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CHARACTERIZATION OF GENETIC VARIABILITY IN MOLECULAR MARKERS 
IN INTERMEDIATE HOSTS OF Fasciola hepatica

RESUMEN

Para el control de fasciolosis es crucial la identificación de las especies y la caracterización 
genética de los huéspedes intermediarios (moluscos de la familia Lymnaeidae); esto permite 
conocer sus patrones epidemiológicos y diseñar programas de control. El análisis de 
polimorfismos en secuencia de ADN proporciona información de los cambios evolutivos y 
sobre los factores selectivos y demográficos que actúan sobre las poblaciones y las especies. 
Además, son herramientas de gran valor en una amplia gama de disciplinas como la genética 
epidemiológica. Como objetivo de este trabajo se planteó caracterizar la variabilidad genética 
en secuencias de ADN de diferentes marcadores moleculares de huéspedes intermediarios de 
Fasciola hepatica. Se lograron amplificar secuencias de gasterópodos de 13 sitios de muestreos 
con el uso de marcadores mitocondriales (COI y 16S) y nucleares (ITS1 e ITS2), a los cuales se 
les evaluó la variabilidad genética, utilizando el software DnaSP v6.12. Se cuantificó el número 
de haplotipos y de sitios segregantes y la diversidad haplotípica y nucleotídica. Se evidenciaron 
valores altos de diversidad haplotípica y nucleotídica, diferenciándose 8 haplotipos nuevos. 
Esto puede ser explicado con un aumento de la variabilidad y la posibilidad de que coexistan 
diferentes haplotipos, ocasionado por eventos introductorios de distintos orígenes. Es trabajo 
constituye un primer análisis de este tipo, para los gasterópodos del género Galba, que permite 
entender la diversidad haplotípica de ellos.
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ABSTRACT

Species identification and genetic characterization of the intermediate hosts (mollusks 
of the family Lymnaeidae) is crucial for the control of fasciolosis; this allows us to know 
their epidemiological patterns and design control programs. The analysis of DNA sequence 
polymorphisms provides information on evolutionary changes and on the selective and 
demographic factors that act on populations and species. In addition, they are valuable tools 
in a wide range of disciplines such as epidemiological genetics. The aim of this work was 
to characterize the genetic variability in DNA sequences of different molecular markers of 
Fasciola hepatica intermediate hosts. We were able to amplify gastropod sequences from 13 
sampling sites using mitochondrial (COI and 16S) and nuclear (ITS1 and ITS2) markers, which 
were evaluated for genetic variability using DnaSP v6.12 software. The number of haplotypes 
and segregating sites and haplotypic and nucleotide diversity were quantified. High values of 
haplotypic and nucleotide diversity were evidenced, with 8 new haplotypes being differentiated. 
This can be explained by an increase in variability and the possibility of the coexistence of 
different haplotypes, caused by introductory events of different origins. This work constitutes a 
first analysis of this type, for the gastropods of the genus Galba, which allows us to understand 
their haplotypic diversity.

