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Parasitos como indicadores cronologicos: ADN antiguo
de Nematodirus spathiger (Nematoda: Molineidae) en
coprolitos de camélidos de Patagonia argentina

Parasites as chronological indicators: ancient DNA of Nematodirus spathiger
(Nematoda: molineidae) in camelid coprolites from Patagonia argentina
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Resumen

Los coprolitos hallados en los sitios arqueolégicos
pueden contener restos parasitarios identificables
por sus caracteres morfolégicos y mediante
el andlisis de fragmentos de ADN. Este
diagnéstico preciso nos permite conocer parte
de los ensambles parasitarios de los mamiferos
holocénicos. Los coprolitos de camélidos han
sido recuperados en diversos sitios de Patagonia.
Aqui se informa sobre el analisis de huevos
larvados atribuidos a Nematodirus sp. aislados de
coprolitos de guanaco del sitio arqueoldgico Alero
Destacamento Guardaparque (ADG) ubicado en
la Patagonia Argentina. Los huevos y sus larvas
fueron tentativamente asignados por microscopia
a Nematodirus spathiger Railliet, 1896 y dicha
identidad corroborada mediante el anélisis del ADN
antiguo (ADNa) de dos aislamientos de huevos
larvados. Las secuencias de ADNa obtenidas del
fragmento del gen mitocondrial correspondiente a
la subunidad I de la enzima citocromo ¢ oxidasa
(cox1) mostré un 99% de identidad con secuencias
de N. spathiger. Ademas, un fragmento del 5.8S del
ADN ribosomal (ADNr) confirmé estos resultados
con un 98% de identidad. Este parasito no habia
sido reportado en estudios previos realizados sobre
muestras prehispanicas de camélidos, mientras
que existen reportes de su presencia en guanacos
patagénicos actuales. Nematodirus spathiger es
considerado especifico de bévidos y ovinos, lo que
sugiere que su ocurrencia en guanacos es resultado
de su colonizacién por enteroparasitos exdticos que
llegaron a Patagonia con el ganado europeo. En
consecuencia, este hallazgo demuestra su utilidad
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como indicador temporal para discutir la antigiiedad
de las capas superiores del sitio arqueoldgico ADG.
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Abstract

Coprolites from archaeological sites could contain
parasitic remains. These remains are identified
according to morphological characters and DNA
analysis. Accurate diagnosis allows knowing
part of the parasitic assemblages of mammals
during Holocene. Coprolites of camelids have
been recovered in different archaeological sites
of Patagonia. In the present work, larvated eggs
attribute to Nematodirus sp. isolated from guanaco
coprolites were studied to their accurate identification.
Coprolites were collected in the archaeological
site  Alero Destacamento Guardaparque (ADG)
located in the Meridional Patagonia. Eggs and their
larvae were assigned to Nematodirus spathiger
Railliet, 1896 by morphometric analysis under light
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microscope. Ancient DNA (@aDNA) analysis of two
larvated eggs isolates confirmed parasites identity.
DNA sequences of mitochondrial fragment of
cytochrome ¢ oxidase subunit I (cox1) gene showed
a 99% identity with other N. spathiger sequences.
Also, sequences of 5.8 S ribosomal DNA (rDNA)
fragment confirmed cox1 results with an identity
of 98%. Previous studies on camelids prehispanic
samples not reported N. spathiger, but this
parasite have been reported in current guanacos in
Patagonia. Nematodirus spathiger is considered a
specific bovine and sheep parasite suggesting that
its occurrence in guanacos is a consequence of host
colonization by exotic enteroparasites that arrived in
Patagonia with European cattle. Consequently, this
finding demonstrates its usefulness as a temporary
indicator to discuss the antiquity of the upper layers
of the ADG archaeological site.
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INTRODUCCION

