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RESUMEN

Identificacion de garrapatas exofilas en el noroeste de Espana

Las garrapatas son artrépodos pardsitos obligados con una destacable importancia en la salud
animal y ptblica debido a su papel como vectores de multiples agentes infecciosos y parasitarios.
Estas implicaciones sanitarias conllevan un gran coste econdémico derivado del diagndstico y
tratamiento de las enfermedades, asi como del control de los vectores. Los patdgenos transmitidos
estdn asociados con determinados vectores, por lo que el conocimiento de las especies de
garrapatas presentes y los factores que determinan la abundancia de sus poblaciones en un territorio
es de gran ayuda para comprender la epidemiologia de las enfermedades relacionadas, permitiendo
optimizar las medidas de prevencién. Por todo ello, el principal objetivo de este trabajo fue
determinar la diversidad de las poblaciones de garrapatas exdfilas presentes en la comunidad
auténoma de Galicia. Para ello, y utilizando el método de la bandera, se recogieron 711 garrapatas
en 26 puntos de muestreo localizados por la geografia gallega intentando abarcar los principales
termotipos (relacionado con el bioclima y la cubierta vegetal) existentes. Los ejemplares recogidos
se identificaron morfolégicamente y los resultados se compararon con los obtenidos con técnicas
moleculares. Ademds, se valoré la posible influencia del termotipo sobre la presencia de las
distintas especies. Se identificaron 8 especies distintas de ixddidos en la vegetacion de Galicia,
aunque soélo 6 especies se reconocieron de forma fiable mediante sus caracteristicas morfoldgicas;
el andlisis de la secuencia del gen que codifica para la subunidad ribosémica 16S resulté muy util
para confirmar las dos restantes. La especie mds frecuente fue Ixodes ricinus (70,60%); en menor
proporcién se detectaron Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.; 14,63%), Dermacentor
marginatus (8,44%) y Dermacentor reticulatus (3,94%). Finalmente, Ixodes frontalis (1,69%),
Haemaphysalis puctata (0,28%), Rhipicephalus bursa (0,28%) e Ixodes ventalloi (0,14%) se
encontraron de forma esporddica. Este estudio supone la primera cita en Galicia de las dos dltimas
especies. Ixodes ricinus y D. marginatus estdn ampliamente diseminadas en esta region, pues se
encontraron en los 4 termotipos. Ixodes ricinus fue especialmente frecuente en la zona
supratemplada debido a su elevada exigencia higrométrica, asi como Dermacentor reticulatus, pero
ésta no se hall6 en el termotipo mesomediterraneo. D. marginatus no es tan dependiente de la
humedad ambiental como las anteriores, y por ello fue mas comiin en la zona mesomediterranea.
Rhipicephalus sanguineus s.l., que presenta un ciclo peridoméstico, coincidié con las zonas
periurbanas independientemente del termotipo. El resto, la mayoria con caricter enddfilo, se

hallaron de forma ocasional, por lo que no se pudo estudiar su relacién con el termotipo.

Palabras clave: Garrapatas exdfilas, noroeste de Espafia, identificacion morfoldgica, identificacion

molecular, termotipos.
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RESUMO

Identificacion de carrachas exofilas no noroeste de Espaia

As carrachas son artrépodos parasitos obrigados cunha notable importancia na sadde animal e
publica debido ao seu papel como vectores de mdltiples axentes infecciosos e parasitarios. Estas
consecuencias para a satide implican un gran custo econémico derivado do diagndstico e
tratamento de enfermidades, asi como do control dos vectores. Os patdéxenos transmitidos estidn
asociados con certos vectores, polo que o cofiecemento das especies de carrachas presentes € 0s
factores que determinan a abundancia das sdas poboaciéns nun territorio é de gran axuda para
comprender a epidemioloxia das enfermidades relacionadas, permitindo optimizar as medidas de
prevencién. Por todo isto, o obxectivo principal deste traballo foi determinar a diversidade das
poboacions de carrachas exoéfilas presentes na comunidade auténoma de Galicia. Para iso, e
utilizando o método da bandeira, recolléronse 711 carrachas en 26 puntos de mostraxe situados
pola xeografia galega intentando cubrir os principais termotipos (relacionados co bioclima e a
cobertura vexetal) existentes. Os especimenes recollidos identificironse morfoléxicamente e
compardronse cos resultados obtidos con técnicas moleculares. Ademais, evaluouse a posible
influencia do termotipo sobre a presenza das distintas especies. Na vexetacion de Galicia
identificdronse 8 especies diferentes de Ixddidos, ainda que s6 6 especies foron recofiecidas de
xeito fiable polas sdas caracteristicas morfoldxicas; a andlise da secuencia do xene que codifica a
subunidade ribosémica 16S foi moi 1til para confirmar as didas restantes. A especie mdis frecuente
foi Ixodes ricinus (70,60%); tamén atoparonse Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.; 14,63%),
Dermacentor marginatus (8,44%) e Dermacentor reticulatus (3,94%) en menor proporcion.
Finalmente, Ixodes frontalis (1,69%), Haemaphysalis puctata (0,28%), Rhipicephalus bursa
(0,28%) e Ixodes ventalloi (0,14%) atoparonse de forma esporadica. Este estudo € a primeira cita
en Galicia das dudas dltimas especies. Ixodes ricinus e D. marginatus estdn amplamente difundidas
na nosa comunidade, xa que se atoparon nos 4 termotipos. Ixodes ricinus foi especialmente
frecuente na zona supratemplada debido 4 sda alta esixencia higrométrica, asi como Dermacentor
reticulatus, pero este non se atopou no termotipo mesomediterraneo. Dermacentor marginatus non
¢ tan dependente da humidade ambiental como os anteriores e, polo tanto, era mdis comtin na zona
mesomediterranea. Rhipicephalus sanguineus s.l., que presenta un ciclo peridoméstico, atopouse
preferentemente nas zonas periurbanas, independentemente do termotipo. O resto, a maioria con
caracter endoéfilo, atoparonse ocasionalmente, polo que a sta relacién co termotipo non se puido

estudar.

Palabras chave: Carrachas exdfilas, noroeste de Espaiia, identificaciéon morfoléxica, identificacién

molecular, termotipos.
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ABSTRACT

Identification of exophilic ticks in northwestern Spain

Ticks are obligate parasitic arthropods with a significant importance in animal and public
health due to their role as vectors of multiple infectious and parasitic agents. These health
implications entail a great economic cost derived from diagnosis and treatment of diseases, as well
as vector control. Transmitted pathogens are associated with certain vectors; thus, studies on both
the presence of tick species and the factors determining their abundance in a territory are useful for
unravelling the epidemiology of related diseases. In addition, they allow optimizing preventive
measures. Therefore, the main objective of this work was to determine the diversity of exophilic
ticks present in the autonomous community of Galicia. To this end, 711 ticks were collected in 26
sampling points located in that region trying to cover the main existing thermotypes (related to the
bioclimate and vegetation cover). Parasitic specimens were morphologically identified and these
results were compared with those obtained using molecular techniques. In addition, the possible
influence of the thermotype on the presence of the different species was assessed. Eight different
species of ixodids were found in the vegetation of Galicia, although only six species were reliably
identified morphologically; sequence analysis at the 16S rRNA gene was very useful for a correct
identification. The most frequent species was Ixodes ricinus (70.60%); Rhipicephalus sanguineus
sensu lato (s.l.; 14.63%), Dermacentor marginatus (8.44%) and Dermacentor reticulatus (3.94%)
were less common. Finally, Ixodes frontalis (1.69%), Haemaphysalis puctata (0.28%),
Rhipicephalus bursa (0.28%) and Ixodes ventalloi (0.14%) were sporadically found. This is the
first citation of the last two species in Galicia. Ixodes ricinus and D. marginatus were widely
disseminated in our community, since they were found in the 4 thermotypes. Ixodes ricinus was
especially frequent in the supratemplate zone due to its high hygrometric requirements;
Dermacentor reticulatus was also common in that thermotype but it was not found in the
mesomediterranean thermotype. Dermacentor marginatus was not as dependent on environmental
humidity as the previous ones, and therefore was more common in the mesomediterranean zone.
Rhipicephalus sanguineus s.1., presenting a peridomestic behaviour, was linked to peri-urban zones
independently of the thermotype. The rest, mainly with an endophilic behaviour, were found

occasionally, so their relationship with the thermotype could not be studied.

Keywords: Exophilic ticks, northwestern Spain, morphological identification, molecular

identification, thermotypes.
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1. INTRODUCCION

1.1 GARRAPATAS

1.1.1 Clasificacion, descripcion y ciclo biolégico

Las garrapatas son artropodos pardsitos obligados con una destacable importancia sanitaria
tanto para el ser humano como para los animales debido a su papel como vectores de multiples
agentes infecciosos y parasitarios (Diaz et al., 2019). Con la denominacién comun de garrapatas se
identifica a un conjunto de especies del orden Ixodida, que se incluye en la clase Arachnida (Tabla
1), la segunda mds numerosa del reino animal. Asi, las garrapatas estdn taxondmicamente muy

relacionadas con arafas y escorpiones (Estrada-Pefia, 2015a).

Tabla 1. Clasificacién taxonéomica de las garrapatas (modificado de Nava et al., 2017)

Reino Animalia

Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Subclase Acari
Superorden Parasitiformes
Orden Ixodida
Superfamilia Ixodoidea

Morfolégicamente, presentan un cuerpo fusionado en una misma pieza redondeada que puede
subdividirse en dos regiones, el gnatosoma y el idiosoma (Sonenshine y Roe, 1993). EI primero,
también denominado capitulum, se encuentra en la regién anterior y estd compuesto por la base del
capitulo y el rostrum (Figura la); este ultimo enlgoba dos palpos formados por cuatro
palpoarticulos, dos queliceros y el hipostoma, que en ocasiones puede presentar denticulos en la
zona ventral segin la especie (Walker et al., 2003). El idiosoma abarca desde la unién entre la base
del capitulo y el escudo, hasta la parte mds caudal de la garrapata, e incluye varias estructuras
anatémicas: dorsalmente se pueden identificar los ojos, los festones, los surcos cervical y marginal
y el escudo o los mamelones, dependiendo de la familia a la que pertenezca la garrapata (Estrada-
Pefia, 2015a). Lateralmente presentan las placas espiraculares, que permiten el intercambio gaseoso
en el proceso de respiracion de la garrapata, y cuatro apéndices articulados insertados a través de la
coxa (Figura 1b). Por dltimo, ventralmente se aprecian la apertura genital, el surco anal y el ano
(Walker et al., 2003). Ademads, en los tres planos se observan estructuras filiformes con funcién

sensorial denominadas setas (Bowman, 2014).
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Figura 1. Vistas dorsal (a) y ventral (b) de una garrapata, donde se sefialan las estructuras anatomicas

mas destacables

Aunque todas las garrapatas presentan de forma general estas estructuras, existen notables
diferencias segtn el estadio y el sexo del individuo (Sonenshine y Roe, 1993). Asi, las larvas solo
poseen tres pares de apéndices articulados y carecen de placas espiraculares mientras que las ninfas
no presentan abertura genital (Latif y Walker, 2004). Los adultos muestran dimorfismo sexual,
siendo especialmente evidente la diferencia de tamaiio del escudo, que en las hembras tnicamente
alcanza la mitad del cuerpo mientras que en los machos abarca la practica totalidad del mismo
(Estrada-Pefa et al., 2017). Esta diferencia responde a la necesidad de las hembras de ingerir
cantidades notables de sangre para la puesta de los huevos, expandiendo su cuerpo para
almacenarla, mientras que en los machos, que no requieren alimentaciones tan copiosas, el escudo
limita dicha expansion (Estrada-Pefia, 2015b). No obstante, existen otras diferencias morfolégicas
menos manifiestas como la existencia de dreas porosas, dos zonas presentes en la base del capitulo
de las hembras y cuya funcion es la sintesis y secrecién de sustancias antioxidantes sobre los
huevos para evitar la degradacién de los lipidos e incrementar su resistencia y viabilidad (Walker et
al., 2003). También es destacable la presencia en machos de extensiones o prolongaciones
quitinosas en la zona ventral cercana al ano conocidas como placas ventrales, que no aparecen en
hembras (Bowman, 2014).