Key words: Galba. Haplotypes. Genetic diversity. Fasciolosis

INTRODUCCIÓN

Los moluscos de la familia Lymnaeidae, gasterópodos de agua dulce, son los hospedadores intermediarios 
en el ciclo biológico de fasciolosis y revisten gran importancia en la transmisión de esta enfermedad, tanto 
en el ganado como en humanos, lo que obliga a emplear herramientas que permitan una fácil y rápida 
identificación de los especímenes involucrados, con una caracterización genética de las poblaciones 
(Artigas et al., 2011; Bargues et al., 2012; Correa et al., 2011; Pointier et al., 2015; Lounnas et al., 
2017). Es necesario tener en cuenta que conocer la epidemiología de esta parasitosis, las características 
biológicas y la distribución geográfica de los hospedadores intermediarios, es crucial para determinar 
sus patrones epidemiológicos y consecuentemente también, importante a la hora de diseñar programas 
de control de dicha zoonosis (Mas Coma et al., 2001, 2009 a; Bargues et al., 2012 a; Standley et al., 
2013). Sin embargo, la eficiencia de estos programas depende críticamente de la correcta identificación 
de los hospedadores intermediarios involucrados. Esto se debe a que no todas las especies de caracoles 
son igualmente susceptibles a la infección por trematodos (Mas Coma et al., 2009). En la provincia de 
Catamarca se ha identificado la presencia de dos especies potenciales huéspedes intermediarios; Galba 
viator y Galba neotropica (Bargues et al., 2016).
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La aparente uniformidad morfo-anatómica que presenta esta familia de gasterópodos dificulta su 
clasificación (Bargues & Mas Coma, 1997). En este sentido, los análisis moleculares son herramientas 
eficaces en la evaluación de hipótesis taxonómicas y en la determinación a nivel específico (Sáez & 
Lozano, 2005), ya que los datos obtenidos por estas técnicas, conducen a una reevaluación de las 
entidades taxonómicas comúnmente aceptadas (Horsáková et al., 2020). El uso de marcadores de ADN 
ribosómico nuclear (ADNr) y ADN mitocondrial (ADNmt) se presenta como una herramienta eficaz para 
la caracterización de invertebrados en general y de los Lymnaeidae en particular, a niveles de taxones 
específicos, genéricos y supragénericos (Mas Coma et al., 2005). El análisis de los polimorfismos de 
la secuencia de ADN en este grupo de gasterópodos, puede proporcionar información de valor sobre la 
importancia evolutiva de los polimorfismos y sobre los factores selectivos y demográficos que actúan 
sobre las poblaciones y especies. Además, los datos sobre polimorfismos de ADN son herramientas 
valiosas en diversas disciplinas como la biomedicina, la cría de animales y plantas, la genética de la 
conservación, la genética epidemiológica, entre otras (Rozas, 2009). 

Las metodologías de secuenciación de ADN con la detección de polimorfismos están generando enormes 
conjuntos de datos de alta calidad sobre variaciones de secuencias de ADN. En concreto, el análisis 
comparativo del polimorfismo del ADN dentro de una misma especie y de la variación entre especies es 
un método muy eficaz para comprender el proceso evolutivo. El programa informático DnaSP permite 
describir patrones de polimorfismo del ADN dentro de una población de estudio y entre otras. Este 
software permite calcular datos estadísticos para cuantificar los niveles de polimorfismo del ADN (Nei, 
1987), como el número de haplotipos (H) y la diversidad de haplotipos (HD), es decir la cantidad de 
secuencias aleatorias diferentes, lo que permite analizar el patrón de distribución de la variación del 
ADN o comparar escenarios evolutivos alternativos. También calcula el número de sitios segregantes 
(S) que se traduce en el número de posiciones variables (es decir, polimórficas) en una muestra de 
secuencias de ADN y la diversidad de nucleótidos (π).

Los enfoques actuales en estudios moleculares consisten en analizar la variación genética de ciertos 
organismos a fin de definirlos y caracterizarlos, lo que es particularmente útil en el caso de estos 
huéspedes intermediarios (Tautz et al., 2003; López Soriano, 2004; Fontaneto et al., 2015). Poder 
establecer una caracterización de la variabilidad genética de gasterópodos del género Galba se consigue 
empleando herramientas como las antes mencionadas, que nos permiten conocer en profundidad los 
organismos involucrados en los ciclos epidemiológicos. La realización de este tipo de estudios implica 
un análisis que permite una mayor descripción que los que se consigue solamente con la determinación 
de especies. Por lo anterior se planteó como objetivo del presente trabajo caracterizar la variabilidad 
genética en secuencias de ADN de diferentes marcadores moleculares de huéspedes intermediarios del 
ciclo de Fasciola hepatica que habitan en la provincia de Catamarca. 
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MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de ADN genómico total y amplificación de genes mitocondriales y nucleares