El examen de coprolitos de camélidos
patagbnicos ha producido numerosos registros
parasitolégicos, aunque referidos a unas pocas
especies gastrointestinales. Por ejemplo, los
18 niveles estratigraficos del sitio arqueolégico
Cerro Casa de Piedra 7 (CCP7), ubicado en el
Parque Nacional Perito Moreno (provincia de
Santa Cruz), resultaron positivos para parasitos,
aunque con una baja riqueza de especies. Entre los
nematodes hallados, fue recurrente la presencia de
huevos atribuidos a un molineido, probablemente
Lamanema chavezi Becklund 1963 (Amalfitano
et al. 2017). Similares resultados se obtuvieron en
el examen de coprolitos de camélidos de un sitio
arqueolégico lindante, Cerro Casa de Piedra 5
(CCP5) (Taglioretti, 2015) e incluso en el examen
de coprolitos de predadores que evidenciaron el
consumo de camélidos (Fugassa & Petrigh, 2017).

En el sitio arqueolégico Alero Destacamento
Guardaparque (ADG), ubicado préximo a los sitios
arqueolégicos CCP5 y CCP7 en la Patagonia
meridional, se identificaron huevos de L. chavezi
en coprolitos de guanaco recuperados de los niveles
3 v 7 (Taglioretti, 2015). Asimismo, en los niveles
estratigréaficos 3 y 4 se identificaron huevos larvados

con buena conservacién y que corresponderian a
Nematodirus sp., probablemente Nematodirus
spathiger debido a las caracteristicas de las larvas
en el tercer estadio de desarrollo (L3) que fueron
halladas en los coprolitos (Taglioretti et al. 2017).
Nematodirus spathiger es un helminto parésito
de ovejas (Soulsby, 1987), su presencia no ha sido
reportada en estudios previos realizados sobre
muestras prehispanicas de camélidos de Patagonia
(Fugassa, 2007; Taglioretti et al. 2015; Amalfitano
et al. 2017; entre otros). Asimismo, tampoco se ha
reportado N. spathiger en muestras arqueolégicas
de camélidos de otras regiones (Leguia & Casas,
1999). Sin embargo, N. spathiger fue descrito
en poblaciones actuales de guanacos patagénicos
(Petrigh & Fugassa, 2014; Fugassa, 2015). Estos
elementos permiten sostener que su presencia en
guanacos se debe al proceso de colonizacién europea
y maés precisamente, a la introduccién y dispersién del
ganado ovino en la regién. Por lo tanto, resulta ser un
indicador cronolégico preciso para los coprolitos que
contienen huevos o larvas de este nematode.

El objetivo del trabajo consistié en
corroborar la identidad especifica de este nematode
mediante técnicas para el analisis del ADN antiguo,
aportando nueva informacién para la discusiéon
sobre la antigliedad de determinados coprolitos
recuperados del sitio arqueolégico ADG.

MATERIALES Y METODOS

Se aislaron huevos compatibles con N.
spathiger de coprolitos colectados del nivel 4(a)
del sitio arqueolégico ADG (muestra n°574 de
la colecciéon del Laboratorio de Parasitologia de
Sitios Arqueoldégicos, de la Universidad Nacional
de Mar del Plata) y fechado en 890+70 afios antes
del presente (AP) (766 anos calibrados AP, Curva
de Calibracién para el Hemisferio Sur SHCall3
usando el programa Calib 7.0, Struiver et al. 2014)
(Aschero et al. 1992). El sitio arqueolégico ADG
(47°57'S 72°05'0) se encuentra dentro del Parque
Nacional Perito Moreno en la provincia de Santa
Cruz, a 10 km de la localidad arqueolégica Cerro
Casa de Piedra (Fig. 1). El sitio ADG es un gran
alero (250 m de longitud) situado sobre un cerro de
poca altura y orientado hacia el sudeste. Este alero
consiste en nueve capas arqueoldgicas datadas
desde la mitad del Holoceno tardio hasta tiempos
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Fig. 1. Ubicacién espacial del sitio arqueolégico ADG.

histéricos. Se reporta la presencia de camélidos en
el sitio ADG desde el Holoceno medio -7000 afios
AP- hasta el periodo Histérico (ca. 400-100 afios
AP) (Rindel, 2008). Las capas superiores del sitio
(capas 1 y 2) mostraron evidencias de la presencia
de ganado europeo (ovino) junto con restos de
guanaco (Rindel, 2003).