Al margen de estas diferencias, hay que tener en cuenta que cada garrapata presenta unas
caracteristicas anatomicas propias en funcidon de la familia, género y especie a la que pertenece
(Latif y Walker, 2004). Asi, dentro de la superfamilia Ixodoidea se incluyen tres familias:
Argasidae, Ixodidae y Nuttalliellidae (Estrada-Pefia, 2015a). A las componentes de la primera
familia se les denomina vulgarmente como garrapatas blandas y se caracterizan generalmente por
la ausencia de escudo, festones, placas ventrales en machos y dreas porosas en hembras; también

presentan un gnatosoma oculto en la zona ventral, coxas sin espuela, ausencia de dimorfismo
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sexual y aspecto reticulado (Bowman, 2014). En la actualidad se han descrito 208 especies
incluidas en 5 géneros (Nava et al., 2017). La familia Nuttalliellidae, compuesta por una dnica
especie, Nuttalliella namaqua, posee caracteristicas propias queriendo representar un punto de
encuentro evolutivo situado entre las otras dos familias (Walker et al., 2003). Por dltimo, la familia
Ixodidae integra las denominadas garrapatas duras y es la Unica que incluye especies exdfilas
(Estrada-Pena, 2015b). Estd formada por 722 especies repartidas en 14 géneros (Nava et al., 2017)
y todas ellas poseen unas caracteristicas propias que las distinguen de las otras familias como son la
presencia de escudo, dreas porosas, placas ventrales y festones, posicién anterior del capitulo,
dimorfismo sexual y el aspecto coridceo y resistente (Bowman, 2014). Esta familia se puede dividir
en dos grupos en base a caracteres morfoldgicos y bioldgicos (Walker et al., 2003):

e Prostriata contiene todas las especies del género [Ixodes, que se caracterizan
morfolégicamente por un surco anal anterior al ano y por la presencia de placas ventrales en
los machos; éstos producen espermdtidas sin alimentarse previamente y la cépula puede
realizarse al margen del hospedador.

e Metastriata agrupa el resto de géneros (Dermacentor, Rhipicephalus, Haemaphysalis,
Hyalomma, Ambyomma, etc.), cuyas especies presentan un surco anal posterior al ano.
Ademds, los machos no suelen mostrar placas ventrales y producen espermatidas después de

la alimentacién, copulando sobre el hospedador.

Todas las caracteristicas anatémicas de las garrapatas son el resultado de un proceso evolutivo
que les confiere una complexién idénea para el desarrollo de su actividad parasitaria, puesto que
son acaros hematdfagos que requieren de una ingesta adecuada de sangre para completar su ciclo
bioldgico, desde larva hasta adulto (Estrada-Pefia et al., 2004b). Las especies exofilas se
desarrollan en la vegetacion y desde alli buscan un hospedador adecuado del que alimentarse. Por
el contrario, las garrapatas endodfilas viven principalmente en el interior de nidos de aves y
madrigueras de pequefios mamiferos, donde se alimentan subrepticiamente de sus hospedadores
(Walker et al., 2003). Por ello, los animales domésticos y las personas tienen un mayor riesgo de
exposicion a las garrapatas exofilas, sobre las que trata este trabajo.

El ciclo biolégico de la familia Ixodidae incluye varias fases: huevo, larva, ninfa y adulto
(macho o hembra) (Nava et al., 2017) Esto conlleva la necesidad de realizar dos mudas: una de
larva a ninfa y otra de ninfa a adulto. Todas las fases de desarrollo, exceptuando el huevo, se
encaraman a la vegetacion hasta alcanzar un hospedador del que se alimentan durante varios dias
antes de mudar a la siguiente etapa; las hembras ponen cientos o miles de huevos antes de morir
(Estrada-Pefia, 2015a). Algunas especies tienen un hospedador tinico, permaneciendo en él durante
todas las fases parasitarias, separdndose de él como hembras ingurgitadas. Otras especies tienen un

ciclo de dos hospedadores, caracterizado por larvas que mudan a ninfas en el mismo hospedador;
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las ninfas ingurgitadas mudan en el ambiente y los adultos resultantes buscan otro hospedador para
completar el ciclo. Sin embargo, la gran mayoria de las especies de Ixodidae tienen un ciclo de tres
hospedadores, donde las larvas ingurgitadas se desprenden de un hospedador para mudar en el
ambiente. A continuacion, las ninfas resultantes buscan otro hospedador para alimentarse y después
mudan a adultos en el medio, completando el ciclo en otro hospedador (Bowman, 2014). De esta
forma, las garrapatas de tres hospedadores pueden alimentarse de animales de diferentes especies
durante su vida, desde pequefios roedores a grandes mamiferos, por lo que constituyen vectores
perfectos, pudiendo transmitir agentes entre distintos animales e incluso a las personas si presentan

caracter zoonoético (Sonenshine y Roe, 1993).

1.1.2. Importancia sanitaria y econémica

El ciclo bioldégico de las garrapatas implica importantes consideraciones econdémicas y
sanitarias a nivel veterinario y médico, que son el resultado de su actividad hematéfaga y de su
capacidad de transmision de agentes parasitarios e infecciosos (Jongejan y Uilenberg, 2004).

Desde el punto de vista sanitario, las garrapatas causan lesiones con sus piezas bucales al
alimentarse, lo cual puede provocar dermatosis e inflamacién de la zona (Estrada-Pefia, 2015a). A
este respecto, la herida es mayor en el caso de géneros que disponen de largos hipostomas, como
Ixodes o Amblyomma, que al penetrar profundamente en la piel causan dolor e inflamacién
intensos. Por el contrario, los géneros como Rhipicephalus o Dermacentor producen heridas
menores pues presentan hipostomas cortos, compensando la menor fijacién con la secrecion de una
sustancia cementosa (Moorhouse, 1973). Entre las consecuencias de estas lesiones se encuentra la
posible infeccién bacteriana secundaria, que puede devenir en la formacién de abscesos, o la
aparicioén de miasis. Otro efecto directo es la aparicién de anemia en caso de infestaciones masivas,
pues cada garrapata puede sustraer del hospedador entre 0,5 y 2 ml de sangre, segtn la especie
(Koch y Sauer, 1984). Mds grave resulta el desarrollo de pardlisis flicida ascendente, que puede ser
fatal, a consecuencia de la inoculacion de sustancias neurotdoxicas secretadas con la saliva de la
garrapata. No obstante, no todas las garrapatas pueden causar esta toxicosis; asi, mientras que en
Espafia no se han denunciado episodios de parilisis, en Australia son muy frecuentes por la
presencia de Ixodes holocyclus, la garrapata mas virulenta conocida (Bowman, 2014).

Sin embargo, la verdadera importancia sanitaria de las garrapatas radica en su capacidad de
transmitir un amplio nimero de patégenos con la saliva, que pueden provocar enfermedades
graves. De hecho, las garrapatas son los artrépodos vectores que transmiten una mayor variedad de
agentes infecciosos (Venzal, 2008), y se considera que son los responsables de un mayor nimero
de infecciones en personas y animales en regiones templadas (Estrada-Pefia et al., 2017). A
continuacién, se resumen las principales enfermedades transmitidas por garrapatas de interés

veterinario y médico que se han documentado en Espaiia o paises cercanos:
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e Encefalitis transmitida por garrapatas (TBE): el virus de la encefalitis (TBEV) es el causante

de esta enfermedad neuroldgica potencialmente fatal descrita tanto en Europa como en Asia.
Es una enfermedad emergente en Europa debido al cambio climdtico y cambios en el uso del
suelo, como el aumento de la superficie forestal y la disminucién del uso de pesticidas, que
favorecen la diseminacién geografica de las garrapatas y el incremento de las poblaciones de
hospedadores; ciertos cambios sociales, especialmente el aumento de actividades al aire libre
y menor caza de grandes mamiferos que actian como hospedadores también podrian
explicar el incremento del nimero de casos de TBE en este continente (Estrada-Pefia,
2015a). No obstante, las cepas presentes en el oeste de Europa son menos virulentas que las
del este, donde uno de los subtipos presenta una letalidad del 40%. Asimismo, aunque no se
han detectado casos en Espaiia, se debe tener en cuenta que en el occidente europeo el
principal vector es Ixodes ricinus (Bowman, 2014), muy prevalente en la cornisa cantébrica;
consecuentemente, se debe extremar la vigilancia para conocer la expansién de la
enfermedad en el continente europeo. Recientemente se han observado casos clinicos en
perros, aunque no revisten tanta gravedad como en el ser humano (Pfeffer y Dobler, 2011).

e Babesiosis: es una enfermedad emergente en multiples regiones del mundo originada por un
protozoo intraeritrocitario que puede conducir a graves episodios anémicos e ictéricos. En
Europa destaca por su importancia veterinaria, especialmente en carnivoros y herbivoros
domésticos; aunque es una enfermedad zoondtica, desde 1957 tinicamente se han descrito 40
casos en personas (Estrada-Pefia, 2015a). Un aspecto fundamental en la distribucién y
diseminacién de la enfermedad es la transmision transestadial y transovdrica del parasito en
el vector (Uilenberg, 2006). Existen mdltiples especies de Babesia, con cierta especificidad
por vector y animal. Por ejemplo, mientras que los vectores de las dos especies principales
en vacuno (Babesia bigemina y Babesia bovis) son especies del género Rhipicephalus y, en
menor medida, Ixodes, las principales especies que transmite Babesia canis al perro son
Dermacentor reticulatus y Dermacentor marginatus (Bowman, 2014).

e Theileriosis: enfermedad especialmente importante en rumiantes y équidos causada por un
protozoo con una primera fase intralinfocitaria y una segunda intrahematica. Las especies de
Theileria presentan distintas garrapatas vectoras; por ejemplo, las que afectan al ganado
vacuno en Europa (Theileria annulata y Theileria buffeli) se vehiculan por garrapatas del
género Hyalomma y Haemaphysalis, respectivamente (Estrada-Pefia, 2015a). Por ello,
conocer las especies de garrapatas presentes en una region permite estimar las enfermedades
presentes o que pueden introducirse (Diaz et al., 2019).

e Anaplasmosis: Anaplasma spp. destruye los eritrocitos de los hospedadores vertebrados,
generando anemia hemolitica, disminucién de peso, abortos y, ocasionalmente, la muerte del

animal. Afecta principalmente a rumiantes, aunque otras especies infectan a perros, gatos e
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incluso el hombre (Carrade et al., 2009). Ademds, se ha aislado en numerosos animales
silvestres, incluyendo roedores o ungulados que actdan como reservorios de la enfermedad.
Se transmite a los rumiantes principalmente por garrapatas del género Rhipicephalus y
Dermacentor, aunque otros artrépodos como mosquitos y tdbanos también pueden actuar
como vectores (Estrada-Pefia, 2015a). Los animales que superan la enfermedad permanecen
como portadores asintomdticos permanentes, esencial en la epidemiologia de la enfermedad.

o Rickettsiosis: estd causada por bacterias intracelulares que se transmiten por garrapatas,
piojos, 4caros o pulgas (Oteo y Portillo, 2012). Las garrapatas suelen infectarse al
alimentarse de roedores infectados y presentan transmision transestadial y transovdrica.
Existen al menos 12 especies patdgenas para los vertebrados domésticos y el ser humano,
produciendo enfermedades emergentes como la fiebre manchada de las Montafias Rocosas
(Rickettsia rickettsii) en EE.UU. o el tifus siberiano (Rickettsia sibirica). Sin embargo, la
principal enfermedad producida por estas bacterias en Espafia es la fiebre botonosa
mediterrdnea causada por Rickettsia conorii y cuyo vector principal son garrapatas del grupo
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) que incluye varias especies de garrapatas similares
dificiles de identificar (Rovery y Raoult, 2008). En esta enfermedad el perro actia como
reservorio transitorio al sufrir una bacteremia temporal, mostrando fiebre, aletargamiento y
hemorragias nasales y oculares, facilitando la expansion del agente. Aunque menos de un 1%
de los Rhipicephalus sanguineus s.l. estd infectado, cada vez se describen mds casos en
Espafia, donde no hay vigilancia especifica frente a esta enfermedad (Estrada-Pefia, 2015a).
Todos los episodios aparecen estacionalmente, especialmente en las épocas de mayor
actividad de las garrapatas. En personas, esta enfermedad es ocasional.

e Ehrlichiosis: causada por Ehrlichia canis, se transmite unicamente por Rhipicephalus
sanguineus s.1., que infecta los monocitos produciendo ehrlichiosis canina monocitica que
cursa con fiebre y anemia (Estrada-Pefia, 2015a). Existen otras especies (Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ruminantium, etc.) que afectan a otros animales, incluyendo rumiantes
domésticos.

