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Nuevos registros de Contracaecum rudolphii Hartwich, 1964 (Nematoda:
Anisakidae) y Echinostomatidae gen. sp. cf. Neomoliniella (Trematoda) en aves
piscivoras del sureste de México

New records of Contracaecum rudolphii Hartwich, 1964 (Nematoda: Anisakidae)
and Echinostomatidae gen. sp. cf. Neomoliniella (Trematoda) in piscivorous birds
from southeastern Mexico Trojan horse

Jesiis Alonso Panti-May **, Wilson Isaias Moguel-Chin 2, Oscar Gustavo Retana-Guiascon 3

RESUMEN: El objetivo del trabajo fue reportar nuevos registros helmintolégicos en dos aves piscivoras
del sureste de México. Las visceras de un ejemplar de Nannopterum auritum y de uno de Aramus guarauna
fueron examinadas y los helmintos encontrados estudiados con técnicas de microscopia optica y analisis de
marcadores genéticos (28S, COIl e ITS). En N. auritum los nematodos encontrados fueron identificados como
C. rudolphii. En A. guarauna fue encontrado un solo trematodo de la familia Echinostomatidae que present6
la mayoria de los caracteres morfolégicos compatibles con el género Neomoliniella, aunque por presentar
algunas diferencias métricas con respecto a este Ultimo y debido a que solo un individuo fue estudiado, se
registra como Echinostomatidae gen. sp. cf. Neomoliniella. Las secuencias de C. rudolphii obtenidas tuvieron
porcentajes de identidad altos (28S = 99.9%; COl = 98.7-99%) con secuencias de la misma especie depositadas
en GenBank. El analisis filogenético de secuencias de ITS de especies del género Contracaecum agrup6 la
secuencia aislada en México con la especie hermana C. rudolphii “C”. La secuencia obtenida del trematodo
tuvo porcentajes de identidad altos con distintas especies de la familia Echinostomatidae, como Patagifer
bilobus (98.3%), Echinostoma sarcinum (98.1%) y Neomoliniella longicorpa (97.9%). En el arbol filogenético
de la familia Echinostomatidae, el trematodo aislado de A. guarauna fue agrupado con dos secuencias de N.
longicorpa, aunque con bajo soporte. Los resultados alcanzados incrementan de cinco a seis el nimero de
helmintos registrados en N. auritum en México y, presentan el primer registro helmintolégico para A. guarauna
en ese pais.
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ABSTRACT: The objective of this study was to report new helminthological records in two piscivorous birds in
southeastern Mexico. The viscera of one specimen of Nannopterum auritum and one of Aramus guarauna were
examined and the helminths found were studied with optical microscopy techniques and analyses of genetic
markers (28S, COl and ITS). In N. auritum the nematodes were identified as C. rudolphii. In A. guarauna only
one trematode of the family Echinostomatidae was found, which exhibited most morphological characteristics
of the genus Neomoliniella. However, due to the existence of some metric differences with respect to this latter
and the fact that only one specimen was studied, it is recorded as Echinostomatidae gen. sp. cf. Neomoliniella.
The sequences of C. rudolphii had high identity percentages (28S = 99.9%; COIl = 98.7-99%) with sequences
from the same species deposited in GenBank. The phylogenetic analysis on ITS sequences of species of the
genus Contracaecum grouped the sequence isolated from Mexico with the sister species C. rudolphii “C”. The
sequence obtained from the trematode had high identity percentages with sequences of species of the family
Echinostomatidae, such as Patagifer bilobus (98.3%), Echinostoma sarcinum (98.1%), and Neomoliniella
longicorpa (97.9%). In the phylogenetic tree of the family Echinostomatidae, the trematode isolated from A.
guarauna was grouped with two sequences of N. longicorpa, although with low support. These results increase
the number of helminths documented in N. auritum in Mexico from five to sixand present the first helminthological
record for A. guarauna in this country.
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INTRODUCCION

