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RESUMEN

Las garrapatas son los segundos vectores mas importantes en el mundo y las
principales en la medicina veterinaria. Rhipicephalus microplus Se considera
como la garrapata parésito mas importante econémicamente en el mundo, se
desarrolla en un solo huésped, todas las etapas del ciclo de vida como parasitos
en el ganado bovino, en México, se distribuye en 65 % del territorio nacional. Por
lo cual el objetivo de este trabajo fue la caracterizacion morfoldgica y genética de
R. microplus en ganado bovino de las diferentes regiones geograficas de Sinaloa.
Es un tipo de estudio observacional, transversal, descriptivo. Como criterio de
inclusion se colectaron al menos 5 garrapatas por bovino que se encontraban
alimentandose de bovinos en UPP de la sierra, valle y costa, se analizaron datos
climatolégicos de los municipios de Culiacan, Guasave y Elota durante los afios
2014 al 2018. Las garrapatas se analizaron por claves morfolégicas y genes del
16S ARNr mitocondrial, las muestras se secuenciaron y su similitud se analizé en
la base de datos de BLAST. Como resultado el total de garrapatas
correspondieron morfolégicamente y genéticamente a R. microplus, la
georreferenciacion de los UPP muestreadas oscilaron entre 7 - 954 msnm, las
temperaturas maximas fueron de 39.1°C con una minima de 9°C. Esta
investigacibn contribuye a una identificacion morfolégica, genética y
georreferenciacion de la garrapata R. microplus en regiones de la sierra, valle y
costa del Estado de Sinaloa México, por lo cual debe considerarse como

adecuado para el desarrollo de la garrapata del ganado bovino.



PALABRAS CLAVES: Georreferenciacion, Garrapata, R. microplus, morfolégica y
genética.

ABSTRACT

Ticks are the second most important vectors in the world and the main vectors in
veterinary medicine. Rhipicephalus microplus It is considered as the most
economically important parasitic tick in the world, it develops in a single host, all
stages of the life cycle as parasites in cattle, in Mexico, it is distributed in 65% of
the national territory. Therefore, the objective of this work was the morphological
and genetic characterization of R. microplus in cattle of the different geographical
regions of Sinaloa. It is a type of observational, cross-sectional, descriptive study.
As an inclusion criterion, at least 5 ticks per bovine that are feeding on bovine
animals in the UPP of the sierra, valley and coast were collected, the climatological
data of the municipalities of Culiacan, Guasave and Elota during the years 2014 to
2018 are analyzed. Ticks were analyzed by morphological keys and mitochondrial
16S rRNA genes, samples were sequenced and their similarity was analyzed in the
BLAST database. As a result, the total ticks corresponded morphologically and
genetically to R. microplus, the georeferencing of the sampled UPPs ranged from 7
- 954 meters above sea level, the maximum temperatures were 39.1 ° C with a
minimum of 9 ° C. morphological, genetic and georeferencing of the R. microplus
tick in regions of the sierra, valley and coast of the State of Sinaloa Mexico, so it
must affect as suitable for the development of the cattle tick.

KEY WORDS: Georeferencing, Tick, R. microplus, morphological and genetic.
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l. INTRODUCCION

Las garrapatas pertenecen al suborden Ixodida el cual comprende alrededor de
907 especies las cuales estan divididas en tres familias; Ixodidae con 720
especies, Argasidae 186 especies y Nuttalliellidae con una sola especie (Klompen
et al; 1996; Bowman y Nutall, 2008; Velayutham et al., 2012) con rango de
expansion de algunas especies debido a los cambios en las condiciones
climaticas, son consideradas los segundos vectores en medicina veterinaria mas
importantes en el mundo, transmiten patdégenos causales de enfermedades en
animales domeésticos y silvestres (Andreotti et al.,, 2011) repercutiendo en la
ganancia de peso, produccién de leche (Almazan et al., 2010; Bastos et al., 2010).
La garrapata Rhipicephalus microplus (R. microplus) tiene una distribucion en
regiones tropicales y subtropicales (de la Fuente, 2008) anteriormente este género
de garrapata se clasificaba como Boophilus microplus después de estudios de
filogenia se reclasificé dentro del género de Rhipicephalus (Beati y Keirans, 2001)
son seis especies validadas en el subgénero Rhipicephalus (Boophilus) con base
en estudios con marcadores moleculares, las especies ampliamente distribuidas
son R. annulatus y R. microplus del subgénero Boophilus y durante mucho tiempo
han sido consideradas como las mismas especies con base en morfologia y
genética (Murrell et al., 2000; Burger et al., 2014). Estimaciones evolutivas indican
el origen de las garrapatas surgieron hace 300 + 27 millones de afios, mientras los
linajes del prostriate y metastriate de garrapatas duras divergieron 241 + 28
millones de afios , las cuales difieren en su tipo de morfologia y ciclo biolégico de
desarrollo, la competencia en rango de huéspedes y vectores. R. microplus es un
miembro del metastriate de las garrapatas en el que se incluye numerosos
géneros y especies de importancia médica y veterinaria (Jeyaprakash y Hoy,
2009). La diferencia morfologica y genética entre las cepas de R. microplus se han
documentado en la literatura (Garcia- Garcia et al., 1999), el estudio del ARNr
mitocondrial que revela la base genética fundamental en biologia de estos linajes
de garrapatas (Barrero, 2012), las especies de R. microplus en Sud Africa y
Australia podrian considerarse diferentes especies a las de Costa Rica, Paraguay,

Perd y Uruguay (Low et al., 2015). Por lo que las poblaciones de garrapatas de
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regiones sierra, valle y costa del Estado, presentan similitud genética. El objetivo
fue identificar morfolégicamente, genéticamente y georreferenciacion de

garrapatas de sierra, valle y costa de Sinaloa.



II.  ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de las garrapatas.

Las garrapatas son ectoparasitos obligados de mamiferos, aves y reptiles, que se
alimentan de sangre, y se le clasifican como garrapatas duras o blandas. R.
microplus se considera como la garrapata parasito mas importante
econémicamente en el mundo, se desarrolla en un solo huésped, todas las etapas
del ciclo de vida como parasitos en el ganado bovino, se distribuyen en zonas
tropicales y subtropicales donde son endémicas, la distribucion geogréafica y
habitat de las garrapatas se ha ampliado en los dltimos afios con un rango de
expansion para algunas especies debido a los cambios en las condiciones
climatica, ocasionalmente se puede encontrar en otros huéspedes como; caballos,
cabras, ovejas, cerdos y algunos animales silvestres como el jaguar (Panthera
onca) (Almazan et al., 2012), afectando la ganaderia, y como consecuencia de su
parasitismo y reduce la ganancia de peso, produccién de leche, y son vectores de
patdgenos importantes en animales como Babesia ovis, B. bigemina y Anaplasma

marginale (Almazan et al., 2010).

2.2. Clasificacion de las garrapatas.

La clasificacion taxondémica de las garrapatas las cuales pertenecen al; Phylum;
Artropoda, Clase; Arachnida, Orden; Parasitiforme, suborden; Ixodida (Parola y
Raoult, 2001) y se clasifican en tres Familias: Ixodida que esta representadas por
907 especies, correspondiendo 186 especies a Argasidae y una especie
Nuttalliellidae (Bowman y Nutall, 2008). Existe una estrecha relaciobn genética
entre Boophilus y Rhipicephalus, y se considera recientemente a Boophilus spp
como una subespecie de Rhipicephalus spp, sin embargo estas presentan
diferencias morfologicas entre ellas, y en sus ciclos de vida (Estrada-Pefa et al.,
2006). Actualmente se describen seis especies validas en el subgénero
Rhipicephalus (Boophilus) donde R. annulatus y R. microplus son las especies
mas ampliamente distribuidas y durante mucho tiempo se han considerado como

especies hermanas con base en la morfologia (Burger et al., 2014). Con respecto
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a marcadores moleculares se presentan tres subtipos: uno que comprende las
garrapatas de América y Africa; otra, que comprende las garrapatas de Australia,
Indonesia y Nueva Caledonia; y uno que comprende las garrapatas de la India y
Nepal. Las garrapatas R. microplus de Australia, Indonesia y Nueva Caledonia se
han reclasificado como R. australis (Low et al., 2015).

2.2.1. Reclasificacion de las garrapatas.

Beati y Keirans (2001), estudiaron la filogenia de las garrapatas duras, usando
secuencias mitocondriales 12S ADNr y caracteristicas morfolégicas, y como
conclusiéon el género Boophilus es monofilético y se incluyd dentro del género
Rhipicephalus. Las conclusiones de Murrell et al. (2001) Son similares donde se
basa sobre secuencias de 12S ARNr, Citocromo Oxidasa I, un espaciador interno
transcrito 2 del ARNr nuclear, 18S ARNTr, asi como en la morfologia demuestra de
forma concluyente la estrecha relacién entre Boophilus y Rhipicephalus y estos
autores relegan a Boophilus a un subgénero de Rhipicephalus, al igual que Barker
y Murrell (2003) a pesar de las diferencias morfolégicas entre ellos, son muy
visibles asi mismo hablar de las diferencias en el ciclo de vida. Horak et al. (2003)

enlista los nombres de garrapatas validos.

2.3. Ciclo de la garrapata Rhipicephalus microplus.

Las garrapatas tienen dos estadios, uno parasitico y otro no parasitico. R.
microplus es generalmente de un solo huésped, es decir pasa todo ciclo de vida
parasitaria en el ganado. Los huevos eclosionan en el medio ambiente y las larvas
se arrastran por encima de la hierba u otras plantas para encontrar un huésped.
En el verano, R. microplus puede sobrevivir durante un tiempo de 3 a 4 meses sin
alimentacion. En temperaturas mas frias, pueden vivir sin comida durante un
mMAaximo a seis meses. En la etapa de larvas se encuentran en la piel mas suave
en el interior del muslo, flancos, y patas delanteras. Después de la alimentacion,
las larvas mudan dos veces, para convertirse en ninfas y adultos machos o
hembras. Cada etapa de desarrollo (larva, ninfa y adulto) s6lo se alimenta una

vez, pero la alimentacién tiene lugar durante varios dias. El macho adulto alcanza
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la madurez sexual después de la alimentacion, y se aparea con las hembras en
alimentacion, ya alimentada se desprende del huésped para depositar un Gnico
lote de huevos en el medio ambiente. Por lo general, estos huevos se colocan en
las grietas o escombros, o debajo de las piedras. La garrapata hembra muere
después de la oviposicion. Las garrapatas en el subgénero Boophilus tienen un
ciclo de vida que se puede completar en 3 a 4 semanas; esta caracteristica puede
dar lugar a una carga de garrapatas en particular sobre bovinos susceptibles en
las zonas tropicales (Barrero et al., 2011).

Durante el invierno, las bajas temperaturas previenen el rapido desarrollo el cual
se realiza lentamente. En las latitudes norte la temperatura es el principal factor
determinante de la longitud del ciclo de vida de garrapata mediante la regulacion
de la duracién de los procesos de desarrollo. Los requisitos de temperatura para el
desarrollo son especifico de la especie y por lo general evitan la propagacion de
garrapatas mas al norte, donde los grados totales acumulados en una afio son
demasiado bajos para permitir el desarrollo completo, la mortalidad depende de
las pérdidas de agua, que estan reguladas por la humedad relativa y el déficit de
saturacion de aire. Durante las migraciones, las garrapatas pierden agua que
normalmente recuperan descendiendo a intervalos a la zona de arena donde
pueden reabsorber el vapor de agua de la atmésfera (Estrada-Pefa et al., 2013).
En los bovinos, los sitios predilectos de infestacion fueron; la region pubica y la
ingle R. microplus se un total de 25,000 garrapatas; 15, 000 larvas, 9,000 ninfas y
1000 adultas (Gaxiola-Camacho et al., 2008).

2.3.1. Etapa parasitica de Rhipicephalus microplus.

El estadio parasitico de las garrapatas lo realizan sobre su hospedero que es el
bovino. Este estadio se realiza en un periodo de 21 dias durante el cual la
garrapata pasa por los estadios de larva (tres pares de patas), ninfa y adulto
(cuatro pares de patas). La hembra adulta se alimenta lentamente por alrededor
de una semana, llenandose rapidamente con sangre en las Ultimas 24 horas
(Garcia, 2010).



En Culiacan, Sinaloa se analizaron garrapatas R. microplus cepa Nativa vs cepa
Media la Joya en el afio de 2002, donde se mostraron diferentes picos de actividad
para cada uno de los tres estadios parasiticos (larva, ninfas y adultos) en las 104
semanas de estudio, en el primer afio se observé en la Ultima semana de abril y
las tres primeras de mayo un total de 4.122.89 larvas. El pico mas alto ocurrio la
segunda semana de mayo cuando se observaron 3924 larvas en total. Durante el
segundo afio la poblacién de larvas fue mas uniforme, con un conteo similar, el
pico fue mas alto en la primera semana de noviembre (Gaxiola-Camacho et al.,
2008).

2.3.2. Etapa no parasitica de Rhipicephalus microplus.

En el estadio no parasitico las garrapatas se desprenden del hospedero y caen al
suelo y empiezan a ovopositar aproximadamente 3000 huevos y al final las
garrapatas mueren. De los huevos eclosionan las larvas que infestan los pastos
hasta que las larvas infestan a sus hospederos y si no las larvas mueren. Este
tiempo puede variar dependiendo de la temperatura y humedad presente en el
ambiente, durante de verano duran aproximadamente 2 meses a 6 60 7 meses en
el invierno y son afectados adversamente por las temperaturas extremas y los
niveles de humedad (Garcia, 2010).

Se estudié en hembras adultas ingurgitadas en tres ambientes: laboratorio, sol y
sombra durante dos afios de estudio, las garrapatas en su ambiente natural de sol
pesaron 240.96 mg, en sombra 250.12 mg, y en condiciones de laboratorio 236.18
mg: con respecto a la cepa Media Joya (MJ), en el laboratorio tuvo un promedio de
peso de 197.17 mg, en el sol de 208.297 mg y en la sombra de 223.13 mg, puede
observarse que el mayor peso promedio alcanzado fue por hembras nativas
ingurgitadas en sombra, incluso mayor que la misma cepa en el laboratorio
(Gaxiola-Camacho et al., 2008). El potencial de ovoposicion de una hembra
ingurgitada esta directamente relacionado con su capacidad de alimentarse, asi
gue las hembras mas pesadas muestran mayor valor de ovoposicién tanto para el
namero de huevos puestos como el peso de la masa de huevos, lo que explica los
IER mas altos en la cepa nativa, la cual presentd pesos al ingurgitamiento mas

altos.