e Enfermedad de Lyme o borreliosis: estd originada por 10 especies de espiroquetas del grupo

Borrelia burgdorferi, transmitidas exclusivamente por especies del género Ixodes,
principalmente 1. Ricinus (Diaz et al., 2017). Afecta principalmente a personas, que muestran
un cuadro dérmico, articular o nervioso, aunque también puede afectar a los animales
domésticos. En Europa es uno de los procesos transmitidos por garrapatas con mayor
importancia en salud publica, describiéndose anualmente 200.000 casos (Estrada-Peia,
2015a). Ello se debe a la existencia de un profuso nimero de reservorios y a la amplia
distribucién de Ixodes ricinus, especialmente en zonas frescas y humedas como bosques

septentrionales europeos (Schulz et al., 2014), incluyendo el norte espaiiol.
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e Fiebre hemorrédgica Crimea-Congo: es una enfermedad grave, pues su letalidad es cercana al

100%, causada por un virus transmitido por garrapatas del género Hyalomma. Los rumiantes
actiian como reservorios y diseminadores de las garrapatas infectadas, pero ningiin animal
doméstico sufre la enfermedad o presenta un cuadro leve. A pesar de haberse detectado
recientemente algunos casos en Espafia, no es probable contraer la enfermedad debido a la
baja prevalencia del agente en las garrapatas del género Hyalomma (Palomar et al., 2017).

e Hepatozoonosis: causada por 300 especies de protozoos del género Hepatozoon cuyo
hospedador definitivo son las garrapatas. Los hospedadores intermediarios pueden ser tanto
animales domésticos como silvestres (mamiferos, aves, reptiles y anfibios) y el contagio se
produce tras la ingestién de partes de la garrapata que contengan formas infectantes de
Hepatozoon (Estrada-Pefa, 2015a). Es una enfermedad importante en perros que viven en el
entorno mediterrdneo y estdn en contacto con especies del grupo Rhipicephalus sanguineus
s.l. En estas garrapatas existe transmision transestadial del patégeno, pero no transovdrica. El

cuadro clinico por lo general es leve excepto en individuos sensibles o inmunodeprimidos.

Todas estas implicaciones sanitarias suponen un coste econdmico derivado del tratamiento de
casos clinicos y de la prevencién de estas enfermedades mediante el control del vector. En
personas, a nivel global, se ha estimado que el impacto econémico que supone el control de
garrapatas asciende a 7 billones de ddlares americanos, aunque no son del todo precisas ya que

extrapolan resultados locales a la poblacién mundial (Venzal, 2008).

1.2. ESPECIES DE GARRAPATAS PRESENTES EN ESPANA

Las especies de garrapatas presentes en un pais o regién y la densidad de sus poblaciones
dependen de muiltiples factores como las caracteristicas climatoldgicas (temperatura, humedad,
etc.), la vegetacion, presencia de hospedadores adecuados, las actividades humanas desarrolladas,
el transporte de ganado, etc. (Estrada-Pefia et al., 2017). Las manifiestas diferencias climdticas de
Espaiia, junto con variaciones de otra indole (fauna, actividades sociales, etc.) conllevan la
existencia de distinas especies de garrapatas segin el drea geografica. De manera resumida, el pais
se puede subdividir en tres regiones claramente diferenciadas: el sur con un clima mediterraneo, el
centro peninsular con un clima continental y el norte con un clima atlantico determinado por
temperaturas suaves y abundantes lluvias durante todo el afio (Rodriguez y Ramil-Rego, 2007). A
continuacién, se resumen las principales especies de garrapatas presentes en Espafia, junto a
algunos datos de interés; como el dmbito de este estudio es Galicia, al final de este epigrafe se
dedica un apartado a las especies de garrapatas mds probables en esta regién, que serdn las que se

encuentren con mayor frecuencia durante los muestreos.
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1.2.1. Especies del género Ixodes

Se han descrito alrededor de 660 especies de Ixodes y todas son prostriata, presentando un
capitulo eminentemente alargado, cuyos palpos son mds anchos en los palpoarticulos dos y tres;
también se caracterizan por no poseer ojos, festones, ni ornamentacién del escudo (Bowman,
2014). Presentan una amplia distribucién geogrifica, aunque las especies exodfilas son
especialmente frecuentes en regiones templadas con elevada humedad y preferentemente en zonas

de bosque caducifolio o coniferas. En la Tabla 2 se resumen las especies descritas en Espaiia:

Tabla 2. Especies del género Ixodes presentes en Espaia (modificado de Estrada-Peia et al., 2017)

Especie Distribuciéon  Ciclo biologico = Hospedadores Patogenos vectorizados
Ixodes Europa y Exdfila. Adultos en rumiantes TBEV, Borrelia burgdorferi
ricinus norte de 3 hospedadores domésticos y silvestres. s.l., B. miyamotoi, Babesia
Africa Larvas y ninfas en spp., Rickettsia slovaca,
micromamiferos, aves, R. helvetica, Francisella
lagartijas ... tularensis, ...
Ixodes Europa, Asia Exdfila. Paseriformes y en menor TBEV, Borrelia spp.,
frontalis occidental yel 3 hospedadores = medida otras aves, Anaplasma phagocytophilum,
norte de mamiferos o personas Coxiella burnetii, ...
Africa
Ixodes Europa, Asia Enddfila. Paseriformes Borrelia burgdorferi, TBEV,
arboricola central y norte 3 hospedadores Rickettsia spp.
de Africa
Ixodes Europa y Enddfila. Principalmente perros y Theileria annae, Babesia
canisuga amplias 3 hospedadores  carnivoros silvestres, microti, Ehrlichia canis,
regiones de aunque también otros Borrelia burgdorferi
Asia mamiferos y aves
Ixodes Europa Enddfila. Mayoritariamente erizos. Borrelia burgdorferi,
hexagonus 3 hospedadores ~ Otros mamiferos Theileria annae, TBEV, ...
carnivoros
Ixodes Europa y Enddfila, Pequefios mamiferos, Babesia microti, Borrelia
trianguliceps  occidente larvas exdfilas principalmente roedores afzelii, B. garinii, Francisella
asidtico tularensis
Ixodes Europa Enddfila. Prefiere pequefios Borrelia spp., Coxiella
acuminatus meridional 3 hospedadores ~ mamiferos, pero también burnetii, Francisella
medianos y el ser humano  tularensis, ...
Ixodes Europa Endéfila. Lagomorfos, carnivorosy  Anaplasma phagocytophilum,
ventalloi meridional y 3 hospedadores  roedores Rickettsia spp.,...
norte de
Africa
Ixodes Europa (S) y Exéfila Larvas y ninfas en Se desconoce

inopinatus

Africa (N)

lagartos, adultos en zorros
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Mencién especial en este género requiere Ixodes ricinus puesto que presenta una distribucion
mundial y es la garrapata mds comun en regiones himedas y templadas, incluyendo la mayor parte
de Europa. Como la temperatura y la humedad relativa son los principales factores que limitan su
desarrollo y supervivencia y, por tanto, su diseminacién (Alonso-Carné et al., 2014), el
calentamiento global ha conducido a un incremento de su expansién y a una alteracién de su
actividad estacional, lo que supone cambios importantes en la epidemiologia de las enfermedades
que transmite (Gray, 2007). En Espafia, las mayores poblaciones de esta especie se encuentran en
los Pirineos, algunas sierras centrales y en toda la cornisa Cantabrica, siendo la especie mas
relevante en el norte del pafs, junto a Rhipicephalus sanguineus s.l. (Estada-Pefia, 2015b). Aunque
presenta un amplio rango de hospedadores, en Espafia destacan varios ungulados silvestres como el
ciervo (Cervus elaphus) y el corzo (Capreolus capreolus), ambos muy abundantes. Ademas, es uno
de los vectores mds importantes a nivel veterinario y en salud publica por el amplio nimero de
patégenos que vehicula; en Europa es el principal vector de Borrelia burgdorferi s.l., que causa la
enfermedad de Lyme, Anaplasma phagocytophilum y del TBEV (Alonso-Carné et al., 2014)

El hébitat preferido por esta especie es el bosque caducifolio que estd ampliamente distribuido
por toda la geografia norte espafiola, aunque se puede encontrar también en vegetacion abierta con
alta humedad (James et al., 2014). Parece tener especial predileccién por aquellos lugares en los
que existe un crecimiento secundario sustancial de plantas, como las riberas fluviales, los bosques
heterogéneos de Pinus uncinata, los bosques mixtos y los deciduos (Estrada-Pefia, 2001). Sin
embargo, no suele habitar en bosques de eucaliptos ni en bosques jévenes y homogéneos de
coniferas por la acidificacién y desecacién del suelo que generan las hojas de estos drboles.
Tampoco suele habitar zonas abiertas, laderas ni dreas de alta montafa (Estrada-Peia et al., 2006).
Estas diferencias se atribuyen a la mayor profundidad y cobertura de vegetacién que crean
condiciones favorables para la supervivenvia de la garrapata. Dichas condiciones serian
principalmente temperaturas estables y humedad alta, superior al 80% (Gray et al., 2016). Asi, el
aumento de las temperaturas puede llevar a un aumento en la densidad de la garrapata a través de
un inicio mds temprano de la actividad de la garrapata en la primavera y una menor duracién del
desarrollo de una etapa a la siguiente, siempre que las garrapatas puedan buscar durante el tiempo
suficiente a un hospedador para alcanzarlo antes de morir por desecacién o agotamiento energético
(Alonso-Carné et al., 2014). También la orientacién interfiere en la abundancia de la especie, de
forma que las zonas dispuestas hacia el norte y el oeste predisponen a una mayor recogida de
ejemplares, explicable por ser zonas mds frescas y himedas. Por dltimo, hay que tener en cuenta
que no solo influyen los factores abidticos como el clima (temperatura, humedad, 1luvias, radiacién
solar, etc.) o bidticos como la vegetacién, sino que la existencia y afluencia de hospedadores
adecuados (ungulados domésticos y silvestres) juega un papel crucial en la presencia, abundancia,

actividad y longevidad de 1. ricinus (Estrada-Pefia, 2001).
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1.2.2. Especies del género Haemaphysalis

En estas especies los dos aspectos morfolégicos diferenciadores son el surco anal que forma
un arco posterior al ano y el segundo segmento de los palpos que se ensancha lateralmente. Como
en el caso de Ixodes, estas garrapatas no tienen ojos ni ornamentacion del escudo, pero difieren en
poseer festones (Bowman, 2014). Se han descrito 167 especies dentro de este género, de las cuales

se tiene constancia en Espafia de las incluidas en la Tabla 3.

Tabla 3. Especies del género Haemaphysalis presentes en Espaiia (modificado de Estrada-Peiia ef al.,

2017)
Especie Distribucién Ciclo biolégico Hospedadores Patogenos
vectorizados
Haemaphysalis Europa y parte Exdfila. Adultos en ungulados TBEV, Rickettsia spp.
inermis de Asia 3 hospedadores domésticos y silvestres.
Inmaduros en lagartos y aves
Haemaphysalis Europa, Asia Exdfila. Adultos en grandes TBEV, Rickettsia
puctata (E) y Africa (N) 3 hospedadores mamiferos, inmaduros en spp., Babesia spp.,
pequefios y aves Coxiella brunetii, ...
Haemaphysalis Europa, Asia Exdfila. 3 Adultos en ungulados, Brucella abortus,
sulcata central y norte hospedadores inmaduros en reptiles Anaplasma ovis,
de Africa Coxiella brunetii
Haemaphysalis Europa y Asia 3 hospedadores Adultos en grandes Rickettsia spp.,
conncina mamiferos, inmaduros en A. phagocytophilum,
pequefios A. bovis, ...
Haemaphysalis Sudeste del Enddfila. Lagomorfos Se desconoce

hispanica mediterraneo 3 hospedadores

Las especies de Haemaphysalis presentan una marcada preferencia por determinados hébitats;
asi, H. inermis, H. punctata 'y H. concinna suelen ser especialmente frecuentes en zonas templadas
de bosques caducifolios, mientras que H. hispanica prefiere areas frias, subhtimedas o secas. Por el

contrario, H. sulcata es especialmente comtin en regiones semidesérticas.

