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“Nosotros (la indivisa divinidad que opera en nosotros) hemos
soniado el mundo. Lo hemos sofiado resistente, misterioso, visible,
ubicuo en el espacio y firme en el tiempo; pero hemos consentido en
su arquitectura tenues y eternos intersticios de sinrazon para saber
que es falso’.

(Jorge Luis Borges, Avatares de la tortuga)

“.....no necesitamos renunciar ni a la teoria clasica de la verdad
como correspondencia con los hechos ni a la aceptacion de la
verdad como uno de nuestros criterios para la critica. Asi, aunque yo
sostengo que la mayoria de las veces no encontramos la verdad y
que, incluso cuando la hemos encontrado, no lo sabemos, retengo la
idea clasica de la verdad absoluta u objetiva como idea regulativa:
es decir, como un criterio respecto al cual nos quedamos cortos. El
cambio no se ha hecho con respecto a la idea de verdad, sino con
respecto a cualquier pretension de que conocemos la verdad; esto
es, de que disponemos de argumentos o razones que Son
suficientes, o incluso que son casi suficientes, para establecer la
verdad de cualquier teoria de que se trate....La critica racional es,
desde luego, el medio por el que aprendemos, aumentamos nuestro
conocimiento y nos transcendemos a nosotros mismos”.

(Karl Popper, Post-Scriptum a la légica de la investigacion
cientifica: Realismo y el objetivo de la ciencia)
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RESUMEN

El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral fue generar conocimientos sobre
aspectos sistematicos y bioecoldgicos de las garrapatas de la familia Ixodidae Amblyomma
neumanni y Amblyomma parvum, haciendo hincapié en la posicion filogenética con respecto a
otras especies del género Amblyomma, la relacion parasito-hospedador, los ciclos biolégicos y la
diversidad genética.

El analisis comparativo de las secuencias de un fragmento de los genes mitocondriales
16S y 12S, mostré una estrecha relacion filogenética de A. parvum con las especies
neotropicales Amblyomma  auricularium, Amblyomma pseudoconcolor 'y Amblyomma
pseudoparvum. Este agrupamiento basado en marcadores moleculares encontré correlato con la
morfologia. Las 4 especies que forman este clado se distinguen claramente del resto de los
miembros del género Amblyomma presentes en la Regién Neotropical por dos caracteres
exclusivos presentes en las cuatro especies: la presencia de una espina sobre los trocanteres de
las patas, mas notable sobre el trocanter |, y el articulo | del palpo con una notable espina
retrébgrada en ventral bien visible en los machos. Por el contrario, A. neumanni aparenta
representar un linaje independiente dentro de las especies neotropicales de Amblyomma, porque
no se relacioné a ninguna de las especies incluidas en el analisis, ni aun con aquellas con las
que se agrupaba en las dos clasificaciones subgenéricas existentes basadas en caracteres
morfoldgicos, que la ubican en el subgénero Anastosiella.

Los trabajos de campo para estudiar la relacion parasito-hospedador y los ciclos biolégicos
se realizaron en Dean Funes para A. neumanni y en Quilino para A. parvum, localidades
ubicadas en el norte de la provincia de Cérdoba. Para determinar los hospedadores naturales de
larvas y ninfas de A. neumanni se examinaron 5 bovinos por mes durante dos afos
consecutivos; en igual periodo se examinaron 216 roedores pertenecientes a 7 especies y 3
familias (Caviidae, Cricetidae, Muridae), y 203 aves de 30 especies y 15 familias (Accipitridae,
Emberizidae, Picidae, Psittacidae, Tyrannidae, Mimidae, Vireonidae, Columbidae, Cuculidae,

Icteridae, Cardinalidae, Furnariidae, Polioptilidae, Troglodytidae, Tynamidae). Para A. parvum, se



revisaron mensualmente 5 bovinos y 5 caprinos durante dos afios consecutivos,y
simultaneamente se examinaron 274 roedores pertenecientes a 2 familias (Caviidae y Cricetidae)
y 5 especies, y 200 aves de 10 familias(Emberizidae, Picidae, Psittacidae, Thraupidae,
Columbidae, Cuculidae, Icteridae, Cardinalidae, Furnariidae, Polioptilidae) y 24 especies. No se
encontraron larvas y ninfas de A. neumanni sobre los roedores y aves examinados. Estos
estadios s6lo se colectaron con altos valores de prevalencia y abundancia media sobre bovinos.
De esta manera, los bovinos pueden sustentar el ciclo completo de A. neumanni al ser los
hospedadores principales para sus preimagos, ademas del ya reconocido rol como
hospedadores de los adultos. Las larvas se fijaron principalmente sobre la cabeza, orejas, tronco
y cuello, las ninfas sobre el tronco, cuello, pecho, cola y abdomen, y los hembras (no se
analizaron los machos) sobre la cabeza, tronco, cola, cuello, pecho, abdomen y ubre. No hubo
cambios significativos en la preferencia por el area del hospedador al variar el nimero de
garrapatas fijadas a los bovinos de acuerdo a la estacion del afo. El roedor Galea musteloides
(Caviidae: Caviinae) es el hospedador fundamental y casi exclusivo de los estadios inmaduros
de A. parvum, mientras que los estadios adultos sdlo se encontraron en los bovinos y caprinos.
En esta garrapata, una parte (estadios inmaduros) de la fase parasitica depende de roedores
silvestres, y la ofra (estadios adultos) puede desarrollarse sobre animales domésticos
ampliamente distribuidos en el norte de la Argentina como son los bovinos y caprinos. Todos los
especimenes de A. parvum se encontraron casi en su totalidad fijados a la cabeza y orejas de
sus hospedadores. El uso de hospedadores descrito para cada garrapata mostré que A.
neumanni tiene actualmente un ciclo sustituto para todos los estadios, mientras que A. parvum
depende de especies autoctonas para el sustento de larvas y ninfas.

Los ciclos bioldgicos de A. neumanni 'y A. parvum fueron descritos mediante el estudio
de la distribucidon estacional de los tres estadios en su fases parasiticas y de vida libre. Para
esto, se examinaron mensualmente durante dos afios consecutivos los hospedadores
correspondientes (bovinos para lo tres estadios de A. neumanni, bovinos y caprinos para los
adultos de A. parvum y G. musteloides para preimagos de A. parvum) y se tomaron muestras en

simultaneo de la vegetacion, respectivamente. Asimismo, se registraron los periodos de



desarrollo en distintas condiciones de fotoperiodo y temperatura de especimenes ingurgitados de
los tres estadios expuesto en condiciones de campo y laboratorio. Se detectaron bovinos
infestados con larvas de A. neumanni desde mediados y fines del verano a principios del
invierno, con el pico de abundancia en abril y mayo. Las ninfas se distribuyeron estacionalmente
desde fines del otofo a principios de la primavera, con la infestacion concentrada en el invierno,
con un pico de abundancia en junio y julio. Las hembras de A. neumanni se registraron fijadas a
los bovinos desde el otofio (abril-mayo) hasta fines de la primavera (noviembre-diciembre). El
patrén de la distribucion estacional de las hembras mostré en los dos afos una curva bimodal,
con un pico en mayo, y otro mayor durante el principio y mediados de la primavera. Las larvas se
detectaron sobre la vegetacion de abril a julio en los dos afios, las ninfas de mayo a noviembre
con el pico en junio y julio, y las hembras de mayo a noviembre con el pico en octubre en los dos
afos. Las correlaciones estimadas con el rango de correlacién de Spearman entre la abundancia
mensual de cada uno de los tres estadios sobre los bovinos y en la vegetacién fueron
positivamente significativas. Se encontraron diferencias significativas en los periodos de
preoviposicion entre los grupos de teleoginas expuestos a diferentes regimenes de fotoperiodo
en el laboratorio y en el campo. Al cotejar los periodos de preoviposicion de las hembras
ingurgitadas colectadas sobre bovinos en otofio, aquellas mantenidas en condiciones de campo
y las expuestas en el laboratorio en las condiciones de fotoperiodo con menos horas diarias de
luz (10 horas luz-14 horas oscuridad) entraron en diapausa morfogenética con dilacion en el
periodo de preoviposicion. De esta forma, se concluyd que en el ciclo de A. neumanni las
hembras que se alimentan, copulan e ingurgitan en el otofio entran en diapausa morfogenética
hasta el comienzo y mediados de la primavera inducidas por una reduccion en las horas diarias
de luz, y sincronizan su oviposicion junto con las hembras que se ingurgitan y oviponen a
mediados y fines de la primavera en coincidencia con el comienzo de la estacion lluviosa. Se
especula que el pico de otofio estd compuesto por especimenes que no encontraron
hospedadores en la primavera y entraron en diapausa de comportamiento hasta el verano
siguiente. Los periodos de incubacion de los huevos puestos por las garrapatas de Dean Funes

fueron prolongados (rango de las medias 36,8-61,1 dias), independientemente del fotoperiodo a
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las que estuvieron expuestos. Siempre se verificd una correlacion positiva entre el peso de las
teleoginas y el numero de huevos. El ciclo biolégico de A. parvum se completa en un afio y no es
regulado aparentemente por ningun tipo de diapausa. Las larvas estan activas desde fines del
verano a principios del invierno con el pico en otono, las ninfas son encontradas sobre sus
hospedadores durante todo el invierno y la primera parte de la primavera con el pico a mediados
del invierno, y los adultos parasitan a sus hospedadores desde mediados de la primavera hasta
fin del verano del afio siguiente, periodo durante el cual las teleoginas depositaran sus huevos
que daran lugar a una nueva cohorte de garrapatas.

En la Argentina, A. neumanni y A. parvum se distribuyen principalmente en el area
comprendida por la provincia fitogeografica del Chaco. Dentro de esa provincia, la mayor parte
de los hallazgos de A. neumanni se concentraron en el distrito Chaquefio Serrano y los de A.
parvum en el distrito Chaquefio Occidental. El analisis comparativo de las secuencias del gen
mitocondrial 16S de garrapatas pertenecientes a distintas poblaciones argentinas de A.
neumanni, mostré que la divergencia genética intraespecifica no fue superior al 0,5 % (0%-
0,5%). Los resultados arrojados por el analisis de varianza molecular (AMOVA), el indice de
fijacion (Fst) y por el test exacto de diferenciacion molecular basado en la frecuencia de
haplotipos, muestran que para esta especie no hay subdivisién genética poblacional a una
escala regional. Se concluyd que no existen elementos para suponer que los especimenes
determinados como A. neumanni en Argentina puedan llegar a constituir mas de una especie. De
igual modo, la divergencia nucleotidica intraespecifica del gen 16S entre especimenes
argentinos de A. parvum fue baja (0%-1%), y tampoco se encontré para esta especie una
estructuracion genética entre poblaciones distribuidas en distintas areas de la Argentina. Sin
embargo, las diferencias entre las secuencias de los especimenes de A. parvum de Argentina y
los de Brasil fueron considerables, con un rango de divergencia nucleotidica entre 3,4% y 3,6%.
Por ello, se plantea la hipdtesis que las garrapatas determinadas como A. parvum en Argentina
correspondan a una entidad especifica distinta a la de los especimenes determinados como A.

parvum en Brasil.
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ABSTRACT

The general objective of this doctoral thesis was to generate knowledge about
systematics and bioecological aspects of the Ixodidae Amblyomma neumanni and Amblyomma
parvum. The phylogenetic position, host-parasite relationship, life cycles and genetic diversity of
these tick species were studied.

The comparative analysis of the mitochondrial 12S and 16S rDNA sequences showed a
closely phylogentic relationship of A. parvum with the Neotropical tick species Amblyomma
auricularium, Amblyomma pseudoconcolor and Amblyomma pseudoparvum. The A. auricularium-
A. parvum-A. pseudoconcolor-A. pseudoparvum clade represents species which are
morphologically close. These four species can be distinguished of the remaining Neotropical
Amblyomma by two morphological characters: the presence of a spur on the trochanters, most
noticeable on trochanter |, and segment | of palpi ventrally with a large blunt spur directed
posteriorly, especially evident in males. Contrarily, the position of A. neumanni indicates that it
may represent a different lineage of Neotropical Amblyomma. This tick was not related with any
species included in the analysis, contradicting the extant subgeneric classifications where A.
neumanni is included in the subgenera Anastosiella.

The field studies of host-parasite relationship and life cycles were carried out in two
localities of Cérdoba Province, Argentina: Dean Funes for A. neumanni and Quilino for A.
parvum. Five cows per month were examined during two consecutive years to determine the
natural hosts of immature stages of A. neumanni. Additionally, a total of 216 rodents belonging to
7 species and 3 families (Caviidae, Cricetidae, Muridae) and 203 birds belonging to 30 species
and 15 families (Accipitridae, Emberizidae, Picidae, Psittacidae, Tyrannidae, Mimidae,
Vireonidae, Columbidae, Cuculidae, Icteridae, Cardinalidae, Furnariidae, Polioptilidae,
Troglodytidae, Tynamidae) were also inspected for ticks. In Quilino, 274 rodents belonging to 2
families (Caviidae and Cricetidae) and 5 species and 200 birds belonging to 10 families
(Emberizidae, Picidae, Psittacidae, Thraupidae, Columbidae, Cuculidae, Icteridae, Cardinalidae,

Furnariidae, Polioptilidae) and 24 species were trapped and examined for sub-adults of A.
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parvum, and 5 cows and 5 goats were monthly sampled during two consecutive years. No larvae
and nymphs of A. neumanni were found on rodents and birds. High prevalence and abundance of
immature stages of A. neumanni were observed on cattle. Indeed, cattle are suitable hosts that
can sustain the complete cycle of A. neumanni in nature and subadults of this tick are not
dependant on wild birds or rodents for their survival. The sites of attachment of A. neumamni
larvae on cattle were: head, ears, trunk and neck; the nymphs were found on trunk, neck, chest,
tail and abdomen, and the females on head, trunk, tail, neck, abdomen and udder. No significant
modifications in the preference for sites of attachment related to variation in the seasonal number
of ticks were found. The rodent Galea musteloides (Caviidae: Caviinae) is the principal host for
immature stages of A. parvum, whereas adults ticks were only collected on cattle and goats. In
Argentina, the adults of A. parvum usually feed on introduced and widely distributed domestic
animals as cattle and goats, and larvae and nymphs depends on wild rodents to sustain their
development. All specimens of A. parvum were attached to head and ears of the hosts. The host-
usage described for each tick species showed that A. neummani was able to develop a surrogate
cycle independent of native hosts, while A. parvum depends on autochthonous hosts to sustain a
part of its life cycle.

The life cycles of A. neumanni and A. parvum were described studying the seasonal
distribution of all stages in free-living and parasitic phases during two consecutive years. For this,
monthly sampling of cattle (for all stages of A. neumanni and adults of A. parvum), goats (for
adults of A. parvum), G. musteloides (for immature stages of A. parvum) and vegetation were
carried out. Also, development periods of engorged ticks under different photoperiod and
temperature conditions were recorded. Larvae of A. neumanni were detected on cattle from
middle and late summer to early winter, with the peak of abundance in April and May, nymphs
were collected from late autumn to early spring, with the peak of infestation in winter, and females
were collected on cattle from autumn (April-May) to late spring (November-December). In the two
years, the seasonal distribution pattern of females showed a bimodal curve, with a peak in May
and other during early and middle spring. Larvae were detected on vegetation from April to July,

nymphs from May to November with the peak of abundance in June and July, and females from
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May to November with the peak of abundance in October in the two years. Spearman's rank
correlation between monthly abundance of each stage on cattle and vegetation was positively
significant. Statistically significant differences in pre-oviposition period between engorged females
exposed at different photoperiods in field and laboratory were found. The engorged females
exposed at shortest photoperiod regimen (10 h light-14 h dark) under both laboratory and field
conditions undergo morphogenetic diapause, expressed as a delay in the oviposition. Therefore,
the conclusion was that females of A. neumanni that feed and copulate in autumn undergo
morphogenetic diapausa; they will lay eggs in spring, simultaneously with the females that feed
and copulate in this season. Consequently, oviposition is synchronized to coincide with the onset
of rainy season. It is speculated that the females that conform the peak during autumn are formed
by specimens unable to found a host in the previous spring and undergo behavioural diapause in
summer. The incubation periods of A. neumanni eggs were rather long for an ixodid tick (mean
range 36.8-61.1 days), independently of the photoperiod regimen, and a positive correlation
between weight of engorged females and number of eggs laid was also verified. Amblyomma
parvum has a one-year life cycle, without apparent diapause regulation. Larvae are active from
late summer to early winter, with the peak in autumn, nymphs are found on their hosts in winter
and early spring, with the peak in middle winter, and adults parasitizing cattle and goats from
middle spring to late summer of the next year.

In Argentina, A. neumanni and A. parvum are principally distributed in the Chaco
Phytogeographic Province. Most records of A. neumanni and A. parvum were made in the
Chaquefio Serrano and Chaquefio Occidental districts of the Chaco Phytogeographic Province,
respectively. Comparative analysis of the mitochondrial 16S rDNA sequences belonging to
different Argentinean populations of A. neumanni, showed that the intraspecific divergences not
exceed 0.5 % (0%-0.5%). The analyses of molecular variance (AMOVA), the fixation index (Fst)
and the exact test of population differentiation based in haplotype frequencies, did not show
population genetic subdivision in a regional scale. The conclusion was that there are not
elements to suppose that Argentinean specimens identified as A. neumanni belong to more than

one species. In the same way, the intraspecific genetic divergence of A. parvum specimens from



14

Argentina was low (0%-1%), showing no population structure. However, the divergence between
Argentinean and Brazilian A. parvum ticks was significant, varying from 3.4 to 3.6%. Therefore, it

is hypothetized that Argentinean and Brazilian A. parvum ticks could represent different species.
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INTRODUCCION GENERAL

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos de vertebrados de las clases Amphibia,
Reptilia, Aves y Mammalia. Su importancia sanitaria es relevante por actuar como vectores de
microorganismos patégenos como protozoos, rickettsias, espiroquetas y virus que afectan a los
animales domésticos y al hombre, ademas de su potencial para provocar toxicosis, paralisis,
irritacion y alergia a sus hospedadores (Jongejan y Uilenberg 2004; Norval y Horak 2004; Parola
et al. 2005). Son consideradas junto con los mosquitos como los mas importantes artropodos
vectores de agentes patdgenos (Hoogstraal 1985; Soneshine et al. 2002).