2.3.3. Reproduccion de la garrapata Rhipicephalus microplus.

El hallazgo de paternidad multiple en R. microplus podria ayudar a explicar el nivel
de endogamia débil y la ausencia de diferenciacién genética encontrada en
infrapoblaciones dentro del rebafio de vacas (Cutulle, Jonsson, & Seddon, 2010).
La transmision accidental de las larvas al buscar un huésped también puede
contribuir a la reduccion de apareamiento de hermanos, en consecuencia, decrece
los niveles de endogamia en las hembras infrapoblacionales. Después de
alimentarse se desprende del huésped para poner sus huevos en el pasto, pero al
no caer de forma simultanea, se encuentran dispersos en diferentes partes de un
prado, dando la oportunidad para que las larvas se mezcle con los derivados de la
poblacion desde el resto del ganado antes de que a su vez se suben de nuevo al
ganado, donde se llevara a cabo el apareamiento (Cutulle et al., 2010).

Los miembros del subfilo Chelicerata suelen tener cuerpos adultos que pueden
dividirse en dos partes, o tagmata: el prosoma y el opisthosoma. Un par de
queliceros un par de pedipalpos y cuatro pares de patas locomotoras son
caracteristicas de estos organismos (Santos et al., 2013).

La otra explicacion para la diferenciacion débil o baja endogamia dentro de un
infrapoblacién en bovinos es propuesto por los trabajadores, donde se hace
referencia del movimiento de las garrapatas entre las vacas durante su vida
parasitaria (Chevillon et al. 2007). En cualquier huésped unico y dentro de larvas,
los niveles de consanguinidad entre las garrapatas podrian reducirse en el
apareamiento multiple, lo que aumenta la probabilidad de apareamiento entre
medios hermanos en lugar de individuos hermanos completos, por diversas
formas de competencia de esperma (Cutulle et al., 2010).

Los modelos de poblacion basados en procesos necesitan datos solidos y
completos sobre la respuesta de un animal a los factores climaticos para que
puedan funcionar confiablemente en una amplia gama de condiciones climaticas.
En el caso de las garrapatas Ixodidae, el clima desempefia un papel importante en
el éxito de las etapas de vida libre por lo cual es esencial comprender la
temperatura y humedad de cada etapa de vida (Sutherst & Bourne, 2006). Las

larvas que se derivan de los huevos desarrollados a 35°C tienen la mitad de
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posibilidades de vida al de las larvas que se eclosiona de huevos desarrollados a
30°C. Esto plantea la cuestion de la magnitud de tales legados etapa a etapa y su
importancia ecolégica. La baja temperatura también causa una mortalidad extensa
en los habitats mas frios. Las condiciones ambientales varian diariamente y
también existe el potencial para las tendencias estacionales en la temperatura y la
disponibilidad de humedad durante el periodo de incubacion de los huevos de
garrapata, que puede variar de alrededor de 4 semanas a mas de 5 meses
(Sutherst & Bourne, 2006).

Ciclo biolégico de R. microplus

Figura 1. Esquema del ciclo biolégico de un solo hospedador de la garrapata R.

microplus donde se muestra las fases de larva, ninfa y hembra y macho.

2.3.4. Calentamiento global e impacto en los ciclos biolégicos de los
vectores.

El efecto invernadero es un efecto natural que permite la vida en la tierra; es
causado por la acumulaciéon en la atmosfera de una serie de gases, provocando
que parte del calor del sol quede atrapado en ella (Lizana- Avila, 2009). Sin
embargo, el clima ha propiciado un incremento de la actividad antropogénica
produciendo el conocido calentamiento global que propicia que la temperatura
aumente y el clima se modifigue (Ramos-Castellanos, 2009), existe en la
actualidad una preocupacién universal por las causas y consecuencias del
calentamiento global, en especial en el &mbito de la salud publica, porque se ha

promovido que la distribucion de los insectos vectores de enfermedades humanas
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aumenten su zona de impacto y que los ciclos biologicos se extiendan de unos
meses a todo el afio (Sanchez-Yafiez, 2014). El clima es una de las diversas
causas de la aparicion de enfermedades, principalmente por patégenos que pasan
parte de su ciclo de vida fuera del huésped (Baylis, 2017). Los cambios
temporales y espaciales en la temperatura, precipitacion y humedad estan ligados
a los cambios climéticos y a la vez repercuten en la ecologia y biologia de
vectores, de hospederos intermedios y consecuentemente aumenta el riesgo de la
transmision de enfermedades (Githeko et al., 2000). Se especula que el cambio
climatico tendra consecuencias inusuales para la salud humana, especialmente
debido a las enfermedades transmitidas por vectores, las especies como
mosquitos, garrapatas, insectos triatbminos, moscas de arena y moscas hegras,
tienden a ser mas activos durante temperaturas altas (Lee et al., 2013). El clima y
la variacion de las tierras afectan directamente los procesos biolégicos de los
vectores, en cuanto a la supervivencia y abundancia (Odgen et al., 2008). La
transmision de muchas enfermedades son afectadas por la temperatura ambiental,

aunque no es el tnico factor (Gubler et al., 2001).

1.4. Adaptacion de las garrapatas al hospedador.

Las garrapatas se adaptaron a un sistema hemostético de vertebrados ya
existente y complejo, de ser depredadores de vida libre, a gran variedad de
mecanismos anti-hemostaticos, evoluciond durante este proceso e incluye
coagulacion de la sangre, asi como inhibidores de la agregacién plaquetaria, las
principales familias de garrapatas se adaptaron de forma independiente a un
ambiente de alimentacion de sangre, esto se apoya en las principales diferencias
observadas en todos los procesos relacionados con la alimentacion de sangre
para las garrapatas duras y blandas, los eventos de duplicacion de genes
desempeiiaron un papel importante en la evolucion de las nuevas funciones
proteicas implicadas en las interacciones garrapata-hospedador, ocurrié durante el
cretacico tardio y fue estimulado por la radiacibn de aves y mamiferos
placentarios, lo que proporcion6 numerosos nuevos nichos para que las

garrapatas se adaptaran a un nuevo estilo de vida, la alimentacion de sangre tiene



varias implicaciones que tendran que investigarse en términos de proyectos de
genomas de garrapatas y desarrollo de vacunas (Mans y Neits, 2004).

La variacion en la gama de huéspedes puede influir en la divergencia
intraespecifica de la cepa, en tamafos pequefios de poblacidon la transmision es
limitada entre los hospedadores pueden dar lugar a fuertes cuellos de botella
genéticos, que reducen la diversidad y crean el potencial de divergencia genética
a surgir entre las cepas de los desplazamientos, la adaptacion a diferentes
huéspedes, también podria ser un factor de divergencia de la cepa, ademas de
producir divergencia en el blanco de la seleccion, la evolucion de adaptacion es a
menudo acompafiado por un barrido selectivo, lo que puede crear divergencia

genética adicional entre las cepas (Aardema y Loewenich, 2015).

1.5. Evolucion de las garrapatas

Alrededor de 15.000 especies y 400 géneros de artropodos hematéfagos
surgieron durante las épocas del Jurasico y Cretéacico, 145-65 millones de afios
(Mans et al., 2002). Estimaciones moleculares indican que las garrapatas
surgieron 300 = 27 millones de afios, mientras que el de prostriate y metastriate
linajes de garrapatas duras divergieron 241 = 28 Millones de afios. R. microplus es
un miembro del linaje metastriate de las garrapatas que incluye numerosos
géneros y especies de importancia médica y veterinaria (Barrero, 2011).

El grupo Metastriate comprende 4 subfamilias por orden de divergencia del origen
de clados como Amblyomminae (Amblyomma y Aponomma), Haemaphysalinae
(Haemaphysalis), y las hermanas Hyalomminae (Hyalomma) y Rhipicephalinae. La
subfamilia Rhipicephalinae abarca 9 géneros, entre ellos Rhipicephalus (75
especies), Dermacentor (30 especies), Margaropus (3 especies) y Boophilus (5
especies) (Beati y Keirans, 2001). Los linajes de prostriate y metastriate difieren
notablemente en muchos aspectos de biologia, como el tipo de ciclo de desarrollo,
la competencia en rango de huéspedes y vectores (Barrero et al., 2011). Los
analisis comparativos entre conjuntos de genes de estos linajes, incluyendo

ARNmt puede revelar la base genética de las diferencias fundamentales en la
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biologia de estos linajes de garrapata. |. scapularis es un miembro del linaje
prostriate que comprende el Unico género Ixodes (Krakowetz et al., 2011b)

Las pruebas genéticas mitocondriales y nucleares combinadas y congruentes
revelan que A. cajennense es un conjunto de seis especies distintas que
evolucionaron separadamente entre si desde al menos 13.2 millones de afios en
el mas temprano y 3.3 millones de afios en los ultimos linajes. Los modos de
diversificacion temporal y espacial de los seis linajes se superponen a la historia
filogeografica de otros organismos con similares distribuciones trans-amazoénicas
existentes y son consistentes con la hipotesis predominante actual de que la
diversidad neotropical encuentra a menudo sus origenes en el Mioceno después
de que el levantamiento andino cambid la topologia y por consiguiente el climay la
ecologia de los Neotropicos (Beati et al., 2013). Esta hipotesis propone que las
garrapatas asociadas con los huéspedes primitivos, deben ser primitivos a si
mismos y que surgio de cada linaje de garrapata cuando el taxbn mas antiguo de
su anfitrion actual surgié, en general, se sigue los principios de las viejas reglas de
parasitologia, en el que los parasitos se representan como dependiente sobre sus
huéspedes en casi todos los aspectos de su biologia (Klompen, 1996). EI mas
importante de estos métodos es el uso de la sistematica filogenética para producir
derivados de forma independiente de parasitos, las filogenias permiten a rigurosas
pruebas de hipotesis adaptativas, asi como hipétesis de coespeciacion o
vicarianza (Klompen, 1996). Los mecanismos evolutivos de adaptaciéon a un
entorno alimentandose de sangre pueden ser estudiados por la identificacion y
caracterizacion de componentes anti-hemostéaticos que son secretadas durante la
alimentacion de organismos hematofagos (Mans et al., 2002).

La adaptacion de los artropodos hematoéfagos a un entorno de alimentacion de
sangre implica una adaptacion especifica a un eficiente sistema hemostéatico
existente. Es interesante observar que los mecanismos similares para la inhibicion
de sistema hemostatico del huésped han evolucionado varias veces. Por el
contrario, en vertebrados la cascada de coagulacién de la sangre ha evolucionado
desde 400 millones de afios y en su forma actual hace 200 millones de afios

(Mans et al.,, 2002). Las preguntas que todavia se deben resolver son la
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naturaleza de los antepasados no hematofagos y como estos mecanismos anti-
hemostéaticos evolucionaron, comprender las estrategias anti-hemostaticas de
artropodos que se alimentan de sangre podria arrojar luz en el ambito de la
diversidad exhibida por estos artropodos y permitir el desarrollo de nuevas
estrategias de control e identificacion (Mans et al., 2002). Los analisis de los
patrones de las asociaciones de garrapatas en huésped no es compatible con el
punto de vista general aceptado, la evolucion surgié a través de la adaptacion y
especificidad hospedero, coespeciacion, por el contrario, las porciones
considerables de estos patrones parecen encajar una hipotesis en la los cuales las
restricciones impuestas por la biogeografia y la especificidad ecoldgica en vez de
especificidad de huésped, conducir a los patrones de acogida-asociacion
observada, sugieren que la biogeografia y la especificidad ecologica tienen un
papel mucho mas importante en la evolucibn de la garrapata, son muy
interesantes a este respecto, y a diferencia de otros grupos, tales como pulgas,
mosquitos, y ninfas, cada etapa de la vida activa experimenta la doble presién de
la supervivencia dentro y fuera de un anfitrion (Komplen,1996).

A escala global se espera que el aumento de la biodiversidad de conduce a una
mayor la diversidad de parasitos y la exposicion (McCoy et al., 2013), a escalas
mas locales, el efecto de la adicion de la biodiversidad puede ser méas variable
(Salkeld et al., 2013). Con la adicion de huéspedes altamente competentes para el
patdbgeno o el vector, 0 aumentando la biodiversidad del vector, el riesgo de
transmision puede aumentar (McCoy et al., 2013). En particular, el modelo de
efecto de dilucion que predice las reducciones en el riesgo de enfermedad con
aumentos en la biodiversidad del huésped, ha ganado popularidad significativa
durante la ultima década (Randolph y Dobson, 2012).

