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Investigacion Basica

Pomacea canaliculata es un caracol de agua dulce autdctono de nuestro pais
que ha alcanzado notoriedad internacional por su alta capacidad invasiva y
ademas, por ser huésped intermediario de Angiostrongylus cantonensis, el
agente causal de la meningitis eosindfila en humanos. En los ultimos afios, ha
crecido su interés como un organismo modelo indicador de diferentes téxicos
presentes en el agua, particularmente de compuestos organicos conteniendo
metales en su estructura como el tributilestafio (TBT). Durante los ultimos
anos, nuestro laboratorio ha centrado su atencion en diversos aspectos de la
ecofisiologia reproductiva de este animal (3 tesis defendidas, 1996, 2007,
2011) y hemos logrado sentar una base sélida sobre la organogénesis de los
organos reproductivos de esta especie dioica. El aparato reproductor del
macho es un 6rgano complejo compuesto por diversos tejidos, destacandose la
presencia de una vaina que forma un canal por donde circula el pene y con
glandulas exocrinas y plausiblemente paracrinas. Por su parte, la
organogénesis de estas estructuras se detiene en hembras adultas normales y
practicamente permanece como un rudimento durante toda su vida; sin
embargo, en presencia de TBT se observa un efecto inductor de la
organogeénesis del rudimento copulatorio y ademas, un efecto spermicida sobre
el receptaculo seminal de la hembra. Por tanto, en este proyecto proponemos
avanzar con un estudio integral que incluye los posibles blancos y mecanismos
que subyacen al efecto del TBT sobre las hembras de este animal. Son
objetivos especificos conocer: a) la morfologia interna del receptaculo seminal
de la hembra, que es extraordinariamente compleja, y que es un 6rgano clave
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de la reproduccion de esta especie por ser el lugar de acumulacion de
espermatozoides después de la copulacion, y por ser ademas el lugar de la
fertilizacion; 2) la interaccion entre los compuestos organoestafiosos y el
desarrollo del rudimento copulatorio de la hembra, 6rgano que se desarrolla a
los pocos dias de la eclosién y que continua creciendo aun después de la
madurez sexual y 3) la interaccidén entre los compuestos organoestafiosos y los
ganglios neurales, lo que puede estar a la base del efecto inhibitorio de estos
compuestos sobre el comportamiento sexual y el de oviposicion.

La ampularia Pomacea canaliculata (Architaenioglossa, Ampullaridae) es un
caracol de agua dulce (apple snail, en inglés) originario de la cuenca del Plata,
qgue se encuentra en todo el centro norte de nuestro pais (por debajo de los
800 msm, Cazzaniga, 1987), asi como en Uruguay, Paraguay y sur de Brasil
(Cazzaniga, 1987; Hayes et al., 2012).

Esta especie, inofensiva en su ambito natural en Argentina (Cazzaniga, 2006),
se ha convertido en una plaga de los arrozales y otros cultivos inundados en
muchos paises en los que se ha dispersado antropogénicamente, incluyendo
parte de la India, Japon, sur de China y Estados Unidos (principalmente Florida
y Hawai) (Rawlings et al., 2007; Hayes et al., 2008). Ademas y recientemente,
ha invadido el delta del Ebro, importante zona arrocera de Espana (Oscoz et
al., 2010).

Su gran impacto como plaga invasora se basa principalmente en (1) su
potencial reproductivo, (2) su resistencia a cambios estacionales en la
temperatura y en la disponibilidad de alimento y agua, y (3) su resistencia a
organismos patdgenos.

En el presente proyecto nos enfocaremos en algunos aspectos de su
ecofisiologia reproductiva y su modificacidon por contaminantes ambientales
organoestanosos y su agonista enddégeno, el acido 9-cis retinoico.
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El presente proyecto esta enfocado en dos puntos claves de la accién de los
organoestafnosos sobre aspectos de la reproduccion de la ampularia Pomacea
canaliculata:

1.