Se colectaron manualmente y con coladores de malla fina moluscos del género Galba en diferentes 
puntos de la provincia, incluyendo un punto en la localidad de Escaba, Tucumán, dado que dicho sitio 
se ubica en una cuenca presente en Catamarca. Para esto se realizaron muestreos en cuerpos de agua 
con escasa profundidad, agua estancada o sin corriente continua (vegas, arroyos, riachuelos, etc.), en 
los márgenes de ríos o en las plantas acuáticas donde podían estar adheridos. Los gasterópodos fueron 
preservados en alcohol 96° hasta posterior tratamiento. Para los estudios genéticos, se extrajeron de 
cada ejemplar, porciones pequeñas, de aproximadamente 2 mm (N= 40), de tejido muscular del pie. 

La obtención de ADN genómico total se realizó en el Departamento de Parasitología del Instituto 
Nacional de Enfermedades Infecciosas, ANLIS ‘‘Dr. Carlos G. Malbrán”, según las indicaciones del kit 
comercial “Genomic DNA Extration kit AccuPrep” de Bioneer (2004).

Para la identificación de los especímenes estudiados, y a fin de evaluar la variabilidad intra e 
interespecífica, se amplificaron los marcadores del ADN ribosomal nuclear (ADNr), los espaciadores 
internos transcritos 1 y 2 (ITS-1 e ITS-2). También se amplificaron, secuencias parciales del marcador 
ribosomal mitocondrial 16S (16S ARNr) y el gen codificante para proteínas mitocondriales “Citocromo 
Oxidasa subunidad I” (COI), mediante la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, 
Polymerase Chain Reaction); siguiendo las indicaciones de Correa et al. (2010), Folmer et al. (1994) 
y Almeyda-Artigas et al. (2000) respectivamente. La amplificación de los productos se verificó con 
electroforesis en gel de agarosa de concentración 1,5% el cual se realizó mezclando agarosa con buffer 
TAE (tris-acetato), al que se le añadió como componente revelador GelRedTM (Biotium, cat nº 41003); 
se lo colocó en una cuba de electroforesis con una solución buffer. Junto con las muestras sembradas, 
se sembró un marcador de tamaño molecular 100 bp ladder, con el fin de comprobar el tamaño de los 
amplicones.

Secuenciación

La secuenciación de cada marcador obtenido, se realizó en ambas hebras; para esto se usó el par de 
cebadores correspondientes de cada PCR y el reactivo Big Dye Terminator v3.1, (Applied Biosystem) 
en un volumen final de 10 μl. Para la obtención de las secuencias correspondientes a los distintos 
marcadores amplificados, se aplicó el método de secuenciación automática que consiste en realizar una 
PCR con un único cebador, añadiendo a la mezcla de reacción didesoxinucleótidos (ddNTPs) marcados 
con distintos fluoróforos para cada base nitrogenada. 

Para el marcaje de los productos se utilizó el siguiente perfil de ciclado: 1) 96°C durante 1 min; 2) 
96°C durante 10 s, 50°C durante 5 s, 60°C durante 4 min en 30 ciclos. Seguidamente, se trataron en un 
secuenciador 3500 Genetic Analyzer sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
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Análisis bioinformático y caracterización de la variabilidad genética

Los análisis bioinformáticos de las regiones parciales de los genes fueron realizados de forma individual 
en la totalidad de los individuos estudiados. Los electroferogramas obtenidos fueron analizados y 
editados mediante los programas Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd.) y BioEdit 7.0.9 (Hall, 
1999). De este modo, y eliminando los cebadores correspondientes, se lograron obtener las secuencias 
consenso por individuo para cada marcador. La valoración de calidad de las secuencias obtenidas se 
realizó manualmente mediante comparación visual de los cromatogramas forward y reverse para cada 
marcador e individuo y por comparación con secuencias depositadas en GenBank mediante el algoritmo 
BLASTn (Altschul et al., 1990). 