En estudios recientes que abordan esta cuestion mediante un enfoque genético de
la poblaciéon y donde muestran que los registros de especies simples no son
suficientes para determinar si es o no un verdadero hospedador del parasito.
Después, proporcionaron un ejemplo de como la especializacion de acogida en un
vector como la garrapata puede afectar la circulacion de patégenos mediante la

transmision de enfermedad como la de Lyme, donde las bacterias desarrollan su
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ciclo utilizando a las aves marinas (McCoy et al., 2013). Las garrapatas, tanto
duras (Ixodidae) y blandas (Argasidae), explotan a sus huéspedes por sélo un
corto periodo de tiempo (horas o dias) durante la alimentacion de sangre y por lo
tanto su supervivencia depende en gran medida de su capacidad para hacer frente
a las condiciones del medio ambiente abidtico de los largos periodos fuera del
hospedador en su ciclo de vida, este estilo de doble vida ha dado lugar a un
debate sobre el papel relativo del huésped y de factores como el habitat en la
determinacion de los limites de ambos rangos de distribucion de garrapatas y su
evolucion , a modo de ejemplo, sefialan que una garrapata secundariamente se
puede alimentar de cualquier tipo de hospedador una vez desalojados durante la
alimentacion de sangre, ya que sus sentidos estan excitados o se pierden, este
comportamiento da lugar con frecuencia a registros de hospedadores erroneas,
sin embargo, reconocen que la especificidad del hospedador en las garrapatas
esta estrechamente ligada a las caracteristicas ecoldgicas de las mismas especies
del huésped, en términos contradictorios de si las garrapatas tienden a ser
especificas de huésped o generalista para alimentarse. Sin embargo, por la re-
evaluacion de las escalas espaciales y temporales considerados en los analisis de
uso de hospedadores, ambos puntos de vista pueden ser apoyados en la escala
de la distribucién geografica mundial de una especie, las garrapatas tienden a ser
generalistas de alimentacion. La mayoria de las especies tienen grandes
repertorios de posibles especies huésped y pueden filogenéticamente diversas en
especies de huéspedes que comparten los mismos hébitats ecolégicos. Los
estudios realizados en otros ectoparasitos sugieren igualmente que la similitud
ecologica del entorno de alimentacion puede ser mas importante que el anfitrion
de similitudes filogenéticas en la determinacion de la gama de huéspedes de un
parasito (Krasnov et al., 2010). La flexibilidad ecoldgica y capacidad de un
organismo para colonizar y formar nuevas asociaciones, parece ser un marco
adecuado para comprender el uso de alimentacion de la garrapata a escalas
espaciales grandes (Agosta y Klemens, 2008). Dada la complejidad de la interfaz
de huésped de la garrapata y las caracteristicas del ciclo vital de estos

ectoparasitos, la capacidad de explotar un grupo altamente diversificado de los
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ejércitos parece contraria a la intuicion (Sunter et al, 2008; Nene, 2009). Las
garrapatas son capaces de formar rapidamente poblaciones de alimentacion
asociada a distintas comunidades locales y las diferentes poblaciones pueden
mostrar diferencias tanto en la preferencia de alimentacion y el rendimiento, en
este sentido, los registros de observaciones simples y especies hospedadoras no
son suficientes para determinar si una especie de garrapata es un especialista o
un generalista; por lo que se requiere informacion detallada sobre los patrones de
uso de alimentacion, la escala local también es el apropiado para considerar Si
queremos predecir mejor la circulacion y la exposicion de patégenos (McCoy et al.,
2013). El riesgo para los seres humanos y los animales domésticos, porque es en
estas escalas espaciales la transmision se lleva a cabo, a fin de tener en cuenta
explicitamente este contraste en el uso de alimentacion entre las escalas locales y
globales, una medida mas adecuada de la especializacion de alimentacién en las
especies de garrapatas seria estimar el volumen de alimentacion (o diversidad
beta) en el uso de alimentacién en todo el rango geografico (Krasnov et al., 2011)
a cuestion de las garrapatas es el destino de los especialistas locales y generalista
mundial, lo que hacen las garrapatas divergir en grupos genéticos de alimentacion
locales asociada contindan hacia la especiacion, o se perciba la adaptacion
basdndose simplemente en la plasticidad fenotipica y acondicionamiento
ecologico. La evolucion de la especializacibn se considera que es un paso
esencial hacia la especiacién (Schluter, 2000). Si las garrapatas con frecuencia
evolucionan en especializacion de alimentacion y esto conduce a la especiacion
(McCoy et al., 2013).

1.6. Vectores de importancia en la medicina veterinaria.

Un vector es un agente que tiene la capacidad de transmitir un patdégeno de un
hospedador a otro. Los artropodos son un grupo de organismos compuestos por
insectos, arafias, crustaceos, algunos se alimentan de sangre, como los mosquitos
y garrapatas (Gubler et al., 2001), son los vectores de mayor diversidad de
patdgenos que transmiten desde ARN viricos, parasitos protozoarios a animales y

humanos (Mercado-Curiel et al., 2014). Las principales formas de transmitir
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enfermedades sensibles al clima es por medio de los alimentos, agua, aerosoles,
fomites y vectores (Baylis, 2017). El incremento del clima genera que los
artropodos cambien su temperatura interna, comportamiento, fisiologia,
supervivencia y desarrollo (Githeko et al., 2000). El potencial epidémico depende
de la interaccidon de muchos virus, hospedadores y parametros ambientales, los
modelos no pueden predecir con precision el riesgo real de casos humanos sin
incorporar determinantes humanos, virales y ambientales especificos del sitio de la
transmision (Gubler et al., 2001). Los cambios en la distribucion de vectores en
México, se debe a que los programas de salud publica destinados al control de
vectores se deciden Estado por Estado, dependiendo de los presupuestos de la
administracion estatal y la importancia percibida de las medidas de control de
mosquitos y las enfermedades transmitidas por vectores en cada uno de los 31
Estados del pais. La informacion de referencia permite la deteccién de cambios en
la distribucién o abundancia de especies y la deteccion de especies introducidas
de vectores que se han extendido mas alla de su distribucion natural o areas
biogeograficas (denominadas especies invasoras) y que pueden causar impactos

econdmicos y de salud humana (Bond et al., 2014).

2.6.1. Pérdidas econ6micas por garrapatas Rhipicephalus microplus.

Las pérdidas econdémicas mundiales debido a la infestacibn de garrapatas se
estiman de $14000-18000 millones de ddlares, y los costos del manejo de las
enfermedades transmitidas por ellas (ETG) en el ganado de Pakistan e India se ha
estimado en $498.7 millones de délares por afio (Minjauw y McLeod, 2003). En
1977 los costos globales de las ETG en el ganado se estimaron entre $13.9y 18.7
mil millones délares por afio (De Castro, 1997), en el 2005 las pérdidas
econdémicas mundiales causadas por R. microplus se estimaron en $8 mil millones
de dolares al afio (Sossai et al., 2005). El mayor rebafio de ganado en el mundo,
esta situado en Brasil en Estado de Rio Grande del Sur tiene una manada de 14.5
millones de bovinos (ANUALPEC, 2012), el impacto econémico en la industria
ganadera de este pais por la presencia de la garrapata R. microplus esta estimado

en $2 billones de ddlares anualmente (Andreotti et al., 2011), el control de estos
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vectores se ha estimado entre $2.50 y $25 ddlares por animal al afio (Pegram,
2001). Se han notificado pérdidas anuales (en millones de dolares) en Australia
$5.1, Kenia $5.4, Zimbabue $6.8, Tanzania $21.6, Sudafrica $19.4, China $57.2,
India $3.1 Indonesia y Filipinas $0.6 (Andreotti et al., 2011). El impacto econémico
tiene consecuencia de pérdidas directas por mortalidad, abortos, reduccion de la
produccién de carne y leche ademas de los efectos indirectos asociados con la
aplicacion de medidas de control de garrapatas y enfermedades (Almazan et al.,
2010). En México las pérdidas econOmicas por garrapatas R. microplus se han
estimado en $130.91 millones de ddlares (Rodriguez-Vivas et al., 2017).

2.6.2. Importancia de los vectores y calentamiento global.

Uno de los problemas ambientales mas urgentes del siglo XXI es el cambio
climatico, un término que se refiere a la variaciéon en el clima en una regién
especifica o globalmente en el tiempo, las grandes cantidades de los gases de
efecto invernadero emitidos a la atmdésfera son una de las principales causas, las
alteraciones climaticas se asocian con aumentos y disminuciones de temperatura
y humedad relativa, asi como en los niveles del mar y un clima mas extremo,
como consecuencia es la proliferacién de poblaciones de artrépodos, los cuales en
Su mayoria son vectores de patégenos que causan enfermedades a los animales y
humanos, se estima que poblaciones de insectos aumentaran su expansion y
densidad en regiones calidas, dentro del vector biolégico el patdégeno se ve
afectado por las temperaturas ya sean maximas o minimas y la tasa de infeccion y

la probabilidad exitosa de transmision a otro hospedador (Gluber et al., 2001).

2.7. Enfermedades transmitidas por garrapatas a los animales.

La mayoria de las enfermedades transmitidas por vectores exhiben un patron
estacional distinto, lo que sugiere claramente que son sensibles al clima, por lo
gue las variaciones meteoroldgicas (precipitaciones, temperatura y otras) afectan
tanto a los vectores como a los patdégenos que transmiten (Gubler et al., 2001).
Todos estos factores también afectan la distribucion espacial y temporal de los

vectores y reservorios, que a su vez afectan la epidemiologia y la dinamica de la
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transmision de patégenos (Moo-Llanes et al., 2013). Ademas, las altas
temperaturas pueden aumentar o disminuir la tasa de supervivencia, dependiendo
del vector, su comportamiento, ecologia y muchos otros factores, entre ellos los
demograficos y sociologicos (Gubler et al., 2001). Las bacterias son
microorganismos que han desarrollado simbiosis con las garrapatas, como en R.
microplus (Andreotti et al., 2011) virus, piroplasmas, rickettsias, borrelias,
anaplasmas y babesias (de la Fuente et al., 2008) estos patdégenos tienen un
impacto en la produccion, reduce la ganancia de peso, produccion de leche
(Bastos et al., 2010). Se estima que los patégenos transmitidos por garrapatas son
responsable de mas de 100,000 casos de enfermedades en humanos en el mundo
(de la Fuente et al., 2008). Esto es un problema creciente en todo el mundo por
vectores artropodos, y las garrapatas son los segundos vectores de enfermedades
a los humanos y los mas importantes en los animales (Jones et al., 2008). La
actividad de busqueda del hospedero de las garrapatas, la reproduccion y la
supervivencia dependen de varios factores que, a su vez, tienen un impacto
directo en la distribucion y abundancia de garrapatas (Estrada-Pefa et al., 2013).
Estos incluyen cobertura de vegetacion, disponibilidad del huésped, condiciones
de humedad y temperatura, fotoperiodo y actividades humanas, se puede
encontrar informacién sobre la fisiologia ecoldgica de las garrapatas en otros
lugares (Randolph, 2009; Dantas-Torres, 2015) entre estas enfermedades se
encuentra las bacterias del género Anaplasma el cual comprende seis especies;
A. marginale, A. centrale, A. ovis, A. phagocytophilum, A. bovis y A. platys (Dumler
et al., 2001), la anaplasmosis bovina causada por A. marginale, los rumiantes
pueden ser infectados por cinco de las seis especies pertenecientes al género
Anaplasma (Inokuma et al., 2007). Estos patdgenos pueden coinfectar
simultdneamente un organismo (Gray, 2006). Las cuales se han identificado en
garrapatas D. andersoni y R. microplus (Sparagano y Jongejan, 1999) y en |I.
ventalloi (Antunes et al., 2016). El protozoario intraeritrocitico Babesia spp se
distribuye por el mundo y afecta a diversos animales domeésticos y salvajes,
principalmente el ganado, asi como a humanos (Schnittger et al., 2012). Los
parasitos protozoarios B. bovis, B. bigemina y B. microti se han detectado en
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garrapatas R. microplus (Sparagano y Jongejan, 1999). Son causantes de la
babesiosis en animales y humanos, es una gran preocupacion en la salud publica
y en la produccion animal debido a la gravedad de los brotes, animales portadores
y la naturaleza zoondtica ocurre en regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Kirupananthan et al., 2016). La babesiosis bovina en México, comunmente
conocida como fiebre del ganado (Cantu-C et al., 2009). También se ha reportado
seis especies de Theileria, T. parva, T. annulata, T. buffeli/orientalis, T.
lestoquardi, T. sergenti en garrapatas R. appendiculatus, Haemaphysalis
dromedarii, H. marginatum marginatum, H. marginatum rufipes, H. longicornis y H.
anatolicum anatolicum (Sparagano y Jongejan, 1999). Antunes et al. (2016)
reportaron por primera vez la deteccion de T. annulata en |. ventalloi. Las
garrapatas R. microplus y R. annulatus, son plagas del ganado en regiones
endémicas de México e invasivas a lo largo de la frontera con Texas (Goolsby et
al.,, 2016). En garrapatas A. variegatum, A. hebraeum, se ha identificado la
bacteria Cowdria ruminantium que infectan de a los animales (Sparagano y
Jongejan, 1999). En varios paises del continente americano, la fiebre manchada
es un problema emergente de salud publica, que es producida por el cocobacilo
polimorfo Rickettssia rickettsii (Alvarez-Hernandez et al., 2015). También se han
asociado R. conorii, R. prowazekii, R. typhi, R. africae, identificados en garrapatas

I. scapularis, A. americanum y A. variegatum (Sparagano y Jongejan, 1999).

2.8. Deteccion morfoldgica de garrapatas.

La deteccion morfologica de las garrapatas, se realiza mediante el empleo de
técnicas convencionales basadas en las caracteristicas morfologicas, biologicas y
ecolégicas (Dominguez-Garcia et al., 2010). En Grecia se identificaron en perro,
ovinos y caprinos por morfologia, las especies con la distribucion mas amplia
fueron R. sanguineus (64.8%), R. bursa (25.9%) y Dermacentor marginatus
(4.1%), mientras que las especies recolectadas con menos frecuencia fueron I.
ricinus, |. gibbosus, H. parva, H. sulcata, H. punctata, H. marginatum, H.
excavatum, H. dromedarii, H. rufipes y H. impeltatum (Chaligiannis et al., 2018).

En Corea en cerdos de granja y jabali se identificaron por claves dicotomicas las
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garrapatas H. longicornis, H. flava, I. nipponensis, I. turdus y A. testudinarium y en
jabalies, H. flava, H. longicornis y A. testudinarium (Chae et al., 2017), en Egipto
se tomaron muestras de garrapatas en perros y camellos, las garrapatas fueron
identificadas por morfologia, en los caninos se identificaron R. sanguineus, y en
los camellos se reporté H. dromedarii (Abdullah et al., 2016), Etiopia en bovinos se
identific6 morfologicamente Amblyomma spp, Hyalomma spp y Rhipicephalus spp
(Kemal et al., 2016), en Filipinas en ganado bovino con presencia de ectoparasitos

se identific6 morfolégicamente garrapatas de R. microplus (Ybafies et al., 2013).

2.9. Deteccion Genética de las garrapatas.

Las secuencias de genomas mitocondriales son de utilidad en los datos de
investigacion para la identificacion y relaciones filogenéticas, y es la solucion para
la diversidad entre los linajes de garrapatas, el uso de secuencias del genoma
mitocondrial, asi como la cox1, 12S ARNr, 16S ARNr, y los marcadores de ITS2
(El espaciador transcrito interno (ITS) es un fragmento de ARN no funcional
ubicado entre los ARN ribosémicos estructurales ARNr de una transcripcion
precursora comun, que es especialmente (til para diluir las relaciones entre
especies congenéricas y géneros estrechamente relacionados (Hao et al., 2010),
se utilizan para hacer frente a las relaciones filogenéticas entre las especies del
subgénero Boophilus, son marcadores moleculares comunes, para determinar
cudl de estos tienen la mayor capacidad de resolver y determinar las relaciones
entre las especies del subgénero Boophilus (Burger et al., 2014). El gen 16S ARNr
es util para la separacion de especies debido a su baja variabilidad genética
intraespecifica, lo cual facilita la asignacion de especies y da un rango de distancia
interespecifica ligeramente mayor, se sugiere que este marcador sea utilizado en
los estudios sobre relaciones interespecificas (Paternina et al.,, 2016). La
utilizacién de técnicas moleculares y diferentes criterios de clasificacion se ha
propuesto con base en evidencias moleculares que el género Boophilus curtice,

sea incluido como subgénero de Rhipicephalus (Murrell y Barker, 2003).