Las garrapatas pertenecen al Phylum Arthropoda, Clase Arachnida, Subclase Acari, Orden
Parasitiformes, Suborden Ixodida. Segun el listado de Horak et al. (2002 a), hay descriptas 867
especies distribuidas en tres familias, Argasidae (garrapatas blandas, 183 especies, cuatro
géneros), Ixodidae (garrapatas duras, 683 especies, 11 géneros) y Nuttalliellidae (1 género
monoespecifico Nuttalliella Bedford, 1931) (Tabla 1). La validez de uno de los géneros de la
familia Argasidae mencionados por estos autores, Carios Latreille, 1796, aun esta en discusion.
Este género fue validado por Klompen (1992) y Klompen & Oliver (1993) a partir de estudios
cladisticos donde se utilizaron principalmente como caracteres la quetotaxia de los apéndices de
las larvas, pero algunos investigadores no lo reconocen porque encuentran en esta clasificacion
inconsistencias biolégicas y morfoldgicas, y ubican a sus especies en los géneros Antricola
Cooley y Kohls, 1942, Nothoaspis Keirans y Clifford, 1975, Argas Latreille, 1795 u Ornithodoros
Koch, 1844 (Guglielmone et al. 2003 a, Estrada-Pefia et al. 2004 c; Guglielmone et al. 2005 b;
Nava et al. 2008 a).

El ciclo bioldgico de las especies de Argasidae comprende huevo, larva, dos o mas
estadios ninfales y adultos (machos y hembras). Los preimagos deben alimentarse antes de
mudar al estadio siguiente, pero en algunas especies las larvas no alimentadas mudan a ninfas
y, en otras, ninfas del primer estadio sin alimentar mudan al segundo estadio ninfal. Los adultos

se alimentan en forma repetida aunque en algunos casos, como por ejemplo el género Otfobius
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Banks, 1912, las hembras son autogénicas. Las ninfas y adultos se alimentan rapidamente
(menos de una hora) pero las larvas permanecen fijadas a su hospedador por varios dias.
Muchas especies de este grupo son nidicolas y suelen ser longevas.

Dentro de la familia Ixodidae, existen dos grupos definidos por aspectos morfoldgicos y
biolégicos: Prostriata, conformado por el género /xodes Latreille (1795) exclusivamente, y
Metastriata, que incluye al resto de los géneros. El primer grupo se caracteriza por un surco anal
que circunvala al ano anteriormente, 7 placas ventrales en los machos, adultos que copulan
sobre o fuera del hospedador y machos capaces de producir espermatidas sin alimentarse. En
Metastriata, el surco anal es posterior al ano, los machos no poseen 7 placas ventrales, la larva
tiene una glandula cerosa ausente en aquellas de Prostriata, los adultos copulan sobre el
hospedador y los machos producen espermatidas tras alimentarse. La excepcién a esto ultimo
son las especies australianas Bothriocroton hydrosauri (Denny, 1843), Bothriocroton concolor
(Neumann, 1899) y Amblyomma triguttatum triguttatum Koch, 1844, las cuales pueden producir
espermatidas en ayunas (Guglielmone y Moorhouse 1983; Oliver y Stone 1983; Oliver 1989).
Igual a lo que sucede para varias especies de Ixodes, A. triguttatum también puede copular fuera
del hospedador (Guglielmone y Moorhouse 1983). El ciclo de vida de las especies de Ixodidae
comprende huevo, larva, ninfa y adultos (machos y hembras). Larvas y ninfas se alimentan por
varios dias, posteriormente se desprenden de su hospedador y mudan al estadio siguiente. Con
excepcion de varias especies del género /xodes, de al menos una del género Amblyomma Koch,
1844 y de unas pocas que presentan partenogenésis, los adultos copulan exclusivamente sobre
el hospedador. Tras completar su alimentacion las hembras se desprenden de su hospedador,
oviponen de cientos a miles de huevos (segun la especie) y luego mueren. La mayor parte de las
especies de Ixodidae tienen ciclos bioldgicos de tres hospedadores (larvas, ninfas y adultos se
alimentan sobre diferentes individuos que pueden o no pertenecer a diferentes especies), no
obstante en algunas especies del género Hyalomma Koch, 1844 y de la subfamilia
Rhipicephalinae la fase parasitica del ciclo se desarrolla completamente sobre uno o dos
hospedadores. En la figura 1 se esquematizan los tres tipos de ciclos mencionados, y en la figura

2 se muestra la estructura morfolégica externa de una garrapata del género Amblyomma. Se



17

deja constancia que las hembras de las figuras corresponden a ejemplares sin alimentar, porque
algunas de las caracteristicas morfolégicas (por ejemplo el surco marginal) se distorsionan o
desaparecen a medida que la garrapata se alimenta y aumenta de tamafo. Los caracteres
morfolégicos de los machos permenecen estables tanto en especimenes en ayunas como en los
alimentados, pues la estructura de su escudo dorsal impide la distorsién.

Basicamente las garrapatas son parasitos de animales silvestres. El desarrollo de nuevas
asociaciones con animales domeésticos introducidos en un territorio particular puede
eventualmente obliterar la relacion de una especie de garrapata con su hospedador silvestre
primigenio (Hoogstraal y Aeschilmann 1982; Oliver 1989). El traslado intra e intercontinental de
animales domésticos y los disturbios ambientales por causas antrdpicas generalmente conducen
a alteraciones de los patrones de afinidad por el hospedador y de la distribucién geogréfica de
algunas especies de garrapatas (Hoogstraal 1978).

El género Amblyomma esté representado en el mundo por cerca de 126 especies (Horak
et al. 2002 a). En la regién Neotropical hay citadas 58 especies, y es en Sudamérica donde se
encuentra el mayor numero, con 49 especies de las cuales 26 son exclusivas de este continente
(Keirans 1992; Guglielmone et al. 2003 a; Labruna et al. 2005 a; Barros-Battesti et al. 2007 a).
En Argentina, han sido registradas 45 especies de garrapatas, de las cuales el género
Amblyomma contribuye con el mayor numero, 22 (Guglielmone y Nava 2005, 2006; Nava et al.
2007 b). Como la mayoria de los ixodidos, las especies de Amblyomma tienen un ciclo biolégico
de tres hospedadores, donde larvas, ninfas y adultos se alimentan, generalmente, sobre
hospedadores de diferentes grupos taxonémicos (Oliver 1989).

La investigacion sobre las garrapatas de los vacunos en la Argentina ha tenido un sesgo
marcado hacia Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888). Sin embargo en extensas
areas del norte argentino, los bovinos son parasitados en forma abundante por garrapatas del
género Amblyomma, principalmente por Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), Amblyomma
neumanni Ribaga, 1902 y Amblyomma parvum Aragdo, 1908. Estas garrapatas prevalecen en
zonas esencialmente ganaderas que han adquirido en los ultimos afios mayor importancia

relativa para la Argentina debido al desplazamiento de la ganaderia hacia el norte argentino por
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el incremento del area agricola en el centro del pais. Los conocimientos acerca de la sistematica,
biologia y ecologia de esas garrapatas son imprescindibles para el desarrollo de estrategias de
control adecuadas. Aparte de R. microplus, tal informacion esta disponible sélo para A.
cajennense, una especie de distribucidn neotropical-neartica que fue sujeta a intensas
investigaciones en diferentes paises de América (Guglielmone et al. 2003 a; Oliveira 2004;
Estrada-Pena et al. 2004 b). Los conocimientos de las otras dos especies de Amblyomma
mencionadas son escasos, a tal punto que no se conoce con precision (A. neumanni) o se
desconoce (A. parvum) su ciclo biolégico en la naturaleza. La informacion desarrollada para
estas dos especies refiere a la presencia estacional de las garrapatas adultas en los bovinos y su
distribucidon geografica (Guglielmone et al. 1990 a, b; Estrada-Pefia et al. 2005 a), pero esta
informacién es insuficiente para contribuir al control de las mismas.

Amblyomma neumanni es una especie esencialmente argentina; existe un solo hallazgo
confirmado para Colombia y los diagndsticos realizados en Uruguay corresponden,
probablemente, a errores en la determinacion (Guglielmone et al. 2003 a; Estrada-Pena et al.
2005 a). Esta especie prevalece en el distrito Chaquefio-Serrano del dominio fitogeogréfico del
Chaco y en sus ecotonos (Guglielmone y Nava 2006), abarcando parte de las provincias de
Cérdoba, La Rioja, Catamarca, Santiago del Estero, Tucuman, Salta y Jujuy. Amblyomma
parvum se encuentra desde el sur de México hasta la Argentina (Guglielmone et al. 2003 a). Es
abundante en el distrito Chaquefio Occidental del dominio Chaquefio en la Argentina donde su
distribucion en la Argentina incluye las provincias de Catamarca, Chaco, Cérdoba, Formosa, La
Rioja, Salta, San Luis y Santiago del Estero.

Los adultos de A. neumanni se han citado principalmente parasitando artiodactilos y
perisodactilos domésticos y silvestres como Tayassu pecari (Link, 1795), Mazama guazoubira
(Fischer [von Waldheim], 1814), equinos, caprinos, porcinos y bovinos, siendo las infestaciones
en estos ultimos notablemente frecuentes (Guglielmone y Hadani 1981; Guglielmone et al. 1990
b; Zerpa et al. 2003; Estrada-Pena et al. 2005 a). Perros y los canidos silvestres Cerdocyon
thous (Linnaeus, 1766) y Lycalopex gymnocercus (Fischer, 1814) son parasitados

ocasionalmente por adultos de A. neumanni (Aragao 1936; Autino et al. 2006). En determinadas
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regiones de la Argentina son usuales los registros de esta especie en humanos (Guglielmone et
al. 2006 a; Nava et al. 2006 b). Los hospedadores naturales conocidos para los estadios
inmaduros son mamiferos de los ordenes Artiodactyla y Perissodactyla (Guglielmone et al. 1990
b; Estrada-Pefia et al. 2005 a) (ver en capitulo 2 el detalle de las especies). Sin embargo, no se
han realizado estudios acerca de otros potenciales hospedadores que puedan brindar sustento a
los preimagos de esta especie bajo condiciones de campo.

Respecto a A. parvum, numerosas especies de mamiferos pertenecientes a distintos
ordenes aparecen como hospedadores de los estadios adultos, sin embargo, la mayoria de los
registros corresponden a bovinos y caprinos, mientras que los hospedadores de larvas y ninfas
son practicamente desconocidos (ver capitulo 2). Igual que para A. neumanni, es habitual el
parasitismo de los adultos de A. parvum en humanos (Guglielmone et al. 2006 a). En la tabla 2
se detalla la lista de las especies de mamiferos parasitados por adultos de A. parvum de acuerdo
con Aragao (1911, 1913, 1918, 1938), Diaz Ungria (1957), Fonseca (1958), Fairchild (1966),
Jones et al. (1972), Martinez y Resoagli (1982), Teper (1983), Machado et al. (1985),
Guglielmone et al. (1990 a), Ivancovich y Luciani (1992), Carreno et al. (2001), Martins et al.
(2004), Mullins et al. (2004), Labruna et al. (2005 b), Fiorello et al. (2006), Nava et al. (2007 a) y
Szabd et al. (2007 b).

A pesar que A. neumanni y A. parvum son parasitos frecuentes de animales domésticos y
de los humanos, el rol de éstas como vectores de agentes causales de enfermedades
infecciosas ha sido escasamente indagado. Gaido et al. (1995) demostraron la capacidad de A.
neumanni para transmitir Anaplasma marginale en condiciones experimentales. Estudios
recientes realizados con garrapatas colectadas en el noroeste de la provincia de Cdérdoba,
determinaron la infeccion de A. neumanni con Rickettsia bellii y Candidatus ‘Rickettsia
amblyommii (Labruna et al. 2007a) y de A. parvum con una rickettsia del “grupo de la fiebre
manchada” (Pacheco et al. 2007). No existen antecedentes acerca del efecto de las garrapatas
del género Amblyomma sobre la produccién animal de los bovinos del neotrépico. Sin embargo,
trabajos en Africa con Amblyomma hebraeum Koch, 1844, parasitando bovinos mostraron un

rango de reduccion diaria de 6 g de leche y 10 g en el incremento de peso corporal por cada



20

garrapata hembra que culminaba su ciclo en vacas y novillos, respectivamente (Norval et al.
1997; Young y Haantuba 1998). Se considera que estos efectos no son privativos de las
especies de garrapatas africanas sino la consecuencia de la ausencia de investigacién en la
region neotropical. Por lo tanto se presume que la infestacion per se de A. neumanni y A. parvum
tienen consecuencias deletéreas para la produccion de los bovinos.

En muchos grupos de artropodos, los adultos de diferentes especies son morfolégicamente
distinguibles entre si, pero no los estadios inmaduros. La comparaciéon de las secuencias de
ADN de los estadios adultos e inmaduros posibilita realizar una asignaciéon especifica de los
juveniles cuando las técnicas tradicionales no son suficientes (Avise 2004). En garrapatas, el
analisis de ADN ha permitido sortear esa dificultad por el uso comparativo de secuencias de
genes mitocondriales en especimenes considerados tentativamente como pertenecientes a igual
especie, actuando asi como un complemento al analisis taxonémico tradicional basado en el uso
exclusivo de caracteres morfolégicos (Anderson et al. 2004). Esta técnica también es de utilidad
para detectar la presencia o ausencia de especies cripticas y la estructura poblacional a lo largo

de una distribucién determinada (Avise 2004).

El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es generar conocimientos sobre los
aspectos sistematicos y bioecoldgicos de A. neumanni y A. parvum. El mismo incluye la
evaluacion de la presencia o ausencia de especies cripticas y de la estructura genética
poblacional en el ambito de la distribucion de estas dos garrapatas en la Argentina, con el
proposito de cerciorar que la informacion obtenida en los sitios especificos pueda ser
extrapolada tentativamente a otros ambitos de sus respectivas distribuciones. También se
espera que la informacién obtenida aqui pueda contribuir al desarrollo de técnicas apropiadas de
control de estas dos especies de garrapatas.

En la parte | se aborda a modo introductorio la filogenia de A. nheumanni y A. parvum, al
efectuarse en el capitulo 1 un analisis de la posicién filogenética de estas dos garrapatas basado
en la comparacion de secuencias de los genes mitocondriales 16S y 12S. La parte dos se

compone de tres capitulos (2, 3 y 4) que refieren a la relacion parasito-hospedador y a los ciclos
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biolégicos de A. parvum y A. neumanni. Asi, en el capitulo 2 se estudian los hospedadores
naturales de las larvas y ninfas de las dos especies, confirmando los diagndsticos
convencionales con el uso de las secuencias de un fragmento del gen mitocondrial 16S. En el
capitulo 3, a partir de la informacion obtenida en el capitulo 2, se analiza la distribucién
anatomica de las garrapatas inmaduras y adultas sobre sus hospedadores preferenciales, y en el
capitulo 4 se describe el ciclo bioldgico en la naturaleza de A. neumanni 'y A. parvum. En los dos
capitulos de la parte lll se examina la distribucion de las dos especies en relacién a la
fitogeografia de la Argentina (capitulo 5) y se realiza mediante el analisis de las secuencias del
gen mitocondrial 16S la identificacion de los diferentes haplotipos de ambas garrapatas en el sitio
de estudio y en localidades representativas de sus respectivas distribuciones en la Argentina,
con el fin de indagar la diversidad genética para poder detectar la presencia o ausencia de
especies cripticas y conocer de manera preliminar la estructura genética poblacional (capitulo 6).
Finalmente, se exponen las conclusiones generales sobre los aportes originales de este trabajo y
las perspectivas de futuras investigaciones sobre la sistematica y bioecologia de A. neumanni y

A. parvum.
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Tabla 1. Clasificacion de las garrapatas siguiendo el esquema de Horak et al. (2002 a).

Familia Argasidae Familia Ixodidae Familia Nuttalliellidae
Subfamilia Argasinae Subfamilia Ixodinae Subfamilia Nuttalliellinae
Argas Latreille, 1795 Ixodes Latreille (1795) Nuttalliella Bedford, 1931

Subfamilia Ornithodorinae
Carios Latreille, 1796 *
Ornithodoros Koch, 1844

Oftobius Banks, 1912

Subfamilia Amblyomminae
Amblyomma Koch, 1844
Subfamilia Bothriocrotoninae
Bothriocroton Keirans, King &
Sharrad, 1994
Subfamilia Haemaphysalinae
Haemaphysalis Koch, 1844
Subfamilia Hyalomminae**
Hyalomma Koch, 1844
Nosomma Schulze, 1919
Subfamilia Rhipicephalinae
Anomalohimalaya Hoogstraal,
Kaiser & Mitchell, 1970
Cosmiomma Schulze, 1919
Dermacentor Koch, 1844
Margaropus Karsch, 1879
Rhipicentor Nuttall & Warburton,
1908

Rhipicephalus Koch, 1844

* Algunos autores ubican a las especies de Carios en los géneros, Antricola, Nothoaspis, Argas

u Ornithodoros (Guglielmone et al. 2003 a, 2005 a; Nava et al. 2008 a).