México alberga entre 1123 y 1150 especies
de aves silvestres, lo que representa alrededor del
10% de la avifauna mundial (Navarro-Siglienza et al.,
2014). En una revision sistematica sobre los parasitos
gastrointestinales de aves silvestres de México,
Gonzalez-Martin del Campo et al. (2026) reportaron
1154 registros de helmintos (462 trematodos, 293
cestodos, 240 acantocéfalos y 159 nematodos) en
82 especies de aves, lo que muestra que solo el 7.1-
7.3% de las especies de aves del pais cuentan con al
menos un registro helmintolégico. Las aves con mas
registros helmintolégicos fueron la garza blanca Ardea
alba Linnaeus con 28 especies, seguida del cormoran
neotropical Nannopterum brasilianum (Gmelin) con 26
especies. Geograficamente, la mayoria de los estudios
se han realizado en el centro del pais, mientras que en el
sureste la mayoria de los estados tienen pocos trabajos,
con excepcion del estado de Yucatan (Gonzalez-Martin
del Campo et al., 2026).

El presente trabajo describe nuevos registros
helmintolégicos en el cormoran orejon Nannopterum
auritum (Lesson) y el carrao Aramus guarauna
(Linnaeus) en el estado de Campeche, para incrementar
el conocimiento de los helmintos que parasitan aves
silvestres en México.

Un espécimen de N. auritum y un individuo de A.
guarauna fueron encontrados muertos en enero y
junio de 2025, respectivamente, en una carretera
(19° 48 51.41” N, 90° 35 19.17” O) de Lerma,
Campeche. Las aves fueron colectadas con el permiso
de colecta cientifica emitido por la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (No. SPARN/
DGVS/01639/25). Los esqueletos de las aves fueron
preparados e ingresados en la Coleccion Educativa
del Laboratorio de Biodiversidad y Colecciones
Cientificas de la Universidad Autbnoma de Campeche,
Campeche, México. Durante la preparacion de las
aves, las visceras fueron examinadas en bulsqueda
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de helmintos con ayuda de un estereoscopio (SLX-2
Optika Microscopes). En el espécimen de N. auritum se
colectaron 245 especimenes de nematodos, la mayoria
en el proventriculo y otros en la cavidad abdominal
debido a la ruptura de las visceras. En el individuo de A.
guarauna, un espécimen de untrematodo en el intestino
del ave. Los helmintos encontrados fueron preservados
en alcohol al 70% y enviados para su identificacion
al Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo
Noguchi”, Universidad Auténoma de Yucatan.

De los nematodos encontrados, 12 especimenes
fueron aclarados y montados temporalmente en
lactofenol de Amman, mientras que el Gnico trematodo
fue tenido con Paracarmin de Meyer y montado
permanentemente en balsamo de Canada. Los
helmintos fueron estudiados y dibujados con ayuda
de un microscopio éptico con tubo de dibujo (DM750
Leica Microsystems). Posteriormente, los especimenes
estudiados fueron identificados con ayuda de claves
taxonémicas (Anderson et al., 2009; Jones et al., 2005)
y literatura especializada (Caffara et al., 2023; Vainutis
et al.,, 2023). El trematodo y dos de los nematodos
fueron depositados en la Coleccidbn Nacional de
Helmintos (CNHE) de la Universidad Nacional Auténoma
de México, Ciudad de México, México.

Se extrajo ADN de un espécimen de nematodo y de
un fragmento del trematodo con el kit comercial Cells
and Tissue DNA Isolation Kit (Norgen Biotek Corp®,
Ontario, Canada) siguiendo las especificaciones
del fabricante. Para amplificar el ADN se realizaron
reacciones en cadena de la polimerasa (PCRs) de
punto final. El ADN del nematodo fue amplificado
utilizando primers dirigidos al gen 28S rARN (28S),
al gen citocromo oxidasa subunidad | (COl) y a las
regiones intergénicas ITS1, 5.8 e ITS2 (ITS), mientras
que para el ADN del trematodo solo se amplificd
el gen 28S. La Tabla 1 muestra los marcadores
utilizados y las condiciones de amplificacion. Los
productos de PCR junto con los primers mencionados

Tabla 1. Marcadores genéticos y condiciones de amplificacion utilizados.

