dado por geNorm para los candidatos a genes de referencia evaluados. El recuadro
muestra el valor V para cada combinaciéon Vn/n+1. El limite del valor V sugerido se muestra como una

linea de puntos.

5.4.4. Almacenamiento y niveles de expresion de PcOvo y PcPV2 en la GA

La cantidad de PcOvo y PcPV2 almacenada en la GA, cuantificada por ELISA,
mostrd un descenso significativo en el grupo PE (Fig. 5.6 A, B), especialmente evidente
en el caso de PcOvo donde el nivel de la perivitelina disminuy6 hasta la mitad del valor
inicial observado en las hembras virgenes (grupos V e I). Con respecto a los niveles de
expresion de PcOvo y PcPV2 medidos por qPCR, ambos genes mostraron una
sobreexpresion en el grupo R, que practicamente se duplico y triplico, respectivamente,

desde un nivel basal presente en los grupos V, Cy PP (Fig. 5.6 Cy D).
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Figura 5.6. Almacenamiento y expresion génica de las perivitelinas PcOvo y PcPV2 en la GA. A)
Niveles acumulados de PcOvo. p<0,001. F 5,27 = 5,972. n=33 B) Niveles acumulados de PcPV2.
p<0,001. F 5,27 = 6,661. n=33. Los valores expresan mg de perivitelina/ g de peso seco de GA C)
Niveles de expresion de PcOvo. p<0,002. n=20 D) Niveles de expresion de PcPV2. p<0,001 n=20. Los
valores absolutos son arbitrarios y relativos a la curva estdndar. Las barras y las batras de error indican
promedio y EEM, respectivamente. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre los

grupos.

Con respecto a los datos de qPCR, la eficiencia en la amplificacion de los genes
analizados en este estudio se mantuvo entre un 90 y un 110%, valor que se calcul6 de la
pendiente de la recta ajustada sobre la curva estandar para cada gen, donde el r* del
ajuste fue siempre mayor a 0,9. El producto de amplificacion de cada gen mostrd una
unica banda del tamafio esperado en geles de agarosa, indicando una amplificacion
especifica (Fig. 5.7), lo cual fue confirmado por el analisis de las curvas de disociacion.
Para la normalizacion de la expresion de los genes de interés, entre las tres opciones
obtenidas en la validacion de genes de referencia (ver seccion 5.4.3), se seleccionaron
los genes GAPDH y ACTB ya que sus niveles de expresion fueron los mas cercanos al
de los genes de interés (Fig. 5.8). Esta condicion aumenta la sensibilidad en los ensayos

de qPCR (Silver et al. 2006).
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Figura 5.7. Gel de agarosa 1%. A) Productos de amplificacion de los candidatos a genes de referencia
evaluados. Calle 1: Ladder 100pb Productos Bio-Logicos. Calles 2-8: EF1-a, RPL7, His H.3, TUBB, 18S
RNA, ACTB, GAPDH, respectivamente. B) Productos de amplificacion de los genes de interés. Calle 1:
Ladder 100pb Productos Bio-Logicos. Calles 2 y 3: PcOvo y PCPV2, respectivamente.
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Figura 5.8. Comparacion de los niveles de expresion de PcOvo y PCPV2 con los distintos candidatos a

genes de referencia evaluados.
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5.4.5. Analisis de la coloracion del 6rgano

Las GA de las hembras del grupo PE presentaron un color notoriamente mas

palido que las GA de hembras de los grupos restantes (Fig. 5.9).

Figura 5.9. Diferencias en el aspecto de la GA de hembras del grupo PE respecto de las restantes. A) GA
representativa de las hembras de los grupos V, C, PP, R e 1. B) GA representativa de hembras del grupo
PE.

Para contar con un parametro cuantitativo contrastable estadisticamente se
tomaron los espectros de absorcion UV-visible de la fraccion soluble del 6rgano, los
cuales mostraron el mismo perfil independientemente del grupo de hembras. Cuando
fueron normalizados por la absorbancia a 280 nm, se observd una diferencia en
intensidad en la region visible del espectro (Fig. 5.10). Sin embargo, estas diferencias

no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 5.10. Promedio de los espectros normalizados a 280 nm para cada grupo de hembras. Los
espectros de los grupos V, C, PP ¢ I se encuentran superpuestos. Se muestra el cociente 509/280 nm para

cada grupo. Las letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre los grupos.