2.9.1. Diversidad genética de garrapatas.
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El estudio de las relaciones filogenéticas de las garrapatas nos proporciona un
conocimiento fundamental de su historia evolutiva y nos conduce a una mejor
comprension de su asociacién con patdégenos (Beati y Keirans, 2001), la variacién
genética entre diez aislamientos de la garrapata del ganado, R. microplus en
varios lugares de Madras, donde se utilizaron diversos oligonucleoétidos aleatorios
para analizar la variacion gendémica entre los colectados en un &rea en particular,
lo cual no reveld ninguna relacion cercana, se reportaron observaciones similares
para las variaciones genéticas con base en la distancia y condiciones geograficas
en las poblaciones de insectos vectores en diferentes ubicaciones con marcadores
RAPD (Random Amplified Polymorphic) (de Souza et al., 2001; Ayres et al., 2003;
Paduana et al., 2006) y alozimas (Failloux et al., 1995). La diversidad genética
revelada sobre los diversos aislamientos de R. microplus como resultado del
analisis de marcadores moleculares, podria ser causada por restricciones en el
flujo de genes de garrapata, posiblemente debido a la falta de consanguinidad o
debido a la seleccidén procedente de diferentes presiones ecoldgicas, ademas se
realiz6 el primer andlisis de marcadores moleculares de R. microplus de la India
(Velayutham et al., 2012). Las referencia de poblaciones y el estudio de genética
sobre la diversidad utilizando marcadores moleculares, excepto unos pocos
estudios que se limitan Unicamente a las especies raras de garrapatas. La
comparacion de las pequefias secuencias de genes bien elegidos, la convierte en
una herramienta poderosa para establecer relaciones evolutivas (Filogenia) entre

procariotas (Uilenberg et al., 2004).

2.9.2. Homologia genética de Rhipicephalus microplus.

El alto grado de similitud genética entre las poblaciones de Ameérica del Norte de
R. microplus es particularmente sorprendente. Esto cuando se realizan todas las
comparaciones la misma especie, resulta una identidad promedio de 0,985 +
0,013, se compard la cepa de los valores promedio de identidad entre la cepa de
Puerto Rico, poblaciones del sur de México y las colonias del norte de México
0,978 a 0,999 (Sattler et al.,, 1986). Todas las comparaciones de poblacion R.
microplus caen por encima de 0,97, que es el intervalo generalmente aceptado

para las poblaciones de la misma especie excepto la cepa de Puerto Rico en
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comparacion con cepas de Roma y Camerun S / G. El examen de las frecuencias
alélicas de estas 3 cepas reveld que muestran una frecuencia inusualmente alta
de al menos 1 alelo normalmente poco frecuente, esto es apoyado, por el valor de
los loci polimérficos de 0,092, lo que indica que el 90,7% de la variacion genética
se debe a las diferencias dentro de las muestras, con solo el 9,3% debido a las
diferencias entre las muestras, si se consideran las 4 poblaciones naturales, sélo
el 5,0% de la variacion genética se debe a diferencias entre poblaciones (Sattler,
1997). También se observaron pequefios niveles de diferenciacién genética entre
poblaciones geograficamente separadas de Aponomma hydrosauri, A.
albolimbatum y A. limbatum (Bull et al., 1984), y A. americanum, lo que sugiere
qgue no es una caracteristica inusual de las poblaciones de garrapatas. Se deben
desarrollar medidas de control biolégico de las garrapatas del ganado, no hay
indicios de estos datos que existen subdivisiones dentro de las especies que
limitaria la eficacia de tales procedimientos (Sattler et al., 1986).

El arbol filogenético del uso del gen 16S ARNr revel6 dos clados genéticos para R.
microplus. Un clado bien soportado comprendia R. microplus de China e India y
era hermano de R. annulatus, R. microplus de China fue el miembro basal,
formando un subclado con R. microplus de la India. R. australis (anteriormente
identificado como R. microplus) de Australia, Nueva Caledonia e Indonesia formé
un clado bien definido, R. microplus de Malasia, Japon, Africa (Mozambique,
Sudafrica y Tanzania) y las Américas (es decir, Argentina, Bolivia, Brasil, Costa

Rica, Paraguay, Peru y Uruguay) formaron el clado B (Low et al, 2015).

2.9.3. Genoma de las garrapatas Rhipicephalus microplus.

En la base gendmica GenBank se encuentra reportadas 13497 secuencias
nucleotidicas ADN lineal de la garrapata del bovino R. microplus, cada secuencia
cuenta con un numero en GenBank, describiendose desde 51 pb (HN109447.1)
hasta 869 pb (HN109164.1) descrita por (Moolhuijzen et al, 2011)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/nucgss).

Esta disponible una base de datos llamada CattleTickBase sobre las secuencia de

la garrapata R. microplus donde de cada gen se analiza su porcentaje de identidad
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y ayuda a predecir las proteinas putativas de las secuencias, la cual integra el
andlisis de las secuencias de nuevos vectores, para identificar los mecanismos
genomicos para un control efectivo de R. microplus en infestaciones de ganado,
Cattletickbase es un proyecto de colaboracién entre el Estado de Queensland
Australia (Departamento de Desarrollo e Innovacion Econdmica del Empleo), el
Centro de Gendmica Comparada de la Universidad de Murdoch y el Servicio de
Investigacion Agricola del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos ha
generado una gran cantidad de datos nuevos y ha llevado a la creacion de este
recurso genoma en linea de R. microplus. El genoma mitocondrial completo de la
cepa Deutsch de 193 R. microplus se ensambl6 a través de una combinacién de
fuentes de secuencia y 194 enfoques de montaje acceso del GenBank KP143546,
no seleccionados y seleccionadas por ADN gendémico (McCooke et al., 2015).

El tamafio del genoma y la organizacién del ADN repetitivo se determinaron en las
garrapatas |. scapularis y R. microplus utilizando la cinética de reabsorcion, el
genoma de |. scapularis contiene aproximadamente 2.15 pg (2,1x10 (Mbp) de
ADN y no contiene repliegue (FB), 27% altamente repetitivo (HR), 39%
moderadamente repetitivo (MR) y 34% de ADN Unico, el genoma de R. microplus
contiene 7.5 pg (7,1x10 Mbp) de ADN, y consiste en 0.82% de FB, 31% de HR,
38% de RM y 30% de ADN Unico, en ambas especies, las secuencias repetitivas
se producen en una mezcla de largo y corto periodo de interspersion, pero la
mayoria (65-80%) del ADN sigue un patron de periodo corto interspersion, el
tamafio y la organizacion del genoma en las dos especies de garrapatas hasta
ahora examinadas son distintos de otros artrépodos al tener una mayor proporcién
de MR, una menor proporciéon de ADN unico y HR de complejidad de secuencia
baja (Ullmann et al., 2005). Existe una considerable heterogeneidad genética
dentro y entre poblaciones de |. scapularis en toda su area de distribucién en los
EE.UU. basada en los analisis de RAPD-PCR y secuencias de la mitocondrial (tm)
Genes 12S y 16S ARNr (Qiu et al., 2002; Trucha et al., 2009). De los
mitogenomas descritos en el Clustal Walignment, el 99,9% de los nucle6tidos de
garrapatas del ganado brasilefio y camboyano presentan nucleétidos alineados

idénticos a la garrapata R. microplus de Texas, mientras que el 96,0% de los
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nucledtidos de R. australis, tiene nucleétidos alineados idénticos a la garrapata de
Texas (McCooke et al., 2015).

Las relaciones filogenéticas entre las diversas garrapatas del ganado
Rhipicephalus con las reportadas por Burger et al. (2014). Los analisis
filogenéticos basados tanto en la cox1 y 16S ARNr sugiere que el R. microplus de
China clado B es una especie criptica probable dentro del complejo R. microplus
existente, ademas, el uso de esta medida de caracter general, la garrapata del
ganado australiano parece ser una especie diferente de las garrapatas del ganado
de Texas, Camboya y Brasil. En el analisis de garrapatas de Texas, Brasil y
Australia, se identificaron 401 y 9 cambios de nucle6tidos en sinénimo el gen
regiones que comparan el mitogenoma de Texas, de codificacion a la de Australia
y Brasil, respectivamente, se identificé 112 y 3 cambios de nucleétidos no
sindnimos en el gen que codifica estas regiones, del total de 513 y 12 nucleétidos
de diferencia equivale al 3,38% y 0,08% entre el de Texas y Australia 'y de Texas y
Brasil, respectivamente (McCooke et al., 2015).

El uso de codones fue muy similar entre los mitogenomas de la garrapata de
ganado de Texas y Australia. La mayor diferencia fue en el uso de ATA y un uso
de los TCA como un codon de inicio en garrapatas de Texas en comparacion con
las de Australia, las frecuencias de mono- y di-nucleétidos fueron casi idénticos
entre los dos mitogenomas (McCooke et al., 2015). La frecuencia en porcentaje
para A, G, Cy T, en los mitogenomas de garrapatas de Texas fue del 38,8, 11,2,
9,1y 40,9 %, mientras que para el de Australia fue del 38,9, 11,3, 8,8, y 41,0%.
Todas las frecuencias de di-nucleétidos estaban dentro de 0,1% de cada una, este
analisis revela diferencias interesantes en las garrapatas de diferentes paises.
Algunas de estas diferencias plantean preguntas sobre clasificaciones de especies
existentes de R. microplus (McCooke et al., 2015). Es importante identificar y
clasificar las poblaciones de garrapatas del ganado correctamente y establecer
algunas metodologias de control, en particular el uso de vacunas en los bovinos,
ya que muestran resultados inconsistentes (Almazan et al., 2010).

El tamafio del genoma de la garrapata del ganado R. microplus es tres veces

mayor que la de |. scapularis (Barrero et al., 2011), por lo tanto podemos anticipar
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gue otros miIARNs de R. microplus son susceptibles de ser identificados una vez
que el genoma completo esté disponible, se han secuenciado los genomas MT de
s6lo dos garrapatas Rhipicephalus: todo el genoma TM de R. sanguineus y 13
fragmentos de contorno del gen del genoma TM de R. australis (Burger et al.,
2014).

Las relaciones filogenéticas entre las especies Boophilus no son bien estudiadas,
y la mayoria de los estudios de investigacion de estas relaciones se han basado
en secuencias parciales de los genes 12S ARNr y 16S ARNr (Murrell et al., 2000,
2001; Beati y Keirans, 2001; Labruna et al., 2009; Estrada-Pefa et al., 2012). Sin
embargo, el analisis molecular (Beati y Keirans, 2001) ha confirmado la relacion de
especies hermanas entre R. annulatus y R. microplus sugerido por morfologia
Feldman-Muhsam y Shechter, 1970. La total evidencia de filogenia realizada por
Murrell et al. (2001) se apoya firmemente con la secuencias de R. microplus de
Brasil 14,905 bp, Cambodia 14,903 bp, China 14,864 bp, y para R. australis
14,891 bp, R. geigyi 14,948 bp, R. annulatus 9,756 bp, R. kohlsi 9,678 bp, R.
appendiculatus 9,569 bp, D. nitens 14,839 bp (Burger et al., 20015).

2.9.4. Flujo de genes de garrapatas.

R. microplus se encuentra en el sur, el este y el sudeste de Asia, América Central
y del Sur incluyendo México, Africa oriental y meridional, las poblaciones R.
microplus que se han secuenciado, se dividen en dos clados se incluye Malasia,
Japon, Africa (Mozambique, Sudafrica y Tanzania) y en América (Argentina,
Bolivia, Brasil) (Low et al., 2015). Recientemente, garrapatas del ganado de
Australia conocida anteriormente como R. microplus fueron reintegrados como una
especie separada y se nombré como R. australis, esta especie no se encuentra
Filipinas, Camboya, Tahiti, Nueva Caledonia y las islas de Borneo, Sumatra, Java
y Nueva Guinea (Estrada-Pefia et al.,, 2012). En Australia se puede observar
poblaciones de R. microplus con resistencia a los acaricidas, pero no se
analizaron poblaciones para observar la diversidad. R. microplus, la variacion
genética entre las cepas de dos poblaciones (Gonzélez y Coatzacoalcos), tienen

resistencia a los piretroides; otras dos poblaciones (La Corrales y San Felipe)
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cuentan con mecanismos de insensibilidad para resistencia a los piretroides, por lo
tanto es necesario localizar y entender el loci para dilucidar el mecanismo de la
resistencia y mejorar la capacidad de rastrear y retrasar la evolucién de la
resistencia (Tapia-Pérez et al., 2003). La introduccion de ganado con garrapatas a
las regiones de América del Norte puede haber dado lugar a un flujo suficiente de
genes para evitar la divergencia genética entre poblaciones geograficamente
distantes (Sattler et al., 1986).