La caracterización de la variabilidad genética del material se llevó a cabo realizando un alineamiento 
múltiple con las secuencias de los diferentes sitios de muestreo para cada marcador, mediante el programa 
Clustal X 2.1 (Larkin et al., 2007). Con los alineamientos obtenidos se evaluó la variabilidad genética 
de cada marcador estudiado, utilizando el software DnaSP v6.12 (Rozas et al., 2017). Este programa 
permitió cuantificar los polimorfismos de secuencias de ADN a partir de cada matriz de datos y la 
estimación de diferentes índices tales como: el número de haplotipos (H), diversidad haplotípica (HD), 
diversidad nucleotídica (π) y número de sitios segregantes (S). El primer índice (H) hace referencia a 
la cantidad de secuencias que difieren en al menos una base dentro de una muestra de secuencias de 
ADN (Rozas, 2009). La diversidad haplotípica (HD) indica la probabilidad que tienen dos secuencias 
aleatorias de ser distintas entre sí; este valor está basado en la frecuencia relativa de haplotipos (Rozas, 
2009). La diversidad nucleotídica (π) es el promedio de diferencias nucleotídicas por sitio, es decir la 
posibilidad de que dos secuencias al azar sean diferentes en un sitio determinado (Nei & Li, 1979). El 
número de sitios segregantes (S) representa el número de posiciones nucleotídicas que difieren de una 
secuencia a otra, es decir las posiciones polimórficas en una matriz de secuencias (Watterson, 1975). 
Una vez diferenciado cada haplotipo, se utilizó el programa BioEdit 7.0.9 (Hall, 1999) para identificar 
los aspectos composicionales, como la cantidad de cada una de las bases nucleotídicas, la frecuencia 
absoluta y relativa y el contenido de G+C y A+T.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Se colectar gasterópodos del género Galba en 14 sitios, de un total de 67 sitios muestreados (Figura 
1). Se obtuvieron secuencias amplificadas de ejemplares, de 13 de los 14 sitios: Aconquija, El Alto, El 
Peñón, Escaba, Icaño, Infiernillo, Ipizca, La Ciénaga, Laguna Blanca, Medanitos, Ruta 40, Ruta 43 y 
San Antonio, que permitieron reconfirmar la presencia de dos especies de gasterópodos Galba viator y 
Galba neotropica.

El análisis de diversidad genética realizado, con base en los cuatro marcadores secuenciados, demostró 
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la presencia de 4 haplotipos diferenciados para el gen COI, 2 haplotipos para el marcador ITS1, 3 para el 
marcador ITS2 y 2 para el gen 16S. La localización de sitios de procedencia de los diferentes haplotipos 
se presenta en la Tabla 1.

En cuanto a la variabilidad haplotípica se registraron 3 haplotipos nuevos, para COI, cada uno corres-
pondiente a una única localidad. Dos haplotipos son de la especie Galba neotropica, uno de los cuales 
(Hap1) es de la localidad de Escaba, Tucumán. El haplotipo cuatro corresponde al sitio de Ruta 40 en 
Catamarca. En el caso de Galba viator se añade un haplotipo nuevo (Hap3) presente en el sitio de Ruta 
43. Situaciones similares se dan con los marcadores restantes, donde se registró un haplotipo nuevo de 
Galba viator con el marcador ITS1 para tres localidades de altura, por encima de los 2.300 msnm que 
son: El Peñón, Ruta 43, Laguna Blanca. Tres nuevos haplotipos fueron hallados con ITS2 correspon-
diendo uno de ellos (Hap1) a Galba neotropica, presente en 8 localidades por debajo de los 2.300 msnm. 
Los otros dos nuevos haplotipos (Hap 2 y Hap3) de Galba viator corresponden a cuatro localidades de 
Catamarca ubicadas entre alturas que abarcan desde los 1.600 y los 3.400 msmn. Por último, se describe 
un haplotipo nuevo para el gen 16S, correspondiente a la especie Galba viator presente en las localida-
des de Laguna Blanca y Ruta 43. 