5.5. Discusién

5.5.1. Efecto de la actividad reproductiva y del esfuerzo reproductivo sobre la fisiologia
de la GA

En la presente seccion se evaluaron algunos procesos fisioldgicos y metabolicos de
la GA con el objeto de ayudar a explicar la notable fecundidad de la especie, e
identificar factores limitantes del rendimiento reproductivo.

Para evaluar el efecto del esfuerzo reproductivo se definieron tres grupos de
hembras de acuerdo con el nimero de puestas depositadas: PP, R y PE, con un esfuerzo
reproductivo bajo, intermedio y alto, respectivamente. El grupo R adicionalmente
permitid evaluar la presencia de un periodo de recuperacion entre sucesivas
oviposiciones. Por otro lado, el efecto de la copula pudo ser evaluado con las hembras
del grupo C, mientras que las del grupo V fueron consideradas como un grupo de
referencia sin actividad reproductiva y con un esfuerzo reproductivo nulo.

Todos los componentes bioquimicos de secrecion analizados (polisacaridos,
proteinas solubles y las principales perivitelinas) mostraron en el grupo PE un descenso
en sus niveles acumulados, es decir, luego de un esfuerzo reproductivo alto, reflejando
la movilizacion de estos componentes hacia los huevos. Por otro lado, como un
indicador del grado de inversion de las hembras en la reproduccion, la biomasa total de

huevos depositada por una hembra del grupo PE practicamente duplico la biomasa de la
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GA de una hembra del grupo V (en base a su peso seco). Es decir, que detras de la
liberacion de los componentes de secrecion, existe necesariamente una recuperacion
rapida de los mismos para hacer frente a un esfuerzo reproductivo alto, lo cual implica
una importante capacidad biosintética del 6rgano.

Con respecto a los estimulos y/o las condiciones asociadas a la reproduccion que
pudieran estimular la biosintesis en la GA, las perivitelinas PcOvo y PcPV2 duplicaron
y triplicaron sus niveles de transcripcion en el grupo R respecto al grupo V,
respectivamente. La copula no estimuld la sintesis de perivitelinas pero si lo hizo la
oviposicion luego de un esfuerzo reproductivo intermedio. La sobreexpresion de las
perivitelinas, luego de la oviposicion, sugiere la existencia de un proceso de
recuperacion de estos componentes en el o6rgano, de manera similar a como fue
observado para los principales componentes de FPV en la GA del pulmonado Lymnaea
stagnalis (Wijsman & Wijck-Batenburg 1987). Este fendmeno pudo ser verificado para
las perivitelinas PcOvo y PcPV2 a nivel transcripcional, que es un punto de regulacion
importante de la via de expresion de proteinas. Sin embargo seria necesario profundizar
el analisis para determinar si existen otros puntos de regulacion implicados, ademas del
transcripcional, en esta misma etapa o en asociacion con otros estimulos y/o
condiciones reproductivas. Incluso, seria importante determinar si este periodo de
recuperacion es importante para los restantes componentes de secrecion del 6rgano.

En concordancia con los resultados de expresion génica, las perivitelinas
almacenadas no mostraron un descenso significativo entre los grupos PP y R, en los
cuales las hembras depositaron 1 y 3 (en promedio) masas de huevos, respectivamente.
En otras palabras, frente a un esfuerzo reproductivo bajo e intermedio, tal como fueron
definidos para este estudio, el proceso de recuperacion de las perivitelinas parece
eficiente. Sin embargo, luego de un esfuerzo reproductivo alto, el 6rgano no recupero6 su
potencialidad reproductiva inicial, lo cual es de todos modos destacable considerando
que las hembras del grupo PE depositaron 5811 + 1746 huevos durante el periodo
estudiado (estimado a partir del peso de las puesta de acuerdo con Tamburi y Martin
(2011)). Dado que el mismo comportamiento fue observado para las proteinas y los
polisacaridos, con un descenso significativo en sus niveles acumulados entre los grupos
V y PE, la biosintesis pareceria ser un factor limitante para el rendimiento reproductivo
de la especie. En este mismo sentido, a lo largo de los sucesivos eventos de oviposicion,

el peso de las puestas y la variablidad en este parametro mostraron un descenso. Es
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decir que durante un esfuerzo reproductivo alto, las hembras reducen el nimero de
huevos por puesta.