** En la actualidad hay consenso en incluir los miembros de Hyalomminae en la subfamilia

Rhipicephalinae (Murrell et al. 1999; Barker y Murrell 2004; Nava et al. 2008 a).
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Tabla 2. Especies de mamiferos registrados como hospedadores de los adultos de Amblyomma parvum en la

region Neotropical*

HOSPEDADORES

HOSPEDADORES

Orden Artiodactyla
Bovidae

Cabra

Oveja

Vaca
Cervidae

Mazama guazoubira (Fischer [von Waldheim], 1814)

Mazama sp.
Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780)
Suidae
Cerdo
Tayassuidae
Catagonus wagneri (Rusconi, 1930)
Orden Carnivora
Canidae
Perro
Cerdocyon thous (Linnaeus, 1766)
Chrysocyon brachyurus (llliger, 1815)
Lycalopex gymnocercus (Fischer, 1814)
Felidae
Gato
Leopardos pardalis (Linnaeus, 1758)
Leopardus geoffroyi (d'Orbigny & Gervais,1844)
Panthera onca (Linnaeus, 1758)
Puma concolor (Linnaeus, 1771)

Puma yagouaroundi (E. Geoffory Saint-Hilaire, 1803)

Mustelidae
Galictis cuja (Molina, 1782)
Procyonidae
Nasua nasua (Linnaeus, 1766)
Procyon cancrivorus (G.[Baron] Cuvier, 1798)
Orden Chiroptera
Carolliinae
Carollia subrufa (Hahn, 1905)

Orden Cingulata
Dasypodidae
Chaetophractus vellerosus (Gray, 1865)
Dasypus kappleri Krauss, 1862
Dasypus novemcinctus Linnaeus, 1758
Tolypeutes matacus (Desmarest, 1804)
Orden Lagomorpha
Leporidae
Sylvilagus floridanus (J. A. Allen, 1890)
Orden Perissodactyla
Equidae
Burro
Caballo
Tapiridae
Tapirus terrestris (Linnaeus, 1758)
Order Primates
Cebidae
Cebus apella (Linnaeus, 1758)
Hominidae
Hombre
Order Rodentia
Caviidae
Kerodon rupestris (Wied, 1820)
Chinchillidae
Lagostomus maximus (Desmarest, 1817)
Hydrochaeridae
Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus, 1766)
Order Pilosa
Myrmecophagidae
Myrmecophaga tridactyla Linnaeus, 1758
Tamandua tetradactyla (Linnaeus, 1758)

* Los nombres cientificos se actualizaron siguiendo a Wilson y Reeder (2005).



Figura 1. Esquema de los tres tipos de ciclo bioldgicos de las garrapatas de la familia Ixodidae, adaptado de
Soneshine et al. (2002). Circulo interno: ciclo de un hospedador. Circulo medio: ciclo de dos hospedadores.

Circulo externo: ciclo de tres hospedadores.

Alimentacion y
copula de adultos.

Muda a
adultos

Ciclo biolégico de
tres hospedadores

Alimentacién y
copula de adultos

Hembras
ingurgitadas

Alimentacién

~ Mde ninfas
Segundo

hospedador,

Ciclo biolégico de
Hembras  dos hospedadores

ingurgitadas

Muda a

Alimentacién de los ‘ ninfas

tres estadios y copula
de los adultos

Ciclo biologico de
un hospedador

Oviposicién

% Alimentacion
i de larvas

g _g9o

o“no

Eclosién

24



14

I _mc_m._mE |eJjusdeled |eJjuad
uo)sa upiseH|uolse4
1| leuibiew ﬁ 7
uojsa )
leuiBiew
uoysa4

f

[eue
einyaqy
A |enuab

|eliusb

BINLS! bt
exoo e| ap \ Uy |edIAI8D 02INS

eula)xareuldsy

sejndeosa oinbuy_ %
sesoJod seaty__ &
odjed |ap | OIN2JUY — %
odjed |ap | OINAIUY—

odjed |ap || ONOIMY — ! s odjed |ep || OjnoY —=

ewojsodiH
odjed |9 o|n2IUY.——
odjed __mw\>__ o__:o_tﬂl. i i
e S5 S0499118ND)

(a (v

"|esJop BISIA ‘Jejuswiije uis oyoe (D ‘Jeliusa

B]SIA ‘Jejuswiie uis eiquiaH (g ‘|eslop eisiA ‘Jejuswiie uis eiquaH (v -ewwoAiquy oiauab |ap sejedelseb se| ap eulaxa ejbojopuoly "z einbiy



C)

Festones

Surco
marginal

26



PARTE I: POSICION FILOGENETICA
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CAPITULO 1

“Analisis de la posicion filogenética de Amblyomma neumanni
y Amblyomma parvum basado en secuencias de los genes

mitocondriales 16S y 12S”
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INTRODUCCION

El analisis de secuencias de ADN es en la actualidad una de las herramientas mas
utilizadas para resolver las relaciones filogenéticas entre grupos de parasitos a distintos niveles
taxonémicos (Monis 1999). Esta metodologia tiene varias ventajas sobre aquellas que utilizan
caracteres morfolégicos o bioecoldgicos (Nei y Kumar 2000): - primero, el ADN esta formado por
cuatro tipos de nucleétidos (adenina, timina, citosina, guanina), los cuales pueden ser usados
para comparar cualquier tipo de organismo. Esto es imposible de realizar con caracteres
morfolégicos o bioecoldgicos. - segundo, el patrén a menudo regular de cambio evolutivo del
ADN permite usar modelos matematicos para expresar las diferencias en las secuencias de ADN
entre los organismos. Por el contrario, el cambio evolutivo de caracteres morfologicos es
extremadamente complejo, aun para tiempos evolutivos cortos. - tercero, los genomas de todos
los organismos consisten de largas secuencias de nucleétidos y contienen una cantidad mayor
de informacidn filogenética que los caracteres morfolégicos (Nei y Kumar 2000).

En muchas ocasiones los cambios morfolégicos conectados al ciclo de vida del parasito
tienden a oscurecer las afiliaciones filogenéticas en distintos niveles taxonémicos, y la utilizacién
de caracteres moleculares puede ser una solucion en esos casos (Hypsa 2006).

Las clasificaciones e inferencias filogenéticas del suborden Ixodida se basaron
tradicionalmente en caracteres morfologicos, bioldgicos y ecologicos de las distintas especies
(Clifford et al. 1964; Pospelova-Shtrom 1969; Clifford et al. 1973; Camicas y Morel 1977;
Hoogstraal y Aeschlimann 1982; Klompen y Oliver 1993; Filippova 1994). Sin embargo, en los
ultimos 15 afios se aplicaron considerables modificaciones a los esquemas de clasificacion
previos al incorporar a los analisis filogenéticos marcadores moleculares. De esta manera, se
reconsideraron el estatus taxondmico y la posicién filogenética de numerosas especies de
garrapatas.

Los estudios de Black y Piesman (1994), Norris et al. (1999) y Klompen et al. (2000) han
demostrado que los genes mitocondriales 16S y 12S de garrapatas de la familia Ixodidae, son

adecuados para la resolucion de las relaciones filogenéticas a nivel intra-genérico e intra-
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especifico, aunque no los son para niveles taxondmicos mayores debido a la alta tasa de
mutacion en el genoma mitocondrial de las garrapatas. En concordancia con esto, los dos genes
se han utilizado extensivamente para estudiar las relaciones filogenéticas entre especies de los
géneros Rhipicephalus Koch, 1844 (Mangold et al. 1998 b; Murrell et al. 1999, 2000; Beati y
Keirans 2001; Murrell y Barker 2003), Dermacentor Koch, 1844 (Crosbie et al. 1998), Ixodes
(Caporale et al. 1995; Xu et al. 2003; Guglielmone et al. 2004; Guglielmone et al. 2006 b),
Amblyomma (Estrada-Pefa et al. 2005 a), y de los géneros Ornithodoros y Argas dentro de la
familia Argasidae (Ushijima et al. 2003; Petney et al. 2004 a; Estrada-Pefa et al. 2006 c).

Amblyomma neumanni ha sido ubicada por Santos Dias (1993) en el subgénero
Anastosiella Santos Dias, 1963 junto con las especies neotropicales Amblyomma parvitarsum
Neumann, 1901, Amblyomma maculatum Koch, 1844, Amblyomma tigrinum Koch, 1844,
Amblyomma triste Koch, 1844, Amblyomma pecarium Dunn, 1933, Amblyomma brasiliense
Aragdo, 1908 y otras 5 especies distribuidas en las regiones Zoogeograficas Neartica, Africana y
Australiana ' [Amblyomma albolimbatum Neumann, 1907; Amblyomma eburneum Gerstacker,
1873; Amblyomma moyi Roberts, 1953; Amblyomma paulopunctatum Neumann, 1899;
Amblyomma rhinocerotis (de Geer, 1887)] basandose principalmente en la estructura de las
coxas de los machos. Camicas et al. (1998) modifican el esquema de Santos Dias (1993) y
colocan en el subgénero Anastosiella a A. maculatum, A. neumanni, A. parvitarsum, A. tigrinum,
A. triste (grupo maculatum), Amblyomma aureolatum (Pallas, 1772) y Amblyomma ovale (Koch,
1844) (grupo ovale), pero sin especificar los caracteres que sustentan dicha agrupacion. Estrada-
Pefia et al. (2005 a), considerando caracteres morfologicos de los estadios inmaduros y las
secuencias del gen mitocondrial 16S, excluyeron a A. neumanni y A. parvitarsum del grupo
maculatum, y postularon que el subgénero Anastosiella sélo estd formado por A. maculatum, A.
tigrinum y A. triste.

Los adultos de A. parvum, Amblyomma auricularium (Conil, 1878), Amblyomma

pseudoconcolor Aragao, 1908 y Amblyomma pseudoparvum Guglielmone, Mangold y Keirans,

' La denominacion de las regiones Zoogeograficas mundiales empleadas en este trabajo sigue el

esquema de Cox y Moore (2005).
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1990, forman un grupo caracterizado por la presencia de una espina en los trocanteres (mas
notable en el trocanter |) y por machos con un surco marginal completo (Boero 1957; Jones et al.
1972; Guglielmone et al. 1990 a). Santos Dias (1993) considera que Amblyomma naponense
(Packard, 1869), A. parvum, A. pseudoparvum, A. pseudoconcolor, Amblyomma scutatum
Neumann, 1899 y otras 3 especies nearticas, orientales y australianas [Amblyomma babirussae
Schulze, 1933; Amblyomma inornatum (Banks, 1909); A. triguttatum)] pertenecen al subgénero
Amerindia Santos Dias, 1963, y coloca a A. auricularium en el subgénero Adenopleura
Macalister, 1872. Por su parte, Camicas et al. (1998) sitian directamente al A. parvum y A.
pseudoparvum en el subgénero Adenopleura, formado ademas por otras 9 especies de diversos
origenes zoogeografico [Amblyomma australiense Neumann, 1905; Amblyomma chabaudi
Rageau, 1964; Amblyomma compressum (Macalister, 1872); Amblyomma fuscum Neumann,
1907; Amblyomma haianense Teng, 1981; A. inornatum; Amblyomma javanense (Supino, 1897);
Amblyomma loculosum Neumann, 1907; Amblyomma scutatum Neumann, 1899] y juzga a A.
pseudoconcolor como una sinonimia de A. auricularium. El Unico analisis filogenético realizado
con marcadores moleculares que incluye especies de este grupo ha sido llevado a cabo por
Marrelli et al. (2007), quiénes usaron secuencias de espaciadores internos transcriptos (ITS2) del
ADNr de ejemplares brasilefios de A. parvum y A. pseudoconcolor, encontrando un soporte de
100 % de bootstrap para el clado que forman estas dos garrapatasz.

El objetivo de este capitulo es analizar preliminarmente la posicion filogenética de A.
neumanni y A. parvum en relacién a otras especies del género Amblyomma. Para ello se
compararan las secuencias de los genes mitocondriales 16S y 12S (una descripcién
pormenorizada del ADN mitocondrial se presenta en el capitulo 6) y se discute el valor
taxonémico de aspectos de la morfologia caracteristicos de ambas especies, planteando la
hipétesis de un correlato entre determinadas semejanzas morfologicas, estructura del ADN y

filogenia.

? Las especies mencionadas por Santos Dias (1993) y Camicas et al. (1998) que no son

consideradas validas por Horak et al. (2002 a) no se citaron en el texto.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio de las relaciones filogenéticas de A. neumanni y A. parvum con otras especies
del mismo género distribuidas en distintas regiones Zoogeograficas del mundo, se realizd
mediante la comparacion de las secuencias de un fragmento de aproximadamente 400 pares de
bases del gen mitocondrial 16S y de un fragmento de aproximadamente 310 pares de bases del
gen mitocondrial 12S. Las especies estudiadas, su pais de procedencia y la fuente de donde se
obtuvieron las secuencias (“nimero de acceso en el GenBank” o “este estudio”) se muestran en
la tabla 1.1 para el gen 16S y en la tabla 1.2 para el gen 12S. El ADN de las garrapatas se
extrajo mediante la digestién proteolitica con la enzima proteinasa K, colocando cada especimen
en una solucion formada por: 340 ul de una solucién (TRIS 10 mM a pH 8; EDTA 100 mM; CLNa
100 mM), 40 ul de SDS (sodio-dodecil fosfato) al 20 % y 20 ul de proteinasa K, 500 ug/ml
(Invitrogen®). La purificacion del ADN se realizé con fenol y cloroformo-alcohol isoamilico para
desnaturalizar y precipitar las proteinas; la precipitacion se hizo con etanol absoluto y finalmente
el ADN extraido se disolvié en una solucién amortiguadora TE (10nM Tris a PH 7,6; 0,1 mM
EDTA). EI ADN se amplificd con la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con
el siguiente protocolo: - un ciclo de desnaturalizacion inicial del ADN durante 1 minuto a 94° C; -
un ciclo con desnaturalizacion a 94° C por 45 segundos, hibridacién a 47° C por 45 segundos y
polimerizacion a 72° C durante 45 segundos; - 6 ciclos con un incremento sucesivo de la
temperatura de hibridacién de 0,3° C en el ciclo siguiente; - 28 ciclos con desnaturalizacién a 94°
C por 45 segundos, hibridacién a 50° C por 45 segundos y polimerizacion a 72° C durante 45
segundos; - un ciclo de polimerizacion final de 7 minutos a 72° C. La reaccion se llevé a cabo con
la enzima Taq DNA Polymerase producida por Promega® y los cebadores (primers) utilizados
fueron: forward, 5-CTG CTC AAT GAT TTT TTA AATTGC TGT GG-3 (16S + 1); reverse, 5-CCG
GTC TGA ACT CAGATC AAG T- 3 (16S — 1). Todas las reacciones de PCR se hicieron con un
volumen de 100 pl. EI ADN amplificado se purificé con los reactivos Wizard PCR Clean-Up
(Promega®) siguiendo el protocolo provisto por el fabricante. Los productos de la PCR fueron

secuenciados en el Laboratorio de Secuenciamiento del INTA Castelar. Las secuencias fueron
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editadas con BIOEDIT SEQUENCE ALIGNMENT EDITOR (Hall 1999) y se alinearon aplicando
el programa CLUSTAL W (Thompson et al. 1994). Las secuencias alineadas se sometieron a un
analisis de distancia Neighbor joining (NJ) y a otro de maxima parsimonia (MP) usando el
programa MEGA version 4.0 (Tamura et al. 2007). Para generar un arbol en el analisis de
distancia se utilizé el modelo de Tamura-Nei, se excluyeron las posiciones con gaps entre los
pares de secuencias y la fiabilidad de las filogenias se evalué mediante el procedimiento de
muestreo repetitivo (bootstrap test) con 1000 repeticiones. En el andlisis de MP el arbol mas
parsimonioso se determind a través de la busqueda heuristica usando adiciones de secuencias
al azar con 10 réplicas, las posiciones con gaps se excluyeron y la fiabilidad de las filogenias
también se evalué con el procedimiento de muestreo repetitivo con 1000 repeticiones. Los
arboles fueron enraizados siguiendo el criterio de grupos externos (outgroup), usando como tales
las secuencias de cuatro especies del género Ixodes de distintas regiones Zoogeograficas:
Ixodes loricatus Neumann, 1899 (Neotropical), Ixodes persulcatus Schulze, 1930 (Paleartica),

Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) (Paleartica) e Ixodes scapularis Say, 1821 (Neartica).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las topologias de los arboles obtenidas con NJ y MP tanto para el gen 16S como para el
12S fueron similares, alcanzédndose en todos los casos los mismos agrupamientos para las
especies aqui estudiadas. Los arboles enraizados obtenidos con el gen 16S se presentan en las
figuras 1.1 (NJ) y 1.2 (MP), y los logrados con el gen 12S en las figuras 1.3 (NJ) y 1.4 (MP). En la
tabla 1.3 se presenta la proporcion de cada clase de nucledtido y la longitud de los fragmentos
del gen 16S de las garrapatas analizadas, y en la tabla 1.4 los valores correspondientes al gen
12S. En ambos genes se observo un marcado predominio de adenina-timina (16S: 75,5% y 12S:
77,9) con respecto a guanina-citosina (16S: 24,5% y 12S: 22,1%), y de las transversiones
(involucrando principalmente adenina-timina) con respecto a las transiciones, coincidiendo con la
caracterizacion de estos genes mitocondriales en insectos, acaros y otros géneros de garrapatas
(Black y Piesman 1994; Simon et al. 1994; Norris et al. 1996; Mangold et al. 1998 b; Murrell et al.
2000; Navajas y Fenton 2000; Beati y Keirans 2001; Vial et al. 2007). De alli la eleccién del
modelo de evolucion del ADN de Tamura-Nei, el cual contempla una frecuencia de bases
asimétrica (Felsenstein 2004). El alineamiento de las secuencias del gen 16S mostré 184
posiciones variables (45,8%) de las cuales 149 (37,2%) fueron informativas para el método de
parsimonia. El alineamiento de las secuencias del gen 12S mostré 191 posiciones variables
(60,4%) de las cuales 118 (37,3%) fueron informativas para el método de parsimonia. En todos
los arboles, A. auricularium, A. parvum, A. pseudoconcolor y A. pseudoparvum (esta ultima sélo
en arboles realizados con el gen 16S) formaron un clado monofilético con altos valores de
bootstrap, 98% en NJ con 16S, 98% en NJ con 12S y 88% en MP con 12S. Si bien en el arbol
generado con MP para 16S estas cuatro especies también constituyeron un clado monofilético,
el porcentaje de bootstrap fue menor (70%). Las relaciones halladas entre los miembros de ese
clado difirieron de acuerdo al gen. En el andlisis con el 16S A. parvum se unié con A.
pseudoparvum, pero los valores de bootstrap no superaron el 66%, mientras que con el 12S A.
parvum se agrup6 junto a A. auricularium con altos valores de bootstrap, 94% en NJ y 81% en
MP, aunque esto debe considerarse con cautela debido a la inexistencia de secuencias del gen

12S para A. pseudoparvum. El clado constituido por estas cuatro especies se relacioné con
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Figura 1.1. Arbol filogenético condensado obtenido con el método de distancia “Neighbor joining”

a partir de secuencias del gen 16S usando el modelo de Tamura-Nei. Los nimeros sobre las

lineas indican los valores porcentuales de bootstrap generados con 1000 repeticiones. Los

valores de bootstrap inferiores a 50% fueron excluidos. A. parvum1: espécimen de Cérdoba,

Argentina; A. parvum2: espécimen de Salta, Argentina; A. parvum3: espécimen de Goias, Brasil.