rG:gr:éon Secuencia de los primers Condiciones de amplificacion Referencia
Desnaturalizacion inicial a 94 °C x 5 min; Nadl L (9003
sgg 391 (5-AGCGGAGGAAMAGAAACTAA-3) 35 ciclos de 94 °C x 1 min, 50 °C x 1 min, Gzrcgj;fel'a(y )
536 (5'-CAGCTATCCTGAGGGAAAC-3’) 72 °C x 1 min; extension final de 72°Cx 7 Nadler (2005)
min
Desnaturalizacion inicial a 95 °C x 5 min;
ol LC01490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') 35 ciclos de 95 °C x 1 min, 40 °C x 1 min, Folmer et al. (1994)
HC02198 (5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) 72 °C x 1 min); extension final de 72°Cx 7 '
min
Desnaturalizacion inicial a 94 °C x 3 min;
s NC5 (5’-GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT-3’) 35 ciclos de 94 °C x 1 min, 50 °C x 1 min, Zhu et al. (1998)
NC2 (5’-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3’) 72 °C x 1 min); extension final de 72°C x '
10 min
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Figura 1. Contracaecum rudolphii C (a-d) y Echinostomatidae gen. sp. cf. Neomoliniella (e-f). a) Cabeza, vista apical. b) Cabeza, vista
ventral. ¢) Macho, region posterior mostrando la distribucion de las papilas. d) Macho, punta de la espicula, vista lateral. e) Espécimen

completo, vista ventral. f) Region anterior, vista ventral.

y adicionalmente los primers internos 503 y 504 del
28S (Hernandez-Mena et al., 2017) fueron enviados
para su secuenciacion Sanger en Macrogen Inc. (Sedl,
Corea). Las secuencias consenso generadas fueron
comparadas con secuencias disponibles en GenBank
para identificar las especies con mayor similitud con la
herramienta bioinformatica BLASTn (Centro Nacional
para la Informacién Biotecnolégica, Estados Unidos).
Posteriormente, las secuencias fueron alineadas con
otras disponibles en GenBank con ClustalW (http://
www.genome.jp/tools/clustalw/) con el enfoque
“SLOW/EXCURATE” y la matriz de peso “CLUSTALW”
para DNA. La seleccion de los modelos de sustitucion
para cada conjunto de datos se realiz6 con el programa
jModelTest v2. Se realizaron los analisis por el método
de maxima verosimilitud con 1000 repeticiones
bootstrap en RaxML v.7.0.4. y, los arboles obtenidos

fueron visualizados y editados en Figtree v. 1.4.4. Las
diferencias genéticas fueron estimadas con el software
MEGA v11, siguiendo metodologias previamente
descritas (Hernandez-Mena et al., 2017). Finalmente,
las secuencias obtenidas en este estudio fueron
enviadas y registradas en GenBank con los siguientes
codigos de acceso: PZ1626959 (C. rudolphii, 28S),
Pz176627 (C. rudolphii, COIl), PZ176709 (C. rudolphii,
ITS) y PZ162694 (Echinostomatidae, 28S).

Nematoda Rudolphi, 1808
Familia Anisakidae Railliet y Henry, 1912
Contracaecum rudolphii Hartwich, 1964 (Fig. 1a-d)
Material depositado. CNHE-13045.
Descripcion (basada en cinco machos vy
cinco hembras adultos). Nematodos con estrias

transversales en la cuticula con un collar cefalico 27
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marcado; tres labios bien desarrollados, el dorsal
presenta dos papilas cefalicas y los subventrales
con una papila; tres interlabios bien desarrollados;
es6fago muscular con un ventriculo globular, apéndice
ventricular dispuesto posteriormente, ciego intestinal
mas largo que el apéndice ventricular. Machos con
>20 papilas precloacales, dos pares de papilas
paracloacales y cuatro papilas postcloacales (dos
subventrales y dos sublaterales), ademas de un par
de fasmidios; espiculas subiguales con la punta libre
redondeada. El rango de las principales medidas de
C. rudolphii se presentan a continuacion: machos con
largo total 11.1-17.5 mm, ancho maximo 680-880
um, largo del eséfago 2.2-2.7 mm, largo de la espicula
derecha 6.4-6.7 mm, largo de la espicula izquierda
6-6.2 mm y largo de la cola 160-200 ym. Hembras
con largo total 14.8-21.1 mm, ancho maximo 660-920
um, largo del eséfago 2.1-3 mm, distancia de la vagina
al extremo anterior 7.4-8.1 mm y largo de la cola 160-
360 pym.