2.10. Distribucion de las garrapatas.

Las poblaciones de garrapatas y hospederos mamiferos estan influenciadas por el
uso, la cobertura, y el tipo de suelo, la elevacién, la latitud, el cambio de la
duracion y aumento de la temperatura (Githeko et al., 2000). Las especies de
garrapatas H. anatolicum anatolicum y R. microplus, son los principales vectores
transmisores de enfermedades a humanos y animales ademas de ser las de
mayor distribucion (Kumar et al., 2012), la distribucion de la garrapata H.
marginatum y R. annulatus esta determinada principalmente por la temperatura y
la disponibilidad de hospedadores particularmente rumiantes, aunque las etapas
larvarias también se alimentan cominmente de homeotermos pequefios, como las
aves (ECDC, 2015). En la ultima década se ha registrado un incremento de
infestaciones de garrapatas fuera del area de cuarentena de Estados Unidos, por
un aumento de rango del clima el cual es propicio para la supervivencia de la
garrapata, y aumenta el riesgo de reintroduccion de la fiebre del ganado en las
zonas productoras del sur de Texas (Busch et al., 2014; Giles et al., 2014). Los
modelos actuales predicen un aumento de temperaturas, tanto a corto (afio 2050)
como a largo plazo (afio 2070), y esta relacionado con posibles cambios de los
otros factores, resultando puntos de ocurrencia (figura 2), y distribucion (figura 3 y
4) para las especies H. marginatum y R. annulatus en Rumania (Mihalca et al.,
2012).
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Figura 2. Puntos de ocurrencia para las especies modeladas en Rumania: A) H.
marginatum; B) R. annulatus (Mihalca et al., 2012).
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Figura 3. Mapa de la distribucion de H. marginatum en Rumania segun el modelo.
Probabilidad de ocurrencia desde cercas de 0 (negro) a cerca de 1 (blanco)
(Mihalca et al., 2012).
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Figura 4. Mapas de la distribucion de R. annulatus segun el modelo en Rumania.
Probabilidad de ocurrencia desde cerca de 0 (negro) hasta cerca de 1 (blanco)
(Mihalca et al., 2012).

2070

La distribucion geografica de 1. ricinus esta relacionada con factores climaticos
tales como la humedad, suelo y temperatura, y con el tipo de vegetacion, uso de la
tierra y fragmentacion (Jore et al., 2014). Se han realizado predicciones de las
distribucién de 1. ricinus resultando que las poblaciones podrian emerger en areas
en las que actualmente no existen, lo que representa un mayor riesgo para la

salud humana en esas areas (Andersen et al., 2017).

2.10.1. Factores que favorecen la distribucion de las garrapatas.

En México como en otros paises el movimiento de los animales en temporada de
lluvias en las regiones del valle, sierra y costa, donde se alimenta principalmente
de esquilmos provenientes de la agricultura, en Sinaloa es la principal actividad,
por lo cual los subproductos se aprovecha para la alimentacion del ganado,
permitiendo la movilizacion del ganado dentro del mismo estado, otras de las

actividades comunes es el intercambio rotacional de sementales en la ganaderia,
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estas actividades favorecen la distribucion de las garrapatas en el Estado (
Gaxiola et al.,2008).

La distribucion geografica y habitat de las garrapatas se ha ampliado en los
altimos afos, para la garrapata |. scapularis estadn influenciados por factores
climaticos (por ejemplo, temperatura y precipitaciones) y la disponibilidad de los
habitats y anfitriones adecuados (Ogden et al., 2005), en los ultimos afios, su area
de distribucion se ha expandido desde los EE.UU. hacia el norte en el sur de
Canada, donde se predijo que dentro de los proximos 10-20 afios, las condiciones
climaticas seran mucho mas favorable para el establecimiento de poblaciones en
partes de Terranova, Isla del Principe Eduardo y Saskatchewan (Krakowetz et al.,
2011). La temperatura tiene un papel central en la regulacién del ciclo de vida de
la garrapata, incluyendo el desarrollo de las fases de muda (0o huevos
depositados) y los periodos en el que las garrapatas busqueda de un huésped en
la vegetacion (Estrada-Pefa et al., 2013).

Estrada-pefia et al. (2006) estudiaron los factores climaticos influyen en la
distribucion geografica de R. microplus en México, describieron que esta presente
en regiones con condiciones céalidas y humedad, estando ausentes en las regiones
montafiosas y centrales a temperaturas de 19.97°'C y 4.22°C. Las garrapatas R.
microplus que se distribuyen en Latinoamérica se desarrollan a temperaturas de
12.5 C y 18" C con un promedio de 24° C y 30° C, por otra parte Bustillos et al.
(2015) concluyen que la temperatura y humedad son los principales factores para
el desarrollo de garrapata debido a un incremento en su numero cuando las
condiciones climaticas de temperatura promedio son 28° C y 80% de humedad
relativa a una altitud de 1000 msnm. Cortés et al, (2010) encontré garrapatas
desde los 0 msnm hasta los 2900 msnm. Bustillo et al. (2015) observaron una
similitud en la tendencia a disminuir el nUmero de especimenes conforme aumenta

la precipitacion.

2.10.2. Distribucion de Rhipicephalus microplus.
Existe poca evidencia de cdmo o cuando R. microplus se distribuyé en América

(Labruna et al., 2009), algunas de las hipétesis mencionan que es probable por el
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movimiento del ganado de la India o de Africa en los siglos XVI y XVII (Burger et
al., 2014), otras hipdtesis mencionan que la garrapata R. microplus no es
autoctona del continente americano, los cinco siglos que han transcurrido desde
su llegada con los animales de los colonizadores europeos, ha permitido
desarrollar un alto grado de adaptacion a la ambiente, actualmente, esta especie
es una importante plaga del ganado en grandes areas de Brasil, Argentina,
Uruguay, Paraguay y Colombia. La distribucion geogréfica de R. annulatus, R.
microplus y R. australis, se han visto modificadas por el comercializacion del
ganado, la propagacion de R. microplus no estd bien documentada, se cree que
se origin6 en la India y luego se extendi6 a Madagascar y Africa del Sur. Las
garrapatas R. decoloratus Africa subsahariana, mientras que R. geigyi en la region
tropical de Africa subsahariana (Estrada-Pefia et al., 2006). Después de haber
sido erradicada de Puerto Rico, se detectd una vez mas en 1978, donde se
extendié rapidamente por toda la isla, en 1980, se calculé que el 90% de los
ranchos se vieron afectados por R. microplus, el desarrollo de las poblaciones de
garrapatas permanentes ha sido registrado en las zonas consideradas como libres
(Estrada-Pefia, 1999). Los patrones de distribucidon de las especies pueden estar
auto correlacionada debido a la dindmica de la poblacion y los factores histéricos,
incluyendo los que conducen a la evolucién (Estrada-Pefa et al., 2013). Las cepas
de R. microplus de América Latina y Australia se caracterizaron, empleando una
cepa de R. annulatus para la comparacion a nivel molecular y demostrar las
diferencias existentes entre las cepas de R. microplus y sugerir herramientas para
caracterizar esta diversidad genética (de la Fuente et al., 2000). R. microplus se
encuentra en el sur, el este y el sudeste de Asia, América Central, México, Africa
oriental y meridional (Kolonin, 2009). Recientemente, garrapatas del ganado de
Australia conocida anteriormente como R. microplus fueron reintegrados como una
especie separada, R. australis, y no se encontré esta especie de Australia en las
Filipinas, Camboya, Tahiti, Nueva Caledonia y las islas de Borneo, Sumatra, Java
y Nueva Guinea (Estrada-Pefia et al., 2012). Las distribuciones de R. microplus y
R. annulatus a lo largo la frontera entre Texas y México, reveld una frontera

estable parapatrica entre las dos especies (Lohmeyer et al., 2011), experimentos
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de apareamiento entre R. microplus y R. annulatus establecieron que estas dos
especies confirman que no se pueden reproducir entre ellas (Graham et al, 1972;
Thompson et al., 1981; Davey et al., 1983; Lohmeyer et al., 2011), se han
encontrado cepas geogréficamente dispares R. microplus de Mozambique y
Argentina para producir cruces fértiles, pero los cruces entre cualquiera de las
cepas y R. australis son infértiles (Labruna et al., 2009) en México se reporta la
presencia de R. microplus en Sinaloa (Gaxiola et al., 1996), en Yucatan, Emiliano
Zapata, y Tabasco (Soberanes et al.,, 2002), en Tuxpan, Veracruz y Coahuila,
(Rosario-Cruz et al., 2009). En Cuba la cepa Argentina A se obtuvo de CICV-INTA
de Buenos Aires (Nufiez et al., 1972). Las cepas mexicanas se obtuvieron del
Centro Nacional de Parasitologia, en Cuernavaca, México. Las cepas de la
garrapata Camcord, de la poblacion cubana de Yeerongpilly, Tuxpan, Mora y A se
mantienen en el laboratorio como cepas de referencia. Los datos correspondientes
a las cepas Yeerongpilly y YBm22M8 (Australia), MexBm86 (México) y YBmO02
(Venezuela) se obtuvieron de Tellam et al. (1992) y Cobon et al. (1996). La cepa
de R. annulatus se obtuvo del Centro Nacional de Parasitologia Animal,
Cuernavaca, México (Fragoso et al., 1998; Fuentes et al., 2000).

2.10.3. Distribucion de la garrapata Rhipicephalus microplus en México.
En México por su amplia distribucién las garrapatas de mayor importancias son R.
microplus y Amblyoma cajennense. El género Rhipicephalus presenta 5 especies
a nivel mundial (CENAPA, 2004; USDA, 2017). El estatus zoosanitario en México
de la garrapata R. microplus, se reconoce a los Estados de Sonora, Tlaxcala,
Aguascalientes, Baja California y Chihuahua (con excepcién de los municipios de
Morelos, Guadalupe y Calvo) y el Norte de Baja California Sur como libres del
ectoparasito, en fase de erradicacién se encuentran municipios de Los Cabos y la
parte sur de La Paz en BCS; en el norte de Sinaloa; Ahome, Choix y El Fuerte en
su margen derecho del rio El Fuerte; en Coahuila los municipios de la zona del
desierto: Cuatrociénegas, Ocampo y Sierra Mojada (USDA, 2017).
Aproximadamente mil millones de reses, la mayoria de las cuales se encuentran

en el tropico, estan en riesgo de infestacion de diversas especies de garrapatas o
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enfermedades transmitidas por garrapatas (Pegram et al., 1993). Gaxiola et al.
(1996) describen la presencia de la garrapata R. microplus en bovinos en Sinaloa,
asi mismo Rodriguez et al. (2009) ubican a Sinaloa como una de las zonas con
una prevalencia de >50%; Alcala-Canto et al. (2018) reportaron 5571 registros
georreferenciados de colecta e identificacion de garrapatas Rhipicephalus spp en
México desde el afio de 1970 a 2017, donde en Sinaloa fueron 435 muestras de

14 municipios.

2.11. Georreferenciaciéon de la garrapata Rhipicephalus microplus.

En México se reportaron 5571 registros georreferenciados para Rhipicephalus spp
de 1970 a 2017 donde se reporto la distribucion de la garrapata R. microplus.
Donde las garrapatas se identificaron por claves dicotémicas, los sitios de
muestreo para Sinaloa de 1970 a 2017, con un total de 435 garrapatas, sin
embargo, actualmente, no hay un solo conjunto de datos incluidas las ubicaciones
de Rhipicephalus georreferenciadas en todo el pais, que apoyaria mas estudios de
modelado y haria posible de predecir la posible propagacion de la garrapata, lo
qgue lleva a los veterinarios a tomar medidas de control oportunas, modelando la
distribuciéon geografica potencial de la marca usando su distribucion actual y datos
basados en un rango de parametros ambientales, se incluyeron infecciones
naturales en la base de datos y Rhipicephalus spp., las ocurrencias se registraron
una sola vez cuando se informaron en la misma ubicacién y fecha (Alcala-Canto et
al., 2018).

2.11.1. Factores climaticos en Sinaloa que Influyen en el ciclo de vida de
Rhipicephalus microplus.

En un estudio realizado por Gaxiola et al. (2008) en Culiacan Sinaloa donde se
consider6é el comportamiento de los factores climaticos, como temperatura,
precipitacion, humedad, época del afio, se registraron los datos a una temperatura
promedio anual de 26.5°C, la humedad de 66,6 %, evaporacion 175.1 y una
precipitacion 48.5 mm, ademas se observé el comportamiento del ciclo de vida,

donde se mostré una mayor actividad de larvas de R. microplus en los meses de

31



primavera y en menor presencia julio y agosto; siendo estos ultimos meses con
temperatura, humedad y precipitacion mas altas. EI mayor aumento de la
poblacion de garrapatas adultas para el primer periodo se presenté durante el
verano, en los meses de julio y agosto, observandose unos picos medianos en la
primavera y unas pequefias elevaciones durante el otofio, sostenidos por tres
semanas en diciembre y durante dos semana en marzo antes de la primavera,
cuando la temperatura, humedad, precipitacion y evaporacion fueron altas se
observé el aumento poblacional mayor , en julio; se observé que durante el
segundo afio las garrapatas adultas presentaron el pico poblacional mas elevado
en diciembre, lo cual debié verse favorecido por la precipitacion pluvial que se
presentd durante los meses de septiembre y octubre con un aumento de humedad

€n esos meses.

2.12. Lagarrapata Rhipicephalus microplus en Sinaloa.

La deteccibn de R. microplus en Culiacan, Sinaloa en dos sindicaturas se
colectaron garrapatas de 58 animales, se observaron e identificaron por claves
dicotbmicas resultando R. microplus el 100 %, el 69,7% fueron hembras
alimentadas, 24,7 % machos, 5,4 % ninfas y 0,2%, las regiones anatémicas donde
se localizaron la mayor cantidad de garrapatas fueron, ingle, ubre, axilas y cuello
(L6pez et al.,, 2015), por otra parte en estudios moleculares de garrapatas
colectadas de ganado bovino se identificO R. microplus por morfologia con la
utilizacién de claves dicotomicas y por la técnica de PCR utilizando el gen msp5
en ADN de garrapatas se identific6 A. marginale, el cual amplifico alrededor de
500 pb, lo cual confirma la presencia de la bacteria en la garrapatas R. microplus
en el municipio de Culiacan (Barraza et al., 2018).
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. HIPOTESIS

La garrapata presente en el ganado bovino R. microplus, se distribuye en las

regiones de la sierra, valle y costa de los municipios de Sinaloa.
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V. OBJETIVO GENERAL

Identificar morfoldégica y genéticamente las garrapatas R. microplus y su

georreferenciacion en los municipios de Sinaloa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar morfol6gicamente las garrapatas de bovinos.
2. Caracterizar genéticamente las garrapatas

3. Analizar in silico secuencias de las garrapatas

4. Determinar la georreferenciacion de las garrapatas en regiones de sierra,

valle y costa de municipios de Sinaloa.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Descripcion del area de estudio.
El Estado de Sinaloa se ubica geograficamente en el noroeste del pais mexicano,

desde los 22° 31 hasta los 26° 56" de latitud norte y desde 105° 24" y 109 ° 27" de
longitud oeste, limita al norte con los estados de Sonora y Chihuahua, al sur con
Nayarit, al este con Durango y al oeste con el Océano Pacifico. Con una superficie
de 58,095 km? (Cifuentes y Gaxiola, 2003).