1.2.3. Especies del género Rhipicephalus

Al pertenecer al grupo Metastriata, el surco anal es posterior al ano. Asimismo, la base del
capitulo es hexagonal, con ojos y festones presentes. El escudo no estd ornamentado. Los machos
muestran placas adanales y accesorias sobresalientes a ambos lados del ano (Bowman, 2014). El
género estd conformado tnicamente por 8 especies. Sin embargo, esta situacion no parece estable
debido al intenso debate sobre la identidad de ciertas especies incluidas en R. sanguineus s.l. y el
rango actual de R. furanicus. Los primeros estudios moleculares destacaron estos problemas al

mostrar que los mismos taxones se habian diagnosticado erréneamente como especies diferentes.
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En particular, existe mucha confusién entre diferentes poblaciones de R. sanguineus s.l. y R.
turanicus, con estudios moleculares iniciales que muestran que muchos especimenes identificados

como R. turanicus eran de hecho R. sanguineus s.l. (Santos-Silva et al., 2011). Obviando dichas

dificultades, las especies recogidas en este género que aparecen en Espafa se recogen en la Tabla 4.

Tabla 4. Especies del género Rhipicephalus presentes en Espaiia (modificado de Estrada-Peifia et al.,

2017)

Especie Habitat Ciclo biolégico Hospedadores Patégenos vectorizados
Rhipicephalus Zonas con inviernos 2 hospedadores  Grandes mamiferos. Suele  Babesia ovis, Anaplasma
bursa himedos y veranos asociarse a zonas donde spp., Rickettsia spp., ...

secos existen rebafios de ovino
Rhipicephalus Bosques de coniferas, Endéfila. Principalmente Rickettsia sibirica,
pusillus escleré6filos y mixtos 3 hospedadores lagomorfos. Otros Rickettsia massiliae
mamiferos

Rhipicephalus Areas periurbanas y Endéfila. Principalmente perros. Babesia vogeli, Ehrlichia

sanguineus s.l. rurales 3 hospedadores Otros mamiferos o aves canis, Hepatozoon canis,
Rickettsia spp., ...

Rhipicephalus Desiertos y Exdfila. Mamiferos (ungulados), Rickettsia spp.

turanicus semidesiertos, estepas 3 hospedadores aves y reptiles

y bosques abiertos
Rhipicephalus Bosques 1 hospedador Bovinos preferentemente.  Babesia spp., Anaplasma
annulatus mediterraneos, sabana Otros ungulados marginale, Rickettsia

y estepa spp-

La mayoria de las especies de Rhipicephalus se encuentran principalmente en la region
mediterranea, aunque R. sanguineus s.l. y R. annulatus tienen una distribucién mds amplia,
pudiéndose encontrar en otros continentes. En el caso de R. sanguineus s.1. se ha demostrado que su
presencia en América es consecuencia del proceso de colonizacién del continente (Szabo et al.,

2005).

1.2.4. Especies del género Dermacentor

También el surco anal dibuja un arco posteriormente al ano. Dermacentor es similar a
Rhipicephalus tanto en cuanto tiene ojos y 11 festones, pero se diferencia perfectamente porque el
escudo estd ornamentado y dorsalmente la base del capitulo es rectangular. Ademds, los machos
carecen de placas adanales y sus coxas aumentan de tamafio progresivamente desde la primera a la
cuarta (Bowman, 2014). A pesar de la existencia de 14 especies dentro del género, en Espafia sélo

se han descrito las 2 siguientes, recogidas en la Tabla 5.
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Tabla 5. Especies del género Dermacentor presentes en Espaiia (modificado de Estrada-Peia et al.,

2017)

Especie Distribucién Ciclo biolégico Hospedadores Patégenos vectorizados
Dermacentor Europa y norte Exdfila. Adultos en grandes TBEV, Coxiella burnetii,
marginatus de Africa 3 hospedadores mamiferos (ungulados), Rickettsia raoultii, Ehrlichia

inmaduros en pequefios canis, Borrelia afzelii
Dermacentor Europa Exéfila. Adultos en grandes TBEV, Rickettsia spp.,
reticulatus 3 hospedadores mamiferos (carnivoros), Francisella tularensis, A.

inmaduros en pequefios marginale, Babesia canis

Ambas especies tienen una distribucién semejante, siendo especialmente frecuentes en
zonas de praderas y pastos, aunque D. marginatus es mas comun en regiones templadas y D.

reticulatus en zonas més frias y himedas (Kolonin, 2009).

1.2.5. Especies del género Hyalomma

El surco anal también rodea posteriormente al ano. Asimismo, Hyalomma tiene el rostrum
mucho més grande que la base del capitulo, siendo el segundo y el tercer segmento palpal
aproximadamente de la misma longitud. Presentan ojos y los festones aparecen irregularmente.
Como en el caso de Rhipicephalus, el macho posee placas adanales accesorias (Bowman, 2014).
No existe unanimidad conforme al nimero de especies que integran este género entre los
investigadores a causa de las dificultades encontradas a la hora de la clasificacién. No obstante, en

Espafia se han descrito tinicamente las 4 incluidas en la Tabla 6.

Tabla 6. Especies del género Hyalomma presentes en Espaia (modificado de Estrada-Peiia ef al., 2017)

Especie Distribucién Ciclo biolégico Hospedadores Patégenos vectorizados
Hyalomma Sur de Europa, Exéfila. Adultos en ungulados, Fiebre hemorrdgica Crimea-
marginatum norte de Africa 2 hospedadores inmaduros en Congo, Babesia spp.,

y zonas de Asia micromamiferos y aves Anaplasma spp.,...
Hyalomma Africa Exofila. Adultos en ganado, Fiebre hemorrdgica Crimea-
rufipes subsahariana, 2 hospedadores inmaduros en pequefios Congo, Ehrlichia spp.,...

principalmente mamiferos y aves
Hyalomma Europa, Asia 'y Enddfila. Grandes ungulados Theileria spp., Coxiella
scupense norte de Africa  1-2 hospedadores burnetii, Rickettsia

aeshlimannii,. ..

Hyalomma Regién Exéfila. Adultos en grandes Theileria spp., Coxiella
lusitanicum mediterranea 3 hospedadores mamiferos, inmaduros en burnetii, Francisella

lagomorfos

tularensis, ...

Las especies exoéfilas de Hyalomma prefieren habitats con clima mediterraneo, asi como zonas

mas secas como estepas.
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1.2.6. Especies de garrapatas presentes en Galicia

La comunidad auténoma gallega presenta notables diferencias climdticas y orograficas que
pueden condicionar la presencia de unas especies u otras de garrapatas a lo largo de su geografia.
No obstante, existe poca literatura cientifica respecto a cudles se asocian a cada zona, e incluso a la
totalidad de la comunidad. Una revision reciente sefiala inicamente la presencia de cinco especies
en la comunidad: Dermacentor reticulatus, Dermacentor marginatus, Haemaphysalis punctata,
Ixodes ricinus y Rhipicephalus sanguineus s.l., sin descartar la presencia de otras (Estrada-Pefia et
al., 2017). Otro mas reciente, llevado a cabo sobre tres zonas diferenciadas climaticamente de
Galicia determind la presencia también de 5 especies, incluyendo Ixodes ricinus, I. acuminatus, I.
frontalis, Dermacentor marginatus y D. reticulatus (Remesar et al., 2019). No obstante, la inmensa
mayoria de individuos recolectados en ambos estudios (hasta un 99,25%) pertenecian a I. ricinus,
siendo el resto de especies halladas esporddicamente. De hecho, se tiene constancia de la
abundancia de la especie Ixodes ricinus, relacionada con la elevada y creciente presencia de corzos
en Galicia, que constituyen el hospedador principal en la regién. Asi, hasta el 83,1% de los corzos
estan parasitados (mayor porcentaje en primavera y menor en verano), con una media de 43+50 1.
ricinus, principalmente adultos, aunque también fases inmaduras (Vazquez et al., 2011). En efecto,
el incremento de esta especie ha provocado elevaciones significativas durante los dltimos afios en
la prevalencia de la enfermedad de Lyme en la zona, lo que ha desembocado en la elaboracién de
estudios para la identificacién de especies de Borrelia en I. ricinus extraidas de corzos cazados.
Los resultados obtenidos indican que el 6% de los 1. ricinus estan infectadas por diferentes especies
de Borrelia burgdorferi s.1., contribuyendo a la expansién de la enfermedad de Lyme. No obstante,
no se tiene claro aun el papel que juega el corzo en la epidemiologia de la enfermedad, aunque la

favorece indirectamente al pemitir un mayor desarrollo de la garrapata vectora (Diaz et al., 2019).

1.3. METODOS DE CAPTURA DE GARRAPATAS

La mayoria de las garrapatas pasan aproximadamente un 97% de su tiempo al margen del
hospedador (Needham y Teel, 1991). Por ello, para valorar la poblacién de garrapatas presente en
un 4drea determinada es necesario llevar a cabo muestreos donde se capturen un nimero
considerable para su posterior identificacion. Los métodos en los que se basan dichos muestreos
varfan en funcidén del comportamiento exodfilo o endoéfilo de las especies de garrapatas que se
pretenden estudiar. Los mds empleados son:

e Bandera: método eficaz inicamente en el caso de garrapatas exofilas. Se basa en extender y
arrastrar un pafio de lino de extension variable sobre la vegetacion de la zona, simulando el
paso de un hospedador y permitiendo que las garrapatas se adhieran a él. El pafio estd fijado
a una vara de madera que se sujeta por uno de los extremos. De esta forma, en las areas

presumiblemente infestadas, las especies exofilas que estan encaramadas a la hierba detectan
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el paso del “hospedador” y se fijan a la tela gracias al érgano de Haller, que se sitda en el
extremo dorsal del primer par de patas y contiene una serie de setas especializadas que
detectan minudsculas concentraciones de anhidrido carbdnico, 4cido Il4ctico y 4cido
pelargénico, componentes de la respiracion de los vertebrados o de sus secreciones cutdneas.

Esto, permite al pardsito orientarse en el dngulo adecuado (Figura 2) y prepararse para

alcanzar al “hospedador” (Estrada-Peiia, 2015b).

Figura 2. Hembra de Dermacentor spp. antes de pasar la bandera (a). Postura adoptada tras detectar a

un posible hospedador con el 6rgano de Haller (b)

Después, las garrapatas se recogen de la bandera a intervalos de menos de 10 minutos para
evitar que se desprendan cuando detecten que no se trata de un verdadero hospedador. Es un
método sencillo, pero presenta algunos inconvenientes como la escasa cobertura vegetal
abarcada dentro de un deteminado sitio de estudio, el bajo rendimiento en la captura de
especies de garrapatas cazadoras como Hyalomma spp. o Amblyomma spp. o la
imposibilidad de utilizarlo los dias de lluvia pues la vegetacién himeda moja la bandera y
dificulta la captura de las garrapatas (Ginsberg y Ewing, 1989). Ademads, este método estd
fuertemente influenciado por la habilidad y velocidad en la marcha del operador, el tipo de
vegetacion (la tela se queda atrapada en la vegetacion espinosa), la temperatura o el clima
(Estrada-Pena et al., 2017). De hecho, un aspecto fundamental a tener en cuenta al usar este
método es la estacion del afio por la capacidad de muchas especies de entrar en invierno en
un proceso conocido como diapausa, periodo de quiescencia hasta la existencia de
condiciones ambientales favorables que eviten la deshidratacion y el agotamiento energético
(Estrada-Pefia, 2015b). Asimismo, cabe destacar que las garrapatas no se distribuyen al azar
incluso en hébitats adecuados, sino que tienden a agregarse, especialmente las larvas que
nacen de lotes de huevos individuales lo cual puede alterar los resultados segtn la zona

exacta de muestreo. Por dltimo, una ventaja del método es que la recogida directa desde la
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vegetacion permite obtener garrapatas no ingurgitadas que son mds facilmente identificables
por sus caracteristicas morfolégicas al no estar distorsionadas (Estrada-Pefa et al., 2017).

e Arrastre: método similar al anterior que consiste en caminar sobre la vegetaciéon sujetando
una manta permitiendo que las garrapatas se fijen para después recogerlas. La manta en este
caso va fijada en los extremos de la barra sobre los que se atan unas cuerdas que va a sujetar
y arrastrar el operador caminando delante. Es un método muy similar por lo que presenta las
mismas ventajas e inconvenientes que el método anterior, aunque existe mayor riesgo de
picadura para el operador. De hecho, muchas veces se utilizan ambos términos, bandera y
arrastre, indistintamente. Se estima que tanto el arrastre como la bandera tienen una
eficiencia de captura del 8% de la poblacion de garrapatas existente en la zona muestreada
(Sonenshine y Roe, 1993).

e Trampas con anhidrido carbénico CO,: se utiliza tanto para garrapatas exoéfilas como

endoéfilas. Se basa en la deteccidon, como se menciond anteriormente, del anhidrido carbénico
por parte del 6rgano de Haller de la garrapata y la posterior captura. Generalmente se utiliza
hielo seco como fuente del CO,, aunque también se puede emplear una combinacién de
gaseosa caliente y 4cido lactico diluido, a la que se puede adicionar feromonas (Estrada-Pefia
et al., 2017). Estas fuentes se colocan en un contenedor perforado que contiene un metro
cuadrado de tela blanca en su fondo para poder recoger las garrapatas. También se puede
utilizar una tira adhesiva alrededor del hielo seco para que las garrapatas queden fijadas. Por
cada trampa se puede llegar a muestrear 25 metros cuadrados de superficie vegetal o nidos y
madrigueras en el caso de garrapatas enddfilas. Ademads, si se recogen tras un tiempo
especifico se pueden obtener estimaciones de la abundancia. Utilizando este método se
obtiene un ndmero significativamente mayor de garrapatas y menos variable que empleando
la bandera (Wilson et al., 1972). No obstante, existen diferencias en funcién de las especies
capturadas, siendo manifiestamente mejor la captura de garrapatas cazadoras (Amblyomma
spp. o Hyalomma spp.) por el método del CO, (Ginsberg y Ewing, 1989). Otra ventaja frente
al método de la bandera es que se pueden muestrear zonas con vegetacion espinosa (Bryson
et al., 2000). Asimismo, mediante este método se capturan mds ninfas que mediante el
método de la bandera si bien se recolectan menos larvas debido al diferente potencial de

movilidad de ambos estadios (Petry et al., 2010).