A. neumanni1: espécimen de Coérdoba, Argentina; A. neumanni2: espécimen de Salta, Argentina.
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Figura 1.2. Arbol filogenético condensado obtenido con el método de maxima parsimonia a partir
de secuencias del gen mitocondrial 16S. Los numeros sobre las lineas indican los valores
porcentuales de bootstrap generados con 1000 repeticiones. Los valores de bootstrap inferiores
a 50% fueron excluidos. A. parvum1: espécimen de Cordoba, Argentina; A. parvum?2: espécimen
de Salta, Argentina; A. parvum3: espécimen de Goias, Brasil. A. neumanni1: espécimen de

Cérdoba, Argentina; A. neumanni2: espécimen de Salta, Argentina.
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Figura 1.3. Arbol filogenético condensado obtenido con el método de distancia “Neighbor joining”
a partir de secuencias del gen 12S usando el modelo de Tamura-Nei. Los nimeros sobre las
lineas indican los valores porcentuales de bootstrap generados con 1000 repeticiones. Los

valores de bootstrap inferiores a 50% fueron excluidos.
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Figura 1.4. Arbol filogenético condensado obtenido con el método de maxima parsimonia a partir
de secuencias del gen mitocondrial 12S. Los numeros sobre las lineas indican los valores
porcentuales de bootstrap generados con 1000 repeticiones. Los valores de bootstrap inferiores

a 50% fueron excluidos.
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Tabla 1.3. Porcentaje de nucledtidos y longitud de los fragmentos de las secuencias del gen

mitocondrial 16S de las garrapatas analizadas en este estudio. A: Amblyomma; I: Ixodes.

Especie Adenina Timina Citosina Guanina Longitud del fragmento
A. parvum1 37,4 38,1 8,9 15,6 404
A. parvum2 37,1 38,1 8,9 15,8 404
A. parvum3 37,1 37,4 9,4 16,1 404
A.pseudoconcolor 38,5 37,0 8,4 16,1 403
A. americanum 394 36,2 8,9 15,5 406
A. aureolatum 36,1 39,1 10,0 14,9 402
A. cajennense 38,2 34,9 9,7 17,2 401
A. dubitatum 40,0 35,5 9,4 15,1 403
A. glauerti 39,8 36,1 8,3 15,8 399
A. hebraeum 39,7 35,7 8,7 15,9 403
A. maculatum 39,5 38,5 7.9 141 403
A. neumannii 39,6 37,1 7.9 15,3 403
A. neumanni2 39,4 37,2 8,0 15,4 403
A. ovale 39,0 35,0 10,0 15,9 408
A. parvitarsum 39,7 37,0 8,8 14,5 408
A. tigrinum 38,6 39,1 8,1 14,2 392
A. triste 39,5 38,2 7,9 14,4 403
A. tuberculatum 39,9 35,2 8,5 16,3 398
A. variegatum 40,7 35,0 9,2 15,1 403
A. auricularium 37,7 36,9 9,1 16,3 406
A. pseudoparvum 38,3 35,6 9,4 16,7 410
I. loricatus 34,9 38,5 8,4 18,2 395
I. persulcatus 35,7 37,7 8,4 18,1 403
|. scapularis 39,0 37,2 7,7 16,1 403

Media 38,6 36,9 8,8 15,7 401




Tabla 1.4. Porcentaje de nucleétidos y longitud de los fragmentos de las secuencias del gen

mitocondrial 12S de las garrapatas analizadas en este estudio. A: Amblyomma; I: Ixodes.

Especie Adenina Timina Citosina Guanina Longitud del fragmento
A. americanum 42,5 35,2 8,6 13,7 315
A. aureolatum 40,9 36,5 8,5 14,2 318
A. auricularium 41,6 35,2 9,5 13,7 315
A. cajennense 41,9 33,9 8,9 15,3 313
A. coelebs 43,0 35,5 8,4 13,1 321
A. darwini 41,8 36,1 9,2 13,0 316
A. dissimile 421 36,2 9,3 12,4 323
A. dubitatum 43,0 36,1 8,2 12,7 316
A. hebraeum 411 36,7 9,2 13,0 316
A. maculatum 42,8 35,0 8,7 13,5 311
A. neumanni 42,4 36,1 8,7 12,8 321
A. ovale 41,5 34,8 9,2 14,5 316
A. parvum 421 34,6 9,4 13,9 318
A. pecarium 42,6 32,4 9,6 15,4 312
A.pseudoconcolor 43,5 34,0 8,9 13,7 315
A. rotundatum 42,6 36,6 8,2 12,6 317
A. tapirellum 41,3 36,5 8,9 13,3 315
A. tigrinum 43,1 35,4 8,4 13,2 311
A. triste 42,9 34,8 8,7 13,5 310
A. tuberculatum 43,0 36,6 7,6 12,7 314
A. variegatum 40,6 37,7 8,2 13,5 318
A. varium 421 35,4 8,5 13,9 316
A. williansi 41.2 37,8 8,8 12,2 298
|. scapularis 40,1 39,3 7,7 12,9 319
I. ricinus 38,6 37,2 10,3 13.9 320

Media 42,1 35,8 9,0 13,2 316
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porcentajes de bootstrap relativamente bajos en los arboles elaborados con secuencias del gen
16S con A. cajennense y Amblyomma americanum (Linnaeus, 1758) (porcentajes de bootstrap:
53% en NJ y 67% en MP), y en los construidos con el gen 12S se relacion6 con A. cajennense
en el analisis con NJ (porcentaje de bootstrap: 56%). En coincidencia con los resultados
alcanzados en este estudio, en el arbol filogenético presentado por Marrelli et al. (2007)
efectuado con secuencias de los ITS2 del ADNr, A. parvum se agrup6 con A. pseudoconcolor
(estos autores no incluyeron secuencias de A. auricularium y A. pseudoparvum) y a su vez este
clado se asocié con el formado por A. americanum y A. cajennense.

Morfolégicamente, el grupo formado por A. auricularium, A. parvum, A. pseudoconcolor y A.
pseudoparvum se distingue claramente del resto de los Amblyomma neotropicales por dos
caracteres exclusivos presentes en las cuatro especies, a saber: la presencia de una espina
sobre los trocanteres de las patas, mas notable sobre el trocanter | (Figura 1.5), y el articulo | del
palpo con una notable espina retrograda en ventral bien visible en los machos (Figura 1.5). En
otras especies neotropicales del género, como Amblyomma incisum Neumann, 1906,
Amblyomma latepunctatum Tonelli-Rondelli, 1939, Amblyomma multipunctum Neumann, 1899,
A. naponense, Amblyomma nodosum Neumann, 1899, Amblyomma oblongoguttatum Koch,
1844, y Amblyomma scalpturatum Neumann, 1906, también existe una prolongacién ventral del
articulo | del palpo, pero es menos pronunciada y asume mas la forma de una placa o de una
pequefa prolongaciéon que la de una espina retrégrada. La comparacion de la morfologia de
larvas y ninfas para examinar caracteres que puedan definir a este grupo no es posible porque
los estadios inmaduros de A. pseudoconcolor aun no han sido descritos.

En sintesis, el esquema filogenético obtenido con el examen de las secuencias de los
genes mitocondriales 16S y 12S, mas la evidencia brindada por ciertos caracteres morfologicos y
por otros marcadores moleculares como el ITS2, indican que A. parvum esta relacionada
filogenéticamente con A. auricularium, A. pseudoconcolory A. pseudoparvum, y que estas cuatro
especies forman un clado monofilético. La divergencia nucleotidica en el fragmento del gen 16S
entre A. parvum y las otras tres especies fue siempre superior al 10 %. Amblyomma parvum y A.

pseudoparvum son morfolégicamente similares. Las mayores diferencias son la presencia en los
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machos de A. parvum de carena y de puntuaciones sobre el escudo, y en las hembras de A.
pseudoparvum de numerosas setas en la parte dorsal del idiosoma y de puntuaciones profundas
y numerosas en el escudo las cuales forman una depresion sobre los campos laterales; la
diferenciacion de los estadios inmaduros por caracteres morfolégicos es mas dificil. La base del
capitulo rectangular con cornuas en las ninfas de A. pseudoparvum aparece como el caracter
mas distintivo respecto de las ninfas de A. parvum, que tienen una base del capitulo
subtriangular sin cornuas, y en las larvas de A. parvum las setas Ph1 son mas largas que las de
A. pseudoparvum (Guglielmone et al. 1990 a). No obstante, a pesar del escaso contraste
morfolégico, las diferencias entre las secuencias de A. parvum y A. pseudoparvum fueron
considerablemente altas (11%). Adicionalmente, Guglielmone y Mangold (1993) confirmaron la
validez de estas dos especies al no obtener descendencia viable de cruzas reciprocas entre
especimenes de las dos garrapatas. Por ultimo, A. parvum es la Unica de las especies de este
grupo que no tiene una preferencia marcada por un determinado hospedador, al menos en los
estadios adultos. Amblyomma auricularium y A. pseudoconcolor son parasitos usuales de
mamiferos del orden Cingulata (Dasypodidae) (Guglielmone et al. 2003 c), mientras que el
principal hospedador de A. pseudoparvum es el conejo del palo Dolichotis salinicola Burmeister
1856 (Guglielmone y Nava 2006), y en contraste con A. parvum, ninguna de las tres son halladas
con frecuencia sobre animales domésticos y humanos.

A diferencia de lo que sucede con A. parvum, la posicion filogenética de A. neumanni
analizada con los genes 16S y 12S es incierta. En ninguno de los arboles se asoci6 a alguna de
las especies incluidas, y tampoco a ninguno de los clados formados. Los adultos de esta
especies y los de A. maculatum, A. tigrinum, A. triste y A. parvitarsum, incluidos por Santos Dias
(1993) en el subgénero Anastosiella, comparten un caracter morfoldgico exclusivo dentro de los
Amblyomma neotropicales, la presencia de espinas en los metatarsos Il a IV (Figuras 1.6), pero,
como ya fue discutido por Estrada-Pefia et al. (1993, 2005 a), el agrupamiento de estas especies
en un mismo clado carece de sustento. En este sentido, los esquemas filogenéticos elaborados a
partir de secuencias de ADN por Estrada-Pefia et al. (2005 a) y en este estudio poseen un clado

monofilético formado por A. maculatum, A. tigrnum y A. triste con altos valores de bootstrap
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(entre 98% y 100%), mientras que A. neumanni y A. parvistarsum nunca se unen a otra especie
o clado con valores de bootstrap superiores al 50%. Asimismo, la filogenia conseguida con datos
moleculares es sustentada por una combinaciéon de caracteres morfolégicos de los estadios
inmaduros: - en la larva de A. neumanni el segmento Il del palpo tiene casi la misma longitud que
el segmento lll, la coxa | posee dos espinas y no existen procesos laterales en el basis capituli,
pero las larvas de A. maculatum, A. tigrinum y A. ftriste tienen el segmento Il del palpo
notoriamente mas largo que el segmento lll, s6lo una espina en la coxa | y el basis capituli posee
prolongaciones laterales; - las ninfas de estas tres especies tienen procesos sobre el lado ventral
de la base del capitulo y auriculas, y la coxa | sélo tiene una espina externa (Figuras 1.7 y 1.8),
sin embargo en A. neumanni esos procesos del capitulo no estan presentes y en la coxa | se
visualizan una espina externa y otra interna (Figuras 1.9y 1.10).

La informacion obtenida permitid inferir con cierta claridad la relacién filogenética de A.
parvum con otras especies de Amblyomma, pero no asi la de A. neumanni. Para este fin, seria
necesario en proximos estudios incorporar secuencias de los genes 16S y 12S de especies de
Amblyomma neotropicales no incluidas en este trabajo, considerar el uso de otros marcadores
moleculares y realizar una comparacion morfolégica mas exhaustiva de los estadios inmaduros
de A. neumanni con los de otras especies del género. Del mismo modo, en vista de estos
resultados y de los conseguidos en los otros estudios citados, se desprende la necesidad que el
estatus de los subgéneros de Amblyomma tal como fueron planteados por Santos Dias (1993) y
Camicas et al. (1998) deba ser re-evaluado. En efecto, el subgénero Amerindia sensu Santos
Dias (1993) no representa el grupo formado por A. parvum, A. auricularium, A. pseudoconcolory
A. pseudoparvum, y el subgénero Adenopleura sensu Camicas et al. (1998) contiene esas 4
garrapatas pero la relacion con las otras especies del subgénero [Amblyomma australiense
Neumann, 1905, Amblyomma chabaudi Rageau, 1964, Amblyomma compressum (Macalister,
1872), Amblyomma fuscum Neumann, 1907, Amblyomma haianense Teng, 1981, Amblyomma
inornatum (Banks, 1909), Amblyomma javanense (Supino, 1897), Amblyomma loculosum
Neumann, 1907 y Amblyomma scutatum Neumann, 1899] no es obvia ni tampoco explicada por

esos autores. De igual manera, como se mencion6 anteriormente, los resultados obtenidos en
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este trabajo de tesis doctoral y en el de Estrada-Pefia et al. (2005 a) no sustentan la inclusiéon de

A.neumanni en el subgénero Anastosiella.
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Figura 1.5. Espina sobre el trocanter | y articulo | del palpo de con una notable espina retrégrada
en ventral caracteristicos del el grupo formado por Amblyomma auricularium, Amblyomma

parvum, Amblyomma pseudoconcolor y Amblyomma pseudoparvum. La imagen corresponde a

un espécimen de Amblyomma parvum.

Figure 1.6. Espinas presentes en los metatarsos Il a IV de los adultos de Amblyomma neumanni,

Amblyomma tigrinum y Amblyomma triste.
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Figura 1.7. Vista ventral del capitulo y coxas | de la ninfa de Amblyomma tigrinum, especie

representativa del grupo “maculatum’.

Figura 1.8. Vista dorsal del capitulo de la ninfa de Amblyomma tigrinum, especie representativa

del grupo “maculatum”.
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Figura 1.9. Vista ventral del capitulo y coxas | de la ninfa de Amblyomma neumanni.

Figura 1.10. Vista dorsal del capitulo de la ninfa de Amblyomma neumanni.
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PARTE II: RELACION PARASITO-HOSPEDADOR Y CICLO

BIOLOGICO
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Descripcion del area de estudio

Los trabajos de campo correspondientes a los capitulos 2, 3 y 4 del presente trabajo de
tesis se llevaron a cabo en el establecimiento “La Luisiana” (30°22° 64°22°) para A. neumanni, y
en los establecimientos “La Esperanza” (30°12" 64°30°) y “Los Socavones” (30°12" 64°32) para
A. parvum. El primer sitio es cercano a la localidad de Dean Funes y los dos restantes cercanos
a la localidad de Quilino, en el noroeste de la provincia de Cérdoba, departamento de Ischilin
(Figuras 3y 4).

El area de estudio corresponde a la provincia biogeografica Chaquena del dominio
Chaquefio definida por Cabrera y Willink (1973) o a la provincia biogeografica del Chaco definida
por Morrone (2006). Segun el esquema de eco-regiones dado por Burkart et al. (1999), los tres
sitios de muestreo se ubican la eco-region del Chaco Seco. Fitogeograficamente, el area de
estudio pertenece a la provincia Chaquefa, donde se destacan tres distritos, Chaquefio
Occidental, Chaquefio Oriental y Chaquefio Serrano (Ragonese 1967; Cabrera 1994). De
acuerdo a esta ultima division, Dean Funes pertenece al distrito Serrano y Quilino al Occidental.

En el norte de Cdérdoba las precipitaciones disminuyen y la temperatura media anual
aumenta de este a oeste (Vazquez 1979), por ende hacia el oeste el clima es mas célido y seco.
Dean Funes tiene precipitaciones anuales de 600 a 900 mm concentradas principalmente de
noviembre a marzo, y una temperatura media anual de 17, 5 °C. En Quilino las precipitaciones
anuales son de 500 a 800 mm, también concentradas de noviembre a marzo, con una
temperatura media anual de 19,9 °C.

En Quilino, la altitud varia entre 250 y 450 msnm, los cursos de agua permanentes estan
ausentes, y la vegetacion se compone de bosques de Aspidosperma quebracho blanco Griseb,
1874 (quebracho blanco), a quién acompafian Prosopis nigra Hieron (1881) (algarrobo negro),
Prosopis pugionata Burkart (1949) (alpataco), Cercidium australe Johnst (1924) (brea), Ziziphus
mistol Griseb (1874) (mistol) y Stetsonia coryne Britton y Rose (1920) (cardén). En el estrato
arbustivo, de entre 1 y 3 m, las especies dominantes son Larrea divaricata Cav (1800) (jarilla),

Mimozyganthus carinatus (Griseb) Burkart (1939) (lata), Senna aphylla (Cav) Irwin y Barneby
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(1982) (pichana), Mimosa detinens Benth (1846) (garabato blanco), Celtis pallida Torr (1858)
(tala churqui) y Geoffroea decorticans (Gillies ex Hook. & Arn.) Burkart (1984) (chafar), y el
estrato herbaceo se compone principalmente de gramineas megatérmicas perennes (Cabido y
Zak 1999).

Dean Funes se caracteriza por una vegetacién que varia en su composicion y fisonomia
segun la altura del terreno, que va de los 700 a 1500 msnm (Cabido y Zak 1999). Los principales
arboles del bosque serrano son Lithraea ternifolia (Gillies ex Hook.) F.A.Barkley (1957) (molle),
Schinopsis haenkeana Engler (1876) (orco quebracho) y Condalia montana Castellanos (1939)
(piquillin de la sierra), mientras que en la zona mas baja predominan A. q. blanco, P. nigray C.
australe. Las especies mas comunes en el estrato arbustivo del Sistema Serrano son Flourensia
campestres Griseb (1874) (chilca), Acacia caven (Molina) Molina (1810) (espinillo), Baccharis
flabellata Hook y Arn (1841), Croton sarcopetalus Muller Argivensis (1874) (pulmonaria) y
Buddleja cordobensis Griseb (1874), predominando en las zonas mas baja de este sitio L.
divaricada, M. carinatus, C. pallida y G. decoticans. El estrato herbaceo es generalmente ralo; las
especies mas frecuentes son helechos, dicotiledéneas herbaceas y gramineas.