A partir de la masa total de huevos depositada por las hembras y considerando
que su composicion cuali- cuantitativa de nutrientes por huevo no varia entre eventos
sucesivos de oviposicion (Frassa 2011, Tamburi & Martin 2011), se pudo estimar la
cantidad total de proteinas y polisacéridos. Para esto utilizamos los datos disponibles en
la bibliografia de la composicion bioquimica de huevos de Pomacea (Giglio et al. 2016,
Heras et al. 1998).

Nuevamente, los datos también apoyan la existencia de una recuperacion de los
componentes bioquimicos en el 6rgano, ya que los niveles iniciales de proteinas y
polisacaridos en la GA de hembras del grupo V fueron cerca de 2 y 8 veces,
respectivamente, mas bajos que la cantidad total invertida en los huevos por hembras
del grupo PE.

A diferencia de las proteinas y polisacaridos, la cantidad de calcio total
acumulada en la GA de las hembras del grupo V fue equivalente a la cantidad invertida
en los huevos por las hembras del grupo PE. Sin embargo, a pesar de que la cantidad
inicial en el 6rgano parece haber sido suficiente para abastecer la demanda impuesta por
la oviposicion, un proceso de recuperacion aparece también implicado en el caso del
calcio total, ya que sus niveles fueron constantes en la GA de las hembras
independientemente del esfuerzo reproductivo. Los niveles de calcio soluble también se
mantuvieron constantes independientemente del esfuerzo reproductivo. Es decir que,
bajo las condiciones experimentales del presente estudio, con disponibilidad de calcio y
de alimento ilimitado, la GA mostré una capacidad diferencial para recuperar sus
componentes de secrecion, identificandose a la biosintesis como un posible factor
limitante ante un esfuerzo reproductivo alto.

La ausencia de diferencias significativas en el peso de las partes blandas
(excluyendo la GA) entre los distintos grupos estudiados sugiere, como seria de esperar
para organismos que depositan grandes cantidades de huevos, que la recuperacion de los
componentes de secrecion estd sustentada principalmente por los nutrientes
provenientes de la dieta, los cuales son direccionados hacia la gonada, sin un paso
previo de acumulacién/removilizacion en tejidos somaticos (Eckelbarger 1994). En este
sentido, existen diversos trabajos en P.canaliculata que sustentan esta hipotesis y que se
resumen a continuacion. Por un lado, las hembras muestran un rendimiento

reproductivo mayor cuanto mayor es la disponibilidad de alimento (Albrecht et al.
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1999, Estoy et al. 2002), mientras que la actividad de oviposicién declina durante
periodos de ayuno, mostrando una ripida recuperacion en cuanto se restituye el
suministro de alimento (Tamburi & Martin 2016). A su vez, las hembras presentan una
tasa de ingestion 50% mayor que machos de la misma talla (Tamburi & Martin 2009).

Con respecto al color més palido y la menor turgencia observada en las hembras
del grupo PE (Fig. 5.10), resulta consistente con el mayor contenido de humedad
observado para este grupo. Aunque no se registraron diferencias significativas, el
cociente de absorbancias 509/280 mostré una disminuciéon entre los grupos R y PE,
siguiendo la misma tendencia registrada visualmente. Cabe destacar que en las hembras
silvestres es frecuente observar variaciones en la coloracion de las GA desde un rosado
intenso (fucsia) hasta un rosado palido, o incluso amarronado (observacion personal).
Considerando los resultados aqui presentados, seria interesante determinar, a través de
un muestreo mas amplio, si el cociente de absorbancias 509/280, asociado al contenido
de carotenoproteinas, puede efectivamente vincularse con el esfuerzo reproductivo que
experimentan las hembras, lo cual podria representar un parametro de utilidad para
evaluar la historia reproductiva de las hembras en un momento dado en la poblacion.
Alternativamente, medir la reflectancia de la GA podria ser un complemento util en este
sentido (Frassa 2011).

Con respecto al grupo de hembras I, no mostraron diferencias con respecto al
grupo V en ninguna de las variables analizadas. La heterogeneidad en el comienzo de la
actividad reproductiva que representarian estos dos grupos de hembras no pudo ser
explicada en base a los niveles de los distintos componentes de secrecion acumulados
en la GA, por lo cual seria necesario un analisis mas profundo que incluyera el ovario

y/o sus factores de regulacion neuroendodcrinos para comprender este fenémeno.

