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Summary

In the present work, helminths was explored in carnivores feces that inhabit in a wetland of Buenos Aires
province, Argentina. The aim of this exploratory study was to identify invasive parasites through microscopic
and molecular tools. Carnivore feces were collected in Mar Chiquita lagoon, Buenos Aires Province,
Argentina. Parasitological and ADN studies were performed. PCR amplifications showed that 8 samples were
positive to canids, 2 samples to felids and 1 sample to carnivore. This carnivore DNA was sequenced and
identified as Lycalopex gymnocercus. Likewise, 19 parasitic species were identified. Diphyllobothrid (Cestoda)
and digenea parasites were found in all feces. These findings showed the importance of aquatic resources for
these carnivores in the wetland. Although the pampas fox populations in the Pampean region have been
exposed to an ancient invasion of exatic species, in this exploratory study only Eucoleus spp. could have been
introduced by dogs and cats in this ecosystem.

Key-words: Coproparasitology. Wildlife parasitology. Helminths. Biological invasions.

Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo explorar la presencia de helmintos en heces de zorro gris (Lycalopex
gymnocercus Fisher, 1814) en un humedal, especialmente, para identificar parasitos invasores. Se colectaron
heces de carnivoros halladas en la zona de la Albufera de Mar Chiquita, provincia de Buenos Aires, Argentina,
que fueron sometidas a exdmenes de ADN para corroborar su origen zooldgico. Se realizaron exdmenes
parasitoldgicos mediante microscopia y la identidad de los helmintos mas frecuentes fue corroborada mediante
técnicas moleculares. Los resultados del analisis molecular de las heces mostraron ocho muestras positivas para
canidos, 2 para felinos y 1 para carnivoro. La secuencia de ADN de esta Ultima correspondié a Lycalopex
gymnocercus. El analisis microscopico permitio identificar 19 especies parasitarias. Digeneos y cestodes
diphyllobothrideos fueron hallados en todas las heces, lo cual demuestra la importancia de los recursos
acuaticos para estos carnivoros en el humedal. Aunque las poblaciones de zorros grises de la regién pampeana
estan expuestos a una antigua invasion de especies exoticas, aqui, inicamente Eucoleus spp. podria tener origen
en la introduccion de perros y gatos al ecosistema.

Palabras clave: Coproparasitologia. Parasitologia de vida silvestre. Helmintos. Invasiones biolédgicas.

Introduccion tanto monoxenos como heteroxenos-, como por la
dispersion de algunos de los parasitos de sus presas
(para aquellos en que la presa es hospedador
definitivo y donde los huevos son liberados en el
sistema digestivo del carnivoro para luego integrar
las heces de éstos). En general, en los ecosistemas
nativos la invasién de especies exdticas continda
creciendo (4) y, ademas de sus efectos de predacion
0 competencia, éstas pueden introducir virus y
bacterias con posibles consecuencias negativas para
la biodiversidad (5, 6). Las invasiones bioldgicas
también pueden alterar la composicion de las
comunidades parasitarias, aunque su estudio adn
tiene escaso tratamiento (7). Especies como el zorro
gris, que demuestran cierto grado de sinantropia en
algunos escenarios (8), puede incrementar su
exposicion a especies parasitarias invasoras en el
ambiente antropico rural y tanto su frecuencia como
las consecuencias de ello tiene pocos antecedentes.
En la region existen escasos reportes sobre la
diversidad parasitaria en los carnivoros terrestres (9;
10; 11) y el presente trabajo tiene como objetivo
explorar, especialmente, la presencia de helmintos
invasores en heces de carnivoros en un humedal
pampeano. Ello es indispensable, por ejemplo, para
estimar el impacto de ciertas invasiones bioldgicas
sobre la comunidad bioldgica nativa.

Los ecosistemas nativos son sometidos a una
intensa presion humana, en especial cuando se hallan
inmersos en regiones altamente productivas o
préximas a grandes centros urbanos, como sucede en
el area de la alblfera de Mar Chiquita, un humedal
ubicado en la Pampa Hlmeda argentina.
Actualmente, la albdfera esta protegida y alberga una
gran diversidad biolégica (1), incluyendo a los
mayores carnivoros silvestres que sobreviven en la
zona, el zorro gris, Lycalopex gymnocercus Fisher,
1814, y el gato montés, Oncifelis geoffroyi d'Orbigny
& Gervais, 1844, ademas de otros predadores
menores como mustélidos -Galictis cuja Molina,
1782, y Conepatus chinga Molina, 1782- vy
marsupiales -Didelphis albiventris Lund, 1840, y
Lutreolina crassicaudata Desmarest, 1804. Los
carnivoros  pueden intervenir  directa 0
indirectamente  sobre la diversidad de las
comunidades mediante sus interacciones troficas (2),
aunque también ejercen una influencia importante
para la supracomunidad parasitaria (todas las
poblaciones parasitarias dentro de un ecosistema
determinado, sensu [3]), por la dispersién de formas
infectivas de parasitos propios a través de sus heces—
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Materiales y Métodos