La relacion estructura/funcion en el receptaculo seminal y su alteracion por
tributilestafio: El receptaculo seminal es un punto clave del tracto genital
femenino, porque es donde se realiza la fertilizacién. Esta ocurre por la
interaccion de los ovocitos que bajan desde el ovario a través de un
oviducto enrollado, y los espermatozoides que la hembra acumula en la
region sacular después de cada copulacion. Un estudio nuestro reciente ha
mostrado una accion deletérea del tributilestafio sobre los espermatozoides
acumulados en el receptaculo (Giraud-Billoud et al., 2013), sin embargo no
resulta claro el sitio exacto de esta accion (el receptaculo es una estructura
muy compleja e imperfectamente conocida) ni cual o cuales de los tipos de
espermatozoides que genera esta ampularia (Gamarra-Luques et al.,
2006; Winik et al., 2009) es el que resulta mas afectado.

La interaccion entre el estado de desarrollo del aparato copulatorio y los
organostafosos: El aparato copulatorio de los ampularidos es analogo a
un tubérculo falico o clitoris, que puede ser el blanco de diversos
compuestos androtroficos, entre ellos el tributilestafio (Giraud-Billoud et al.,
2013). Esta presente desde poco después del nacimiento y continua su
desarrollo aun después de la madurez sexual (Gamarra-Luques et al.,
2013). Como tal es una peculiaridad de los ampularidos, ya que no esta
presente en los demas cenogasterépodos. En particular se desconoce si
los organoestanosos tienen diferentes acciones sobre los distintos estadios
del desarrollo postnatal que propusimos en (Gamarra-Luques et al., 2013).
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Giraud-Billoud, M., Vega, I.A., Wuilloud, R.G., Clement, M.E. & Castro-Vazquez,
A. 2013. Imposex and novel mechanisms of reproductive failure induced by
tributyltin (TBT) in the freshwater snail Pomacea canaliculata. Environmental
Toxicology and Chemistry 32.

Winik, B., Catalan, N., Gamarra-Luques, C. & Castro-Vazquez, A. 2009.
Ectaquasperm-like parasperm in an internally fertilizing gastropod. Invertebrate
Biology 128: 223-231.

Nuestro objetivo general es continuar nuestros estudios en proyectos
anteriores sobre el mecanismo de accion de los compuestos organoestafiosos
(y su agonista enddgeno, el acido 9-cis retinoico) sobre algunos procesos
reproductivos de esta ampularia, los que podrian utilizarse como
bioindicadores de contaminacion del agua.

Nuestros objetivos especificos son:

1. Conocer la morfologia interna del receptaculo seminal de la hembra, que es
extraordinariamente compleja (hallazgos preliminares de Catalan de Canelada,
2007), y que es un organo clave de la reproduccion de esta especie por ser el

lugar de acumulacion de espermatozoides después de la copulacién, y por ser
ademas el lugar de la fertilizacion.

2. La interaccion entre los compuestos organoestafiosos y el desarrollo del
rudimento copulatorio de la hembra, 6rgano que se desarrolla a los pocos dias
de la eclosion y que continua creciendo aun después de la madurez sexual
(Gamarra-Luques et al., 2013; Giraud-Billoud et al., 2013).

3. La interaccion entre los compuestos organoestafiosos y los ganglios
neurales, lo que puede estar a la base del efecto inhibitorio de estos
compuestos sobre el comportamiento sexual y el de oviposicion (Giraud-Billoud
et al., 2013).
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Hipétesis de
Trabajo

Metodologia

La hipotesis de trabajo es que los compuestos organoestafiosos y su ligando
endogeno pueden estar actuando sobre tres aspectos de la fisiologia

reproductiva femenina en la ampularia Pomacea canaliculata, los tres aspectos

basados en una reciente contribuciéon (Giraud-Billoud et al., 2013):
1. Un efecto espermicida directo sobre el receptaculo seminal

2. Un efecto androtrofico sobre el rudimento copulatorio.

3. Un efecto neurotdxico sobre los ganglios neurales.

Referencias:

Giraud-Billoud, M., Vega, I.A., Wuilloud, R.G., Clement, M.E. & Castro-Vazquez,

A. 2013. Imposex and novel mechanisms of reproductive failure induced by
tributyltin (TBT) in the freshwater snail Pomacea canaliculata. Environmental
Toxicology and Chemistry 32: 2365-2371.

1. Animales: Se utilizara la cepa de cultivo de Pomacea canaliculata, originaria

del Lago del Rosedal (Palermo, Buenos Aires) que hemos utilizado en casi
todos nuestros estudios anteriores. Los animales son mantenidos a 26 + 1
°C, con un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 hs de oscuridad, y son
alimentados con una dieta mixta consistente en lechuga, alimento
balanceado para peces, huevos desecados y papel. El tributilestafo y el
acido 9-cis retinoico se administraran por via intrapodal.