Trematoda Rudolphi, 1808

Echinostomatidae Looss, 1899

Echinostomatidae gen. sp. cf. Neomoliniella (Fig.
le-f)

Material depositado. CNHE-13046.

Descripcion (basada en un espécimen adulto).
Trematodo con cuerpo elongado, un collar cefalico
reniforme con espinas marginales en una sola fila
(excepto en la region dorsal), Utero pretesticular,
glandulas vitelégenas que llegan hasta el borde
anterior del Utero y testiculos postecuatoriales en
tandem. Las ventosas se ubican en la region anterior
del cuerpo, la ventosa oral es pequena y submarginal,
mientras que la ventral es prominente. Presenta un
collar cefalico bien desarrollado con 45 espinas. El
saco del cirro se ubica sobre la bifurcacion de los
ciegos. Los testiculos son largos con forma irregular. El
ovario es pre-ecuatorial. Las principales medidas del
trematodo son: largo total 33.4 mm, ancho maximo 3
mm, ventosa oral 600 x 580 um, faringe 380 x 250
um, ventosa ventral 1550 x 1375 um, collar cefélico
1.5 x 2.3 mm, saco del cirro 700 x 300 um, testiculo
anterior 3150 x 700 um, testiculo posterior 3660 x
680 um, ovario 910 x 630 um y huevos 90-100 x
50-55 um.

Se obtuvo una secuencia del gen 28S de C. rudolphii
de 1039 pb (PZ1626959). Esta secuencia tuvo una
identidad del 99.9% con otras secuencias de C.
rudolphii aisladas del cormoran grande Phalacrocorax
carbo (Linnaeus) en ltalia (AF226585) y del gobio
redondo Neogobius melanostomus (Pallas) en Rusia
(MT329686). Estas dos secuencias y la obtenida
en México tuvieron una diferencia genética de 0.1y
0.2 %, respectivamente. La secuencia obtenida del
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gen COIl de C. rudolphii tuvo 620 pb (PZ176627).
Esta secuencia tuvo una identidad del 98.7 y 99.0
% con secuencias de C. rudolphii aisladas del pez
sargo Lagodon rhomboides (Linnaeus) en Estados
Unidos (MF663197) y el bolin yucateco Floridichthys
polyommus Hubbs en México (OR533289),
respectivamente. Las diferencias genéticas entre
estas secuencias y la aqui estudiada fueron del 0.9
y 0.5%, respectivamente. Debido al nimero limitado
de secuencias disponibles en el GenBank para estos
dos marcadores genéticos, no se pudieron generar
filogenias resueltas del complejo de especies de C.
rudolphii.

La secuencia obtenida de ITS de C. rudolphii de 872
pb (PZ176709) fue alineada con otras 16 secuencias
del género Contracaecum. El arbol filogenético de
ITS agrupé la secuencia aqui estudiada con otras
secuencias de C. rudolphii (Fig. 2). La secuencia de
C. rudolphii de N. auritum fue agrupada con otras dos
secuencias de la especie hermana “C” obtenidas de P.
carbo en Estados Unidos con soporte alto (bootstrap
= 97). Las diferencias genéticas entre la secuencia
estudiada y las dos secuencias reportadas de los
Estados Unidos fueron de 0.1-0.3%.