La colecta de garrapatas se realizé directamente en bovinos pertenecientes a las
UPP (Unidades de Produccion Pecuarias) en los municipios de Ahome, Choix,
Guasave, Badiraguato, Culiacén, Cosala y Elota de Sinaloa (figura 5).

Se recolectaron datos para la georreferenciacion de las UPP, que participaron en
el muestreo de las garrapatas, se utilizé el programa Google Earth®. Los bovinos
se muestrearon mediante técnica de muestreo no probabilistico descrita por
(Thrusfield, 2005).

Figura 5. Mapa de México donde se muestra el Estado de Sinaloa y los municipios
de colecta de garrapatas de bovinos.
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5.2. Criterios de inclusioén.

Se tomaron garrapatas presentes en bovinos.

5.3. Recolecta.

Las garrapatas alimentadas se retiraron de los bovinos con el indice y el pulgar,
tomandola lo mas cerca posible del capitulo, voltedndola hacia arriba y tirando
suavemente de ella en contra del pelo hasta desprenderla, evitando que el
hipostoma quede adherido a la piel del hospedero, ya que es un érgano de fijacion
y representa un caracter taxonémico importante, las muestras fueron rotuladas
con la identificacion del lugar de colecta, asi mismo se colocaron en contenedores

con refrigerantes para su transporte (Gallardo y Morales, 1999).

5.4. Identificacion morfoldgica de las garrapatas.

El procesamiento de las muestras se realizo en el laboratorio de Parasitologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de
Sinaloa. En Culiacan, Sinaloa, México.

Las garrapatas se identificaron con base en las claves morfolégicas y la clave
pictérica del manual de identificacion taxonomica de garrapatas (figura 6)

(CENAPA, 2004), observandose en microscopio estereoscopico.

Boophilus

Figura 6. Claves de las estructuras anatomicas de las garrapatas R. microplus: A.
Palpos, B. Base del gnatosoma, C. Ojos, D. Surco anal, E. Festones, F. 1lra coxa,

G. Forma de placa estigmatal, H. Escudo.

5.5. Clave para hembras de Rhipicephalus microplus.

Dorsalmente presenta las mismas caracteristicas del género, denticion hipostomal
4/4. Ventralmente la coxa | es triangular, tan larga como ancha, con los espolones
interno y externo redondeados y mas anchos que largos, separados por una

escotadura poco profunda. Coxa Il y Il con el espolon externo redondeado mas
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ancho que largo. Coxa IV con o sin un muy pequefio espolén externo. R. microplus
(CENAPA, 2014).

5.6. Clave para machos de Rhipicephalus microplus.

Dorsalmente presenta las mismas caracteristicas que el macho de R. annulatus, a
excepcion de que en este caso se presenta un proceso caudal en el extremo
posterior del cuerpo, denticidn hipostomal 4/4. Ventralmente, la coxa | presenta
dos espolones en forma triangular, el interno mas ancho y largo que el externo,
entre ambos se forma una escotadura profunda, las coxas Il y Ill presentan dos
espolones de bordes redondeados, presentando una escotadura poco profunda.
Las placas adanales presentan en su borde posterior una escotadura, originando
hacia el extremo interno una pequefia espina, las placas accesorias presentan su
borde posterior ligeramente agudo; también es visible la espina R. microplus
dorsalmente presenta todas las caracteristicas del género pero sin proceso caudal
denticién hipostomal 4/4, ventralmente, la coxa I, con sus dos espolones (siendo el
externo mas pequefo y agudo que el interno) dan lugar a una escotadura poco
profunda; las coxas II, lll y IV son de forma rectangular u ovalada y no presentan
ni espolones ni escotaduras, las placas adanales y accesorias no presentan
escotadura (CENAPA, 2014).

5.7. Extraccion de ADN de Rhipicephalus microplus.

Del muestreo realizado en los bovinos de las diferentes regiones geograficas
(sierra, valle y costa), se obtuvieron al azar cinco garrapatas de las poblaciones.
La extraccion del ADN gendmico de las garrapatas se obtuvo mediante el método
de trituracion con nitrégeno liquido y la técnica fenol-cloroformo. Cada garrapata
adulta se colocé en un mortero de porcelana estéril, se congel6 con nitrdgeno
liquido, se macerd y se le agregoé amortiguador de lisis (NaCl 0.1 M, Tris-HCI 0.21
M, pH 8 EDTA 0.05 M, SDS 0.5%). Posteriormente, se colocé en un tubo
Eppendorff, se incubd con proteinasa K a 37°C por una h (Motaghiplisheh et al.,
2016). Después se centrifugd 2 min a 12000 RPM. El sobrenadante se recolecto y
se agrego fenol (1:1), se centrifugd por 2 min a 12000 RPM, y se obtuvo el
sobrenadante y se afiadio cloroformo (1:1), se centrifugd por 2 min a 12000 RPM,

se obtuvo el sobrenadante, se afiadid 1 mL de etanol absoluto, se incubd por 20
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min a -80°C. Se centrifugd por 20 min a 12000 RPM y se descarto el
sobrenadante. A la pastilla obtenida se le agregd agua inyectable estéril
(Sambrook et al., 1989). La integridad del ADN se verificé a partir de 5 pL de la
muestra, se homogenizé con 2 pyL de azul de bromo fenol, se coloc6 en gel de
agarosa al 2% tefiido con Gelred® (Biotium inc. Hayward, CA 94545 USA) y fue
sometido a una diferencia de potencial por medio de una cAmara de electroforesis
a 80 volts, 250 mA durante 30 min observado con una lampara de luz ultravioleta
(Huan et al., 2010). Cada ADN obtenido, fue almacenado a -20°C hasta su
utilizacion.
5.8. Amplificacion del gen 16S ARNr de Rhipicephalus microplus por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Se prepar6 una mezcla de reaccion de 25 pL (amortiguador 10X, MgCl,, dNTPs,
H,O libre de nucleasas, Taq Polimerasa, oligonucleotidos y ADN). La reaccion se
llev6 a cabo en un termociclador (T100TM BioRAD). Los oligonucleétidos
utilizados para la amplificacion del fragmento del gen 16S ARNr de
aproximadamente 460 pb fueron 16S-1: 5°-CCG GTC TGA ACT CAG ATC AAG T-
3 y16S-1: 5-GCT CAATGATTT TTT AAATTG CTG TG-3' (Moraes et al., 2011;
Mangold et al., 1998). Las condiciones incluyeron un primer paso de
desnaturalizacién a 94°C por 4 min, seguido por 35 ciclos a 92°C por 30 s, 50°C
durante 30 s para alineamiento y 72°C por 45 s para extensién y un paso final de
extension a 72°C por 8 min (Motaghiplisheh et al., 2016).
5.9. Secuenciacion.
Las muestras positivas resultantes de la amplificacion por PCR del gen 16S ARNT,
fueron secuenciadas mediante el sistema 3730XL Applied Biosystems®, en la

empresa Macrogen inc., Seul, Korea.

5.10. Analisis In Silico.

Se realiz6 con las secuencias genéticas obtenidas, de cada muestra secuenciada. La
correccion de errores de lectura se analiz6 con el software editor de secuencias Chromas
Pro (2.6.6). El andlisis de alineamientos multiples de las secuencias se realizd con los
softwares MultAlin (Corpet, 1988) y Clustal Omega. Las secuencias se compararon con

las secuencias disponibles en la base de datos del Centro Nacional para la Informacién de
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Biotecnologia (NCBI) de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos (NIH),
mediante el programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov),(Dantas-Torres et al., 2013).
Para el alineamiento de secuencias multiples y arbol filogenético se utilizé el programa
Clustal Omega donde se generaron alineaciones entre las secuencias reportadas en
GenBank.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de 2260 garrapatas de bovinos, las cuales se observaron
morfoldégicamente las estructuras anatdmicas para la identificacion de garrapatas
del género y especie, se observaron; base del gnatosoma en forma hexagonal
ensanchado lateralmente, pedipalpos cortos en forma de aisladores de luz, escudo
corto de color café rojizo, orificio genital y orificio anal en hembras y primer par de
coxas tiene forma triangular apenas perceptible, con escotadura siempre presente.
En los machos se observa un escudo completo dorsal, orificio genital y orificio
anal, placas adanales desarrolladas, en la parte caudal se presenta en el borde
posterior del idiosoma de los machos una espicula caracteristica de esta especie
de garrapata como se muestra en la figura 7. Coincidiendo con las caracteristicas
morfolégicas descritas en el manual para la identificacion de R. microplus
(CENAPA, 2004).

Gnatosoma

Escudo

Coxa

Poro genital

Idiosoma

Espiraculo

Espicula e
Orificio anal

Figura 7. Garrapatas adultas de R. microplus. Garrapata Macho en la vista dorsal
(A) y ventral (B).Garrapata hembra vista dorsal (C) y ventral (D).
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En Culiacan, Sinaloa observaron la dinamica poblacional de la garrapata
Rhipicephalus microplus en ganado bovino (Gaxiola et al., 2008). Ademas en este
Estado, reportaron la presencia de R. microplus en 14 municipios con 435
muestras con base a los datos historicos de SAGARPA, y se identificaron por
taxonomia (Alcala-Canto et al., 2018). En Filipinas se identific6 garrapatas R.
microplus en fase de larvas por caracterizacion taxondmica y genética (Ybafies et
al., 2013). En Etiopia 540 garrapatas de ganado bovino se reportaron como R.
(Boophilus) por microscopio estereoscopico y claves dicotdbmicas (Kemal et al.,
2016), en Costa Marfil, realizaron un muestreo nacional donde identificaron
garrapatas presentes en el ganado bovino por regiones, recolectaron 24,031
garrapatas se identificaron con claves dicotomicas y el 62,27% de las garrapatas
resultaron Rhipicephalus (Boophilus), (Boka et al., 2017). Asi mismo Martinez-
Arzate et al. (2019) recolectaron de 11 regiones de México garrapatas de ganado
bovino, para la identificacién de los especimenes se baso6 en la morfologia externa
utilizando claves dicotémicas, es similar los resultados del presente trabajo, dentro
de la regiones geograficas del muestreo contempla al garrapatas del Estado de
Sinaloa e identifica como R. microplus en ganado bovino coincidiendo con nuestro
resultado. La morfologia de estos estudios concuerda con este trabajo en la que la
garrapata R. microplus parasita al ganado bovino de Sinaloa.

El ADN que se obtuvo a partir de las garrapatas, se visualizo en gel de agarosa al
1% donde se muestra su integridad (fig. 8). EI ADN gendémico de las garrapatas es

de aproximadamente 650 millones de pb (Temeyer et al., 2012).
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ADN

ADN

Figura 8. Electroforesis donde se visualiza el ADN gendémico en gel de agarosa al
1 % tefido con GelRed® (Biotioum), del carril 1 al 19 se muestra el ADN de

garrapatas R. microplus de ganado bovino de Sinaloa, México.

A partir de 14 muestras de ADN de garrapatas se tomaron, 5 de la sierra, 5 del
valle y 4 de la costa, se amplificé una secuencia de alrededor 460 pb (figura 9), de
manera similar estos resultados concuerdan con la investigacion en Camerin
donde realizaron identificacion genética de garrapatas de utilizando 16S ARNr y
coxl mitocondriales a 409 pb y 600 pb respectivamente, caracterizando asi
Rhipicephalus spp (Silatsa et al., 2019). Asi mismo en la peninsula de Malasia
identificaron a R. microplus a partir del gen 16S ARNr de 96 muestras colectadas
en upp de bovinos, amplificando a 399 pb (Low et al., 2015). Sosa-Gutiérrez et al.
(2016) Report6 la presencia de garrapatas y patégenos en 67 Estados de México,
en la que se encuentra el Estado de Sinaloa con 32 sitios de muestreo, colectaron
garrapatas R. microplus de diferentes hospedadores; humano, perro y bovinos, las

cuales se identificaron por claves morfolégica y genéticamente con el gen 12S
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ARNIr, lo cual difiere con el presente trabajo en la identificacion genética, ya que se
analizé con el gen 16S ARNr y las garrapatas fueron solamente colectadas en
ganado bovino.

Los marcadores 16S y COX1 de las regiones mitocondriales para los analisis
genéticos en garrapatas R. sanguineus, R. microplus y Dermacentor nitens, de la
region Caribe de Colombia, estos genes presentan caracteristicas diferentes que
permitieron obtener una visibn complementaria de las relaciones genéticas entre
taxones de garrapatas y dentro de ellos. Los dos genes permitieron identificar las
tres especies con mucha confiabilidad y con niveles de divergencia genética
interespecifica relativamente similares (19 a 22%), aunque solo el gen coxl
permitié detectar la variabilidad genética intraespecifica y el gen mitocondrial de la
subunidad 16S del ARN ribosémico (16S) es uno de los mas usados para los
analisis filogenéticos interespecificos dada su alta divergencia genética y baja
saturacion de transiciones. Por esta razones, se recomienda tener en cuenta las

caracteristicas propias de cada gen para futuros estudios genéticos (Paternina et

al., 2016).

Figura 9. Productos del PCR con el gen 16S ARNr de R. microplus aislados de
ganado bovino de Sinaloa, México, en gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed®
(Biotioum). Carriles:(1, 2 y 3) amplificacion, M (marcador del100 pb) se muestra el
fragmento de alrededor de 460 pb.
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Se realiz6 el alineamiento mdltiple (Clustal Omega 1.2.4) de las 14 secuencias
amplificadas por PCR, identificando una identidad del 100 % entre ellas. Por lo
que se considera que la misma especie de las garrapatas esta presente en las 3

regiones geograficas (sierra, valle y costa), siendo conservadas entre ellas.