Es importante resaltar que la fisonomia y composicion de la vegetacion detalladas
anteriormente ha sufrido importantes modificaciones como resultado de la tala, el sobrepastoreo
de ganado bovino y caprino, los incendios y la introduccién de pasturas megatérmicas como
Panicum maximum Ness (1841). En una superficie importante del area sélo se observan parches
de bosques degradados, un dosel arb6éreo muy abierto y un estrato herbaceo ralo reducido a
pastos anuales (Cabido y Zak 1999).

En las figuras 5 y 6 se muestran imagenes representativas del area de estudio en Dean

Funes y Quilino, respectivamente.



Figura 3. Ubicacion de Dean Funes y Quilino en la provincia de Cérdoba, Argentina.
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Figura 4. Imagen satelital del area de estudio en Dean Funes (distrito Chaquefio Serrano) y Quilino

(Chaqueno Occidental), provincia de Cérdoba, Argentina. Imagenes de los satélites LANDSAT 5y 7,

Comision Nacional de Actividades Espaciales, Argentina (http:/ggt.conae.gov.ar/catalogo/index.htm).




Figura 5. Imagenes representativas del area de estudio en Dean Funes, provincia de Cérdoba.
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Figura 6. Imagenes representativas del area de estudio en Quilino, provincia de Cérdoba.
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CAPITULO 2

“Los hospedadores naturales de larvas y ninfas de Amblyomma

neumanni y Amblyomma parvum”
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INTRODUCCION

La descripcién integral de la ecologia de una determinada especie de garrapata requiere
conocer sus hospedadores y el grado de afinidad que caracteriza estas relaciones. Esto debe
enfocarse de manera particular sobre cada especie evitando generalizar debido a la versatilidad
que exhiben las garrapatas en sus patrones de especificidad por el hospedador. En este sentido,
dos visiones opuestas se han desarrollado en lo concerniente a las causas que determinan una
relacion garrapata-hospedador determinada. Una afirma que las garrapatas presentan
especificidad por el hospedador (Hoogstraal y Aeschlimann 1982), mientras que la otra preconiza
que las garrapatas son habitat-especialistas, y que se asociaran a los hospedadores disponibles
que se encuentren en sus habitats preferidos (Klompen et al. 1996). Sin embargo, los estudios
elaborados por Cumming (1998, 2004) utilizando un conjunto de datos sobre las relaciones entre
garrapatas africanas y sus hospedadores, sugieren que tanto los casos de especificidad por el
hospedador como especificidad por el ambiente pueden ser determinantes en la relacion
garrapata-hospedador/es, y que cada uno de ellos cobrara una importancia diferencial de
acuerdo a la especie que se analice. Este autor concluye que antes de emitir juicios sobre las
causas que determinan la relacién garrapata-hospedador, es preciso conocer detalladamente la
abundancia relativa y los patrones de distribucion temporal y espacial tanto de las garrapatas
como de sus hospedadores. Asimismo, es preciso considerar que los cambios evolutivos en la
especificidad por el hospedador no necesariamente son irreversibles, pues se ha demostrado
para algunos ectoparasitos cambios temporales hacia conductas tanto de una mayor como de
una menor especificidad (Poulin et al. 2006 a).

El tipo de hospedadores utilizados por las garrapatas para desarrollar su ciclo bioldgico,
también es decisivo en el rol que juegan estos parasitos en la transmision de enfermedades
(Soneshine y Mather 1994), ya que es fundamental la competencia del hospedador como
reservorio de patégenos para que la garrapata los adquiera al alimentarse sobre ellos (Ostfeld y
Keesing 2000). El conocimiento de los hospedadores utilizados tanto por los preimagos como

por los adultos de las especies de garrapatas implicadas en la transmisién de patégenos, es
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imprescindible para comprender los procesos que gobiernan la ecologia de las enfermedades
transmitidas por garrapatas, porque la interrelacion entre hospedadores, garrapatas y patégenos
determinara la dindmica de la transmisiéon de enfermedades (Randolph y Rogers 1997; Randolph
et al. 2002 a).

Las garrapatas de la familia Ixodidae tienen un ciclo biolégico tipico con tres
hospedadores, que se ha visto modificado a un ciclo de dos o un hospedador en ciertas especies
del género Hyalomma y de la subfamilia Rhipicephalinae (Hoogstraal y Kim 1985). La hipétesis
de estos autores es que la reduccidon en el nimero de hospedadores involucrados en el ciclo
biolégico de estas garrapatas es una adaptaciéon de aquellas especies parasitas de mamiferos
que originalmente habitaron ambientes donde los hospedadores eran escasos, con un area de
desplazamiento muy amplia y donde las estaciones secas eran prolongadas y térridas. En los
ciclos de tres hospedadores, la larva se alimenta e ingurgita sobre un hospedador, se desprende
y en el suelo muda a ninfa. Esta ninfa procura un nuevo hospedador donde también se alimenta
hasta ingurgitarse para luego caer al suelo y mudar a formas adultas (machos o hembras). La
hembra debe copular, ingurgitarse de sangre, caer al suelo y realizar el aove.

Tanto los adultos de A. neumanni como los de A. parvum exhiben un amplio ambito de
mamiferos hospedadores, siendo frecuentes las infestaciones sobre bovinos y, especialmente
para A. parvum, también sobre caprinos (Guglielmone et al. 1990a; Estrada-Pefa et al. 2005a)
(ver la lista detallada de los hospedadores para los adultos de ambas especies en “Introduccion
General”). Los estadios inmaduros de A. neumanni fueron colectados mayormente sobre
mamiferos domésticos y silvestres de los o6rdenes Artiodactyla y Perissodactyla [Bovinos,
Caprinos, Equinos, Ovinos, Porcinos, M. guazoubira, Pecari tajacu (Linnaeus, 1758), T. pecari]
con algunas citas en zorro gris L. gimnocercus, perros y humanos (Guglielmone y Hadani, 1981;
Guglielmone et al. 1981; Zerpa et al. 2003; Estrada-Pefna et al. 2005a; Autino et al. 2006; Nava et
al. 2006 b). Todos estos registros son argentinos. En lo que respecta a los hospedadores
naturales de larvas y ninfas de A. parvum, existen registros ocasionales en Argentina sobre
artiodactilos y perisodactilos domésticos y silvestres (bovinos, caprinos, equinos, porcinos,

ovinos, M. guazoubira, P. tajacu), sobre el marsupial Didelphis albiventris Lund, 1840, sobre el
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roedor Caviidae (Dolichotinae) D. salinicola y sobre el canido L. gymnocercus (lvancovich y
Luciani, 1992). En Brasil Serra-Freire et al. (1996) lo citan sobre el Cervidae M. guazoubira y en
Venezuela Jones et al. (1972) sobre el Lagomorpha Sylvilagus brasiliensis (Linnaeus, 1758).
Dunn (1923) en Panama y Floch y Fauran (1958) en Guyana Francesa, citan subadultos de esta
garrapata sobre roedores cricétidos. Estos registros deben considerarse con reservas. Algunos
de ellos se han hecho antes de la descripcidon de los estadios inmaduros de A. parvum por
Guglielmone et al. (1990a), y los restantes no especifican la metodologia empleada para la
determinacion de los especimenes. Esto es importante teniendo en cuenta que los preimagos de
esta especie son morfolégicamente indistinguibles de los de otras especies de Amblyomma,
especialmente de los de A. pseudoparvum, una garrapata simpatrica con A. parvum en Argentina
asociada al conejo del palo D. salinicola (Guglielmone y Nava 2006). Estas restricciones para
una determinacion precisa sélo pueden superarse con la obtenciéon de adultos a partir de
preimagos ingurgitados o mediante el analisis de secuencias de ADN.

A pesar que las aves y los roedores son grupos taxonémicos que se caracterizan por su
abundancia, densidad y riqueza especifica a lo largo de toda la distribuciéon de A. neumanni y A.
parvum, el rol de estos animales como hospedadores de las larvas y ninfas de estas dos
garrapatas no ha sido indagado. Si se repara en el hecho de que dentro de las especies de
garrapatas de tres hospedadores de la familia Ixodidae son numerosas las que utilizan pequefos
vertebrados, fundamentalmente aves y roedores, como recurso principal para la alimentacion de
larvas y ninfas, se torna evidente la necesidad de llevar a cabo investigaciones en esta direccion
para A. neumanniy A. parvum.

La participacién de aves y roedores como hospedadores de estadios inmaduros en el ciclo
biolégico de las garrapatas es un fendmeno conocido para numerosas especies en distintas
partes del mundo. A lo largo de las regiones Zoogeograficas Africana, Paleartica y Neartica son
varias las especies de los géneros Rhipicephalus y Dermacentor que tienen a pequefios
roedores como hospedadores de sus preimagos (Yunker et al. 1986; Kollars 1996; Petney y
Keirans 1996; Clark et al. 1998; Kollars et al. 2000 a; Walker et al. 2000; Clark et al. 2001; Horak

et al. 2002 b; Estrada-Pefa et al. 2004 a; Petney et al. 2004 b; Cooney et al. 2005; Horak et al.
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2005; James et al. 2006; Rosalino et al. 2007), y en las regiones Africana y Paleartica larvas y
ninfas de algunas especies del género Hyalomma tienen tendencia a infestar aves y roedores
(Walker 1991; Estrada-Pena et al. 2004 a; Apanaskevich y Horak 2006; Santos-Silva et al. 2006;
van Niekerk et al. 2006; Apanaskevich y Horak 2007, 2008). Dentro de Haemaphysalis Koch,
1844, los estadios inmaduros de al menos 30 especies parasitan aves y por lo menos 15 a
roedores principalmente en las regiones Paleartica, Neartica, Africana y Oriental (Hoogstraal y
Aeschlimann 1982; Walker 1991; Kinsey et al. 2000; Durden et al. 2001; Horak et al. 2002 b;
Petney et al. 2004 b; Horak et al. 2005; Lane et al. 2006; Ghosh et al. 2007). Ixodes es otro de
los géneros de garrapatas con varias especies que utilizan aves y roedores como hospedadores
de sus estadios inmaduros, incluso algunas de ellas como /. ricinus, I. scapularis, Ixodes
pacificus Cooley y Kohls, 1943 e |[. persulcatus estan implicadas en la transmisién de
enfermedades (fundamentalmente borreliosis y babesiosis) que afectan a humanos en las
regiones Paleartica, Neartica y Oriental (Gray et al. 1999; Kollars et al. 1999; Schmidt et al. 1999;
Wright et al. 2000; Koremberg et al. 2001; Parola y Raoult 2001; Pichon et al. 2003; Shaw et al.
2003; Eisen et al. 2004; Ishiguro et al. 2005; Estrada-Pefa et al. 2005 b; Schulze et al. 2005;
Bown et al. 2006; Lane et al. 2006; Castro y Wright 2007), y al menos otras 12 especies de este
género han sido citadas sobre roedores y aves en esas tres regiones (Nilsson 1981; Kitaoka y
Suzuki 1983; Fujimoto et al. 1986; Gilot et al. 1992; Lundqvist et al. 1998; Kinsey et al. 2000;
Clark et al. 2001; Murrell et al. 2003; Durden et al. 2004; Maupin et al. 1994; Paperna 2006;
Salkeld et al. 2006).

Especificamente en la regién Neotropical, estudios realizados en Argentina, Brasil y
Uruguay encontraron a las aves como hospedadores frecuentes de los subadultos
(principalmente larvas) de Haemaphysalis juxtakochi Cooley, 1946 y Haemaphysalis
leporispalustris (Packard, 1869) (Beldoménico et al. 2003; Arzua et al. 2005; Venzal et al. 2005).
También para esos tres paises, Barros-Battesti et al. (2000), Nava et al. (2004) y Beldoménico et
al. (2005), analizan el parasitismo en roedores sigmodontinos con larvas y ninfas de /. loricatus.
Venzal et al. (2008 b) citan para Argentina y Uruguay inmaduros de Ixodes longiscutatus Boero,

1944 sobre roedores de las familias Caviidae y Cricetidae, y Beldoménico et al. (2004) y Venzal
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et al. (2003) determinan estadios inmaduros de Ixodes pararicinus Keirans y Clifford, 1985 en
aves y roedores cricétidos de Argentina y Uruguay, respectivamente. Continuando con la Regién
Neotropical, roedores de las familias Cricetidae y Muridae fueron registrados como
hospedadores de larvas y ninfas de Ixodes amarali Fonseca, 1935, Ixodes andinus Kohls, 1956,
Ixodes aragaoi Fonseca, 1935, Ixodes luciae Sénevet, 1940, Ixodes nectomys Kohls, 1956,
Ixodes schulzei Aragao y Fonseca, 1951, Ixodes sigelos Keirans, Clifford y Corwin, 1976, Ixodes
stilesi Neumann, 1911 Ixodes tropicalis Kohls, 1956, e Ixodes venezuelensis Kohls, 1956 (Kohls
1956; Trapido y San Martin 1971; Jones et al. 1972; Durden y Keirans 1994; Barros-Battesti y
Kynsak 1999; Guglielmone et al. 2003 a, 2005 a; Autino et al. 2006; Barros-Battesti et al. 2006;
Guglielmone et al. 2006 b; Barros-Battesti et al. 2007 b).

Acorde a su distribucidn, los estudios sobre aves y roedores como hospedadores de larvas
y ninfas de garrapatas del género Amblyomma se han concentrado en paises de las regiones
Zoogeograficas Oriental, Africana y Neotropical. De las 14 especies de Amblyomma registradas
en Asia, solo Amblyomma breviscutatum Neumann, 1899 se registré sobre roedores y aves en
sus estadios inmaduros (Voltzit y Keirans 2002). Al igual que las asiaticas, la mayoria de las
especies de Amblyomma africanas son parasitas de reptiles y de mamiferos medianos y grandes
(Voltzit y Keirans 2002, 2003; Walker et al. 2003). Si bien se citaron en Africa preimagos de
Amblyomma lepidum Donitz, 1909, Amblyomma loculosum Neumann, 1907 y Amblyomma
marmoreum Koch, 1844 sobre aves, y de A. hebraeum, Amblyomma nuttalli Donitz, 1909 y
Amblyomma variegatum (Fabricius, 1794) sobre aves y roedores (Horak y Williams 1986; Petney
y Horak, 1988; Voltzit y Keirans 2003; Walker et al. 2003; van Niekerk et al. 2006) algunas de
estas asociaciones aparentan ser ocasionales, sin representar relaciones parasito-hospedador
determinantes para el desarrollo del ciclo biolégico de la garrapata (Horak et al. 2005). Estudios
en el Neartico determinaron aves y roedores como hospedadores de los estadios inmaduros de
A. maculatum (Teel et al. 1988, 1998; Kinsey et al. 2000; Clark et al. 2001; Durden et al. 2001;
Barker et al. 2004) y a las aves como el sustento principal para los subadultos de A. americanum
(Koch y Dunn 1980; Koch 1981; Zimmerman et al. 1987; Kinsey et al. 2000; Kollars et al. 2000 b;

Mock et al. 2001). En el Caribe, Barré et al. (1988) y Corn et al. (1993) estudiaron el rol del ave
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Bubulcus ibis como hospedador y potencial dispersor de la garrapata introducida desde Africa A.
variegatum. En América del Sur, son varias las especies de Amblyomma que utilizan como
sustento para sus preimagos a aves y roedores. Arzua et al. (2003) y Guglielmone et al. (2003b)
indican a aves del orden Paseriformes y a roedores como hospedadores de los estadios
inmaduros de A. aureolatum vy A. ovale, respectivamente. Se ha establecido que larvas y ninfas
de Amblyomma longirostre (Koch, 1844) se alimentan sobre aves (Fairchild et al. 1966; Venzal et
al. 2005) y que las de A. cajennense lo efectian, ocasionalmente, sobre aves y roedores (Rojas
et al. 1999% Estrada-Pefia et al. 2004 b). Preimagos de A. triste fueron colectados sobre
roedores cricétidos de la subfamilia Sigmodontinae en Argentina y Uruguay (Nava et al. 2005;
Venzal et al. 2008 a), y Labruna et al. (2007 b) colectaron subadultos de Amblyomma calcaratum
Neumann, 1899 y A. nodosum sobre aves silvestres en Brasil. Estudios ecoldgicos realizados en
Argentina determinaron que aves y roedores (Cricetidae y Caviidae) sustentan el desarrollo de
los subadultos de A. tigrinum en condiciones de campo (Nava et al. 2006 a).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, el objetivo en este capitulo es conocer los
hospedadores naturales de los estadios inmaduros de A. neumanni y A. parvum, bajo la
hipotesis de que las aves y los roedores de tamano pequefo (Cricetidae y Muridae) y mediano
(Caviidae: Caviinae) * son hospedadores fundamentales para las larvas y las ninfas de estas dos
especies de garrapatas, dando sustento a los estadios inmaduros que devienen en las

generaciones de garrapatas machos y hembras que infestan a los bovinos y caprinos.

® Las determinaciones realizadas por Rojas et al. (1999) de estadios inmaduros de A. cajennense
sobre aves, fueron cuestionadas por Labruna et al. (2007 b), quiénes alegaron que la
metodologia para la identificacién taxonémica empleada por esos autores no es convincente y
debe ser revisada.

* En este trabajo se consideré como “mamiferos pequefios” aquellos que pesaron hasta 150

gramos y “mamiferos medianos” a los que pesaron entre 150 gramos y 10 kilogramos.
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MATERIALES Y METODOS

Los datos utilizados en este estudio se obtuvieron a través de 24 muestreos mensuales
desde enero de 2005 a diciembre de 2006, en el establecimiento “La Luisiana”, Dean Funes,
para A. neumanni, y en los establecimientos “Los Socavones” y “La Esperanza”, Quilino, para A.
parvum.