5.5.2. Validacidn de genes de referencia en la GA de Pomacea canaliculata

En el caso de P. canaliculata no existen trabajos donde se evalte la estabilidad
de expresion de genes para ser empleados en la normalizacién de datos de qPCR, por lo
cual fue necesario incorporar al presente estudio una validacion de genes de referencia.
El orden de estabilidad obtenido para los genes evaluados fue consistente entre los
distintos métodos de analisis aplicados, especialmente en lo que respecta a los genes de
mayor y menor estabilidad (Tabla 5.4). Las discrepancias encontradas probablemente

estén relacionadas con las diferencias en los calculos aplicados a una misma serie de
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datos. Considerando que en el caso de geNorm, los candidatos con una minima
diferencia en expresion entre muestras no son bien puntuados (Andersen et al. 2004),
podria ser el motivo por el cual en nuestro analisis este algoritmo no asigné un buen
valor de estabilidad a ACTB en comparacion con NormFinder. Esta es una discrepancia
comunmente observada en trabajos de validacion de genes de referencia que de hecho
fue experimentalmente evaluada y justificada por los autores de NormFinder (Andersen
et al. 2004). Con respecto a los genes menos estables, las tres herramientas de calculo
indican que EF1-a y TUBB fueron los genes menos estables. El caso de EF1-a resultd
llamativo ya que fue el candidato validado en el mayor numero de trabajos de genes de
referencia en moluscos, sin embargo, en las condiciones experimentales del presente
trabajo, no mostro la estabilidad esperada y definitivamente no puede ser considerado
un buen gen para la normalizacion de los datos.

La validacion de genes de referencia del presente estudio, es el primer analisis de
este tipo en P. canaliculata y fue llevado a cabo en un organo clave para la
reproduccion. Esta informacion representa un buen punto de partida para estudios de
expresion de genes vinculados con la reproduccioén en una especie altamente invasiva,
plaga y vector de parasitosis. Si bien para el presente estudio se utilizaron GAPDH y
ACTB para la normalizacion, se validaron otros genes de expresion estable con distintos
niveles de expresion, que pueden resultar utiles como alternativa para estudios que
incluyan genes de interés con grados de expresion mayores o menores a los medidos en
este trabajo. Asimismo, demostramos que la expresion de PcOvo y/o PcPV2 podria ser
utilizada para evaluar factores que pudieran afectar la fecundidad de la especie. Esto
podria llegar a tener relevancia en zonas donde la especie fue introducida, para el
control de la plaga, asi como en su ambiente nativo, como bioindicador de
contaminantes ambientales, siendo que acumulan metales pesados en sus tejidos, entre
ellos en la GA y se considera que podria utilizarse como especie centinela (Hayes et al.
2015). A su vez, la validacion de genes de referencia puede ser una valiosa informacion

basica para futuros estudios de expresion génica en otras especies de ampularidos.
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6.

Conclusiones generales
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De acuerdo con los resultados obtenidos se destacan los siguientes conclusiones:

- Las perivitelinas PcOvo y PcPV2 almacenadas en la GA de P. canaliculata no
estan sujetas a modificaciones estructurales adicionales antes de ser
incorporadas a los huevos. Esta es la primera evidencia en gasteropodos que
sugiere que aquellos con GA tendrian un proceso alternativo, aunque
funcionalmente analogo a la vitelogénesis, aunque en esta ultima los precursores

estan sujetos a grandes cambios estructurales durante su maduracion.

- Las perivitelinas PcOvo y PcPV2 de la GA poseen las mismas propiedades
toxicas, antinutritivas y antidigestivas que los huevos, siendo por lo tanto
nocivas para los depredadores. Esto representa la primer explicacion del
llamativo comportamiento de descarte del 6érgano que exhiben los depredadores

de adultos de la especie.

- El consumo de hembras de P. canaliculata por los depredadores representa una
deventaja energética, ya que el contenido energético de las partes blandas
consumidas es menor al de los machos. Sin embargo, al menos en el caso del
gavilan caracolero, se determind que esto no lleva a una depredacion

preferencial hacia los machos.

- La actividad reproductiva de oviposicion, pero no la de copula, induciria un
aumento del nivel de expresion y biosintesis de las principales perivitelinas en la
GA. En base a ésto, podria considerarse que las hembras transitan por un
periodo de recuperacion de los componentes de secrecion entre eventos de
oviposicion, siendo capaces de sustentar un alto esfuerzo reproductivo por
restitucion de los principales componentes secretados hacia los huevos

(proteinas, polisacaridos y calcio).
- La GA de P. canaliculata mostr6 una capacidad diferencial para recuperar sus

componentes de secrecion bioquimicos e inorgédnicos. Se identifico a la

biosintesis como un posible factor limitante de la oviposicion a largo plazo.
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Se llevd a cabo el primer analisis de estabilidad de genes de referencia en P.
canaliculata, en un 6rgano clave para su reproduccion. A su vez esto representa
una herramienta de utilidad para futuros estudios de expresion génica en otras

especies de ampularidos.