2. Microdisecciones: Las muestras de tejido (receptaculo, rudimento

copulatorio) seran fijadas en liquido de Raillet-Henry (agua destilada, 930
ml; cloruro de sodio, 6 g; formol 40%, 50 ml; y acido acético, 20 ml) y seran
disecadas en un microscopio estereoscépico y sus medidas registradas.
Algunas piezas seleccionadas se prepararan para microscopia de barrido
(ver siguiente).

. Microscopia: Las muestras seran fijadas en liquido de Raillet-Henry para

microscopia optica y de barrido. En este ultimo caso, se deshidrataran a
punto critico y seran doradas para su observacién en un microscopio LEO
1450VP. Para microscopia electronica, la fijacion se hara en 4%
paraformaldehido - 2.5% glutaraldehido en buffer fosfato 0.1 M, pH 7.4,
postfijadas en 1% tetréxido de osmio y 2% acetato de uranilo e incluidas
en resina de Spurr. Los cortes ultrafinos se contrastaran con acetato de
uranilo y citrato de plomo y se observaran en un microscopio Zeiss 900.
Las micrografias opticas se obtendran con un microscopio Nikon 80i.

. Inmunocitoquimica para el marcador de activacion neuronal c-fos: Se

utilizara un anticuerpo especifico (Santa Cruz)

. Reconstrucciones 3D: las piezas que seran reconstruidas

tridimensionalmente seran fijadas en Raillet-Henry, incluidas en parafina,
cortadas seriadamente y seran reconstruidas con el software Reconstruct,
version 1.1.0.1 (Fiala, 2005), obtenido de Synapse Web, Kristen M. Harris,
PI, http://synapses.clm.utexas.edu/. La preparacion de los modelos PDF-3D
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se hara de acuerdo a los procedimientos de Ruthensteiner et al.
(Ruthensteiner, 2008; Ruthensteiner & Hel3, 2008) usando los
componentes 3D de Adobe Acrobat 9 Pro Extended software.

Referencias:
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of Microscopy 218: 52-61.
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Ruthensteiner, B. & Hel3, M. 2008. Embedding 3D models of biological
specimens in PDF publications. Microscopy Research and Technique 71: 778-
786.

1. Describir la compleja morfologia del receptaculo seminal, lo que permitira
una mejor comprension del efecto de los organoestafiosos sobre este 6rgano y
los espermatozoides acumulados en él.

2. Establecer la interaccién diferencial de los organoestafosos (y su agonista
enddgeno) en distintas etapas del desarrollo del rudimento copulatorio antes y
después de la maduez sexual.

3. Describir adecuadamente la topografia de los ganglios neurales, y de los
posibles sitios de accién del tributilestafio en ellos.

Reproductive processes and organotins in the apple-snail Pomacea
canaliculata

Our study will utilize as experimental model the freshwater snail Pomacea
canaliculata (Architaenioglossa, Ampullariidae), which is an intermediate host of
human parasites and a notorious invasive species also used as bioindicator of
environmental pollution. The project proposes studies of the effect of organotins
on reproductive processes of this apple snail. 1. To know the internal structure
of the seminal receptacle, the site of sperm storage and where oocytes are
fertilized. 2. To study the interaction of organotins and the development of the
female rudimentary copulatory apparatus, organs that continues to grow in the
adult unexposed females. 3. To determine the relation between organotin
compounds and the nervous system, because of the possible inhibitory effect
on the oviposition and sexual behavior.

Seminal receptacle — sperm storage — female masculinization — neurotoxicity —
tributyltin (TBT) — 9-cis retinoic acid - retinoid X receptor agonists
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Toxicology and Chemistry, 32: 2365-2371, 2013.

25. “A comparative perspective on embryonic development in the Patagonian red snail
Odontocymbiola magellanica (Neogastropoda, Volutidae): Morphology and biochemistry”. Bigatti G,
Giraud-Billoud M, Vega IA, Penchaszadeh PE & Castro-Vazquez A. Zoologischer Anzeiger, en
evaluacién (‘minor revision’).