Para la captura de roedores se emplearon en cada sitio de muestreo 100 trampas de
captura viva tipo Sherman (24 x 9 x 8 cm) (Figura 2.1) cebadas con alimento balanceado para
cobayos separadas unas de otras por aproximadamente 5 m y ubicadas en dos transectas
lineales de 50 trampas cada una, y 50 trampas de captura viva tipo Tomahawk (40 x 15 x 15 cm)
(Figura 2.2) cebadas con zanahorias, dispuestas en 10 estaciones de muestreo de 5 trampas
cada una. Las transectas y estaciones de muestreo se colocaron en ambientes frecuentados por
bovinos, y permanecieron activadas por 48 horas, siendo revisadas por la manana entre las 7 y
las 9 horas, y por la tarde entre las 17 y 19 horas.

Debido a que los roedores pequefios (Cricetidae y Muridae) son reconocidos transmisores
de enfermedades potencialmente letales para los humanos como fiebre hemorragica y sindrome
de deficiencia pulmonar por hantavirurs (Mills et al. 1991; Calderdn et al. 1999), el procesamiento
en el campo de los mismos se hizo siguiendo el protocolo de seguridad descrito por Mills et al.
(1995). Una vez capturados, estos roedores fueron sacrificados mediante la inhalacién de una
dosis letal de éter sulfurico, depositados individualmente en bolsas de nylon con alcohol 96% vy
transportados al laboratorio para examinarlos bajo lupa binocular en busca de garrapatas. Los
roedores de tamafio mediano (Caviidae: Caviinae) fueron procesados de distinta manera. Todos
los ejemplares se examinaron, determinaron y sexaron en el campo (Figura 2.3), y
posteriormente fueron liberados en el mismo sitio de captura. Para evitar la subestimacion del
numero de garrapatas colectadas sobre estos roedores, a todos aquellos que fueron capturados,
examinados y liberados el primer dia, se los marcé con un corte de pelo en el lomo, siendo

liberados sin examinarlos en el caso en que fueran nuevamente capturados el segundo dia.
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Las aves se capturaron utilizando trampas-jaula, se examinaron en busca de garrapatas y
determinaron en el campo y luego se liberaron. Eventualmente, un numero limitado de aquellas
especies de aves abundantes en el area de estudio no propensas a ser apresadas con el método
descrito se capturaron con el uso de armas de fuego. Adicionalmente, otros mamiferos
silvestres, reptiles y anfibios capturados ocasionalmente durante los muestreos también fueron
revisados antes de ser liberados.

La actividad de los subadultos de A. neumanni y A. parvum sobre la vegetacién fue
medida con el método descrito por Schulze et al. (1997). Dos transectas de 500 metros fueron
recorridas por el mismo operador cubierto con un overol de color claro. Cada 50 metros se
colectaron las garrapatas halladas sobre el overol y se depositaron en alcohol 96% para su
posterior identificaciéon en el laboratorio, registrandose para cada una la altura a la que se
encontraban (questing height). Este método fue seleccionado debido al tipo de vegetacion
xerdfila dominante en el sitio de estudio, la cual dificulta el uso de otros métodos como el flagging
0 dragging (ver descripcion detallada de estos métodos en capitulo 6). Otras de las ventajas de
aplicar esta metodologia es que facilita la colecta de garrapatas dentro de areas forestadas y a
través de un plano vertical, permitiendo asi el registro de la altura de la ubicaciéon sobre la
vegetacion.

Los roedores de la familia Cricetidae fueron determinados por el Dr. U. F. J. Pardifias
(CENPAT-CONICET), y los roedores de las familias Caviidae y Muridae fueron determinados por
el tesista siguiendo a Redford y Eisenberg (1992) y Diaz (2000). La clasificacién taxonémica de
los roedores se hizo de acuerdo al esquema propuesto por Barquez et al. (2006), y el del resto
de los mamiferos segun Wilson y Reeder (2005). Las aves se determinaron siguiendo a Narosky
e Yzurieta (2003) y la clasificacion taxondmica se hizo segun el esquema de Dickinson (2003).

Una vez por mes, tanto en Dean Funes como en Quilino, se revisaron 5 bovinos (hembras
de 3 a 5 afios de edad) elegidos al azar del mismo sitio donde se llevaron a cabo los muestreos
de roedores y aves utilizando la técnica universal de la estimacién cuantitativa del nimero de
garrapatas presentes sobre uno de los lados de los bovinos. En Quilino, complementariamente,

también se juzgoé necesario el examen de 5 caprinos (hembras de 2 a 4 afios de edad) por mes,
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pues los antecedentes indican que su infestacién con A. parvum es usual, y en ocasiones incluso
mayor que la de los bovinos. Para el analisis estadistico el numero de garrapatas obtenidas de
cada bovino o caprino fue duplicado.

Las larvas y ninfas de A. neumanni se determinaron siguiendo las descripciones de
Estrada-Peina et al. (1993, 2005a), y las de A. parvum siguiendo la descripcién de Guglielmone
et al. (1990a) y la redescripcion presentada en el apéndice | de este trabajo. Todas las larvas y
ninfas ingurgitadas que se colectaron sobre los hospedadores examinados se pesaron y
mantuvieron en el laboratorio a 27° y 25° C, 80-83 % de humedad relativa, en un fotoperiodo de
12 horas luz-12 horas oscuridad, para obtener la muda hacia ninfas y adultos, respectivamente, y
facilitar asi su identificacion. Con ello se obtuvieron de cada espécimen ingurgitado expuesto a
las condiciones mencionadas el periodo de premuda y el porcentaje de muda para el conjunto de
larvas y ninfas.

Para confirmar las determinaciones taxondmicas realizadas con las técnicas
convencionales antes mencionadas, se extrajo y amplificé con el uso de la técnica de PCR el
ADN de especimenes inmaduros y adultos representativos de ambas especies. Con el ADN
extraido de cada garrapata se llevd a cabo la secuenciacion de un fragmento de
aproximadamente 460 pares de bases del gen mitocondrial 16S, el cual ha sido usado
extensivamente para la determinacion a nivel especifico en este taxdon (Caporale et al. 1995;
Norris et al. 1996, 1997; Crosbie et al. 1998; McDiarmid et al. 2000; Guglielmone et al. 2003 b;
Ushijima et al. 2003; Guglielmone et al. 2004; Nava et al. 2004; Superina et al. 2004; Petney et
al. 2004 a; Estrada-Pena 2005 a; Venzal et al. 2005; Guglielmone et al. 2006 b; Nava et al. 2006
a, 2008 b)5. La metodologia para la extraccion, amplificacién y secuenciacion del ADN es
descrita detalladamente en el capitulo 1. Las secuencias obtenidas se compararon entre si y con
aquellas depositadas en el GenBank. Usando el programa MEGA versién 4.0 (Tamura et al.
2007), se construyd una matriz de divergencia con el modelo de Tamura-Nei excluyendo las

posiciones con gaps entre los pares de secuencias para exponer las diferencias en la

°En los trabajos mencionados que incluyeron en sus analisis especies de Amblyomma, las

diferencias intraespecifica entre las secuencias nucleotidicas nunca fueron superiores al 2%.
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composicion de nucleétidos de las secuencias del fragmento del gen 16S de cada garrapata
analizada.

En el analisis ecoldgico, las aves se agruparon de acuerdo al uso espacial de cada
especie considerando los gremios troficos a los que pertenecen: 1) Gremio tréfico: follaje (F), 2)
Gremio trofico: suelo en areas abiertas (AA), 3) Gremio trofico: suelo en areas forestadas (AF).
Para esto se utilizd la informacién contenida en Marone (1992), Beltzer (1995), Areskoug (2001),
Lopez de Casenave (2001), Milesi et al. (2002) y por observaciones del tesista.

Para cada tipo de hospedador infestado se calculd el porcentaje de la prevalencia [P=
(numero de hospedadores parasitados con una especie de parasito/nimero de hospedadores
examinados) x 100], la abundancia media (AM= numero total de individuos de una especie de
garrapata/ numero de total de hospedadores examinados) (Bush et al. 1997). Debido a que el
desvio estandar no es informativo en las distribuciones agregadas (Rdézsa et al. 2000), se
indicaron los intervalos de confianza bootstrap del 95% para las abundancias medias. El grado
de agregacion de los parasitos sobre sus hospedadores se estimo con el parametro k, el cual es
un indice inverso de agregacion, o sea, cuanto mas agregada es la distribucién menor es k
(Krebs 1999), y con el indice de discrepancia (D) (Poulin 1993):

D =1—[2(n)/xN(N + 1)]

donde n es el numero total de parasitos en todos lo hospedadores, N es el numero total de
hospedadores y x es la abundancia media. El indice de discrepancia es el grado en el que la
distribucion observada de los parasitos entre las poblaciones de hospedadores difiere de una
distribucion hipotética en la cual cada hospedador tiene el mismo numero de parasitos, siendo
directamente relacionado al nivel de agregacion (Poulin 1996). Cuando D es 0, la agregacién es
nula (todos los hospedadores con igual nivel de infestacién), y cuando D es 1 la agregacion es
completa (todos los miembros de una poblacidon de parasitos sobre un mismo individuo de la
especie hospedadora). Las prevalencias se compararon con la prueba de Chi-cuadrado vy la
abundancia de garrapatas con el Bootstrap 2-sample t-test con 2000 réplicas. Los indices y
pruebas mencionadas se calcularon con el programa QUANTITATIVE PARASITOLOGY 2.0

(Rozsa et al. 2000, Reiczigel y Rézsa 2001). El U- test de Mann-Whitney se us6 para evaluar la
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significacion de la diferencia en la altura sobre la vegetacion (questing height) de larvas y ninfas
de las dos especies. Las diferencias entre las medias de los pesos de ingurgitamiento y periodos
de premuda de las ninfas que mudaron a machos y a hembras se analizaron con la prueba t de
Student con un umbral de significacion a = 0,010. La relacién de estos parametros con la

temperatura y el fotoperiodo se analiza en el capitulo 5.
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Figura 2.1. Trampa de captura viva tipo Sherman (24 x 9 x 8 cm).
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Figura 2.3. Ejemplares de Galea musteloides examinados en el campo antes de ser liberados




71

RESULTADOS

Las diferencias intraespecificas entre las secuencias del gen mitocondrial 16S obtenidas a
partir de especimenes representativos de larvas, ninfas y adultos de A. neumanni y A. parvum, y
con aquellas depositadas para cada especie en el GenBank, nunca superaron el 0,5 % en A.
neumanni (0-0,5 %) y el 1,1 % en A. parvum (0-1,1%) (Tablas 2.1 y 2.2). De esta manera, la
determinacion con el uso de ADN coincidié con el diagndstico taxonédmico convencional en base
a caracteres morfolégicos. Las secuencias alineadas de A. neumanni se presentan en la figura
2.4 ylas de A. parvum en la figura 2.5.

En Dean Funes se capturaron un total de 216 roedores pertenecientes a 7 especies y 3
familias, y 203 aves de 30 especies y 15 familias. El numero y especies de roedores y aves
capturados y examinados se detallan en la tabla 2.3. De los 216 roedores, 64 fueron roedores
medianos (Caviidae) y 152 roedores pequefios (Cricetidae, Muridae). En el grupo F estuvieron
representadas 26 aves, en el grupo AA 94 y el grupo AF 83. El numero de especimenes de
ambos grupos capturados cada mes se muestra en las figuras 2.6 y 2.7. Adicionalmente, se
examinaron 7 anfibios [Bufo arenarum (Hensel, 1867) (Bufonidae)], 27 reptiles [11 Liolaemus
darwini (Bell, 1843), 5 Tropidurus sp. (Tropiduridae), 6 Tupinambis teguixin (Linnaeus, 1758)
(Teiidae), 3 Bothrops alternatus Duméril, Bibron y Duméril, 1854 (Viperidae) y 2 Lystrophis sp.
(Colubridae)], y otro mamifero, Chaetophractus villosus (Desmarest, 1804) (Dasypodidae). En
ninguno de estos hospedadores se encontraron larvas y ninfas de A. neumanni. Sin embargo,
una importante infestacion con preimagos de A. tigrinum se registré en roedores y aves (ver
apéndice lll), y se encontré un macho de A. pseudoconcolor sobre el dasipodido C. villosus.

Aparte de 15 ninfas y 22 larvas encontradas sobre 5 equinos, estos estadios de A.
neumanni sélo se colectaron sobre bovinos y la vegetacion. La infestacion de larvas sobre los
bovinos (n = 120) tuvo una prevalencia de 36,7%, una AM = 21,1 (13,4-32,2), D = 0,856 y k =
0,08. Considerando unicamente los meses donde se concentrd la infestacién (abril a junio; n
bovinos = 30), la prevalencia fue 100%, la AM fue 89,1 (65,1-118,9), el D = 0,449 y k = 1,01.
Para las ninfas (n bovinos = 120), la prevalencia fue 46,7%, la AM = 17,5 (11,9-26,1), el D =

0,806 y k = 0,13. En los meses donde ocurrié la infestacion con ninfas (mayo a septiembre; n
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bovinos = 50) la prevalencia fue 92.0%, la AM = 39,8 (28,5-59,9), D = 0,589 y k = 0,64. Estos
parametros y las respectivas significancias estadisticas de las diferencias se resumen en la tabla
2.4. Los valores de la infestacion mensual son detallados y analizados en el capitulo 4. La altura
media a la que las larvas (n = 993) esperan a su hospedador en la vegetacion fue 32,5 £ 17,8 cm
(rango = 7-65 cm), y la de las ninfas (n = 1173) 36,7 £ 26,7 cm (rango = 8-80 cm). La diferencia
entre la altura en la vegetacion (questing height) de larvas y ninfas no fue significativa (U-test de
Mann-Whitney, P = 0,73).

Un total de 274 roedores pertenecientes a 2 familias y 5 especies, y 200 aves de 10
familias y 24 especies, se capturaron en Quilino (Tabla 2.3). Los roedores medianos (Caviidae)
fueron 156 y los pequefios (Cricetidae) 118. El nimero de aves capturadas del grupo F fue 30, el
del AA 52, y el del grupo AF 118. El numero de roedores y aves examinados cada mes se
muestra en las figuras 2.8 y 2.9. También se examiné a 47 individuos de las siguientes especies:
8 anfibios [5 B. arenarum (Bufonidae), 2 Odontoprhynus sp.y 1 Pleurodema tucumana Parker,
1927 (Leptodactylidae)], 35 reptiles [13 L. darwini, 10 Tropidurus sp. (Tropiduridae), 3 T. teguixin
(Teiidae), 1 Boa constrictor Philippi, 1873 (Boidae), 1 B. alternatus, 2 Bothrops neuwiedii Cope,
1862, 2 Crotalus durissus (Laurenti, 1768) (Viperidae), 2 Lystrophis sp. (Colubridae) y 1
Chelonidis chilensis (Gray, 1870) (Testudinidae)], y 5 mamiferos [1 D. albiventris, 1 Thylamys
elegans (Waterhouse, 1839) (Didelphidae), 2 C. villosus (Dasypodidae) y 1 Conepatus chinga
(Molina, 1782) (Mephitidae)].

Machos y hembras de Amblyomma argentinae Neumann, 1905 fueron colectados sobre
B. constrictor y C. chilensis, y al igual que en Dean Funes, un importante numero de roedores y
aves estuvo parasitado por estadios inmaduros de A. tigrinum (ver apéndice Ill). Sesenta y dos
larvas de Ornithodoros sp. se colectaron sobre 19 Graomys centralis (Thomas, 1902).

Con la excepcién de una larva sobre un Sicalis flaveola P.L. Sclater, 1872, de 2 larvas
sobre Saltatricula multicolor (Burmeister, 1860), de 3 larvas sobre G. centralis, y de una ninfa
detectada sobre S. multicolor, todas las colectas de larvas y ninfas de A. parvum se hicieron
sobre el roedor de la familia Caviidae Galea musteloides Meyen, 1832 (99,9 % del total de larvas
y 99,9 % del total de ninfas). No se encontr6 ningun preimago de esta garrapata en la vegetacion
con el método de Schulze et al. (1997) y tampoco sobre los bovinos, caprinos y demas animales

examinados.
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La cuantificacién de la infestacion con larvas de A. parvum sobre G. musteloides (n = 156)
arrojé una prevalencia de 30,8%, una AM de 6,6 (4,3-10,5), D = 0,88 y k = 0,08. En los meses
donde se concentré la infestacion (abril a junio; n G. musteloides = 47) la prevalencia fue 80,9%,
la AM = 20,9 (14,2-32,1), el D = 0,64 y k = 0,44. La prevalencia de ninfas fue 41,7%, la AM = 5,3
(3,5-7,4), D=0,80 y k= 0,15 (n G. musteloides = 156). Considerando sélo los meses donde se
presentd la infestacion (junio a septiembre; n G. musteloides = 62), la prevalencia de ninfas fue
88,7%, la AM =127 (9,6-16,6), D = 0,54 y k = 0,73. En la tabla 2.4 se exhiben la significancias
estadisticas de las diferencias entre cada parametro. Los valores de la infestacién mensual se
muestran y analizan en el capitulo 4.

En las hembras de G. musteloides (n = 79) la prevalencia de larvas de A. parvum fue del
34,2% y la AM = 9,0 (4,9-15,8), y en los machos (n = 77) la prevalencia fue del 27,3% y la AM =
4,12 (2,1-8,2). No hubo diferencias significativas entre las prevalencias (P = 0,35) y las
abundancias medias (t = 1,62; P = 0,10) de los dos sexos. Con respecto a las ninfas, tampoco
hubo significacion estadistica en la diferencia entre prevalencias (P = 0,97) y abundancias
medias (t = 0,61; P = 0,55) de hembras [(P =41,8%; AM = 5,7 (3,7-8,4)] y machos [P = 41,6%;
AM =47 (2,9-8,3)]. Cuando se compararon unicamente los machos y hembras de G. musteloides
infestados, tampoco hubo diferencias significativas entre las abundancias medias de larvas (t =
1,40; P = 0,15) y ninfas (t = 0,72; P = 0,47).