Durante el afio 2017 se colectaron heces de
carnivoros halladas en un agroecosistema lindante a
la Albufera de Mar Chiquita, ubicada en la provincia
de Buenos Aires, Argentina, y que fuera declarada
por la UNESCO como Reserva Mundial de la
Biosfera en el afio 1996. Esta Alblfera presenta un
ambiente heterogéneo que comprende diversos
ecosistemas como pastizales, praderas salinas,
lagunas y dunas (12). La Reserva protege unas
26.488 has y estd rodeada por un agroecosistema
donde los pastizales autoctonos quedaron relegados a
parcelas poco productivas y corredores asociados a
caminos, margenes de cursos de agua y cercos. Las
heces se colectaron en bolsas de papel y se secaron
naturalmente. Posteriormente fueron fijadas en
etanol 98%. Se seleccionaron doce muestras fecales
colectadas de las margenes de un camino rural
durante el otofio. El origen zooldgico de las heces
fue asignado por su morfologia y por su didmetro
méximo (13). Debido a que la determinacion
zooldgica de las heces puede ser problematica
cuando el area de estudio es habitada por especies
simpatricas de porte similar, se explor6 una
estrategia robusta y asequible para establecer el
origen zooldgico de las heces de carnivoros en la
zona. En tal sentido, se tomaron 100-300mg de cada
muestra por duplicado y se lavaron tres veces con
Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x estéril. Se aislé
el ADN genomico utilizando el kit AccuPrep®
Genomic DNA  Extraction Kit (Bioneer)
reemplazando el buffer TL (Tissue Lysis) por el buffer
SL (Stool Lysis) 6ptimo para la lisis de muestras de
material fecal (del kit AccuPrep ® Stool DNA
Extraction), aplicando el protocolo de este ultimo Kkit.
Para discriminar entre canidos y felinos se realizaron
amplificaciones por PCR de fragmentos génicos de
ADN mitocondrial. La identificacion de cénidos fue
realizada utilizando los oligonucledtidos PEX3F y
H3R (14) para amplificar un fragmento de 146 pb de la
region control mitocondrial. Por otro lado, para
detectar ADN de felinos se utilizaron los
oligonuclettidos NAD5C2F y NAD5C2R (15) que
permiten amplificar un fragmento de 160 pb del gen
mitocondrial nad5 (subunidad 5 de la NADH
deshidrogenasa). En aquellos casos en los que los
resultados con los pares de oligonucleotidos
mencionados anteriormente resultaron negativos, se
realizaron los estudios utilizando oligonucleétidos
especificos para carnivoros CARN-16S-F y CARN-
16S-R (16) que permiten amplificar un fragmento de
257-263 bp de la subunidad ribosomal 16s del ADN
mitocondrial. En algunos casos, fue necesaria la
secuenciacion de los productos de PCR obtenidos para
determinar la especie en cuestién. Todos los productos

de PCR fueron separados mediante electroforesis en
geles de agarosa (Ultrapure, Invitrogen) al 2% (m/v)
por tincién del ADN con el fluoréforo SYBRGold
(Invitrogen). Otra fraccion de 3ml de cada muestra
fue disuelta y rehidratada en buffer PBS 1x por 48 h
a 4°C. Posteriormente, se tamizd en una malla de
300um y se sometio a sedimentacion espontanea por
2 h (17). Se observaron preparados transitorios bajo
el microscopio Optico (x40) y los restos parasitarios
se identificaron con ayuda de literatura tanto general
como especifica (18; 19; 20; 21). En los casos en que
los restos parasitarios fueron mas abundantes, éstos
se aislaron manualmente mediante el uso de
capilares modificados (22) y se guardaron en tubos
de 200 pl con 5 ul de PBS 1X a -20°C para su
identificacion molecular a través de las técnicas de
PCR y secuenciacion de los fragmentos obtenidos
utilizando los pares de oligonucle6tidos JB3/JB45 y
COX1NEMF/COX1INEMRespecificos para digeneos
y ascarididos, y capillaridos, respectivamente (23;
24). Las extracciones de ADN y las amplificaciones
por PCR a partir de huevos de los nematodes
mencionados se realizaron siguiendo los protocolos y
métodos adaptados en el laboratorio (9).