Una vez capturadas las garrapatas se deben llevar al laboratorio para su correcta identificacién
tanto morfolégica como molecular. Por ello, una correcta conservacién de los especimenes
parasitarios es esencial ya que asi se evitan deformaciones que puedan alterar ciertos aspectos
morfolégicos claves; ademds, también permite preservar el ADN en caso de realizar técnicas

moleculares. En este sentido, se ha comparado el efecto de ocho métodos de almacenamiento en la
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preservacién del ADN y se ha concluido que todos los tratamientos basados en etanol muestran
muy buenas habilidades de recuperaciéon de ADN, mientras que el almacenamiento en seco es

menos exitoso (Corriveau et al., 2010).

2. OBJETIVOS

1. Determinar la diversidad de las poblaciones de garrapatas exoéfilas presentes en la comunidad

autonoma de Galicia.

2. Comparar la identificacién morfolégica de las garrapatas con los resultados obtenidos con

técnicas moleculares.

3. Valorar la influencia de la zona bioclimética sobre la presencia de las distintas especies.

3. MATERIALES Y METODOS

En este apartado se sefiala el niimero y procedencia de las muestras recogidas, asi como las

técnicas utilizadas para la identificacion de las diferentes especies de garrapatas recogidas.

3.1. ZONAS MUESTREADAS

Este estudio se realiz6 en Galicia, region que presenta un clima atlantico caracterizado por
precipitaciones abundantes y temperaturas suaves, lo que conforma una flora caracteristica similar
a otras regiones septentrionales espafiolas donde predominan bosques caducifolios de robles,
castafios, etc. Sin embargo, este tipo de catalogacién es muy simplista y no recoge las distintas
regiones bioclimdticas en que se subdivide internamente esta comunidad auténoma, pues Galicia
exhibe una orografia compleja con variaciones climatolégicas propias de la altura, pendiente, etc.,
asi como una importante influencia maritima, con un efecto atenuante de las temperaturas segin se
recorta la distancia al mar. Todo ello va a condicionar la presencia de varias microzonas climaticas
con diferentes caracteristicas pluviales y termométricas que derivan en un tipo de capa vegetal

concreta. Esta asociacién entre caracteristicas climdticas y vegetacion resultante genera tramos
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altitudinales especificos denominados termotipos (Rodriguez y Ramil-Rego, 2007). En Galicia se
han descrito 5 termotipos diferentes, algunos con subtipos:
e Termotemplado: se caracteriza por bosques caducifolios con elementos mediterrdneos
esclerofilos y laurifolios. Algunas especies que pueden estar presentes son el algarrobo
(Ceratonia siliqua), los citricos, algunos helechos (Davallia canariensis), el laurel (Laurus

nobilis), el olivo (Olea europaea), etc. En Galicia es especialmente frecuente en zonas

costeras, penetrando a través de los valles fluviales.

Figura 3. Termotipo termotemplado. Zonas de muestreo en Sada (a) y Fragas do Eume (b)

e Supratemplado: contiene bosques caducifolios, a veces mixtos, con alguna conifera. Se
pueden encontrar abedules (Betula celtiberica), avellanos (Corylus avellana), hayas (Fagus
sylvatica), sabinas (Juniperus thurifera), etc. En Galicia se restringe Unicamente a cotas

altas, a partir de 900-1000 metros.

Figuras 4. Termotipo supratemplado; zona de muestreo de Viana do Bolo (a) y A Mezquita (b)

e Mesotemplado: presenta bosques caducifolios de robles (Quercus robur) y fresnos (Fraxinus
excelsior). Ademds, es frecuente encontrar avellanos (Corylus hispanica), helechos

(Polystichum setiferum), encinas (Quercus ilex), etc. Es el mds ampliamente distribuido por
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Galicia y se puede subdividir en inferior y superior. El primero se sitia inmediatamente por
encima del termotemplado hasta los 700 metros, mientras el segundo comienza en 700

metros hasta cerca de 1000.

Figura 5. Termotipo mesotemplado inferior; zona de muestreo de O Xurés (a y b). Termotipo

mesotemplado superior; zona de muestreo de Chandoiro (c)

e Mesomediterrdneo: generalmente maquias de coscoja y lentisco, encinares, alcornocales y

bosques caducifolios en zonas himedas o de vaguadas. En Galicia se cifie al valle del rio Sil.

(a)

Figura 6. Termotipo mesomediterraneo.; zona de muestreo de Quiroga (a) y O Bolo (b)

¢ Orotemplado: se caracteriza por bosques de coniferas y formaciones arbustivas de coniferas.

Se pueden encontrar abetos (Abies alba), heno (Deschampsia flexuosa), enebros (Juniperus
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nana), pinos negros (Pinus uncinata), etc. Ocupa escasa superficie al estar presente
exclusivamente en las zonas mds elevadas de la comunidad gallega restringiéndose a los

macizos montafiosos de mayor altitud.

No obstante, existen amplias zonas geograficas en Galicia, englobadas dentro de dichos
termotipos, en las que se ha sustuido la vegetacidn autdctona por plantaciones, principalmente de
eucalipto blanco (Eucalyptus globulus), lo que provoca una alteracién del medio que puede afectar
a la flora y fauna que se desarrolla.

Como se menciond anteriormente, la distribucién geogréfica de las distintas especies de
garrapatas estd condicionada por diversos factores como son las caracteristicas climatoldgicas, la
cubierta vegetal o la presencia de hospedadores adecuados. Por ello, con objeto de valorar tanto la
diversidad de especies de garrapatas presentes, como la influencia de algunos factores como la
vegetacion sobre ellas, durante los meses de abril y mayo de 2019 se realizaron 26 muestreos en las
cuatro provincias gallegas (Tabla 7), tratando de incluir localizaciones en los cuatro principales
termotipos sefialados en Galicia (Figura 7). Las zonas se geolocalizaron mediante el sistema GPS,

recogiendo, en cada punto de muestreo, datos de longitud, latitud y altitud.
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Figura 7. Mapa de termotipos en Galicia, donde se representan las zonas muestreadas (puntos negros)

(modificado de Rodriguez y Ramil-Rego, 2007)
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Tabla 7. Caracteristicas de las zonas donde se recogieron especimenes de garrapatas

Termotipo Municipio Altitud (m) Zona
Mesotemplado inferior Lugo 465 Canil
Lugo 465 Carballeira
Lugo 465 Periurbano
Lugo 460 Periurbano
Lugo 453 Ribera rio Rato
Santiago 570 Periurbano
Santiago 570 Periurbano
Pobra de Broll6n 385 Camino rural
Lobios 588 Ruta senderista O Xurés
O Bolo 651 Camino rural Chandoiro
Termotemplado superior Vigo 310 Periurbano
Vigo 310 Periurbano
Vigo 310 Periurbano
Vigo 285 Monte Beade
Vigo 430 CUVI
Vigo 437 Eucaliptal
Vigo 433 Pinar
Sada 87 Eucaliptal
Sada 65 Ribera carretera
Cabanas 92 Fragas do Eume
Mesomediterraneo superior Quiroga 374 Camino rural
O Bolo 883 Camino rural
Supratemplado inferior Viana do Bolo 918 Camino rural
Muras 853 Parque edlico
Muras 832 Ribera Carretera
A Mezquita 1023 Camino rural

Se eligieron los meses de abril y mayo por ser la €poca del aflo con mayores poblaciones de
garrapatas activas evitando la diapausa, lo que facilita recoger un mayor nimero de ellas, tal y

como se habia sefialado previamente en Galicia (Remesar et al., 2019).

3.2. TOMA DE MUESTRAS

Para recoger las garrapatas exdfilas presentes en la vegetacion, se empled el método de la
bandera, extendiendo un pafio de lino de 1x1 metros sobre la vegetacion de la zona, simulando el
paso de un hospedador y permitiendo la fijacion de las garrapatas (figura 8a). Se evitaron los dias
de lluvia pues la vegetacion hiimeda moja la bandera y dificulta la captura de las garrapatas. Los
muestreos tuvieron una duracién de 50 minutos y se realizaron siempre por las mismas dos

personas; las garrapatas se recogieron de la bandera a intervalos de 2-3 minutos (figura 8b) y se
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depositaron en un bote hermético con etanol al 70% para evitar su deshidratacién. Posteriormente,

las garrapatas se llevaron al laboratorio, donde se identificaron en las 24 horas posteriores a su

recogida.

reo consiste en pasar una tela de lino sobre la vegetacién, donde se

@, '  :'-.;-'

Figura 8. La técnica del bande

adhieren las garrapatas (a); la bandera se comprobé cada 2-3 minutos y las garrapatas adheridas se

recogieron manualmente (b)

3.3. IDENTIFICACION MORFOLOGICA

En el laboratorio, las garrapatas se identificaron hasta nivel de especie y estadio de desarrollo
mediante la observacién de diferentes caracteristicas morfoldgicas distintivas. Inicialmente, se
establecid el género de la garrapata y el estadio de desarrollo en funcién de los aspectos anatémicos
propuestos por Bowman (2014) anteriormente sefialados (apartado 1.2.). Posteriormente, se llevo a
cabo la identificacién especifica dentro del género empleando las claves anatémicas descritas por

Estrada-Pena er al. (2017), intentando encontrar caracteristicas diferenciables destacables.

3.4. IDENTIFICACION MOLECULAR

Cuando se realiza la identificacién en funcién de las caracteristicas morfoldgicas, se observa
que existen especies muy similares, distinguiéndose exclusivamente por aspectos anatémicos
menores subjetivos o variables, que pueden llevar a confusion e impiden determinar la especie de
garrapata de forma fiable. Por ejemplo, algunas especies se distinguen por el nimero y longitud de
las setas o por la forma de la abertura genital (en forma de “U” o “V”). Sin embargo, la reciente
aplicacion de técnicas moleculares ha permitido una identificacion especifica mds fiable mediante
el estudio de la secuencia de diferentes genes de las garrapatas, como el que codifica para la
subunidad ribosémica 16S (16S ARNr). Por ello, se seleccionaron un maximo de 2 especimenes de
cada especie y estadio para su caracterizacion molecular de forma individual; en el caso de las
larvas de I. ricinus, debido a su pequefio tamafio, se procesé una mezcla de 5 ejemplares para

garantizar suficiente material genético. Inicialmente se extrajo el ADN de las garrapatas mediante
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un kit comercial (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostics GmbH®,

Mannheim, Alemania) usando el protocolo descrito por el fabricante:

1.