26. “Plastid 16S rRNA gene and maternal transmission of a unique endosymbiont of the apple snail
Pomacea canaliculata”. Dellagnola F.A., Koch, E., Castro-Vazquez A. & Vega |.A., PLOSOne, enviado.

Experiencia Previa

Ha sido becario del CONICET y de la Organizacion Mundial de la Salud (1972-1976), Investigador
Adjunto del CONICET (1976-1984). Investigador Independiente del CONICET (1984-1994).
Investigador Principal del CONICET desde 1994). En el sistema universitario ha sido Ayudante de
Histologia y Embriologia y de Fisiologia (Universidad del Salvador, 1966-1969), Docente agregado ad-
honorem en Fisiologia (UNCuyo, 1983-1985), Jefe de Trabajos Practicos de Fisiologia (UNCuyo,
1985-1986), Profesor Adjunto de Fisiologia (UNCuyo,1986-1995), Profesor Titular de Fisiologia
(UNCuy0,1995-2011), Profesor Emérito (UNCuyo,desde 2013). Ha contribuido a distintas areas de la
morfologia y ecofisiologia de representantes de la fauna argentina, y en los ultimos 20 afios se ha
centrado en el estudio de Pomacea canaliculata (Ampullariidae). Ha dirigido trece tesis de doctorado, y
esta actualmente dirigiendo una mas.
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Publicaciones en Revistas

Tiburcio Benegas 1910, Mendoza
mgiraudbilloud@gmail.com
1980-08-31

413-5000, int. 2715

153017521

Doctor en Medicina, Doctor en Ciencias Bioldgicas (orientacion
Fisiologia), Especialista en Docencia Universitaria.

10 horas

Profesor Adjunto

Universidad Nacional de Cuyo
Instituto de Fisiologia

\Y

Doctorado

Bidlogos

Investigador

1. “Uric acid accumulation within intracellular crystalloid corpuscles of the midgut gland in Pomacea
canaliculata (Caenogastropoda, Ampullariidae)”. Vega IA, Giraud-Billoud M, Koch E, Gamarra-Luques
C & Castro-Vazquez A. The Veliger 48: 273-283, 2007.

2. “Urate cells and tissues in the South American apple snail Pomacea canaliculata”. Giraud-Billoud
M, Koch E, Vega IA & Castro-Vazquez A. Journal of Molluscan Studies 74: 259-266, 2008.

3. “The calcareous egg capsule of the Patagonian neogastropod Odontocymbiola magellanica:
Morphology, secretion and mineralogy”. Bigatti G, Giraud-Billoud M, Vega IA, Penchaszadeh PE &



Castro-Vazquez A. Journal of Molluscan Studies 76: 279-288, 2010.

4. “Uric acid deposits and estivation in the invasive apple-snail, Pomacea canaliculata’. Giraud-
Billoud, M, Abud, MA, Cueto, JA, Vega, IA, Castro-Vazquez, A. Comparative Biochemistry &
Physiology, Part A, 158: 506-512, 2011.

5. “Haemolymph plasma constituents of the invasive snail Pomacea canaliculata (Caenogastropoda,
Architaenioglossa, Ampullariidae)”. Cueto JA, Giraud-Billoud M, Vega IA & Castro-Vazquez
A. Molluscan Research, 31: 57-60, 2011.

6. “Reproductive organogenesis in the apple snail Pomacea canaliculata.” Gamarra-Luques CD,
Giraud-Billoud M & Castro-Vazquez A. Journal of Molluscan Studies, 79: 147-162, 2012.

7. “Functional anatomy of copulatory organs in Pomacea canaliculata (Caenogastropoda,
Ampullariidae”. Giraud-Billoud M, Gamarra-Luques, CD & Castro-Vazquez A.Zoomorphology, 132:
129-143, 2013.

8. “Antioxidant and molecular chaperone defenses during estivation and arousal in the South
American apple-snail Pomacea canaliculata”. Giraud-Billoud M, Vega, IA, Rinaldi Tosi, Abud, MA,
Calderén, ML & Castro-Vazquez A. Journal of Experimental Biology, 216: 614-622, 2013.

9. “Novel mechanisms of reproductive failure induced by tributyltin (TBT) in the freshwater
snail Pomacea canaliculata’. Giraud-Billoud M, Vega IA, Clément, ME & Castro-Vazquez
A.Experimental Toxicology and Chemistry, 32: 2365-2371, 2013.