Resultados y Discusion

El examen molecular permitié definir en ambas
réplicas de cada muestra el origen zool6gico y solo
se obtuvo una muestra negativa por PCR. Acorde al
tamafio esperado de los fragmentos de ADN
amplificados, se observaron 8 muestras positivas
para canidos, otras 2 para felinos y 1 para carnivoro
(Tabla 1). Las secuencias de ADN obtenidas de esta
Gltima muestra indicd su identidad como L.
gymnocercus (97% de identidad con secuencias
gendmicas de Lycalopex spp. depositadas en
GenBank). Los resultados moleculares como los
parasitos presentes y el didmetro maximo de las
heces (12,3-16mm), sugieren que corresponderian al
Unico céanido silvestre en la zona, L. gymnocercus.
Solo la muestra, F253 present6 un didmetro mayor al
resto (26,5mm) y fue la UOnica negativa para
parésitos, por lo que ambas evidencias sugieren que
la misma corresponderia a un perro. Las muestras
positivas para felinos podrian corresponder tanto a
O. geoffroyi como a gato doméstico, Felis catus,
debido a que ambos poseen una talla similar.

A través de las caracteristicas morfoldgicas de las
heces, cuatro de las muestras estudiadas fueron
asignadas a felinos, aunque la identificacion
molecular las asigné a céanidos. En estos casos, Si
bien la forma (13) y el diametro méaximo de las heces
(25) son utiles para su asignacion zooldgica, el uso
exclusivo de estos criterios puede generar errores ain
en recolectores experimentados y especialmente en
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areas ocupadas por especies simpatricas de talla
similar (26). La combinacién de la informacion
molecular, contenido parasitario y morfologia de las
heces permiti6 discriminar entre canidos silvestres y
domésticos.  Ademas, la  utilizacion  de
oligonucledtidos especificos redujo los costos y los
tiempos al no requerir la secuenciacion de todos los
productos de PCR. Ver Tabla 1 al final del articulo.

En total, se identificaron 18 especies de
helmintos (Fig. 1; Tabla 1) y un ectoparasito,
Demodex sp. (160 x 27,5 um), hallado en la muestra
F244. Se identificaron unas 12 especies de
nematodes, siendo E. bohemi el nematode mas
frecuente y cuyo registro representa el primero para
L. gymnocercus (36), 3 especies de cestodes,
incluidos al menos dos hymenolepidos, y se
identificaron 3 especies de digeneos, incluido un
opistorchido, probablemente Clonorchis sp., siendo
el primer antecedente para canidos silvestres de
Argentina (36). Se amplifico ADN de los huevos de
los helmintos hallados con mayor frecuencia y
densidad (Eucoleus sp., Lagochilascaris sp. y Alaria
sp.), pudiéndose corroborar su identidad en la
categoria de género (NUmeros de acceso del
Genbank: Eucoleus sp. MT340865.1 y Alaria sp.
MT328804.1, MT328805.1, MT328806.1). En todas
las heces asignadas a carnivoros silvestres hubo
poliparasitismo, con una media de 5,6 especies
detectadas.

THEN) &
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Figura 1. Algunos de los huevos hallados en las heces de
carnivoros: (a) Lagochilascaris sp. (b) Huevos de capilaridos
similares a Eucloeus boehmi (izquierda) y Eucoleus aerophilus
(derecha). (c) Strongyloides sp. (d) Strongilido no identificado. (e)
Spirurida gen. sp. similar a Physaloptera sp. (f) Ancilostémido.
(9) Spirurida gen. sp., probablemente Protospirura sp. (h)
Spirometra sp. (i) Hymenoplepididae gen. sp. (j) Alaria sp. (i)
Dicrocoelliido similar a Athesmia sp. (j) Opistorchiido,
probablemente Clonorchis sp. Escala = 40um.
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Los examenes no invasivos -como los
coproldgicos- facilitan el estudio parasitologico
sobre especies amenazadas y también en situaciones
en donde legislacion referente a pueblos originarios e
incluso argumentos éticos acerca del sacrificio de
animales (27) generan cuestionamientos. Sin
embargo, la identificacion de los helmintos
intestinales mediante el examen de sus huevos es
posible en pocas especies debido a la escasez de
rasgos de valor taxondmico como también a la falta
de descripciones taxonomicas detalladas de los
mismos. Por lo tanto, se debe contemplar esta
demanda y proveer de un mayor detalle, tanto
métrico como morfolégico, de los huevos de
helmintos  gastrointestinales en las  futuras
descripciones taxonomicas.