Se deposité cada especimen parasitario en un microtubo de 1,5 ml al que se afiadié tamp6n
fosfato salino (PBS) para eliminar el alcohol utilizado para la conservacién de las garrapatas.
Transcurridas 24 horas, se eliminé el PBS y se secciond la garrapata en dos mitades con una
hoja de bisturi estéril; a continuacion, el ejemplar se introdujo en un nuevo microtubo de 1,5
ml con 200 ul de tampén de lisis de tejidos y se homogeneizé con la ayuda de un
micromortero, para exponer todos los tejidos de la garrapata y facilitar su digestion.
Seguidamente, se afiadieron 40 pul de proteinasa K para romper las proteinas que estdn unidas
al ADN (histonas) y se incub6 a 55 °C durante 1 hora en un termobloque (Eppendorf

Thermomixer C, Eppendorf, Alemania).

. Al acabar la incubacién se anadieron 200 pul de tampoén de unién, para permitir la adhesion

de los acidos nucleicos a las fibras de vidrio del filtro de alta pureza del tubo de filtracién, y
se incubd durante 10 min a 70 °C.

Se afadieron 100 pl de isopropanol para provocar la precipitacion del ADN, y tras
homogenizar con voértex, se pasd la muestra a través del tubo de filtraciéon centrifugando a

7970 x g durante 1 minuto.

. Se llevaron a cabo tres lavados con 500 pl de tamp6n, el primero para eliminar inhibidores y

los dos siguientes con tampén de lavado, centrifugando (7970 x g) sendas veces y cambiando
el tubo colector para eliminar posibles restos de componentes celulares. Al terminar el
ultimo lavado se centrifugd a maxima velocidad durante 10 segundos.

Por ultimo, se colocd el tubo de filtracién en un nuevo microtubo de 1,5 ml y se afiadieron
100 ul de tampén de elucién (debidamente precalentado a 70 °C antes de comenzar la
reaccion de purificacién) para liberar los dcidos nucleicos de la fibra de vidrio. Se centrifugd
a 7970 x g durante 1 minuto, se elimino el filtro, y el ADN eluido se conservé a -20 °C hasta

su analisis.

Una vez extraido el material genético se realizé la técnica de la Reaccién en Cadena de la

Polimerasa (PCR) para la amplificacién del ADN. En la reaccién se amplific6 un fragmento de

aproximadamente 460 pares de bases del gen que codifica para la subunidad ribosémica 168,

empleando los cebadores y protocolos descritos por Norris, Klompen y Black en 1996. Para ello se

emplearon 2 ul de ADN junto con 2 mM de MgCl,, 200 pM de dNTPs, 200 nM de cada uno de los

cebadores y 2,5 unidades de Taq polimerasa en un volumen total de reaccién de 50 upl. La

amplificacién se llevé a cabo en un termociclador (MyCycler, BioRad, Hercules, California,

EE.UU.) sometiendo a la mezcla a una desnaturalizacién inicial de 1 min a 94 °C, seguida de 35
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ciclos de 30 s a 94 °C (desnaturalizacién), 30 s a 47 °C (hibridacién) y 35 s a 72 °C (hibridacién) y
una extension final de 7 min a 72 °C.

Los fragmentos obtenidos tras la realizacion de la reaccién de amplificacidn se sometieron a
una electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% en tampén TAE. Con este fin se depositaron
10 pl del producto de la PCR, junto con 2 ul de tampoén de carga, y posteriormente se aplicé un
voltaje de 100 V durante 40-60 min. El gel se visualizé en un analizador de imagen Fluor-S
Multimager (BioRad, Hercules, California, EE.UU.). Las bandas de ADN se evidenciaron
mediante tincién con un sustituto del bromuro de etidio (Red Safe®, REAL, Valencia, Espaiia).

La purificacion de las muestras positivas y la determinacion de la secuencia nucleotidica se
realiz6 en la Unidad de Secuenciacion y Andlisis de fragmentos de la Universidad de Santiago de
Compostela. Los productos de amplificacién se secuenciaron en ambos sentidos utilizando el
BigDye Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) y se leyeron en
un secuenciador automdatico ABI-prism 3730xl (Applied Biosystems, Foster City, California,
EE.UU.). Las secuencias obtenidas se examinaron y solaparon con el programa Chromas Pro
v2.1.4. (Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australia). Finalmente, la identificacion de las especies
presentes se realizé mediante la comparacién de las secuencias de ADN obtenidas con aquellas de
especies de garrapatas depositadas en la base de datos del GenBank (National Center for
Biotechnology Information, NCBI), usando la aplicacién BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante los 26 muestreos realizados se recogieron un total de 711 garrapatas de la vegetacién
pertenecientes a los géneros Ixodes (72,43%), Rhipicephalus (14,91%), Dermacentor (12,38%) y
Haemaphysalis (0,28%). Siguiendo las claves de Estrada-Pefia er al. (2017), se identificaron de
forma fiable 6 especies. Sin embargo, en algunos ejemplares la identificacion morfolégica no
resulté concluyente.

Ixodes ricinus fue una de las especies mas comunes y de facil identificacion, pues presenta un
capitulo alargado, asi como un escudo tan largo como ancho. Ademds, muestran cérnuas, auriculas
y una espuela interna exclusivamente en la coxa 1 (Figura 9); esta espuela y la externa se visualizan
con facilidad. En las ninfas y larvas las setas marginodorsales son mds largas que las
marginoventrales. En los machos, la existencia de una auricula marcada formando un dngulo recto,

una espuela interna de la coxa 1 de gran longitud y un surco anal entre placa anal y adanales
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confirma la especie. Por ltimo, en las hembras el palpoarticulo 1 no dispone de espuela ventral y

presentan setas por todo el cuerpo.

Figura 9. Macho (a), hembra (b), larva (c) y ninfa (d) de Ixodes ricinus. Se caracteriza por su capitulo
alargado y su escudo casi esférico

Dentro del género Ixodes también se identificé un pequefio ndmero de ninfas y hembras de
Ixodes frontalis, anteriormente considerada endéfila pero mds recientemente reclasificada como
exofila (Estrada ef al., 2017). Las ninfas se diferencian facilmente por mostrar unas pequefias
proyecciones quitinosas en el capitulo, mientras que las hembras presentan una gran espuela

externa y una interna de tamafio moderado, ademds de profusion de largas setas (Figura 10).
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Figura 10. Ninfa (a) y hembra (b) de Ixodes frontalis. En comparacion con Ixodes ricinus presentan un

escudo mas alargado y mayor cantidad de setas.

También se recogieron numerosos ejemplares adultos de Dermacentor marginatus (Figura
11), pues solo los machos y hembras tienen caracter exéfilo. La identificacion es sencilla, puesto
que son de gran tamafio y presentan un capitulo corto y escudo ornamentado. Tanto machos como
hembras presentan un capitulo mds alargado que el de Dermacentor reticulatus, asi como una
primera coxa bifida con espuela externa corta y el palpoarticulo 2 sin proyecciones ni espuela;

ademads, las hembras muestran dreas porosas ovaladas y apertura genital toma forma de “ala”.

Figura 11. Hembra (a) y macho (b) de Dermacentor marginatus con su caracteristico escudo

ornamentado.
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También se capturaron ejemplares de la otra especie de Dermacentor localizada en Espaiia,
Dermacentor reticulatus (Figura 12). Se fijaron a la bandera solamente hembras y machos por ser
también los Unicos estadios exdfilos, como en el caso anterior. Ambos estadios se diferencian de D.
marginatus en la presencia de la primera coxa bifida con espuela externa larga y del segundo
articulo con espuela. Las hembras de esta especie poseen dreas porosas redondeadas y apertura

genital toma forma de “U”.

Figura 12. Hembra (a) y macho (b) de Dermacentor reticulatus, cuyo capitulo es mas ancho que el de D.

marginatus

También se hallaron dos ejemplares machos de Haemaphysalis punctata (Figura 13), que se
caracterizan por la presencia de una expansion lateral pequefia y ausencia de espuela dorsal en el
segundo palpoarticulo y una punta no ganchuda en el tercer palpoarticulo. Ademads, las cérnuas son
redondeadas y cortas, tiene 11 festones y la coxa 4 presenta una larga espuela interna. Por tltimo,

cabe resaltar su densa puntuacion.

X Z b

Figura 13. Macho de Haemaphysalis punctata con una base de capitulo rectangular
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La tdltima especie que se identific de forma fiable fueron 2 hembras de Rhipicephalus bursa
(Figura 14) procedentes del sur de Galicia y que se caracterizaron por dreas porosas separadas entre
si, escudo oscuro con parte posterior sinuosa y puntuaciones uniformes y profundas, ojos convexos

y apertura genital en “V”. Ademds, los dngulos laterales de la base del capitulo estdn muy afilados.

Figura 14. Hembra de Rhipicephalus bursa con base del capitulo hexagonal

Sin embargo, se recogieron varios ejemplares cuya identificaciéon morfoldgica hasta el taxén
de especie supuso dificultades. Asi, las caracteristicas morfoldgicas de una hembra adulta de Ixodes
no permitieron identificar de forma fiable la especie (Figura 15), dudando entre Ixodes ventalloi o
Ixodes festai, ambas especies enddfilas estrechamente relacionadas (Estrada-Pefa et al., 2017).
Segtin las claves utilizadas, ambas especies presentan una espuela en la auricula y en la parte
ventral del primer palpoarticulo 1, aunque en I. ventalloi es mas sobresaliente que en /. festai. Esta
caracteristica es visiblemente insuficiente para concretar con fiabilidad la especie, por lo que la

identificacién de este ejemplar se completd con el empleo de técnicas moleculares.

Figura 15. Hembra de Ixodes ventalloi/festai, especie mas pequeiia que las anteriores del mismo género
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Otros ejemplares mostraron caracteristicas morfoldgicas compatibles con Rhipicephalus
sanguineus s.1. y Rhipicephalus turanicus (Figura 16); de hecho, actualmente se debate su estrecha
relaciéon genética (Estrada-Pefia, 2015a). La hembra de Rhipicephalus sanguineus s.l. presenta
dreas porosas muy separadas, escudo pélido con parte posterior sinuosa, apertura genital en “U” y
placas espiraculares compactas con cola corta, caracteristicas similares a las que muestra el mismo
estadio de Rhipicephalus turanicus. Ademds, el macho presenta fisuras laterales visibles, placas
espiraculares con cola estrecha y placas adanales posteriores largas, mientras que la ninfa muestra
palpos dirigidos levemente hacia el hipostoma y los queliceros parecen mdas largos que el
hipostoma, caracteristicas que no son completamente diferenciales. En este sentido, Santos et al.
(2011) han sefialado que muchos de los especimenes identificados hasta el momento como
Rhipicephalus turanicus son en realidad Rhipicephalus sanguineus s.., concluyendo que la
identificacién morfolégica de las especies incluidas en este género requiere de una revision

profunda.

Figura 16. Hembra (a) macho (b) y ninfa (c) de Rhipicephalus sanguineus s.l.

Tras realizar la identificacién morfoldgica y por los motivos anteriormente expuestos, se llevé
a cabo la PCR de los especimenes seleccionados para su caracterizacién molecular, obteniéndose

amplicones del tamafio esperado en todas las muestras (Figura 17). Las secuencias de los productos
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de la PCR fueron legibles en todos los casos. El andlisis de las secuencias permitié confirmar la

identificacion de 8 especies distintas de ixédidos en la vegetacién de Galicia.

Figura 17. Lectura de la electroforesis horizontal en agarosa. Calle 1: marcador de pares de bases;

calles 2-14: muestras; 15: control positivo; calle 16: control negativo

Tras comparar las secuencias obtenidas con las depositadas en la base de datos GenBank, se
observé que sélo un 31,3% (5/16) de ellas fueron idénticas a las de referencia. El resto (68,8%;
11/16) fueron muy similares a las depositadas en el GenBank, observdndose discrepancias de 1-4
nucledtidos, lo que se tradujo en una homologia del 99% (Tabla 8).

En aquellos especimenes identificados morfolégicamente como I. ricinus, las secuencias
obtenidas a partir de una hembra adulta y de las larvas fueron idénticas a la MH645522
correspondiente a un macho de I. ricinus recogido de la vegetacién en Galicia (Remesar et al.,
2019); ademas, la secuencia obtenida del macho mostré una transicién (CxT) en la posicién 407
con respecto a la MH645522. Por el contrario, la secuencia obtenida de la ninfa mostré dos
transversiones TxA en las posiciones 187 y 188 (99% de homologia) con la KR870982, procedente
de un I. ricinus de Turquia (Orkun, 2018).