El análisis del polimorfismo de los marcadores mitocondriales y nucleares con su caracterización de 
variabilidad genética muestra valores superiores al 0,4 (Tabla 2). El marcador ITS1 es el que presenta 
mayor variabilidad con 64 sitios segregantes entre sus haplotipos. Este análisis permitió caracterizar 
las variables haplotípicas presentes, lo que se ve en las Tablas 3 a 6. Los sitios polimórficos (S) de 
cada haplotipo de Galba viator y Galba neotropica mencionados anteriormente permitieron mostrar las 
variaciones nucleotídicas que se dan en las secuencias.

Por su parte los aspectos composicionales para cada marcador se encuentran analizados en la Tabla 7.
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Figura 1. Ubicación geográfica en la provincia de Catamarca de los sitios de muestreo, mapa temático 
construido a partir de capas combinadas con QGis3.8. Sitios: S1-EP: El Peñón, Antofagasta de la 
Sierra; S2-L: Laguna Blanca, Belén; S3-R43: Ruta 43, Belén; S4- LC: La Ciénaga, Tinogasta; S5-
ME: Medanitos, Tinogasta; S6-R40: Ruta 40, Santa María; S7-IN: Infiernillo, Andalgalá; S8-AC: 
Aconquija, Andalgalá; S9-LP: Los Puestos, Ambato; S10-EA: San Antonio, Paclín; S11-EA: El Alto, 
El Alto; S12-DI: Ipizca, Ancasti; S13-RI: Icaño, La Paz; S14-ES: Escaba, Juan Bautista Alberdi, 

Tucumán.
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Tabla 1. Procedencia de los diferentes haplotipos. Los asteriscos indican la diferenciación de un nuevo 
haplotipo.
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Tabla 2. Análisis de diversidad genética para los marcadores analizados. 
N: cantidad de secuencias; H: número de haplotipos; HD: diversidad haplotípica; π: diversidad 
nucleotídica; SD: desvío estándar; S: sitios segregantes.
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Tabla 3. Sitios polimórficos entre haplotipos de Galba neotropica y Galba viator basados en un 
fragmento de 655 pb del gen COI. Los nucleótidos de cada posición están denotados con la inicial 
correspondiente (A: Adenina; C: Citosina; T: Timina; G: Guanina). Los puntos indican igualdad de 
bases con el haplotipo de referencia (Hap1).

Tabla 4. Sitios polimórficos entre haplotipos de Galba neotropica y Galba viator basados en un 
fragmento de 722-758 pb del gen ITS1. Los nucleótidos de cada posición están denotados con la 
inicial correspondiente (A: Adenina; C: Citosina; T: Timina; G: Guanina). Los guiones indican sitios 
con gaps.

Tabla 5. Sitios polimórficos entre haplotipos de Galba neotropica y Galba viator basados en un 
fragmento de 547-571 pb del gen ITS2. Los nucleótidos de cada posición están denotados con la 
inicial correspondiente (A: adenina; C: Citosina; T: Timina; G: Guanina). Los guiones indican sitios 
con gaps con el haplotipo de referencia (Hap1).
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Tabla 6. Sitios polimórficos entre haplotipos de Galba neotropica y Galba viator basados en un 
fragmento de 426-427 pb del gen 16S. Los nucleótidos de cada posición están denotados con la 
inicial correspondiente (A: Adenina; C: Citosina; T: Timina; G: Guanina). Los guiones indican sitios 
con gaps con el haplotipo de referencia (Hap1).

Tomassi, C. A. y Salas L. B. 

Tabla 7. Caracterización composicional de cada secuencia para los haplotipos de los marcadores COI, 
ITS1, ITS2 y 16S para las especies Galba neotropica y Galba viator. Cada nucleótido está denotado 
con la inicial correspondiente (A: Adenina; C: Citosina; T: Timina; G: Guanina), PB: pares de bases.
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El estudio de los moluscos de la familia Lymnaeidae en Argentina reviste gran importancia sanitaria 
dada sus características epidemiológicas. Estos estudios se centraron en la caracterización de las especies 
involucradas en pos de establecer políticas de control para la zoonosis (Prepelitchi & Wisnivesky.Colli, 
2013). En la provincia de Catamarca la enfermedad está presente tanto en animales como en humanos 
(Malandrini et al., 2012), lo que hace necesario un exhaustivo trabajo de base para la identificación y 
caracterización de las especies presentes en la provincia.