Los helmintos gastrointestinales hallados en las
heces de los predadores pueden provenir del contacto
directo con formas infectivas presentes en el suelo o
en hospedadores infectados y de la predacién sobre

hospedadores  intermediarios y  paraténicos.
Asimismo, parte de las especies parasitarias
detectadas pueden resultar de la ingesta de
hospedadores definitivos parasitados

(pseudoparasitismo por parasitos en transito), lo que
puede sobreestimar la riqueza de los ensambles
hallados para L. gymnocercus, dada su mayor
amplitud trofica. Este cénido posee una dieta
generalista, omnivora 'y  oportunista  (28),
observdndose en diferentes ecosistemas un
predominio de roedores y artrépodos (29; 30; 31),
aunque en Mar Chiquita, los digeneos y
diphyllobothrideos identificados indican la ingesta
de aves (hospedadores paraténicos) o de reptiles y
anfibios (hospedadores intermediarios). La ingesta
incluso esporadica de aves acuaticas adultas podria
acumular un elevado nimero de formas infectivas
debido a que las mismas son hospedadores
paraténicos. Por su parte, O. geoffroyi se considera
un predador especializado en vertebrados (32; 33) y
seglin un estudio escatoldgico, las aves acuaticas son
un componente importante en la dieta durante todo el
afio en Mar Chiquita (34).

Los digeneos vy diphyllobothrideos fueron
hallados en todas las heces asignadas a carnivoros
silvestres, lo cual demuestra el uso de recursos
vinculados al medio acuatico. Resultados similares
se obtuvieron en coprolitos de zorros colorados,
Lycalopex culpaeus, del Holoceno Medio vy
recuperados de un sitio arqueolégico proximo al rio
Chubut, en Patagonia (35).

Definir qué helminto es invasor implica
determinar la identidad especifica de los helmintos
de hospedadores silvestres y ello también puede ser
problematico debido a la frecuente existencia de
cripticismo (37).

En la presente exploracion coproparasitoldgica,
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Gnicamente aquellos huevos compatibles con E.
bohemi y E. aerophilus podrian asociarse a la
invasion por carnivoros domésticos. Sin embargo,
aunque el hallazgo de helmintos de mamiferos
domésticos en mamiferos silvestres suele ser
interpretado como resultado de la introduccion de
especies exoticas, evidencias arqueoldgicas tanto en
Patagonia como en la Puna demuestran que, al
menos a nivel genérico, numerosos helmintos
comunes en mamiferos domésticos — por ejemplo,
Eucoleus sp., Toxocara sp., Trichuris sp. vy
Toxascaris sp.- parasitaron mamiferos prehispanicos
en Sudamerica (38; 39). La regi6n pampeana tiene
una larga historia de modificaciones humanas y de
invasion de especies exdéticas. Aunque las especies
invasoras frecuentemente experimentan una pérdida
de parte de sus ensambles parasitarios en dicho
proceso (40, 41), las invasiones por perros y gatos a
ecosistemas nativos son muy antiguas y recurrentes
hasta el presente por lo que podria esperarse un
efecto notorio en las comunidades de parésitos de los
carnivoros silvestres. Sin embargo, la presente
exploracién coproparasitoldgica no refleja el impacto
presumible en los ensambles parasitarios para una
invasion tan intensa.
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Helmintos hallados

Morfometria de los huevos (um) en las muestras positivas

Lagochilascaris sp.

F237: 62,5-67,5 (65,2+2,3; n=6) X 42,5-61,2 (52,2+7,4; n=6)
F244: 62,5-67,5 (65£2,2; n=9) X 50-60 (55+4,6; n=9)

F248: 62,5-67,5 (65,9 +2.7; n=4) X 55-60 (57,5% 2,0; n=4)
F251: 62,5 X 62,5

F260: 62,5 X 62,5

Eucoleus boehmi?

F237: 47,5-55 (52,7+2.4; n=15) x 25-32,5 (29,5+2,1; n=15)
F238:50x 31,2

F240: 45-47,5 (46,2+1,5; n=4) x 17,5-26,2 (23,4+4; n=4)
F244: 47,5-57,5 (52,5£3; n=15) x 25-32,5 (301,9; n=13)
F248: 252,5-55 (53,7 £1; n=4) x 30-32,5 (30,6 +1,2; n=4)
F250:52,5x 27,5

F256: 43,7 x 23,7

F263: 55 x 26,2

Capillariinae gen. sp.