En el analisis comparativo entre las secuencias obtenidas en este estudio, con las
secuencias reportadas en Genbank (BLAST), se encontré una similitud del 100%
de identidad con R. microplus, con al menos 9 secuencias del gen 16S ARNr
(EU918184.1, EU918181.1, EU918178.1, EU918177.1, EU918187.1, AY974232.1,
MH513311.1, AB819268.1, EU918176.1). Sin embargo, otras secuencias del gen
16S ARNr de R. microplus reportadas para otros paises en GenBank, comparadas
con las secuencias de este estudio, registraron similitudes entre 99.7 hasta 95.5 %
(KT428016.1, KM246883.1, KT906174.1, EU918191.1, EU918185.1, EU918190.1,
KC503260.1, KP143546.1, MF351568.1, AY974238.1, MG651932.1). Las
secuencias de R. microplus analizadas en el presente estudio, no comparten
identidad del 100% con secuencias de otras especies de Rhipicephalus reportadas
en las bases de datos, comparte el 96,7% de identidad con R. australis
(KC503255.1), 94.1 % con R. annulatus (Z97877.1), 90.7 % con R. decoloratus
(KP210068.1), 87.6 % con R. bursa (AJ002956.1), 86.9 % con R. eversi
(MF425975.1), 86.3 con R. appendiculatus (L34301.1), 84.3 % con R. duttoni
(MF425976.1), 84 % con R. turanicus (L34303.1), 83.4 % con R. muhamae
(KY111469.1) 83.1 % con R. rossicus (KY111472.1), 83 % con R. sanguineus

(L34302.1), como se observa en la figura 10.
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R.appL34301.1 ctggggcggcaagaaaatataaaaa-acttttcattattaaaatgatccattattaatga 287
R.turL34303.1 ctggggcggctaaaaaatattt-taaactttttaaaaataaaatgatccattattaatga 291
R.s5anlL34302.1 ctggggcggctaaaaaatattt-taaactttttaaaaataaaatgatccattattaatga 291
R.rosKyY111472.1 ctggggaggcggaaaaatattaaaaactttttagaaaataaaatgatccattactagtga 246
R.muhKY111469.1 ctggggcggcaagaaaatatcaaaaacttttcagataataaaatgatccattagtaatga 247
R.decKP210068.1 ctggggcggttaaaaaatattaaaaactttttaattttgaaaatgacccattattaatga 257
B.ann£987877.1 atggggcggttaaaaaatattaaaaactttttaa-tttgaaaatgatccattattaatga 244
R.auskcs03255.1 CTGGEGCGETTARAARATATTALLARACTTTTTAA-TTTTARAATGACCCATTATTARTGA 290
R.micMEX CTGGEGCGETTARAARATATTARARAACTTTTTARA-TTTRARARATGACCCATTATTAATGR 285
R.microKT806174.1 ctggggcggttaaaaaatattaaaaactttttaa-tttaaaaatgacccattattaatga 288
R.dutMF425576.1 ctggggcggctaagaaatattaaaaactttttaa——-attaaaatgatccattattgatga 293
R.burnJ002956.1 ctggggcggctaagaaatattaaaaactttttaa--tttaaagcgacccattattaatga 284
R.eveMF425575.1 ctggggcggectgagaaatattaaaaactttttaa-—-attaataggacccattattaatga 250
Ak kkk k& Kk kkkk * ok k * %k Kk kkkhkkk * ok k
R.appL34301.1 ttaaatgaaaaaatactctagggataacagcgttatattttttgatagatcatattgaca 347
R.turL34303.1 tta-tatgttaaatactctagggataacagcgttatattttttgatagaccatattgaca 350
R.sanlL34302.1 tta-tatgttaaatactctagggataacagcgttatattttttgatagatcatattgaca 350
R.rosKy111472.1 tta-tatgttaaatactctagggataacagcgtaatattttttgatagaccatattgaca 305
R.muhKyY111469.1 tta-catgttaaatactctagggataacagcgttatattttttgatagatcatattgaca 306
R.decKP210068.1 aaatatgatazaatactctagggataacagcgttatattttttgatagatcatattgaca 317
B.annz87877.1 aaatatgataaaatactctagggataacagcgttatattttttgatagatcatattgaca 304
R.ausKCc503255.1 ARARATATGATTARATACTCTAGGGATARCAGCGTTATATTTTTTGATAGATCATATTGACE 350
E.micMEX AARTATGATTARATACTCTAGGGATARCAGCGTTATATTTTTTGATAGATCATATTGACA 345
E.microKT906174.1 aaatatgattaaatactctagggataacagcgtaaa 324
R.dutMF425576.1 ttatatgaaaaatactctaggga 316
R.burhJo02s56.1 ttatatgaaaaaatactctagggataacagcgttatattttttgatagaccatattgaca 344
R.eveMF425575.1 ttatatgaaaaaatactctagggataacagcgtaaaaaaat 331
* * Kk * K

R.appL34301.1 aaaaagtttgcgacctcgatgttggattaggatacttttttaatgcagatattaa—aaaa 406
R.turL34303.1 aaaaagtttgcgacctcocgatgttggattaggatacttttttaatgcagatattaa—aaaa 409
R.sanL34302.1 aaaaagtttgcgacctcgatgttggattaggatacttttttaatgcagatattaa—aaaa 408
R.rosKY111472.1 aaaaagtttgcgacctcogatgttggattaggatacttttttaatgaagatattaa—aaaa Je4
R.muhK¥111465.1 aaaaagtttgcgacctcgatgttggattaggatacttttttaatgcagatattaa—aaaa 363
R.decKP210068.1 aaaaagtttgcgacctcocgatgttggattaggatacttttttaatgaagatattaa—aata 3786
B.annz87877.1 aaaaagtttgcgacctcgatgttggattaggatacttttttaatgaagatattaa—aata 363
R.ausKCcs03255.1 ARRRRAGTTTGCGACCTCGATGTTGGATTAGGATACTTTTTTAATGRAGATATTAA-AATA 409
E.micMEX ARRRRGTTTGCGRACCTCGATGTTGGATTAGGATACTTTTTTRAATGRAAGATATTAR-BATAE 404
R.microKT906174.1 324
R.dutMF425%76.1 31e
R.burkJo02556.1 aaaaagtttgcgacctcocgatgttggattaggatacttttttaatgaagacgttaaaaata 404
R.eveMF4255875.1 331
R.appL34301.1 agaagtttgttcaacttttaaattcctacttgatectgagttecagacegg 455

R.turL34303.1 agaagtttgttcaactttcaatttcctacttgatctgagttcagaccgg 438

R.sanlL34302.1 agaagtttgttcaacttttaatttcctacttgatctgagttcagaccgyg 458

R.rosKyY111472.1 agaagtttgttcaac 379

R.muhKY111469.1 agaagtttgttcaac 380

R.decKP210068.1 agaagtttgttcaacttttaaattcctacatgatctgnnnttagaccga 425

B.ann£987877.1 agaagtttgttcaactt 380

R.auskcs03255.1 AGAAGTTTGTTCAACTTTTARATTCCTACATGATCTGAGTTTAGACCGA 458

R.micMEX AGRAAGTTTGTTCRAACTTTTRARAATTCCTACTTGATCTGAGTTCAGRACCGG 453

RE.microKT906174.1 324

R.dutMF425576.1 31e

R.burhJo02556.1 aggagtttgttcaacttttaaattcctacttgatctgagttcagaccg- 452

R.eveMF425575.1 331

Figura 10. Multialineamiento (Clustar O, 1.2.4) de secuencias de nucleotidos del
gen 16S ARNr de R. microplus aislados de ganado bovino de Sinaloa, México
(R.micMex), R.appendiculatus (L34301.1), R. turanicus (L34303.1), R. sanguineus
(L34302.1), R. rossicus (KY111472.1), R. muhamae (KY111469.1), R. duttoni
(MF425976.1), R. eversi (MF425975.1), R. bursa (AJ002956.1), R. decoloratus
(KP210068.1), B. annulatus (Z97877.1), R. australis (KC503255.1), R. microplus

(KT906174.1).
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KEKEH KT KT KRK *k K kK

R.applL34301.1 = ———————— ctgctcaatgattttttaaattgeoctgtggtattt-—-tgactatacaaaggta 50

R.turL34303.1 = ———————— ctgctcaatgattttttaaattgoctgtggtattttgactataaacaaaggta 52

R.sanlL34302.1 = ———————— ctgctcaatgattttttaaattgeoctgtggtattttgacctattcaaaggtaa 52

R.rosKy¥111472.1 attttgactatacaaaggta 20

R.muhK¥111465.1 attttgactatacaaaggta 20

R.decKP210068.1 gtnntn--ngnntnncaaggt 19
B.annZ%7877.1 aaaggta a8

R.ausKc503255.1 ————- GCTCRAATGRRAATTTTTTTTARATTGCTGTAGTATTTTGA-—-CTATACARAGGTA 53
R.micMEX = & ————————— GCTCRAATgattTTTTARATTGCTGTAGTATTTTGA-—CTATACRRRAGGTA 48

R.microKTS%06174.1 ——————- tctgctcaatgattttttaaattgeoctgtggtattttga——ctatacaaaggta 51
R.dutMF425%76.1 ctttatttctgctcaatgattttttaaattgeoctgtggtattttga——ctatacaaaggta 58

R.buraJgooz2gsss.1 = 0———————— ctgctcaatgattttttaaattggtgtggtattttga-—ctatacaaaggta 50

R.eveMF4255%75.1 ——ttttacctgctcaatgattttttaaattgectgtggtattttga——ctatacaaaggta 56
R.applL34301.1 ttgaaataagattttaaattgaatgctaagagaatggaatttcagggaaaaactttattt 110
R.turlL34303.1 ttgaaatgaagttttaattgaatgcttaagagaatggactctcagagaaaaacttttttt 112
R.sanlL34302.1 ttgaaataagattttaattgaatgctaagagaatggaaatacaggaaaaaactttttttt 112
R.rosKy¥111472.1 ttgaaataagattttaattg-aatgctaagagaatggaattacacgaaaaaacttttttt 79
R.muhK¥111465.1 ttgaaataagattttaattg-aatgctaagagaatggaatttcagaaaaaagctttottt 79
R.decKP210068.1 attgantaaggttttaattg-aatgctaaaagaatggaatatcaaagaataactttctta 78

B.annZ%7877.1 ttgaaataagattttaattg-aatgctaagagaatggaatatcaaagaataactttctta 67

R.ausKC503255.1 TTGRRAATAAGGTTTTRAATTG-RAATGCTRAAGAGRATGGRATATCARARAATALRCTTTCTTRE 112
R.micMEX TTGRRAATARGATTTTRAATTG-AATGCTRAAGAGRATGGRATATCARRARARCALRCTTTCTTRE 107
R.microKTS06174. ttgaaataagattttaattg-aatgctaagagaatggaatatcaaaaaacaactttctta 110
R.dutMF425%76.1 ttgaaataagattttaattg-aatgctaagagaatggaatctcagaaaatggectttttta 117
R.burAJo025856.1 ttgaaataagattttaattg-aatgctaagagaatggaatttcagaaaatagctttttta 105
R.eveMF425575.1 ttgaaataaggttttaattg-aatgctaagagaatggaatttcagaaaaaagctttttta 115

* LA S HE KK EE K * * * LA S *E HEK KK
R.applL34301.1 azaactaataattaaagtttttttaatttgtgcagaaacaattatataaattaaggacaag 170
R.turlL34303.1 azaattaaaaattgaaatttttttaatttgtgcagaaacaattattaatattaaggacaag 172
R.sanlL34302.1 azaattaaaaattgaaatttttttaatttgtgcagaaacaattattaatattaaggacaag 172
R.rosKy¥111472.1 azaattaaaaattgaactttttttaatttgtgcagaaacaattattaatattaaggacaag 139
R.muhK¥111465.1 azaattaaaaattgaatttttcttaatttgtgcagagacaattattaatattaaggacaag 139
R.decKP210068.1 azaattaaaaattgaaatttttttaatttgtgtaaaaacaattatataaattaaagacaag 138
B.annZ%7877.1 azaattaaaaattgaaatttttttaatttgtgtaaaaacaattataaaaattaaagacaag 127
R.ausKC503255.1 AARTTRARARRATTGRRATTTTTTTAATTTGTGCARARRCARTTATGARRATTARRGRACALG 172
R.micMEX AARTTRARARRAATTGRRATTTTTTTAATTTGTGTARARAACARTTATARARATTARAGRACALG 167
R.microKTS06174. azaattaaaaattgaaatttttttaatttgtgtaaaaacaattataaaaattaaagacaag 170
R.dutMF425%76.1 azaattaaaaattgaactttttttaatttgtgcagaaacaattattttaattaaggacaag 177
R.buraJo0z2s56.1 attttaaaaattgaactttttttaatttgtgcagaaacaattattttaattaaggacaag 169
R.eveMF4255%75.1 azaattaaaaattgaactttttttaatttgtgcagaaacaattattttaattaaggacaag 175
* kK RE kK hk Whkkk KEEAKNAETEKNEE K K KN RE AN AE HEKKE KA A EEK

R.applL34301.1 aagaccctatgaatttataaaacttattttttttattaatata--actaataagttttag 228
R.turlL34303.1 aagaccctatgaatttattaaatttcattcaatatgtaattactattgaagaaattttgg 232
R.sanlL34302.1 aagaccctatgaatttattaaattttatttaatatgtaattactattagaaaaattttgg 232
R.rosKy¥111472.1 aagaccctatgaaaagtaatatttaattattgt-—-—"————— cataaaaattttag 186
R.muhK¥111465.1 aagaccctatgaattttaatgggagattactat-——"—m———— taatataaattttgg 187
R.decKP210068.1 aagaccctaagaatttttaaaatttaaattaacacat-ttttgttttaattaaattttaa 157
B.annZ%7877.1 aagaccctaagaatttttaaaatttaaattgatacat-ttttgttttaattaaat-ttta 185
R.ausKC503255.1 AAGRCCCTRARAGRAATTTTTARRAATTTARATARTACATT-TTTTGTTTTARTTARATTTTAR 231
R.micMEX AAGRCCCTRARAGRAATTTTTARRAATTTARATARTACATT-TTTTGTTTTARTTARATTTTAR 228
R.microKTS06174. aagaccctaagaatttttaaaatttaaataatacatt-ttttgttttaattaaattttaa 2259
R.dutMF425%76.1 aagaccctaagaatttataaatttaaat-aaatataa-taatatattacttaaattttag 235
R.buraJo0z2s56.1 aagaccctaagaatttttgaatttaaat-a—atatat-ttatgtattaattaaattttag 228
R.eveMF4255%75.1 aagaccctaagaatttatgaatttaaat-a-atatgt-ttctatattaattaaattttag 232