10. “A comparative perspective on embryonic development in the Patagonian red

snail Odontocymbiola magellanica (Neogastropoda, Volutidae): Morphology and biochemistry”. Bigatti
G, Giraud-Billoud M, Vega IA, Penchaszadeh PE & Castro-Vazquez A. Zoologischer Anzeiger, en
evaluacioén (‘minor revision’).

Experiencia Previa

Ha sido becario de posgrado y de postdoctorado del CONICET (2006-2013). Es Investigador Asistente
del CONICET (desde 2013). En la Universidad ha sido Ayudante ad-honorem (2001), Ayudante de 2°
(2002-2004) de 1° de Fisiologia (2004-2006), Jefe de Trabajos Practicos de Fisiologia (2006-2011),
Profesor Adjunto de Fisiologia (2011-2013). Ha contribuido a distintas areas de la biologia

de Pomacea canaliculata (Ampullariidae), particularmente a la ecofisiologia de los estados
hipometabdlicos.
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crocecristina@gmail.com
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Instituto de Fisiologia
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Libros Publicados

Capitulos de Libros Publicados
Publicaciones en Revistas

1. Identity and location of the central neural ganglia in the apple snail Pomacea canaliculata
(2013) Giraud-Billoud M, Croce CC, Castro-Vazquez A. Biocell (abstract aceptado).

Experiencia Previa

Es alumna avanzada de la Licenciatura en Ciencias Basicas. Se desempefia desde hace unos meses
en el Laboratorio de Fisiologia del IHEM-CONICET, adiestrandose en microdiseccién y en la
reconstruccion 3D del sistema ganglionar..
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27-35512160-2

Martinez de Rozas 2772, Mendoza

juli.leiva@live.com
1990-10-17

10 horas

Becaria FCM-UNCuyo
Universidad Nacional de Cuyo
Instituto de Fisiologia
No Posee

Otros

Médicos

Becario Alumno
2013-12-01

2015-05-13

Es alumna avanzada de la carrera de Medicina de la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional de Cuyo. Ha sido ayudante ad honorem de Fisiologia desde 2011 hasta la actualidad. Ha
obtenido beca para Iniciacién para Alumnos de la SECyT, FCM, UNcuyo (2012-2013) y actualmente
posee una renovacion de la misma (2013-2014). Se ha desempefnado desde su ingreso a este
laboratorio (2012) en el estudio del efecto de distintos disruptores enddcrinos en animales juveniles y
adultos de Pomacea canaliculata.
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Fecha de Alta en el Proyecto 2014-01-01
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Libros Publicados
Capitulos de Libros Publicados
Publicaciones en Revistas

Experiencia Previa

Equipamiento Disponible

El Instituto de Fisiologia, el Laboratorio de Fisiologia del IHEM-CONICET y el Laboratorio de
Microscopia de Barrido del CCT-CONICET-Mendoza cuentan con todo el equipamiento necesario para
la realizacién de este proyecto.

Equipamiento Solicitado



Descripcion Monto Porcentaje Aportado

No se solicita equipamiento $0 %

Distribucion del Subsidio

Porcentajes
Materiales Viajes Servicios Equipamiento
50% 10% 30% 0%

Monto Estimado
$15000

Bibliografia

10%

Financiamiento de Otro Origen

Institucién Destino Monto Acordado
CONICET Gastos varios del proyecto $7500
FONCYT-ANPCYT gastos varios del proyecto $7000

Disciplinas

Cédigo Nombre Especificacion

0210 Fisiologia Ecotoxicologia reproductiva

Campos de Aplicacién

Coédigo Nombre Especificacion

0437 Contaminacion y saneamiento (ver 0541) contaminacién con organoestafiosos

Cronograma de Actividades

Numero de Mes Numero de Mes de
de Inicio de la Finalizacion de la



Descripcion Actividad

Objetivo 1: Conocer la morfologia interna del 7
receptaculo seminal de la hembra.

Objetivo 2: Conocer la interaccion entre los compuestos 1
organoestanosos y el desarrollo del rudimento
copulatorio de la hembra.

Objetivo 3: Conocer la interacciéon entre los compuestos 12
organoestanosos y los ganglios neurales.

Actividad

18

24

Historico de Estados

Fecha

2013-10-25 08:20:34

2013-10-29 18:57:19
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