F237: 51,2-55 (53,5+1,6; n=5) x 25-28,7 (27,2+1,4; n=5)
F244: 65 x 30
F248: 51,2-53,7 (52,5 £1,8; n=2) x 27,5-28,7 (28,1 +0,9; n=2)

Eucoleus aerophilus?

F244: 50-58,7 (54,1+2,4; n=16) x 22,5-27,5 (25+1,2; n=16)
F251: 47.5-61,2 (54.449,8; n=2) x 25-31,2 (28,1+4,4; n=2)
F263: 50-57,5 (54,2+3,8; n=3) x 26,2-27,5 (27,1+0,7; n=3)

Ancylostomatidae gen. sp.

F248: 57,5-65 (61,9+ 3,7; n=4) x 37,5-43,7 (39,7+2,9; n=4)

Strongylida gen. sp.

F238: 88,7 x 46,2
F240: 55-62,5 (60+3,1; n=6) x 35-42,5 (38,75+3,1; n=6)
F248: 100-125(111,5 10,9; n=4) x50-58,7(54 3,7; n=4)

Strongiloides sp.

F238: 45-55 (50+4,1; n=4) x 18,7-30 (24,7+5; n=4)
F240: 47,5-60 (54,2+6,3) x 27,5-30 (29+1,4; n=3

F248: 45-57,5 (50 4,7; n=6) x 20-42,5 (31,9 +10,0; n=6)
F250: SD

F256: 45 x 35

Spirurida gen. spp.

F238: 50-57,5 x 45-50
F260: 55 x 42,5
F263: 62,5-72,5(67,5 7,1; n=2) x 42,5-47,5(45 3,5; n=2)?

Hymenolepididae gen. spp.

F23750 x 47,5
F24455-66,25 (59,25+5,8; n=5) x 55-65 (53,546,5; N=5)
F25162,5-77,5 (70+10,6; n=2) X SD

Spirometra sp.

F250: 60-68,7 (64,6+ 2,6; n=17) X 32.5-40 (36,3% 2,1; n=16)
F251: 65 x 32,5
F260: 58,7-62,5 (60,6+1,5; n=6) X 35-42,5 (39,4+3,3; n=4)

F237: 120-132,5 (123,4%6,1; n=4) x 65-70 (66,2+1; n=4)
F238:107,5x 57,5

F240:102-125 (119,4+11,25; n=4) x 60-72,5 (66+5; n=5)
F244:105-132,5 (122,5+13,1; n=4) x 45-77,5 (63,7+13,6; n=4)
F248:125-135 (128,2 +4,3; n=5) X 58,7-67,5 (64,2 +3,7;n=5)

Alaria sp. F250:115-130 (121,8 +5,7; n=7) x 66,2-72,5 (69,4 £3,1; n=6)
F251: SD
F252: 120 x SD
F256: 120-130 (125+1,8; n=2) x 62,5 (62,5 +0; n=1)
F260: 115-130 (123,3+7,6; n=3) x 72,5-75 (73,7+1.8; n=2)
F263: 112,5 x 65
F237:33,7x 18,7
F244: 28,7-35 (32,2+1,9; n=15) x 16,2-22,5 (21,1+1,8; n=15)
A . F248: 27,5-32,5 (30 £2,5; n=3) x 17,5-22,5 (20 +2,5; n=3
thesmia sp.

F250: 30 x 25
F251:32,5x22,5
F260: 31,2 (31,240; n=2) x 20-22.5 (21,2+1,8; n=2)

Clonorchis sp.?

F240: 20x10
F244: 18,75-22,5 (20,3+1,1; n=8) x 11,2-12,5 (1240,6; n=8)
F251: 20-25 (22,543,5; n=2) x 12,5-13,7 (13,1%0,9; n=2)
F252: 21,2-22,5 (21,9+0,9; n=2) x 11,2-12,5 (11,940,9; n=2)
F256: 20-21,2 (20,6£0,9; n=2) x 11,2 (11,20; n=2)

F260: 20 X 12,5

F263: 21,2 x 11,2

Tabla 2. Detalle morfométrico de los huevos hallados en cada muestra. (SD) Los huevos hallados no fueron medidos. (1)
Similar a Protospirura sp. (2) Similar a Physaloptera sp.
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