Se identifico la expresion de PcOvo y/o PCPV2 como un posible marcador para

evaluar factores que afecten la fecundidad de P. canaliculata.
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7.

Consideraciones finales
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El estudio de las diversas estrategias reproductivas de moluscos muestra que la
mayoria de los gasterépodos ha adquirido glandulas accesorias en el tracto reproductor
femenino que permitieron la centralizaciéon de muchas de las funciones reproductivas en
un organo especializado. Esto tal vez haya significado la complejizacion de los procesos
fisiolégicos y bioquimicos que alli se llevan a cabo, y colaborado en la enorme
diversificacion de este grupo, el mas especioso de los animales luego de los insectos. De
acuerdo con los resultados del presente trabajo, se demuestra que las perivitelinas se
sintetizan de manera directa en la GA, sin intermediarios inmaduros ni la participacion
de otros organos, y coordinada con la actividad reproductiva. Eckelberger (1994)
destaca el rol central de los mecanismos vitelogénicos en el éxito de una especie en un
determinado habitat, siendo que refleja su capacidad de respuesta ante los nutrientes
disponibles. En el caso de P. canaliculata cerca del 90% de la energia asimilada es
destinada directamente a la reproduccion, sin acumulaciéon somatica, un valor
particularmente alto en comparacion con otros gasteropodos (Estoy et al. 2002), y que
se traduce en la alta fecundidad de esta especie. En este contexto, el mecanismo de
perivitelogénesis de estos gasterdpodos representa una alternativa mas eficiente que la
vitelogénesis del resto de los invertebrados, lo cual podria haber contribuido al éxito
evolutivo del grupo en el caso de los ampuléridos. Seria necesario ampliar el estudio de
la estructura-funcion de perivitelinas incluyendo gasterépodos con diferentes estrategias
de oviposicion para confirmar esta suposicion. Dentro de la familia Ampullariidae, la
profundizacion del estudio de las estrategias reproductivas con un enfoque comparativo-
evolutivo y a nivel molecular seria valiosa considerando la importancia que tiene la
reproduccion sobre los patrones de distribucion, la invasividad y la evolucion del habito
anfibio dentro de los miembros de la misma (Hayes 2015).

Por otro lado, se presenta en este trabajo una explicacion del comportamiento de
descarte de la GA por los depredadores de P. canaliculata en base a la nocividad del
organo, algo que podria llegar a ampliarse al resto de las especies del género sobre las
cuales depredan empleando el mismo comportamiento. Esto a su vez implicaria que los
huevos de estas especies también presentarian proteinas toxicas, antinutritivas y/o
antidigestivas, sustentando la hipotesis de que las mismas son adquisiciones evolutivas
propias del género vinculadas con la adquisicion de la oviposicion aérea, como
mecanismo de defensa que proporcionan las hembras a los huevos protegiendo asi su

desarrollo (Dreon 2010, Dreon 2013).
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Por ultimo, se identifico a la biosintesis como un posible factor limitante de la
oviposicion a largo plazo, y en relacion con esto, la perivitelogénesis, y en particular la
expresion de las perivitelinas PcOvo y/o PcPV2, podrian utilizarse como herramienta

para evaluar el efecto de factores que afecten la fecundidad de la especie.
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Abreviaturas y simbolos
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Abs: absorbancia

BSA: albumina sérica bovina

CD: dicroismo circular

DE: desvio estandar

EEM: error estandar de la media

FPV: fluido perivitelino

0: aceleracion de la gravedad

GA: glandula del albumen

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion
kDa: kilodaltons

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida
PcOvo: perivitelina ovorrubina o PV1de Pomacea canaliculata
PcPV2: perivitelina 2 de Pomacea canaliculata
PH: peso humedo