Con respecto a I frontalis, la secuencia de la ninfa fue idéntica a la KJ414454,
correspondiente a un /. frontalis recogido en Bélgica (Heylen et al., 2014). Ademds, la secuencia de
la hembra mostré una homologia del 99% (insercién de una timina en la posicién 64) respecto a la
KP769862, procedente de una ninfa de I. frontalis recuperada de un mirlo comin en las Azores
(Literak et al., 2015).

Todas las secuencias obtenidas de adultos identificados como D. reticulatus fueron idénticas a
la obtenida (MH645514) a partir de garrapatas recogidas en Galicia por Remesar et al. (2019). Por
el contrario, las obtenidas a partir de adultos de D. marginatus mostraron varias discrepancias con
respecto a las de referencia; asi, la secuencia de la hembra presentd una transicion GxA en la

posicién 173 con respecto a la MH645513 obtenida de un D. marginatus recogido en Galicia
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(Remesar et al., 2019), mientras que el macho mostré una delecién de una citosina en la posicién
11 y una insercién de una adenina en la posicién 200 con respecto a la secuencia KX555656

procedente de un ejemplar recogido de una oveja en China (Li et al., no publicado).

Tabla 8. Comparacion entre secuencias obtenidas y depositadas en GenBank).

Especie Estadio Secuencia comparativa Identidad (%) Coincidencias (pb)
Dermacentor reticulatus hembra MH645514.1 100 431/431
macho MH645514.1 100 431/431
Dermacentor marginatus hembra MH645513.1 99 437/438
macho KX555656.1 99 453/455
Haemaphysalis punctata macho MGO021187.1 99 449/451
Ixodes ricinus hembra MH645522.1 100 445/445
macho MH645522.1 99 432/433
ninfa KR870982.1 99 443/445
larva MH645522.1 100 454/454
Ixodes frontalis hembra KP769862.1 99 435/436
ninfa KJ414454.1 100 456/456
Rhipicephalus sanguineus s.1. hembra JX997393.1 99 419/423
macho MG651945.1 99 437/439
ninfa MG651945.1 99 435/439
Rhipicephalus bursa hembra MG651932.1 99 435/437
Ixodes ventalloi hembra KY231931.1 99 441/442

La secuencia del macho de Haemaphysalis punctata presentd dos discrepancias con respecto a
la depositada como MGO021187 y correspondiente a un ejemplar de esa especie recogido de la
vegetacion en China (Song et al., no publicado); asi, se observé una transversiéon (CxA) en la
posicién 64 y una insercién de una adenina en la posicién 443. Del mismo modo, una hembra
identificada como Rhipicephalus bursa por sus caracteristicas morfoldgicas mostré una homologia
del 99% con respecto a la secuencia MG651932 correspondiente a un ejemplar de esa especie
recuperado de una oveja en China (Zhao y Liu, no publicado); las discrepancias se debieron a una
transicién TxC en la posicién 47 y a una transversién AxT en la 345.

En aquellos ejemplares donde la identificacién morfoldgica no resulté completamente fiable,
el andlisis de la secuencia de un fragmento del gen que codifica para la subunidad ribosémica 16S
fue de gran utilidad. Asi, la secuencia del ejemplar identificado como I. ventalloi/festai resulté casi
idéntico al de un I. ventalloi procedente de Espafia (KY231931; Estrada Pefia et al., 2018), pues se
observo la insercién de una adenina en la posicion 195 con respecto a la secuencia de referencia.
Por el contrario, nuestra secuencia mostré una homologia del 95% con la secuencia de I. festai
(KU170522.1; Hornok et al., 2016), mostrando 18 polimorfismos de nucledtidos. De todos modos,

se debe considerar que la informacién disponible acerca de estas dos especies es muy limitada y


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH645514.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FAHJACN9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH645514.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FAJ105DP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH645513.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FAK1U7CH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX555656.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FAKMH2A9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG021187.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FAGF4C6X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH645522.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FAMFXJ1H014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH645522.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FAN1RTTT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR870982.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCN2UD4W015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH645522.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCUGPJC501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP769862.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCN9NNR2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ414454.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCNNUB81015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX997393.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCRW3MS3014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG651945.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCP3MZ60014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG651945.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCSZH8AB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG651932.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCSGJCXY015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY231931.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FCTT8WT4014

JAVIER PENA LOPEZ 37

existen pocas secuencias depositadas, por lo que es de gran importancia alcanzar una correcta
identificacién morfolégica antes de depositar las secuencias en la base de datos GenBank (Estrada-
Pefia et al., 2017).

Por otro lado, el andlisis de la secuencia de los ejemplares identificados como Rhipicephalus
sanguineus s.. / Rhipicephalus turanicus mostr6 que el macho y la ninfa presentaban 2 y 4
discrepancias con respecto a la secuencia MG651945 de Rhipicephalus sanguineus s.1. obtenida de
una oveja en China (Zhao y Liu, no publicado). Ademds, la secuencia de una hembra mostré
también 4 discrepancias con respecto a la secuencia JX997393 de un Rhipicephalus sanguineus s.l.
procedente de Espaifia (Sanches et al., no publicado). Sin embargo, las discrepancias fueron mas
numerosas (mds de 25 SNP) cuando se comparé la secuencia con las depositadas como
Rhipicephalus turanicus.

Por consiguiente, nuestros resultados indican que la identificacién morfolégica puede
considerarse fiable para la mayor parte de las especies de garrapatas exofilas, si bien se debe
realizar con prudencia en aquellas especies donde atin no se dispone de descripciones completas o
cuyos aspectos anatémicos distintivos sean subjetivos o poco manifiestos. En estos casos es
imprescindible la realizacién de técnicas moleculares que permitan una identificacién de mayor
fiabilidad aunque, como se comenté anteriormente, ésta depende de una adecuada identificacion
morfolégica previa por parte del investigador que deposité la secuencia. Sin embargo, todas
nuestras secuencias mostraron una coincidencia del 99-100% con las de una especie determinada,
que coincidié con la identificada morfol6gicamente, mientras que se diferenciaban en decenas de
pares de bases con las de otras especies, lo que aporta una mayor fiabilidad a nuestra identificacion.

Considerando de forma conjunta los resultados de la identificacién morfolégica y molecular,
se observd una notable diversidad en las poblaciones de garrapatas, pues se identificaron 8 especies
diferentes (Tabla 9). Se aprecié que la especie més frecuente fue Ixodes ricinus (70,60%), aunque
también se hall6 un nimero considerable de ejemplares de Rhipicephalus sanguineus s.1. (14,62%),
Dermacentor marginatus (8,44%) y Dermacentor reticulatus (3,94%). Asimismo, las especies
Ixodes frontalis (1,69%), Rhipicephalus bursa (0,28%), Haemaphysalis puctata (0,28%) e Ixodes
ventalloi (0,14%) se encontraron de forma esporadica, hecho especialmente evidenciable en el caso
de Ixodes ventalloi por tratarse de una garrapata enddfila en todos sus estadios. Asimismo, en la
mayoria de las especies identificadas, los adultos fueron el estadio mas frecuente pues suelen ser
los Unicos que presentan comportamiento exofilo; Ixodes ricinus es la principal excepcion, pues
todos sus estadios son exdfilos, lo que se tradujo en que el 80,5% de los ejemplares hallados fueron

ninfas.
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Tabla 9. Niumero de garrapatas recogidas de la vegetacion en Galicia al considerar la especie y el

estadio
Especie/Estadio Larva Ninfa Hembra Macho TOTAL
Ixodes ricinus 20 (4,0%) 404 (80,5%) 41 (8,2%) 37 (7,4%) 502 (100%)
Ixodes frontalis 0 10 (83,3%) 2 (16,7%) 0 12 (100%)
Ixodes ventalloi 0 0 1 (100%) 0 1 (100%)
Haemaphysalis punctata 0 0 0 2 (100%) 2 (100%)
Rhipicephalus bursa 0 0 2 (100%) 0 2 (100%)
Rhipicephalus sanguineus 0 1 (0,9%) 57 (54,8%) 46 (44,2%) 104 (100%)
Dermacentor marginatus 0 0 41 (68,3%) 19 (31,7%) 60 (100%)
Dermacentor reticulatus 0 0 16 (57,1%) 12 (42,9%) 28 (100%)
TOTAL 20 415 160 116 711

Estos resultados estdn en consonancia con estudios previos realizados en Galicia en los que se
sefala la presencia de 7 especies, 6 de ellas (Dermacentor marginatus, Dermacentor reticulatus,
Ixodes ricinus, Ixodes frontalis, Rhipicephalus sanguineus s.l., Haemaphysalis punctata) halladas
en este trabajo, exceptuando asi Ixodes acuminatus, especie endéfila de la que sélo se ha capturado
un unico ejemplar (Estrada-Pefia e al., 2017 y Remesar et al., 2019). Sin embargo, este estudio
supone la primera cita en Galicia de dos especies de garrapatas: Rhipicephalus bursa, encontrada
en la Sierra de O Xurés, la zona mas meridional de la comunidad auténoma, e Ixodes ventalloi,
garrapata endoéfila dificil de capturar por bandereo. Nuestros resultados coinciden con estudios
previos realizados en Galicia que sefialaban el predominio de la especie Ixodes ricinus,
especialmente del estadio ninfal, tanto en la vegetacion como en corzos (Vdzquez et al., 2011; Diaz
et al., 2017; Remesar et al., 2019). La predominancia de esta especie en Galicia se relaciona con el
clima himedo y fresco de nuestra comunidad, pues I. ricinus necesita ambientes muy himedos
para poder sobrevivir (Estrada-Pefia, 2001). Sin embargo, al comparar proporcionalmente, en
dichos estudios se encontré mucha mayor cantidad de individuos de Ixodes ricinus respecto al resto
de especies (99% frente a los 70,60% de este trabajo); no obstante, se debe sefialar que estos
estudios se llevaron a cabo en Lugo y no en el conjunto del territorio gallego por lo que la
climatologia y los factores condicionantes del desarrollo de la garrapata (hospedadores,
vegetacion,...) varian. De hecho, Lugo presenta, mayoritariamente, un termotipo mesotemplado
caracterizado por bosques caducifolios con alta humedad y temperaturas suaves, condiciones
favorables para el desarrollo de Ixodes ricinus (Estrada-Pefia, 2001), que no estdn presentes de
manera tan manifiesta en otros territorios de la comunidad. De esta forma, nuestros datos destacan
la presencia de poblaciones mas numerosas de otras especies (Rhipicephalus sanguineus s.l.,
Dermacentor marginatus, Dermacentor reticulatus) de 1o que se habia descrito hasta el momento,

quizas por las caracteristicas de las zonas de muestreo elegidas en el resto de estudios, que muchas
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veces se corresponden con garrapatas extraidas de corzos o capturadas unicamente de bosques
caducifolios himedos y frescos, hédbitat preferente de Ixodes ricinus (James et al, 2014).

Con respecto al resto de territorios de Espafia, se debe diferenciar entre el norte peninsular con
un clima ocednico y el resto con un clima continental o mediterrdneo. En el norte se han llevado a
cabo diversos trabajos en los que se pone de manifiesto la sintonia existente con la regién gallega,
al primar Ixodes ricinus frente al resto de especies. Asi, Barral et al. (2002) muestrearon por
bandereo diferentes zonas del Pais Vasco y determinaron que de las 7835 garrapatas capturadas,
4399 (56,15%) pertenecian a la especie Ixodes ricinus, mientras que 3357 (42,85%) se
correspondian con Haemaphysalis punctata; otras especies se encontraron de forma esporadica.
Otros estudios realizados en la misma regién por Barandika er al. (2008) y Gil et al. (2005)
sefalaron resultados similares, pues el porcentaje de Ixodes ricinus recogidas vario entre el 66,56%
y practicamente el 100%, respectivamente. Otros estudios realizados en Asturias apoyan las
mismas conclusiones, llegando a suponer Ixodes ricinus el 73% de las garrapatas capturadas (Ruiz-
Fons et al., 2012; Asensi et al., 1993).