Los coprolitos fueron asignados a camélidos
por su morfologia y tamafno (Chame, 2003). Las
heces se rehidrataron individualmente en fosfato
trisédico acuoso 0,5% (Callen & Cameron,
1960) durante 2 dias a 4°C. Posteriormente, se
trituraron y tamizaron en una malla con 300pm
de apertura. Los huevos hallados fueron aislados
manualmente bajo microscopio binocular con un
capilar modificado para tal fin (Petrigh & Fugassa,
2014) y colocados en tubos de 200pl con 5ul de
Buffer fosfato salino (PBS) 1x estéril.

RESULTADOS

Dos huevos larvados (L1 y L2) atribuidos
a Nematodirus sp. en base a sus caracteres
morfologicos, fueron aislados para corroborar
su identificacién taxondémica a través de técnicas
moleculares. La identificacién molecular fue llevada

a cabo siguiendo el criterio de autenticidad para
determinar secuencias de ADN antiguo (ADNa)
(Fulton, 2012). En tal sentido, los reactivos para los
analisis de ADNa fueron utilizados exclusivamente
para este propésito y, ademas, cada experimento fue
realizado en é&reas independientes separadas entre
si (Petrigh & Fugassa, 2017). El ADNa fue aislado
tal como fue descripto en Petrigh y Fugassa (2014).
Se utilizd un par de oligonucleétidos especificos:
NEM2F (5-GACAGGTTATGTTTATGAT-3") vy
NEMZ2R (5-AGGAAAACCATGTAAACCAGC-3)
para amplificar con la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) un fragmento del gen mitocondrial
que codifica para la subunidad I de la proteina
citocromo ¢ oxidasa (cox1) de N. spathiger y N.
oiratianus. Asimismo, un fragmento de la subunidad
pequenia 5.8S del ADN ribosomal (ADNr) fue
amplificado por PCR utilizando los oligonucleétidos
NC13F y NCIR (Chilton et al. 1997). Ambos
pares de oligonucleétidos amplifican fragmentos de
100-120 pb, adecuados para amplificar ADNa que
frecuentemente se encuentra fragmentado. La PCR
se realizd6 como fue descrita en Petrigh vy Fugassa
(2017) para ADNa. Se secuenciaron duplicados de
cada fragmento especifico para cada una de las dos
muestras en la Unidad de Genémica del Instituto de
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Biotecnologia del CICVyA (INTA Castelar) / Nodo
Plataforma de Genémica CATG (Argentina). Los
cromatogramas correspondientes a las secuencias
fueron analizados mediante el programa BioEdit
v7.2.0 (Copyright © 1997-2013, Tomm Hall,
Ibis Biosciences). Para la identificacion de las
secuencias de ADNa se realizaron bisquedas de
secuencias homoélogas en el banco de secuencias
de nucleétidos no redundantes del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) utilizando
el algoritmo BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). El porcentaje de identidad entre
dos secuencias (pairwise analysis) fue calculado
con el programa LALIGN (Expasy Bioinformatics
Research tools).

Se hallaron huevos y larvas atribuibles a
Lamanema chavezi (Fig. 2), nematodes especificos
de camélidos, lo cual corrobora la asignaciéon de
las heces a guanacos mediante su morfologia.
Asimismo, se observaron y aislaron huevos grandes
(187,5-230[211,39 7,5; n=9] x 92,5-110[99,17
3,75; n=9] um), de mayor tamaro al de L. chavezi,
elipsoides, de pared lisa, gruesa v trasltcida, siendo
compatibles con N. spathiger (Soulsby, 1987). En
la mayoria de los casos se hall6 en el interior de los

A .’