PS: peso seco

SAXS: dispersion de rayos X a bajo angulo
UA: unidades arbitrarias

UE: unidad de actividad enziméatica

UV: ultravioleta
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Evaluacién de la seleccion de presas por parte del gavilan caracolero en funcién de

la talla 'y el sexo de las presas

Muestreo

Se determino la talla y el sexo de cada presa consumida a partir de un muestreo
mensual de los depositos de conchillas de los posaderos de gavilanes caracoleros en el
dique Piedras Moras (32°10'23"S; 64°14'57"0, Coérdoba, Argentina) entre octubre de
2011 y marzo de 2012. La unica presa disponible para los caracoleros de la zona era P.
canaliculata, para la cual a su vez se realizo un censo mensual de las tallas y sexos de la
poblacion mediante un vadeo estandarizado (Burela y Martin 2014), con el fin de

conocer la disponibilidad de presas para el depredador.

Indice de forrajeo y andlisis estadistico

Los datos fueron evaluados utilizando clases de tallas. Para evaluar seleccion de
presas en funcion del sexo y en funcion de la talla, los datos de disponibilidad de cada
mes se analizaron con los datos de presas consumidas del mes siguiente, y se calculo el
indice de proporcion de forrajeo de Manly et. al. (2002). El mismo se define como: W; =
Ui / Ai. Donde W; = indice de forrajeo para el item i, U; = proporcion del item i en la
dieta (depositos de conchillas) y Aj = proporcion del item i disponible en el ambiente
(poblacion). El estadistico (W; -1)”/ES (W;)* fue calculado de acuerdo a Manly et al.
(2002) y se compard con un valor critico de Chi-cuadrado con un grado de libertad. El
indice de forrajeo y los estadisticos asociados fueron calculados reuniendo las muestras
de todo el periodo de muestreo, discriminando sexos y clases de tallas. A su vez se
calcularon estos mismos parametros para cada sexo mensualmente, considerado las
tallas en conjunto.

El grado de preferencia en la seleccion de presas en funcion del sexo para cada
mes se estimo como la diferencia entre W; de hembras y machos. Las diferencias en las
tallas entre hembras y machos de la poblacion fueron analizadas mediante un test de
rango de dos muestras de Mann-Whitney (Zar 1984). El grado de dimorfismo sexual en
la talla para cada mes fue estimado como la diferencia en el rango medio entre hembras

y machos. Se establecio un nivel de significancia del 5% para evaluar los resultados.
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Resultados

En total se censaron 1571 caracoles vivos y se recolectaron 2564 conchillas
vacias de los depodsitos generados por los caracoleros. La poblacion presentd una talla
promedio de 36,11 + 6,11 mm, mientras que la talla promedio consumida fue de 40,80 +
4,72 mm. La proporcion de sexos en la poblacion estuvo desviada hacia las hembras
(61,8%) asi como en las pilas de conchillas (67,4%).

El indice de forrajeo (W;) indicé un consumo preferencial de hembras en todos
los meses evaluados, excepto por el mes de enero (Fig. A); y para ambos sexos, las
tallas >40 mm mostraron una seleccion positiva mientras que aquellas <30 mm
presentaron una seleccion negativa o no fueron depredadas en absoluto (Fig. B). La
comparacion de las tallas de la poblacion entre sexos mostrd que las hembras
sobrepasaron significativamente a los machos en octubre (P = 0,018) y enero (P =
0,001), mientras que los machos sobrepasaron a las hembras so6lo en el mes de
diciembre (Chi-cuadrado = 26,7; P = 0,001). En noviembre y febrero tales diferencias
no fueron significativas (P = 0,83 y P = 0,45, respectivamente). Por ultimo, hubo una
correlacion significativa (r = 0,96, P = 0,008) entre el grado en que las hembras
sobrepasaron en talla a los machos en un determinado mes y el grado de preferencia de

los depredadores por las hembras en el mismo periodo (Fig. C).
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Seleccion de presas por parte del gavilan caracolero. A) Indice de forrajeo (Wi) para machos y
hembras en funcion del mes de muestreo y B) en funcion de la talla. El indice considera la proporcion del
item en la dieta (determinada a partir de los depodsitos de conchillas) y su disponibilidad en el ambiente
(determinada a partir del censo de la poblacion de caracoles). Valores <1 y >1 indican seleccion negativa
y positiva, respectivamente. * Desviacion significativa respecto al valor de no seleccion (Wi = 1,0). C)
Grado en que las hembras sobrepasan en talla a los machos (RM hembras — RM machos) vs. el grado de

preferencia de los depredadores por las hembras (W hembras - W machos,.
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