La secuencia de 28S de Echinostomatidae
gen. sp. cf. Neomoliniella (PZ162694) de 1306
pb tuvo porcentajes de identidad altos con varios
representantes de esa familia, por ejemplo, 98.3%
con Patagifer bilobus (Rudolphi, 1819) de Ucrania
(KT956945), 98.1% con Echinostoma sarcinum Dietz,
1909 de Rusia (PP621497)y 97.9% con Neomoliniella
longicorpa Vainutis, Voronovay Andreev, 2023 de Rusia
(OP410306). La secuencia aislada de A. guarauna fue
analizada con 24 secuencias de 15 especies de la
familia Echinostomatidae, resultando agrupada con
dos secuencias de N. longicorpa, aunque con bajo
soporte (bootstrap = 45). La diferencia genética entre
estas secuencias fue 2% (Fig. 3).

El presente estudio reporta por primera vez a C.
rudolphii parasitando a N. auritum en México. En
Norteamérica, esta asociacion parasito-hospedador
ha sido reportada en Canada (Wagner et al., 2012)
y en los Estados Unidos de América (D’Amelio et al.,
2007). En México, C. rudolphii ha sido reportado
en aves como A. alba, la garza nocturna corona
negra Nycticorax nycticorax (Linnaeus) y la garza
dedos dorados Egretta thula (Molina) en el estado
de Michoacan (Ramos Ramos, 1994), A. alba y N.
brasilianum en los estados de Jalisco y Veracruz y A.
alba y la garcita verde Butorides virescens (Linnaeus)
en Veracruz (Ortega Olivares, 2007 y datos no
publicados).

Neomoliniella es un género de la familia
Echinostomatidae descrito recientemente en la focha
comln Fulica atra Linnaeus en Rusia (Vainutis et
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@ JF424597 Contracaecum rudolphii F Pelecanus occidentalis k

PV893033 Contracaecum rudolphii D Salmo trutta *(
190
PV893032 Contracaecum rudolphi D Salmo frutta <@tk

FM210257 Contracaecum rudolphii E Phalacrocorax varius k
89

FM210258 Contracaecum rudolphii E Phalacrocorax varius k

48

OR263246 Contracaecum rudolphii B Phalacrocorax carbo h
97
PV982889 Contracaecum rudolphii B Phalacrocorax carbo 1

48

0OR263234 Contracaecum rudolphii A Phalacrocorax carbo ‘S
100
OR263232 Contracaecum rudolphii A Phalacrocorax carbo }

FJ589790 Contracaecum rudolphii C Phalacrocorax carbo ‘b\

PZ176709 Contr rudolphii C N

59

um auritum 1

» FJ589792 Contracaecum rudolphii C Phalacrocorax carbo 1

——— PV/943719 Contracaecum osculatum Reinhardtius hippoglossoides ’-

L PP953635 Contracaecum micropapillatum Pelecanus onocrotalus A

0.2

EU828749 Contracaecum muraenesoxi NA

9% E PX662930 Contracaecum overstreeti Mugil sp. *
PP953623 Contracaecum gibsoni Pelecanus onocrotalus k

MT809125 Cruzia sp. Salvator merianae

Figura 2. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud (MV) de Contracaecum inferido con datos de ITS (modelo TVM+I+G). El nombre
cientifico del hospedero es precedido por el nombre cientifico y el nimero de acceso de GenBank del nematodo. Los valores de soporte
de bootstrap de MV se observan en los nodos. La secuencia generada en este estudio esta en negrita.

al., 2023). El espécimen colectado en A. guarauna
presento la mayoria de las caracteristicas morfologicas
descritas para Neomoliniella, como cuerpo elongado
sin espinas; collar cefalico reniforme con espinas en
unasolafila, exceptolasdorsales que seagrupan endos
filas; 45 espinas elipsoidales pequenas; ventosa oral
en el primer quinto de la longitud del cuerpo; ovario pre-
ecuatorial; testiculos en tandem posteriores al ovario,
glandulas vitelégenas pequenas en dos filas laterales
que inician cerca de la region posterior de la ventosa
ventral y llegan al extremo posterior. No obstante, se
observaron algunas diferencias morfolégicas entre
el espécimen estudiado y N. longicorpa, como un
tamano mayor del cuerpo y algunos érganos internos
y la forma de los testiculos. Comparado con otros
géneros de equinostomatidos con morfologia similar
como Moliniella, Echinostoma, Echinoparyphium vy
Echinodollfusia, el espécimen se distingue por el
tamano del cuerpo y érganos internos, los nimeros
de espinas y de filas de espinas en las esquinas
internas del collar cefalico, el tamano y extension de
las glandulas viteldgenas con relacion a los testiculos
y al Utero y la posicion del ovario. Considerando estas
diferenciasy el bajo soporte encontrado en la filogenia,
identificamos provisionalmente el espécimen hallado
en A. guarauna como Echinostomatidae gen. sp. cf.