Los cuatro marcadores empleados permitieron reconfirmar la presencia de dos especies de gasterópodos 
del género Galba en distintos ambientes de la provincia de Catamarca G. viator y G. neotropica. Esto 
coincide con lo estipulado con autores previos en el empleo de estos marcadores para la identificación 
de huéspedes intermediarios.

En este trabajo se identificaron 8 haplotipos nuevos para las especies Galba viator y Galba neotropica, lo 
que aporta nueva información sobre este complejo de especies. Los haplotipos restantes corresponden a 
identificaciones con secuencias ya registradas en la base de datos de GenBank. De este modo, uno de los 
haplotipos de COI de Galba neotropica, presente en las localidades de El Alto, San Antonio e Infiernillo, 
se presenta como el mismo encontrado previamente para las localidades de Tatón e Ipizca. Este hecho 
podría ser explicado por un mismo evento introductorio de esta especie que logró dispersarse a los 
diferentes sitios. Por su parte, uno de los haplotipos identificados para ITS1 presente en las localidades de 
Aconquija, San Antonio, El Alto, Escaba, Icaño, Infiernillo, Ipizca, y Ruta 40, corresponde en un 100% 
a un haplotipo ya identificado en la provincia de Santa Fe por Pujadas et al. (2015). Finalmente, uno de 
los haplotipos del marcador 16S concuerda con el ya descripto por Bargues et al. (2016) para las zonas 
de Tatón e Ipizca. Con estos nuevos datos su distribución se amplía a las localidades de Aconquija, El 
Alto, Infiernillo, Ruta 40 e Icaño. La concordancia de estos haplotipos con los registrados por Bargues 
et al., (2016) marcan la presencia de especímenes de Galba con la misma variabilidad molecular para 
diferentes sitios de la provincia, lo que sugiere una situación epidemiológica similar para los diferentes 
ambientes en Catamarca, que podrían ser tratados de igual manera para el control del vector.

De los cuatro marcadores analizados, ITS1 fue el que presentó mayor variabilidad en lo referente a sus 
64 sitios segregantes entre sus haplotipos, lo que lo convierte en un marcador robusto para diferenciación 
y caracterización de especímenes.

Los aspectos composicionales de cada haplotipo (cantidad de cada una de las bases, frecuencia relativa, 
contenido de G+C y A+T) se detalla en la Tabla 17. En la misma se muestra como existe una mayor 
composición de A+T para los marcadores COI y 16S y de G+C para ITS1 e ITS2.

Si bien los niveles de diversidad genética fueron levemente distintos entre los cuatro marcadores 
estudiados (COI: HD = 0,821, π = 0,01930; ITS1: HD = 0,462, π = 0,04108; ITS2: HD = 0,485, π 
= 0,01334; 16S: HD = 0,436, π = 0,00615), se evidenciaron valores altos de diversidad haplotípica 
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y nucleotídica en todos ellos. Lo que puede ser explicado debido a un aumento de la variabilidad y 
la posibilidad de que coexistan diferentes haplotipos, esto ocasionado por eventos introductorios de 
distintos orígenes (Grant & Bowen, 1998; Kolbe et al., 2007).

CONCLUSIONES

El incremento en la diversidad de nuevas secuencias de ADN para el género estudiado permite establecer 
nuevas herramientas en la descripción de estos vectores, facilitando la generación de estrategias de 
control que evalúen su dispersión. El enfoque taxonómico permite un estudio más completo de su 
distribución y características biológicas en conjunto con la nueva información genética de la diversidad 
de Galba.

Estos resultados constituyen un primer registro de este tipo de análisis, para este género de gasterópodos, 
que pueden ser empleados para entender la diversidad haplotípica de esta familia y para establecer 
nuevas hipótesis sobre su divergencia.
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