Por el contrario, los resultados son muy diferentes en otras regiones del centro y sur de
Espaiia, tanto al considerar las especies presentes como su importancia. Asi, en Castilla-La Mancha
Ferndndez et al. (2013) no encontraron Ixodes ricinus entre las 148 garrapatas recogidas de la
vegetacion, mientras que fueron abundantes las poblaciones de Rhipicephalus sanguineus
(27,710%), Hyalomma marginatum (22,50%), Rhipicephalus bursa (17,57%), Rhipicephalus
turanicus (10,14%), Dermacentor marginatus (8,11%), Hyalomma lusitanicum (7,43%),
Rhipicephalus pusillus (5,41%) y Haemaphysalis punctata (1,35%). Igualmente, Ruiz-Fons et al.
(2006) estudiaron las especies de garrapatas que parasitaban a 431 ciervos rojos (Cervus elaphus)
en Espafia y encontraron que, de las 4461 garrapatas recogidas, la mayoria pertenecian a
Hyalomma marginatum (63.7%), Rhipicephalus annulatus (7.9%) y R. bursa (7.5%). En menor
medida se recogieron también Ixodes ricinus (3.7%), Hy. lusitanicum (2.3%), Haemaphysalis
concinna (1%), R. pusillus (0.8%), H. punctata (0.3%), Dermacentor marginatus (0.2%) y H.
sulcata (0.02%). De la misma manera, Toledo et al. (2009) determinaron, tras recoger 1480
garrapatas, que Ixodes ricinus apenas aparecia en la zona centro de Espafia y que Hyalomma
lusitanicum era la especie mas frecuente (54%), seguida de Dermacentor marginatus (23%) y
Rhipicephalus sanguineus (10%).

Todos estos resultados demuestran que la diversidad de garrapatas y sus poblaciones difieren
en funcién del clima predominante y su vegetacién asociada, asi como por la presencia de
hospedadores adecuados. Asi, las notables variaciones de las condiciones climaticas presentes en
zonas del norte y centro-sur de Espafia condicionan el desarrollo y supervivencia de las diferentes
especies de garrapatas provocando que en el norte peninsular la especie mds frecuente sea Ixodes

ricinus por cumplir dicha zona con sus altos requerimentor higrométricos gracias a la densa
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cubierta vegetal (James et al., 2014), mientras que en el sur y centro aparecen otras distintas. De
hecho, Barandika et al. (2011) llevaron a cabo muestreos que abarcaban zonas norte y sur y
afirmaron que la especie mds frecuente septentrionalmente era Ixodes ricinus (67%) seguida de
Haemaphysalis punctata, mientras que meridionalmente destacaba por su frecuencia Hyalomma
lusitanicum (86%) y Dermacentor marginatus (12%).

Por otro lado, teniendo en cuenta los cuatro termotipos principales presentes en el territorio
gallego se pueden extraer algunos datos en cuanto a la distribucién y abundancia de las especies.
Ixodes ricinus fue la garrapata mds abundante en todos los termotipos (superando en todos los
casos el 60% de los especimenes recogidos), siendo menos abundante en la zona mesomediterrdnea
y especialmente abundante en la zona supratemplada (Tabla 10). De hecho, como se ha resaltado
anteriormente, estd ampliamente demostrado que Ixodes ricinus es la especie de garrapata mas
importante en las zonas templadas de Europa (Estrada-Pefia, 2001), mientras que en Espafa su
distribucién se delimita a aquellas zonas donde la temperatura es menor y la humedad relativa es
elevada siendo mas abundantes en el norte peninsular, encontrandose también en algunas montafias
del interior de la peninsula (Estrada-Pefia er al., 2004a). Su habitat principal son los bosques
caducifolios del norte de Espafia, aunque puede encontrarse en zonas de vegetacion abierta si estas
mantienen una humedad elevada a nivel de la vegetacion (James et al., 2014), lo cual explica su
maxima abundancia en la zona supratemplada, que cumple con sus elevadas exigencias
higrémetricas. Por el mismo motivo, ciertos bosques como los bosques de eucalipto no son un
habitat adecuado para esta garrapata, ya que aunque la humedad ambiental pueda ser elevada, estos
arboles producen sustancias que acidifican y desecan el suelo provocando elevadas tasas de
mortalidad (Estrada-Pefia, 2015b). Esto podria explicar porqué el clima mesomediterrdneo
caracterizado por la presencia de heladas en invierno y temperaturas elevadas en verano dificultaria
la supervivencia de esta garrapata, aunque si la zona presenta una altitud elevada se podrian
mantener los niveles de humedad requeridos por I. ricinus incluso durante el verano, situacion que
explicaria porque esta garrapata es abundante en zonas de muestreo como O Bolo. También
explicaria porque en los eucaliptales y pinares muestreados no se encontraron practicamente
garrapatas de la especie Ixodes ricinus. Ademas, existen numerosos estudios que asocian la
distribucién de esta garrapata con la distribuciéon de los cérvidos silvestres, sus principales
hospedadores de mantenimiento (Hofmeester ef al., 2017). El corzo es el cérvido silvestre mas
abundante en el norte peninsular y aunque la distribucién de este ungulado se ha extendido durante
los ultimos afios, es mds abundante en las zonas boscosas con estrato herbiceo del este y sur de
Galicia especialmente en las provincias de Lugo y Ourense (Palomo et al., 2007) distribucién que

coincide con las dreas muestreadas en las que se detectd esta especie de garrapata.
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Tabla 10. Especies de garrapatas capturadas en la vegetacion de Galicia en funcién del termotipo

Mesotemplado Termotemplado Mesomediterraneo Supratemplado

Ixodes ricinus 172 (61,21%) 97 (69,29%) 45 (67,16%) 188 (84,3%)
Ixodes frontalis 8(2,85%) 2 (1,43%) 2 (2,99%) 0
Ixodes ventalloi 0 1(0,71%) 0 0
Haemaphysalis puctata 0 2 (1,43%) 0 0
Rhipicephalus bursa 2 (0,71%) 0 0 0
Rhipicephalus sanguineus s.1. 71 (25,27%) 23 (16,43%) 10 (14,93%) 0
Dermacentor marginatus 15 (5,34%) 11 (7,86%) 10 (14,93%) 24 (10,76%)
Dermacentor reticulatus 13 (4,63%) 4 (2,86%) 0 11 (4,93%)

En el presente estudio, D. reticulatus comparte hébitat con I. ricinus en casi el 50% de las
dreas de muestreo en las que se detectd esta dltima especie; esto no resulta llamativo ya que
algunos autores han indicado que ambas garrapatas requieren condiciones climédticas similares,
aunque, por lo general, D. reticulatus es menos sensible al frio y mdas sensible a la desecacion que 1.
ricinus (Siuda, 1995). Esto explicaria la ausencia de esta garrapata en la zona mesomediterrdnea y
en determinadas zonas donde si se encontrd I. ricinus. De hecho, el habitat de D. reticulatus son los
espacios abiertos como los pastizales y matorrales templados con elevadas humedades relativas
cubiertos por arbustos y zonas boscosas (Estrada-Pefa et al., 2017) y, al contrario que I. ricinus, los
principales hospedadores de los individuos adultos son los carnivoros silvestres (Nosek, 1972). En
Espafia, por el contrario, D. marginatus presenta una distribuciéon mas amplia que D. reticulatus
siendo abundante en valles, zonas de arbustos y bosques de frondosas, no siendo tan dependiente
de la humedad ambiental como lo son 1. ricinus o D. reticulatus (Kolonin, 2009); esto explicaria su
presencia en todos los termotipos analizados y especialmente en el clima mesomediterraneo en el
que se observa la mayor cantidad porcentual de la especie al no ser desplazada por las otras con
mayores requerimientos higrométricos, asi como en zonas de muestreo como pinares o vegetacién
mas seca. Esta garrapata parece presentar preferencia por altitudes de entre 800 y 1.000 metros
(Darvishi et al., 2014), aspecto reflejado en su mayor abundancia en las zonas supratempladas de
Galicia. Ademds, sus hospedadores preferentes son los ungulados silvestres tanto cérvidos como
suidos, estos ultimos presentan una mayor distribucién en el oeste de Galicia que los corzos
(Palomo et al., 2007) y dénde las poblaciones de I. ricinus son, por lo tanto, menos abundantes. Es
importante tener en cuenta que solamente los adultos del género Dermacentor spp. presentan
comportamiento exéfilo por lo que son los tnicos estadios susceptibles de recogerse empleando la
técnica del bandereo. Esta podria ser la razén por la que ambas especies, ain cuando una de ellas
presenta una distribucién similar a I. ricinus, es mucho menos abundante que esta tiltima garrapata.

Rhipicephalus sanguineus s.1. es una garrapata adaptada a vivir incluso en zonas de interior y

en lugares cercanos a nicleos de poblacién, por lo que se le atribuye un ciclo peridoméstico
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pudiéndose alimentar ocasionalmente de humanos y otros animales como gatos y roedores (Dantas-
Torres, 2010; Estrada-Pefia, 2015a). De este modo, su distribucién responderia mds a la presencia
de ntdcleos de poblacién cercanos que a unas condiciones climdticas concretas, ya que todas las
garrapatas de esta especie se capturaron en zonas periurbanas o en caminos rurales préximos a
viviendas. Esta especie no se detectd en el termotipo supratemplado, sin embargo, ninguna de las
dreas de muestreo englobadas en este termotipo se encontraba cerca de nicleos de poblacién, lo
que explicaria su ausencia.

Aunque tradicionalmente se consideraba una especie con comportamiento endéfilo, 1. frontalis
es una garrapata exoéfila que se alimenta principalmente de pdjaros y se suele encontrar en sus nidos
o en zonas de vegetacion proximas a éstos (Estrada-Pena et al., 2017). Sin embargo es una especie
que raramente se captura mediante bandereo (Heylen er al. 2014). Su habitat preferente son las
zonas boscosas templadas (Guglielmone et al., 2014), aunque puede vehicularse de una zona a otra
por aves migratorias (Poupon et al. 2006), lo que daria lugar a una distribucién desigual.

Otras especies como Ixodes ventalloi, Haemaphysalis puctata y Rhipicephalus bursa se
capturaron de manera ocasional, por lo que no es posible establecer relaciones asociativas con un
termotipo concreto. Haemaphysalis puctata presenta un amplio rango de hospedadores y, en
general, tiene bastante facilidad para adaptarse a zonas climdticas muy distintas, presentando una
distribucién muy amplia (Estrada-Pefia et al., 2017). Por este motivo, resulta sorprendente el
reducido nimero de ejemplares capturados en este estudio, lo que podria explicarse si otras
especies con mds exigencias ambientales la hubieran desplazado de su hébitat. Rhipicephalus bursa
es una garrapata asociada principalmente a granjas de ovejas y cabras, presentando un
comportamiento entre endéfilo y exdéfilo, por lo que solo se captura ocasionalmente mediante
bandereo (Estrada-Pefia, 2015b). Por el contrario I. ventalloi es una garrapata endéfila asociada
principalmente a conejos, aunque puede alimentarse de micromamiferos y pequefios carnivoros,

por este motivo es dificil capturarla mediante bandereo (Estrada-Pefia, 2017).

5. CONCLUSIONES

1. Aunque nuestros resultados indican que la identificacién morfoldgica de garrapatas es fiable para
la mayor parte de las especies exoéfilas, existen especies que se distinguen tnicamente por

caracteres anatomicos confusos o escasamente manifiestos.

2. Las técnicas moleculares permiten completar o confirmar la identificacién morfolégica, aunque

se debe realizar un anélisis cuidadoso con las secuencias depositadas en la base de datos GenBank.
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3. La diversidad de especies de garrapatas en Galicia fue alta pues se identificaron 8 especies

distintas.

4. Ixodes ricinus es la garrapata exdfila predominante en la vegetaciéon de Galicia. En menor
proporcién, se hallaron Rhipicephalus sanguineus s.l., Dermacentor marginatus, Dermacentor
reticulatus e Ixodes frontalis. Otras especies como Haemaphysalis punctata, Rhipicephalus bursa e
Ixodes ventalloi se hallaron de forma ocasional. Este estudio supone la primera cita de estas dos

ultimas especies en Galicia.

5. Ixodes ricinus y Dermacentor marginatus son las especies mas ampliamente distribuidas al
hallarse en los 4 principales termotipos estudiados. Por sus altos requerimentos higrométricos,
Ixodes ricinus 'y Dermancentor reticulatus fueron especialmente frecuentes en la zona
supratemplada; por su parte, Dermacentor marginatus, con una mayor resistencia a la desecacion,

se identificé con mayor frecuencia en el area mesomediterranea.

6. Rhipicephalus sanguineus s.l. se localizé preferentemente en zonas periurbanas
independientemente de la climatologia y vegetacion. El resto de especies, mayoritariamente
enddfilas, se localizaron esporddicamente por lo que su presencia no se pudo asociar a un termotipo

concreto.
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