Neomoliniella, hasta obtencién de mas informacion
morfolégica y molecular.

Aunque este estudio estuvo limitado a un Unico
individuo de cada especie hospedadora y a un solo
espécimen de trematodo, la identificacion de las
especies de los helmintos se bas6 en caracteristicas
morfolégicas y analisis filogenéticos. Con esta
informacion, se pudo determinar que N. auritum
estuvo parasitado con C. rudolphii C, mientras que
A. guarauna con Echinostomatiidae gen. sp. cf.
Neomoliniella. Sin embargo, es necesario incrementar
el nimero de especimenes hospederos para poder
caracterizar la helmintofauna de estas aves piscivoras
en la region.

Este estudio incrementa a nivel nacional Ila
lista de especies de helmintos registradas en las
dos especies de aves analizadas. En N. auritum
los registros helmintolégicos previos incluyen a
los acantocéfalos Andracantha gravida (Alegret,
1941) y Southwellina hispida (Van Cleave, 1925),
el trematodo Drepanocephalus spathans Dietz,
1909 vy los cestodos Hymenolepididae Ariola, 1899
y Paradilepis sp. (Gonzalez-Martin del Campo et al.,
2026). Para A. guarauna, Echinostomatidae gen. sp.
cf. Neomoliniella sp. representa el primer registro
helmintol6gico en México.
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—e KT956912 Echinoparyphium aconiatum Lymnaea stagnalis ‘
JX262943 Echinoparyphium rubrum Planorbella trivolvis ‘
KT956913 Echinoparyphium recurvatum Radix ovata ~ig
KT956918 Hypoderaeum conoideum Anas platyrhynchos i
KT956919 Hypoderaeum conoideum Anas acuta
KP065607 Hypoderaeum conoideum Lymnaea stagnalis ‘
—e KP065592 Echinostoma bolschewense Viviparus acerosus ‘
EU025867 Echinostoma paraensei Cricetinae ('\Q
AY222246 Echinostoma revolutum Mesocricetus auratus &
KP065604 Echinostoma paraulum Lymnaea stagnalis "
J KP065605 Echinostoma paraulum Aythya fuligula i
KY436408 Echinostoma miyagawai Anas platyrhynchos i
68MH748722 Echinostoma miyagawai Anatidae i
KT956916 Echinostoma miyagawai Anas platyrhynchos i
—————e PZ162694 Echinostomatidae gen. sp. cf. Neomoliniella Aramus guarauna&
OP410306 Neomoliniella longicorpa Fulica atra }
OP410307 Neomoliniella longicorpa Fulica atra }
PV737808 Patagifer bilobus Eudocimus albus "7'
KT956945 Patagifer bilobus Plegadis falcinellus /7'
— 66KT956946 Patagifer vioscai Eudocimus albus /'?
PV737809 Patagifer ramosum Ardea alba \
100 T KF781303 Artyfechinostomum sufrartyfex Sus scrofa ”“
|—0 KF781302 Artyfechinostomum sufrartyfex Sus scrofa *
89 PV082161 Moliniella anceps NA
4‘——¢K;956921 Moliniella anceps Planorbarius corneus ‘

KT956941 Caballerotrema sp. Arapaima gigas

Figura 3. Arbol filogenético de Mé&xima Verosimilitud (MV) de Echinostomatidae inferido con datos de 28S (modelo GTR+I+G). El nombre
cientifico del hospedero es precedido por el nombre cientifico y el nUmero de acceso de GenBank del trematodo. Los valores de soporte
de bootstrap de MV se observan en los nodos. La secuencia generada en este estudio esta en negrita.
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