Los pesos de ingurgitamiento, periodos de premuda y porcentaje de especimenes que
lograron mudar de larvas y ninfas de A. neumanni y A. parvum, a 27°C y 25°C, se muestran en
las tablas 2.5 a 2.8, junto con los resultados obtenidos para esos parametros por Aguirre et al.
(1999) para A. neumanni y por Guglielmone et al. (1991) para A. parvum. Se detectaron
diferencias significativas (P< 0,01) entre los pesos de ingurgitamiento de las ninfas que mudaron

a machos y a hembras para las dos especies, pero no para los periodos de premuda.
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Tabla 2.3. Numero y especies de roedores y aves capturados y examinados en Dean Funes y Quilino.

HOSPEDADORES n Dean Funes n Quilino
Roedores

Caviidae

Galea musteloides Meyen, 1832 64 156
Cricetidae

Akodon dolores Thomas, 1916 63 27
Calomys cf. C. laucha- C. musculinus 25 1
Calomys venustus (Thomas, 1894) 32 7
Graomys centralis* (Thomas, 1902) 17 83
Necromys lasiurus™* (Lund, 1840) 11 0
Oligoryzomys sp. 2 0
Muridae

Rattus rattus (Linnaeus, 1758) 2 0
TOTAL ROEDORES 216 274
Aves

1) Follaje***

Accipitridae

Accipiter striatus (Kaup, 1850) 2 0
Emberizidae

Poospiza torquata Todd, 1922 3 7
Picidae

Picoides mixtus (Wetmore, 1922) 1 2
Psittacidae

Myiopsitta monachus (Vieillot, 1818) 14 12
Thraupidae

Thraupis bonariensis Brodkorb, 1938 0 2
Tyrannidae

Empidonomus aurantioatrocristatus (d"Orbigny & Lafresnaye, 1837) 0 7
Elaenia albiceps Hellmayr, 1927 1 0
Pitangus sulphuratus Todd, 1952 3 0
Mimidae

Mimus saturninus (Gould, 1836) 1 0
Vireonidae

Cyclarhis gujanensis (Vieillot, 1822) 1 0
2) Suelo en areas abiertas***

Columbidae

Columba maculosa Sclater & Salvin, 1876 1 1
Columbina picui (Temminck, 1813) 45 20
Zenaida auriculata (Des Murs, 1847) 6 7
Cuculidae

Guira guira (J.F. Gmelin, 1788) 3 10
Emberizidae

Sicalis flaveola P.L. Sclater, 1872 9 7
Sicalis luteola (Meyen, 1834) 8 1
Icteridae

Molothrus bonariensis (J.F. Gmelin, 1789) 30 6
Tyrannidae

Machetornis rixosa (Vieillot, 1819) 2 0
3) Suelo en areas forestadas***

Cardinalidae

Saltator aurantiirostris Vieillot, 1817 5 7
Emberizidae

Aimophila strigiceps (Hellmayr, 1912) 1 5

75



Cont. Tabla 2.3

Coryphospingus cucullatus (Swainson, 1825)
Lophospingus pusillus (Burmeister, 1860)
Saltatricula multicolor (Burmeister, 1860)
Zonotrichia capensis (Todd, 1915)
Furnariidae

Asthenes sp.

Coryphistera allaudina Burmeister, 1860
Furnarius cristatus Burmeister, 1888
Furnarius rufus (J.F Gmelin, 1788)
Pseudoseisura lophotes Parkes, 1960
Polioptilidae

Polioptila dumicola (Vieillot, 1817)
Troglodytidae

Troglodytes aedon Berlepsch & Leverkuhn, 1890

Tynamidae

Eudromia elegans Olrog, 1959
Nothura maculosa Conover, 1950
TOTAL AVES

TOTAL HOSPEDADORES

203
419

76

11
21
41

NN N

200
474

* G. centralis es morfolégicamente indistinguible de Graomys griseoflavus Waterhouse 1837. Theiler y Blanco

(1996) afirman que el cariomorfo 2n = 42 de Cérdoba es una especie criptica separada del complejo G.

griseoflavus (2n = 38-36). Tras considerar los andlisis de los cariotipos de ejemplares colectados en Dean Funes

(2n = 41) (Catanesi et al. 2006) y la evidencia adicional que aporta la escasa distancia geografica entre Dean

Funes y Quilino con la localidad tipo de G. centralis, Cruz del Eje, provincia de Cérdoba, se decidié identificar por

parsimonia a los ejemplares del género Graomys capturados en este estudio como G. centralis.

** Necromys lasiurus segun D’Elia et al. (2008). En Wilson y Reeder (2005) y Barquez et al. (2006) como N.

benefactus.

*** Agrupacion de acuerdo al uso espacial considerando los gremios tréficos a los que pertenece cada especie
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Tabla 2.5. Pardmetros biolégicos (media £ DS) de larvas de Amblyomma neumanni

alimentadas sobre bovinos y conejos.

Larvas 27+1°* Larvas 25%1°* Larvas 27%1° **

Peso de ingurgitamiento (mg) 1,20 + 0,16 0,96 + 0,22 0,72 +£0,20
Periodo de premuda (dias) 15,19+ 1,76 12,54 + 1,93 16,4 + 2.55
Porcentaje de larvas que mudaron 81,2 % 79,9% 77,8%

* Alimentadas sobre bovinos bajo condiciones de campo (este estudio)

**Alimentadas sobre conejos bajo condiciones de laboratorio (Aguirre et al. 1999)

Tabla 2.6. Parametros biolégicos (media £ DS) de ninfas de Amblyomma neumanni
alimentadas sobre bovinos y conejos. Los niumeros que no comparten superindices

son significativamente diferentes (P< 0,01).

Ninfas 27+1°* Ninfas 25%1°* Ninfas 27+£1° **

Peso de ingurgitamiento (mg) ©011,75+2,42° Q11,76 +£328° ©8,1+234°
3 901+£158" & 920+1,77° 36.0+234°

Periodo de premuda (dias) ©20,25+5,11° Q19,56 +1,58° ¢ 22.8+2,74°
421,50 +£6,25% 20,00 +1,86° & 22,9+3.05°

Porcentaje de ninfas que mudaron 95,6 % 82,1% 93,5%

* Alimentadas sobre bovinos bajo condiciones de campo (este estudio)

**Alimentadas sobre conejos bajo condiciones de laboratorio (Aguirre et al. 1999).
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Tabla 2.7. Pardmetros biolégicos (media £ DS) de larvas de Amblyomma parvum

alimentadas sobre Galea musteloides y conejos.

Larvas 27£1°* Larvas 25%1°* Larvas 27%1° **

Peso de ingurgitamiento (mg) 0,40 £ 0,05 0,36 £ 0,07 0,53+ 0,06
Periodo de premuda (dias) 11,66 £ 0,70 14,53 £ 0,86 10,9+ 1.17
Porcentaje de larvas que mudaron 88,8 % 90,1% 97,6%

* Alimentadas sobre G. musteloides bajo condiciones de campo (este estudio)

** Alimentadas sobre conejos bajo condiciones de laboratorio (Guglielmone et al. 1991)

Tabla 2.8. Parametros bioldgicos (media £ DS) de ninfas de Amblyomma parvum
alimentadas sobre Galea musteloides y conejos. Los numeros que no comparten

superindices son significativamente diferentes (P< 0,01).

Ninfas 271°* Ninfas 2521°* Ninfas 27+£1° **

Peso de ingurgitamiento (mg) 06,43+167° 26,24+181° ©6,8+0,69°
3260£0,92° 3212£0,19° J3,2+0,.29°

Periodo de premuda (dias) ©16,08+0,51° 920,14 +2,03* Q17,6+ 1,42°
315,94 +0,74° 318,00+ 2,000 3182+1,41°

Porcentaje de ninfas que mudaron 85,7 % 94,3% 93,5%

* Alimentadas sobre G. musteloides bajo condiciones de campo (este estudio)

** Alimentadas sobre conejos bajo condiciones de laboratorio (Guglielmone et al. 1991).
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Figura 2.4. Alineamiento de las secuencias del gen mitocondrial 16S obtenidas de larvas, ninfas y adultos de
Amblyomma neumanni colectados en Dean Funes. Los niumeros en negrita indican la posicion en el alineamiento.
AY498560 corresponde a la secuencia de un espécimen de A. neumanni depositada en el GenBank (Estrada-

Pena et al. 2005 a).

5 15 25 35 45 55

ADULTO1 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
ADULTO2 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
NINFA1  TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
NINFA2  TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
LARVA1 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
LARVA2 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
LARVA3 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
NINFA3  TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
AY498560 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA

65 75 85 95 105 115

ADULTO1 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
ADULTO2 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
NINFA1 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
NINFA2 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
LARVA1  CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
LARVA2  CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
LARVA3  CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
NINFA3 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
AY498560 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA

125 135 145 155 165 175

ADULTO1 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTAAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ADULTO2 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
NINFA1 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
NINFA2 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
LARVA1 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
LARVA2 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
LARVA3 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
NINFA3 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
AY498560 ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC

185 195 205 215 225 235

ADULTO1 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
ADULTO2 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
NINFA1 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
NINFA2 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
LARVA1 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
LARVA2 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
LARVA3 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
NINFA3 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
AY498560 TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT



Figura 2.4 (continuacion).

ADULTO1
ADULTO2
NINFA1
NINFA2
LARVA1
LARVA2
LARVA3
NINFA3
AY498560

ADULTO1
ADULTO2
NINFA1
NINFA2
LARVA1
LARVA2
LARVA3
NINFA3
AY498560

ADULTO1
ADULTO2
NINFA1
NINFA2
LARVA1
LARVA2
LARVA3
NINFA3
AY498560

245 255 265 275 285 295

ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT ATTACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT

305 315 325 335 345 355

AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA

365 375 385 395

ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AGTTTGTTCA CTTTAA
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Figura 2.5. Alineamiento de las secuencias del gen mitocondrial 16S obtenidas de larvas, ninfas y adultos de

Amblyomma parvum colectados en Quilino. Los nimeros en negrita indican la posicion en el alineamiento.

5 15 25 35 45 55
LARVA1 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG
LARVA2 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG
LARVA3 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG
LARVA4 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG
NINFA1 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG
NINFA2 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG
NINFA3 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG
NINFA4 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG

ADULTO1  -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG
ADULTO2 -GCTCAATGA TTTTTTAAAT TGCTGTGGTA TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGG

65 75 85 95 105 115

LARVA1 TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
LARVA2 TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
LARVA3 TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
LARVA4 TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
NINFA1 TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
NINFA2 TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
NINFA3 TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
NINFA4 TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
ADULTO1  TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT
ADULTO2  TTTTAATTGA ATGCTAAAAG AATGAATATA CAGAAAATAA CTTTTTTGGT CTTAATTATT

125 135 145 155 165 175

LARVA1 GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
LARVA2 GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
LARVA3 GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
LARVA4 GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
NINFA1 GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
NINFA2 GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
NINFA3 GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
NINFA4 GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
ADULTO1  GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA
ADULTO2  GAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA ATTTAAATTA TGGACAAGAA GACCCTAAGA

185 195 205 215 225 235

LARVA1 ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAATCT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
LARVA2 ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAGTTT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
LARVA3 ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAGTTT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
LARVA4 ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAATCT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
NINFA1 ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAGTTT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
NINFA2 ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAGTTT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
NINFA3 ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAGTTT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
NINFA4 ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAATCT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
ADULTO1  ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAGTTT TTTTAATTGG GGCGATTAAT
ADULTO2  ATTTTACAAA ATTAATTATT CTATATGAAT TAATAAATCT TTTTAATTGG GGCGATTAAT



Figura 2.5 (continuacion).

LARVA1
LARVA2
LARVA3
LARVA4
NINFA1
NINFA2
NINFA3
NINFA4
ADULTO1
ADULTO2

LARVA1
LARVA2
LARVA3
LARVA4
NINFA1
NINFA2
NINFA3
NINFA4
ADULTO1
ADULTO2

LARVA1
LARVA2
LARVA3
LARVA4
NINFA1
NINFA2
NINFA3
NINFA4
ADULTO1
ADULTO2

LARVA1
LARVA2
LARVA3
LARVA4
NINFA1
NINFA2
NINFA3
NINFA4
ADULTO1
ADULTO2

245 255 265 275 285 295
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA A -GAACCGTT AATAACGGCC GTTTGAAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA AAGAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA AAGAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA A -GAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA AAGAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA AAGAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA AAGAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA A -GAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA AAGAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA
TAAAATTACA AACTTTTTTA GTTTTTAAAA A -GAACCGTT AATAACGGCC GTTTGGAAAA

305 315 325 335 345 355

AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AAATACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG
AA -TACTCTA GGGATAACAG CGTAATAATT TTTGATAGTT CATATTGACA AAGTAGTTTG

365 375 385 395 405 415

CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTTT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTTT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTAT TAATGAAGAA GTTAAAATAAAAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTTT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTTT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTTT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTTT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTTT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTAT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT
CGACCTCGAT GTTGGATTAG GATATTTTTT TAATGAAGAA GTTAAAATAA AAAGTTTGTT

425 435 445

CAACTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAACTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAGCTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAACTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAACTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAACTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAACTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAACTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAGCTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
CAACTTTTAA ACTCCTACTT GATCTGAGTT C
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Figura 2.6. Numero de roedores capturados y examinados mensualmente en Dean Funes entre enero de 2005 y

diciembre de 2006.
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Figura 2.7. Numero de aves capturadas y examinadas mensualmente en Dean Funes entre enero de 2005 y

diciembre de 2006.
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Figura 2.8. Numero de roedores capturados y examinados mensualmente en Quilino entre enero de 2005 y

diciembre de 2006.
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Figura 2.9. Numero de aves capturados y examinados mensualmente en Quilino entre enero de 2005 y diciembre

de 2006.
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Figura 2.10. Imagenes de Galea musteloides (Caviidae: Caviinae), el hospedador de larvas y ninfas de

Amblyomma parvum en Quilino, provincia de Cérdoba.
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DISCUSION

Amblyomma neumanni

De los resultados se desprende que los bovinos pueden sustentar el ciclo completo de A.
neumanni al ser los hospedadores principales para sus larvas y ninfas, ademas del ya
reconocido rol como hospedadores de los adultos. El estudio realizado indica no sélo que los
estadios inmaduros de A. neumanni no dependen de roedores silvestres y aves para su
supervivencia, como fue planteado en la hipotesis, si no que estos tampoco actuarian como
hospedadores alternativos, considerando el hecho de que ni una sola larva o ninfa se colecté
sobre los roedores y aves examinados, aun cuando los meses de mayor captura para los dos
grupos (Figuras 2.6 y 2.7) coincidieron con los meses donde larvas y ninfas fueron detectados en
el ambiente (de abril a julio para larvas y de mayo a noviembre para ninfas). No se puede aducir
un sesgo en el muestreo de roedores y aves como una posible causa de la ausencia de larvas y
ninfas, porque con las preferencias ecoldgicas de cada especie capturada se pueden abarcar
todos los matices ambientales del area de estudio. Los roedores Akodon dolores Thomas, 1916,
Calomys venustus (Thomas, 1894), Necromys lasiurus (Lund, 1840) y Calomys cf. C. laucha-C.
musculinus son dominantes en ambientes de pastizales con alta cobertura y en los bordes de los
cercos de los potreros con pasturas, G. centralis frecuenta las zonas forestadas en espacios
préximos a rocas y vegetacién lefiosa, y G .musteloides estd asociado a pastizales con buena
cobertura, a los bordes de caminos y cercos (Polop et al. 1985; Mills et al. 1991; Redford y
Eisenberg 1992; Polop y Sabattini 1993; Priotto et al. 2002; Castellarini et al. 2003; Altrichter et
al. 2004; Barquez et al. 2006). Entre las aves, se examinaron especies de los tres principales
estratos (Tabla 2.3).

Las garrapatas pueden encontrar a su hospedador orientandose activamente hacia a él o
de forma pasiva al poseer preferencias hacia microhabitats particulares (Shaw et al. 2003),
estableciendo su distribucion dentro de una unidad ambiental determinada. La evidencia del
registro de la altura media de larvas (32,5 + 17,8 cm) y ninfas (36,7 + 26,7 cm) de A. neumanni

sobre la vegetacién, demuestra que estdn esperando para acceder a hospedadores de mayor
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tamano que los roedores pequefios o medianos y las aves, a los cuales tendrian acceso si
tuvieran habitos nidicolas o si aguardaran a su hospedador a nivel del suelo. Asi, esas medidas
de questing height les permiten acceder a mamiferos tales como artiodactilos y perisodactilos. La
relacion del questing height de garrapatas con el tamafio del hospedador principal en un area ha
sido comprobada para varias especies de estos ectoparasitos (Tsunoda y Tatsuzawa 2004
Tsunoda 2007), respondiendo a un patron de comportamiento generalizado dentro del grupo.
Los artiodactilos de las familias Cervidae, Camelidae y Tayassuidae estuvieron bien
representados desde el Pleistoceno en Sudamérica (Redford y Eisenberg 1992; Menégaz y Ortiz
Jaureguizar 1995), pero en el presente el ganado bovino representa la masa mas importante de
mamiferos de tamafio grande en la regién, y los Unicos artiodactilos silvestres establecidos en el
area son M. guazoubira (Cervidae) y P. tajacu (Tayassuidae) (Morando y Polop 1997), ambos
con poblaciones muy reducidas. Es probable que una o mas especies de esas familias fueran los
hospedadores originales para los preimagos de A. neumanni, y que todos los estadios de esta
garrapata se adaptaron a los bovinos cuando los ungulados silvestres autéctonos comenzaron a
ser desplazados por el ganado introducido por el hombre alrededor de 400 afios atras. Suman
evidencia a esto los hallazgos en distintas localidades de la Argentina de ninfas de A. neumanni
sobre ungulados silvestres y domésticos como Mazama sp. (Aragao 1936, 1938; Guglilemone y
Hadani, 1981), M. guazoubira (Zerpa et al. 2003), Tayassu sp. (Guglielmone y Hadani, 1981),
caballos, cabras, cerdo doméstico, mulas y ovejas (Aragao 1938; Guglielmone y Hadani, 1981;
este estudio) y de larvas sobre M. guazoubira (Zerpa et al. 2003) y caballos (este estudio).
Aguirre et al. (1999) lograron desarrollar en el laboratorio el ciclo completo de A. neumanni
alimentando larvas, ninfas y hembras sobre conejos y manteniendo las garrapatas ingurgitadas a
27°C, 80-83% de humedad relativa (HR). La comparaciéon (no estadistica) de los pesos de
ingurgitamiento y los periodos de premuda de larvas y ninfas alimentadas naturalmente sobre
bovinos a 27°C o 25°C y 80-83% HR, indicarian que las garrapatas alimentadas sobre los
bovinos tuvieron un mejor desempefo a juzgar por los mayores valores de ingurgitamiento y
menor periodo de premuda. De ello se infiere que los bovinos son hospedadores apropiados

para A. neumanni en todos sus estadios parasitos.
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De lo referido anteriormente se concluye que A. neumanni tiene un ciclo sustituto, donde
los tres estadios pueden desarrollarse con éxito alimentandose sobre hospedadores introducidos
en su habitat como son los bovinos y, como propuso Guglielmone et al. (1990 b), en condiciones
ambientales favorables esta especie puede actualmente sobrevivir y mantener sus poblaciones
con la sola presencia del ganado bovino como potencial hospedador.