L .
Fig. 2. Huevo compatible con aquellos de Lamanema
chavezi de la muestra n°574 de ADG. Escala = 40pm.

huevos una larva que presenté una vaina caudal
larga y en algunos casos pudo observarse la cola
bifurcada (Fig. 3) compatible con la de esta especie
(Van Wyk & Mayhew, 2013).

El resultado de la secuenciacion de los
fragmentos especificos amplificados para los huevos
larvados arroj6 una secuencia de ADN de 104 pares
de bases (pb) del gen mitocondrial cox1. La busqueda

Fig. 3. Detalle de la larva hallada en huevos de Nematodirus spathiger recuperados de coprolitos de
la muestra n°574 de ADG. Flecha: Detalle de la terminacién de la cola bifurcada. Escala = 40pm.
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de secuencias homélogas mediante BLAST mostrd
un 99% de identidad con secuencias de N. spathiger
(Namero de acceso del GenBank: KF573749.1)
mientras que una identidad del 93% fue observada
con N. oiratianus (KF573750.1) otro nematode que
parasita pequefios rumiantes (Zhao et al. 2014).

Por otro lado, la secuenciacién del fragmento
correspondiente al gen 5.8S del ADNr arrojé dos
secuencias de 101 pb y 105 pb para cada muestra
de N. spathiger. La comparacién de las dos
secuencias con el programa LALIGN mostré un
1% de diferencias. El analisis de BLAST apoy6 los
resultados del cox1 con un 98% de identidad con
N. spathiger.

DISCUSION

En el presente trabajo selogré laamplificacion
y secuenciacién de ADN mitocondrial y nuclear de
parasitos gastrointestinales presentes en coprolitos
de camélidos demostrando el buen estado de
conservacién del ADN en las capas estudiadas del
sitio arqueolégico ADG. Las secuencias del cox1 y
el 5.85 de N. spathiger del sitio arqueolégico ADG
fueron publicadas en el GenBank (MG974105;
MG974106 and MG974107).

Nematodirus spathiger junto a otras seis
especies del género, consideradas especificas de
bévidosu ovinos, fueron halladas en guanacos (Fugassa,
2015), sugiriendo una colonizacién de enteroparésitos
exoticos debido a la invasion del ganado doméstico
en Patagonia. Adultos y larvas de N. spathiger
fueron hallados en necropsias (Larrieu et al. 1982)
y estudios coproparasitolégicos de guanacos
patagbnicos actuales (Moreno et al. 2015). Su
presencia en guanacos patagbnicos también se
corroboré mediante la amplificaciéon de ADN de
huevos aislados de heces (Petrigh & Fugassa, 2014).
Entre todos los coprolitos de camélidos examinados
de Patagonia, N. spathiger solamente se hall6 en
ADG (en el presente reporte obtenido del nivel 4 y
en el estudio de Taglioretti (2015): nivel 3, histérico,
muestra n°532). Debido a la presencia corroborada
de N. spathiger, puede sostenerse una antigtiedad
méxima para los coprolitos aqui examinados
correspondiente al s. XVII, durante el ingreso del
ganado en la regién. La presencia de este parasito
también evidencia la complejidad en la formacién del
registro en este nivel, que tiene fechados de 1510 +

50 (1357 anos calibrados AP), 890 + 70 (766 anos
calibrados AP) y 200 + 50 (175 afios calibrados AP)
anos radiocarbénicos AP (Rindel, 2003; Goni, 2010).
Esto establece una discordancia entre la antigtiedad
de la capa y los coprolitos presentes en ella. En
este trabajo, los parésitos demuestran su utilidad
como posibles indicadores temporales y de procesos
tafonémicos en coprolitos y sedimentos arqueologicos.
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