Figura 10 (continuacién). Multialineamiento (Clustar O, 1.2.4) de secuencias de
nucleotidos del gen 16S ARNr de R. microplus aislados de ganado bovino de
Sinaloa, México (R.micMex), R.appendiculatus (L34301.1), R. turanicus
(L34303.1), R. sanguineus (L34302.1), R. rossicus (KY111472.1), R. muhamae
(KY111469.1), R. duttoni (MF425976.1), R. eversi (MF425975.1), R. bursa
(AJ002956.1), R. decoloratus (KP210068.1), B. annulatus (Z97877.1), R. australis
(KC503255.1), R. microplus (KT906174.1).
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En el andlisis filogenético de las secuencias 16S ARNr de la garrapata R.
microplus de bovinos de Sinaloa, se observa un agrupamiento con las secuencias
reportadas para R. microplus mayormente con paises Latinoamericanos: Colombia
(COL), Bolivia (BOL), Pera (PER), Argentina (ARG), Guyana Francesa (GFR),
Uruguay (URU) y del continente Asiatico como Cambodia (CAM), Thailandia
(THAI), Japon (JAP), Taiwan (TAWN) y Malasia (MAL). Otras secuencias 16S de
ARNr de la garrapata R. microplus difieren del grupo anterior y se agruparon en
otras regiones como Nueva Caledonia (NCAL), Australia (AUS), Indonesia (INDO),
India (IND) incluyendo a R. australis de Australia, que recientemente fue
considerada una nueva especie, anteriormente R. microplus (Low et al., 2015).
Otras especies de garrapatas R. annulatus reportadas para Romania (ROM),
Egipto (EGY), Estados Unidos (EEUU), Israel (ISR) e India (INDI), asi como R.
microplus y R. decoloratus de la India, presentan un estrecho agrupamiento entre
ellas. Ademas, se identifican otras especies del género Rhipicephalus que
presentan un ancestro comun que agrupa estrechamente a R. duttoni y R. eversi
de Angola (ANG), a R. bursa de Espaiia (ESP) y China (CHI), R. sanguineus de
Croacia (CRO) y EEUU, R. turanicus de EEUU y Afganistan (AFG), R. rossicus de
Romania (ROM), R. muhsamae de Egipto (EGY) y R. appendiculatus de EEUU y
Zimbabue (ZIM), las cuales difieren filogenéticamente del grupo de R. microplus
(Figura 11).

Sosa-Gutiérrez et al. (2016) Reporté la presencia de garrapatas y patégenos en 67
Estados de México, en la que se encuentra el Estado de Sinaloa con 32 sitios de
muestreo, colectaron garrapatas R. microplus de diferentes hospedadores;
humano, perro y bovinos, las cuales se identificaron por claves morfolégica y
genéticamente con el gen 12S ARNTr, lo cual difiere con el presente trabajo en la
identificacion genética, ya que se analizé con el gen 16S ARNr y las garrapatas
fueron solamente colectadas en ganado bovino.

Los marcadores 16S y COX1 de las regiones mitocondriales para los analisis
genéticos en garrapatas R. sanguineus, R. microplus y Dermacentor nitens, de la
region Caribe de Colombia, estos genes presentan caracteristicas diferentes que

permitieron obtener una vision complementaria de las relaciones genéticas entre
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taxones de garrapatas y dentro de ellos. Los dos genes permitieron identificar las
tres especies con mucha confiabilidad y con niveles de divergencia genética
interespecifica relativamente similares (19 a 22%), aunque solo el gen coxl
permitidé detectar la variabilidad genética intraespecifica y el gen mitocondrial de la
subunidad 16S del ARN ribosémico (16S) es uno de los mas usados para los
analisis filogenéticos interespecificos dada su alta divergencia genética y baja
saturacion de transiciones. Por esta razones, se recomienda tener en cuenta las
caracteristicas propias de cada gen para futuros estudios genéticos (Paternina et
al., 2016).

El alto grado de similitud genética entre las garrapatas de América del Norte, los
valores promedio de identidad entre la cepa de Puerto Rico, con las poblaciones
del norte y sur de México, las poblaciones de R. microplus, las comparaciones de
la misma especie, con una identidad promedio de 0.985 + 0.013, el movimiento de
ganado y sus garrapatas entre las regiones de América del Norte puede haber
dado lugar a un flujo suficiente de genes para evitar la divergencia genética
sustancial entre poblaciones geograficamente distantes (Sattler et al., 1986).
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ESPECIE PAIS GENBANK

R.muhsamae EGY KY111469.1
R.appendicufatus EEUU  L34301.1
M KC503257 1

R.appendiculatus Z

R.microplus COL MF351568.1
R.microplus INDO EU918190.1
|_E R.microplus NCAL EU918191.1
|_|: R.australis AUS KC503255.1
| R.microplus AUS EU918185.1
R.microplus CHI JX051062.1
R.annulatus ROM KC503256.1
R.annulatus ESP Z97877 1
T R.annulatus EEUU  L34311A1
R.annulatus EGY KY945491.1
R.annulatus ISR KF219728.1
R.annulatus INDI KP210068.1
_IZ R.microplus INDI KP210055.1
o R.decoloratus INDI KP210070.1
_: R.duttoni ANG MF425976.1
1 R.eversi ANG MF425975.1
_: R.bursa ESP AJ002956.1
R.bursa CHI MG651932.1
R.sanguineus CRO MK343707.1
— R.turanicus EEUU  L34303.1
R.turanicus AFG KY111474.1
R.sanguineus EEUU  L34302.1
R.rossicus ROM KY111472.1

R.microplus MOZ EU918187.1
B.microplus TAWN2 AY974238.1
R.microplus COL2 KT906174.1
R.microplus THAI KT428016.1
R.microplus JAP AB819268.1
R.microplus BOL EU918177 .1
R.microplus MAL KM246883.1
R.microplus CAM KC503260.1
R.microplus TEX KP143546.1
R.microplus GFR MH513311.1
R.microplus URU EU918184.1
R.microplus PER EU918181.1
R.microplus BRA EU918178.1
R.microplus ARG EU918176.1
R.microplus MEX

R.microplus TAWN  AY974232.1

Figura 11. Arbol filogenético (Clustar O, 1.2.4) basado en las secuencias de
nucleotidos del gen 16S ARNr de R. microplus aislados de ganado bovino de
Sinaloa, México (R.microplus Mex), y 42 secuencias de diferentes especies de
Rhipicephalus (nimero de acceso: GenBank) reportadas en distintas regiones del
mundo (PAIS).
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Las UPP donde se realiz0 la colecta de las garrapatas de acuerdo a su

localizacion geografica, en la sierra (Choix, Badiraguato, Cosala), valle (Ahome,

Guasave y Culiacan) y costa (Culiacan y Elota) de Sinaloa, México como se

muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Georreferenciacién de las areas geogréficas de colecta de garrapatas R.

microplus en el estado de Sinaloa.

Municipio Hembra Macho Ninfa Latitud Longitud msnm
Ahome" 9 25°56'54.78"N  109° 2'48.47"O 18
Choix® 96 22 26°41'40.06"N  108°10'47.58"0 704
Guasave'’ 8 25°43'59 " N 108° 26"39"W 37
Culiacan":

JesUs Maria® 293 11 25°06'05" N 107° 26'57"W 185
El Dorado® 160 9 3 24°20°54 " N 107° 24’43"W 7
El Salado’ 120 6 24°30°05" N 107° 02°43"W 104

Los Naranjos” 60 3 24°30°40 " N 107° 02°05"W 66

Las Flechas’ 57 24 24°41°02" N 107° 9°07"W 202

Quila" 36 13 24°25°34.44”" N 107°03°06.62"°0 54
Oso"’ 23 20 24°24°30.95" N 107°11°43.2” O 54
La Atravesada’ 256 110 24°29°39.38"" N 107°09°11.87"°0 94
El Cardén’ 282 75 24°32°08.17" N 107°10'55.4” O 87
San Pedro” 178 102 24°33°03.37" N 107°08°17.307°0 114
El zapote’ 152 50 10 24°30°59.91”N 107°03°06.62°°0 171
Los Burgos' 33 15 14 24°34°17.04”" N 107°04°25.407°0 146
Cosaléd®

Los aguajitos® 52 24°21°02" N 106°48°17"W 308

San Ignacio® 30 4 2 23°49'31.70"N 106°28'24.35"0 271

Badiraguato®
San Javier® 18 3 25°57°00 " N 107° 20°22"W 959

Sa””‘;cr’]f)? del 375 8 25°47°22" N 107° 20°43"W 644

La noria® 29 3 25°33°09 " N 107° 19°'17"W 682
La Cruz de Elota’ 26 1 24°05°32" N 106°46°04"W 145
Total 2293 479 29

Los super indices corresponden a la regiones geograficas; s= sierra, v= valle c= costa.
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Se consideraron temperaturas maximas y minimas regiones localizadas en sierra
(Badiraguato, Cosala), valle (Guasave y Culiacan), costa (Culiacan, Elota) Sinaloa,
México como se muestra la figura 12. Con temperaturas promedio maximas
39.1°C y minimas de 9°C. Es aceptado generalmente que la temperatura y la
humedad relativa tienen un efecto significativo en el ciclo de vida de las garrapatas
R. microplus. La muda de larvas y ninfas también se ve afectada por la influencia
de la temperatura y humedad relativa, mayor de 21°C a las larvas les lleva menos
tiempo mudar que a las ninfas (Chilton et al., 2000). En areas del trépico donde las
lluvias y humedad son altas R. microplus se reproduce continuamente durante
todo el afio, en areas subtropicales las garrapatas tienen un ciclo estacional muy
marcado. La vegetacion es también un factor importante de distribucion e influye
en el ciclo bioldgico en éstas zonas (Estrada-Pefia, 2001). La produccion de
huevos es constante en el rango de temperatura de 16 a 33°C, de forma empirica,
el clima, principalmente la temperatura, afecta la supervivencia de las garrapatas
(Ogden et al., 2008). La infestacion por R. microplus en trépico himedo de mayo
a septiembre es de mayor infestacién (Gaxiola et al., 2010; Rodriguez-Vivas et al.,
2007). Estrada-pefa et al., 2006 estudiaron como los factores climaticos influyen
en la distribucién geografica de R. microplus en México y concluyeron que esta
presente en regiones con condiciones calidas y humedad, estando ausentes en
las regiones montafiosas y centrales a temperaturas de 19.97' C y 4.22°C. Las
garrapatas R. microplus que se distribuyen en Latinoamérica se desarrollan a
temperaturas de 12.5°C y 18’ C con un promedio de 24° C y 30° C. Por otra parte
Bustillos et al, (2015) describen que la temperatura es uno de los principales
factores debido a un incremento en el ndmero de garrapatas cuando las
condiciones climaticas son temperatura promedio 28° C. El comportamiento de las
temperaturas maximas y minimas en Culiacan, Guasave y Elota muestra una
variacion minima, mantiene un patrén similar en los cinco afios analizados como

se muestra en figura 12.
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En este estudio se recolectaron garrapatas R. microplus de altitudes 7 a 959
msnm. En Colombia Lopez et al.,, (1985,1989) registraron la distribucion de
garrapatas R. microplus en altitudes entre 2 y 2,600 msnm, asi mismo (Cortés et
al., 2010) reportaron la presencia de R. microplus en altitudes de 2000 y 3000
msnm. Alcala-Canto et al. (2018) en un estudio geoespacial de 5,751 localidades
en México con la presencia de R. microplus Estados con diferentes latitudes y
altitudes, se encuentra la region noreste de México, donde una de las actividades
mas importantes es la produccion y exportacion de ganado a Estados Unidos de
América. En las ultimas décadas, la distribucién de garrapatas de |I. ricinus se ha
expandido 400 km hacia el norte y arriba en la elevacion en Noruega, y se han
registrado aumentos similares en la elevacion y latitud en otros lugares de Europa
(Temeyer et al., 2012).

Con respecto a la precipitacién pluvial esta tiene un aumento significativo en
Culiacan en septiembre a octubre del 2018 esto debido a la tormenta tropical 19-
E, que causo inundaciones en la ciudad de Culiacan. Alcala-Canto et al. (2018)
describe como regiones mas adecuadas para el desarrollo de R. microplus los
Estados; Veracruz, Tabasco, Tamaulipas, Campeche, Yucatan y Quintana Roo, en
este estudio Sinaloa no se considera adecuada, para el desarrollo de esta
garrapata, sin embargo la presencia de R. microplus esté reportada por Gaxiola et
al. (1999) y del 2002 al 2008 se describié su dinamica estacional encontrandose
las fases de larva, ninfa y adultos durante todo el afio (Gaxiola et al., 2008).

El Clima principalmente en regiones tropicales, subtropicales y ambientes
templados y aridos, puede proporcionar un hébitat adecuado para esta especie de
garrapata.

Rar et al. (2017) en Rusia de la region norte de las montafias de Altai (Republica
de Altai) y de la llanura siberiana occidental a 100 msnm, recolectaron e
identificaron garrapatas genéticamente con el gen nuclear y separador transcritos
internos (ITS2) y el Citocromo C Oxidasa subunidad | (CO1), Ixodes-Felpers-R
especifico para |. persulcatus e Ixodes-Felpav-R, especifico a I. pavlovskyi los
productos del PCR amplificaron en un rango de 632 a 636 pb, estos resultados

son similares con respecto las regiones geograficas. El panorama de los andlisis

52



genéticos de las garrapatas pueden proveer informacion relevante para el estudio
y la vigilancia de las enfermedades transmitidas por garrapatas en nuestro pais
(Paternina et al., 2016).

&
TEMPERATURA MAXIMA, TEMPERATURA MINIMA ¥ EMPERATURA WA WA, TEMPERATURA MINIIA
PRECIPITACIGN PLUVIAL EN CULIACAN SINALOA h XIMa, A MINIMA ¥
i w3015 017 018 FRECIPITACION PLUVIAL EN CRUZ DE ELOTA SINALOA
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Figura 12. Temperaturas maximas y minimas, precipitacion pluvial del 2014 al 2018 en a) Guasave,
b) Culiacan, c) Elota
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VIl. CONCLUSION

Esta investigacion contribuye a una identificacibn morfologica, genética y
georreferenciacion de la garrapata R. microplus en regiones de la sierra, valle y
costa del Estado de Sinaloa México, por lo cual debe considerarse como

adecuado para el desarrollo de la garrapata del ganado bovino.
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