Tal vez, la unica evidencia contra lo mencionado es la baja prevalencia y los altos valores
del D de las larvas y ninfas cuando se consideran para el calculo todos los bovinos examinados.
Sin embargo, se debe considerar que tanto larvas como ninfas sélo estan presentes en el
ambiente en determinados meses del afio. Si se calculan la prevalencia, AM, D y k tomandose
los meses en que larvas y ninfas estan activos, se observa que para ambos estadios la
prevalencia y AM alcanzan valores superiores (las diferencias fueron estadisticamente
significativas, P < 0,01), el D muestra bajos niveles de agregacién y el k es mayor al que resulta
cuando se considera la muestra completa (Tabla 2.4). De alli que, cuantificar la carga parasitaria
considerando a todos los hospedadores examinados cuando el parasito tiene una distribucion
temporal restringida a determinados momentos del afio, como en el caso de A. neumanni,

conduce a una distorsion en los valores de la relacion hospedador-parasito.

Amblyomma parvum

La estrategia de A. parvum para la alimentacién de larvas y ninfas es diferente a la de A.
neumanni. Las estadios inmaduros de A. parvum dependen principalmente para su desarrollo del
unico roedor de tamafio mediano establecido en el sitio de estudio, G. musteloides (Figura 2.10),
y en mucha menor medida de pequefios roedores y aves que frecuentan el suelo en areas
forestadas. Ninguna larva o ninfa de A. parvum fue encontrado sobre bovinos, cabras o la
vegetacion. Los subadultos de otras garrapatas neotropicales del género Amblyomma con
comportamientos similares, donde los adultos se alimentan sobre mamiferos de tamafo mediano
a grande y los inmaduros sobre roedores y aves, como son A. tigrinum y A. triste, tampoco son
colectadas de la vegetacion ni de mamiferos de mayor tamafio (Szabd et al. 2007 a; AA

Guglielmone com. pers.), probablemente porque estos estadios esperan a sus hospedadores en
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la vegetacion a un nivel muy cercano al suelo o en sus refugios o nidos. A las mismas
conclusiones llegaron Horak et al. (2002 b) con garrapatas africanas de los géneros
Rhipicephalus y Dermacentor, Bown et al. (2003) con /. trianguliceps en el Paleartico, y Ginsberg
y Zhioua (1996) con la garrapata Neartica /. scapularis, cuyos estadios inmaduros también se
alimentan sobre roedores.

Los parametros biolégicos obtenidos a 27°C y 80-83 % HR de las larvas y ninfas
alimentadas en condiciones de campo en G. musteloides fueron similares a los obtenidos por
Guglielmone et al. (1991), quiénes desarrollaron el ciclo completo de A. parvum alimentado
ambos estadios sobre conejos a las mismas condiciones de temperatura y humedad. La
diferencia mas sustancial se observé con las garrapatas alimentadas en G. musteloides
expuestas a 25°C y 80-83 % HR, que mostraron mayores periodos de premuda que las
alimentadas sobre conejos, un resultado previsible como consecuencia de la exposiciéon a una
temperatura diferente.

Los altos niveles de infestacién y el bajo nivel de agregacion de los subadultos de A.
parvum en G. musteloides coinciden con los obtenidos por Nava et al. (2006 a) para larvas y
ninfas de A. tigrinum en el mismo sitio de estudio (Quilino). Cuando una poblacion de
hospedadores tiende a una distribucion espacial agrupada mas que a una uniforme o al azar, la
agregacion de sus parasitos tiende a ser menor y la prevalencia mayor. Ello es una
consecuencia de la agregacion de los hospedadores, que disminuye las diferencias a la
exposicion entre los miembros que conforman sus poblaciones (Poulin 1998). Galea musteloides
se caracteriza por un sistema promiscuo de apareamiento y por varios periodos diarios de
inactividad durante los cuales todos o casi todos los miembros del grupo, incluidos adultos
(machos y hembras) y juveniles, aguardan juntos en los refugios (Schwarz-Weig y Sachser 1996;
Sachser 1998; Keil et al. 1999). Este comportamiento, que produce momentos de un estrecho
contacto corporal entre los miembros de una poblacion, favorece la agregacion de estos
roedores. Una alta especificidad y prevalencia de parasitos, como ocurre con los inmaduros de
A. parvum en G. musteloides, son propias de mamiferos territoriales, que viven en cuevas,

refugios o nidos, los cuales representan focos ideales de transmision de ectoparasitos entre
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miembros de una misma especie hospedadora y limitan las oportunidades de dicha transmision
entre especies diferentes de hospedadores (Poulin et al. 2006 b). Aunque los rasgos
etoecoldgicos de G. musteloides puedan favorecer el parasitismo por inmaduros de A. parvum,
probablemente también incidan aspectos fisiolégicos e inmunolégicos de este roedor que restan
conocerse, teniendo en cuenta que la segunda especie en abundancia capturada en Quilino, G.
centralis, tiene habitos etoecolégicos similares a G. musteloides y a menudo comparten los nidos
(Rosi 1983; Campos et al. 2001), pero la infestacién del roedor cricétido aparenta ser ocasional
porque solo en 3 de los 83 especimenes examinados de G. centralis se encontaron larvas de A.
parvum. El mayor tamafio de G. musteloides es otro factor que podria tener efecto sobre la
infestacion con estas garrapatas, reparando en los antecedentes que sugieren al tamafio
corporal del hospedador como un determinante fundamental en la afinidad de los ectoparasitos
por el hospedador (Johnson et al. 2005; Bush y Clayton 2006). En cualquier caso son necesarias
investigaciones adicionales para contestar estos interrogantes en relaciéon a A. parvum y otras
especies de garrapatas.

Algunas investigaciones plantean que las cargas de garrapatas en roedores machos
sexualmente maduros son superiores a la de las hembras o machos juveniles, porque los
mismos tienen un area de accion mas amplia, un mayor tamafio corporal y altos niveles de
testosterona, que se ha demostrado disminuye la resistencia innata y adquirida de los roedores a
las garrapatas (Hughes y Randolph 2001; Perkins et al. 2003; Rosa et al. 2006). Los resultados
alcanzados en este trabajo no concuerdan con los de estos autores. La ausencia de diferencias
significativas en la infestacion con larvas y ninfas entre machos y hembras de G. musteloides,
coincide con lo descrito para otras garrapatas neotropicales cuyas larvas y ninfas se alimentan
sobre pequefios y medianos roedores, como [. loricatus e |. pararicinus (Beldoménico et al. 2004,
2005). Esto indica que la influencia del sexo sobre la carga parasitaria no es un patron constante
que se pueda aplicar a todos los sistemas hospedador-parasitos.

El rol de los roedores de la subfamilia Caviinae (Caviidae) como hospedadores para los
subadultos de ixdédidos sudamericanos ha sido escasamente considerado y evaluado. Sin

embargo, recientes investigaciones demostraron que este grupo es relevante para el sustento de
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larvas y ninfas de A. tigrinum (Nava et al. 2006 a), y el presente estudio muestra su importante
contribucion al ciclo de A. parvum. Los hallazgos de inmaduros de [I. longiscutatus, A.
pseudoparvum y A. triste sobre Cavia aperea Erxleben, 1777 (Ivancovich y Luciani 1992; Venzal
et al. 2008 a, b) y de I. longiscutatus sobre Cavia tschudii Fitzinger, 1857 (Venzal et al. 2008 b)
abonan la probabilidad de que roedores de esta subfamilia estén involucrados en los ciclos de
otras especies de garrapatas sudamericanas y plantean la necesidad de enfocar futuros estudios
en esta direccion.

La utilizacion de roedores como hospedadores de larvas y ninfas por parte de A. parvum,
estd en consonancia con el comportamiento descrito en casi todas regiones zoogeograficas
mundiales para numerosas especies de garrapatas de la familia Ixodidae pertenecientes a
distintos géneros, ejemplificado a través de las citas expuestas en la introducciéon de este
capitulo. La estrategia parasitaria de A. parvum consiste en preimagos que se asocian
fuertemente a hospedadores de un determinado grupo taxonémico y adultos que usan un ambito
de hospedadores mas amplio y no limitado a un taxén o a un ndmero restrigido de taxones (ver
tabla 2 de la seccion “Introduccion general”’). Este es un suceso que debe tenerse en cuenta
cuando se realizan estudios sobre el grado de especificidad por el hospedador de una garrapata,
porque muchas especies, como aqui A. parvum, presentan diferentes patrones en la preferencia
por un hospedador de acuerdo al estadio, adulto o inmaduro, que se esté considerando en el
analisis.

La extrapolacidon de los resultados alcanzados en este trabajo, que sefalan a G.
musteloides como el hospedador preferencial y casi exclusivo de los estadios inmaduros de A.
parvum, debe hacerse con cautela. Es conveniente comparar la performance de una poblacion
de parasitos sobre poblaciones simpatricas de sus hospedadores con otras poblaciones
alopatricas de potenciales hospedadores (Kaltz y Shykoff 1998). La interaccién entre un par o
grupos de especies puede diferir a lo largo del paisaje como consecuencia de propiedades
fundamentales que afectan una interaccion tales como diferentes presiones de seleccion, flujo de
genes, deriva génica y extincién o ausencia local de alguna de las poblaciones (Thompson

1999). Algunas interacciones locales pueden constituir puntos coevolutivos bien afianzados,
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exhibiendo una fuerte seleccién reciproca sobre las especies interactuantes, mientras que otras
interacciones locales podrian ser unidades coevolutivas mas deébiles, con la seleccion actuando
solamente sobre una o ninguna de las especies (Thompson 2005). Esto es especialmente
relevante para el caso de A. parvum, porque su distribucion (del sur de México a la Argentina)
excede largamente a la de las especies de Caviinae, una subfamilia formada por 12 especies
exclusivamente sudamericanas (Woods y Kilpatrick 2005). Consecuentemente, son necesarias
investigaciones adicionales para determinar los hospedadores de larvas y ninfas de A. parvum
en otras areas, sobre todo en aquellas ubicadas al norte del limite de la distribucién de los
roedores de esta subfamilia.

Por ultimo, reparando en que los pequefios mamiferos se caracterizan por tener grandes
variaciones en el tamafo de sus poblaciones en una escala temporal (Krasnov et al. 2006), y que
G. musteloides no es una excepcion a este fendmeno ecoldgico (Rood et al. 1972), seria de
interés indagar la respuesta de A. parvum ante una hipotética desaparicion o reduccion

poblacional marcada de los hospedadores principales de sus estadios inmaduros.
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CAPITULO 3

“Distribucion anatémica de Amblyomma neumanni y Amblyomma

parvum sobre sus hospedadores”
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INTRODUCCION

Las fases de busqueda y contacto de un ectoparasito con su hospedador son seguidas por
una seleccion activa de un sitio corporal para fijarse, el cual puede constituir su habitat final
(Balashov 1999; Krasnov et al. 2006). Una proporcidon considerable de ectoparasitos muestran
una predileccion para colonizar determinadas areas corporales de sus hospedadores para fijarse
y alimentarse, y el patrén de distribucion resultante es la consecuencia de una interaccion entre
los parasitos y los hospedadores, la coexistencia entre parasitos y la influencia de factores
extrinsecos e intrinsecos (Marshall 1981; Nilsson 1981; Reiczigel y Rézsa 1998). Entre los
factores inherentes al ectoparasito, se pueden mencionar sus requerimientos de un microhabitat
adecuado para alimentarse y completar la fase parasitica de uno o todos sus estadios,
competencia intra e interespecifica por sitios de fijacion, produccion de feromonas que regulan la
agregacion y fijacion, y procesos densodependientes como cambios en la distribucion de
acuerdo a diferentes densidades de individuos (Nelson et al. 1975; Rechav et al. 1976; Andrews
y Petney 1981; Norval et al. 1989; Hamilton 1992; Ogden et al. 2002; Soneshine 2004; Wertheim
et al. 2005; Braz Louly 2008). Dentro de los factores propios del hospedador que pueden regular
la distribucion anatémica de sus ectoparasitos, se encuentran la respuesta activa al parasitismo
por acicalamiento y la resistencia inmunolégicamente adquirida, produccién de feromonas con
efectos tanto atrayentes como repelentes, variacion de la temperatura corporal, sexo, estatus
reproductivo, estructura del pelaje y del tegumento, y la localizacién y densidad de las glandulas
sebaceas (Nelson et al. 1975; Nilsson 1981; Wikel, 1996; Mooring et al. 1996; Reed et al. 2000;
Wanzala et al. 2004).

El conocimiento de los sitios de fijacion de las garrapatas puede contribuir al disefio de
métodos de control mas efectivos con aplicacién de acaricidas soélo en sitios predeterminados,
minimiza el tiempo de muestreo al limitar la observacién a las areas donde se concentran las
garrapatas y permite una evaluacion mas precisa del numero de éstas sobre un hospedador,
facilitando de esa manera el desarrollo de estudios de dinamica poblacional (Guglielmone 1990;

Fourie y van Zyl 1991; Matthee et al. 1997).
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Trabajos sobre la distribucion anatdmica de las garrapatas sobre sus hospedadores se
han hecho para varios grupos de vertebrados como por ejemplo reptiles (Andrews et al. 1982;
Lane y Loye 1989; Oliver et al. 1993; Andrews y Petney 2007), perros (Jacobs et al. 2001),
roedores (Hussein 1980; Nilsson 1981; Lareschi 2000; Bittencourt y Duarte Rocha 2002) y
humanos (Slaff y Newton 1993; Berglund et al. 1995; Felz y Durden 1999), pero la mayoria de
este tipo de estudios refieren a bovinos, equinos y algunas especies de ungulados silvestres.
Londt et al. (1979) trabajando con distintas especies de garrapatas africanas de bovinos,
describen distintos patrones de distribucién anatémica que varian de acuerdo a la especie y
estadio. Estos autores encuentran que todos los estadios de Rhipicephalus appendiculatus
Neumann, 1901 comparten el mismo sitio de fijacién, estando confinados casi enteramente a la
oreja, mientras que los subadultos e imagos de de Rhipicephalus evertsi Neumann, 1897 y A.
hebraeum muestran una diferenciacién en el uso del espacio corporal. Norval (1975) afirma que
las larvas y ninfas de Haemaphysalis silacea Robinson, 1912 se fijan preferentemente a las
zonas inferiores de los miembros de los artiodactilos, y que machos y hembras apareados se
encuentran en el abdomen, ingle y en la regién perianal, sugiriendo que ese patron se debe a
que las garrapatas acceden al hospedador desde el suelo y no desde la vegetacion. En el mismo
sentido, Stachurski (2000) demostré6 que A. variegatum accede al hospedador por la parte
inferior de los miembros, dirigiéndose con posterioridad hacia sus sitios definitivos de fijacion.
Stachurski y Lancelot (2006) usaron esta informacién para disefiar un método de control con
resultados positivos donde solo se aplica acaricida en la zona inferior de los miembros,
previniendo que las garrapatas accedan a otros sitios del cuerpo y manteniendo la infestacion
con A. variegatum en niveles reducidos. Ixodes rubicundus Neumann, 1904, una garrapata
africana de artiodactilos domésticos y silvestres que se fija principalmente a las areas ventrales
de sus hospedadores, muestra diferencias en el uso relativo de estas zonas acorde a la especie
hospedadora, probablemente en relacién a la estructura fisica del pelaje (Fourie y van Zyl, 1991).
También en Africa, Matthee et al. (1997) refieren a la preferencia de todos los estadios de
Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus (Koch, 1844) para ubicarse en la cabeza, orejas y

miembros del impala Aepyceros melampus Lichtenstein, 1812. Fourie y Kok (1995) y Dioli et al.
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(2001) muestran como distintas especies de garrapatas africanas como Amblyomma gemma
Donitz, 1909, A. variegatum, A. lepidum, Rhipicephalus pravus Donitz, 1910, Rhipicephalus
pulchellus (Gerstacker, 1873), R. evertsi y H. marginatum prefieren los mismas areas anatomicas
de los bovinos y ovinos (inguinal y anaogenital) para fijarse. Benitez et al. (2007) describen que
el mayor numero de especimenes de R. microplus sobre bufalos [Bubalus bubalis (Linnaeus,
1758)] se establecen en la zona inguinal, y lo mismo es relatado por Hudson et al. (2001) para 1.
ricinus sobre el cérvido Capreolus capreolus Linnaeus, 1758. Pinna et al. (2004) estudiaron los
sitios de fijacion de A. cajennense en equinos, y concluyen que los sitios de mayor concentracion
de esta garrapata son las axilas, ubres, perineo, miembros posteriores, cuello y cabeza. Estudios
realizados en Estados Unidos de Norteamérica muestran que el 78% de las hembras de |.
scapularis se fijan a la cabeza, orejas, cuello y axilas de los bovinos, y que los machos estan casi
exclusivamente en la cabeza (Barnard 1981), mientras que los sitios primarios de fijacién de
adultos y ninfas de A. americanum sobre los bovinos son la axila y las regiones inguinal y
perianal, y las orejas y cabeza son los sitios preferidos de las larvas (Barnard et al. 1982, 1989).
Ketchum et al. (2005) hallan el 68 % de las ninfas de A. maculatum fijadas en el area escapular,
lomo y parte superior de la cola de los bovinos analizados, y en Brasil Labruna y Amaku (2006)
encuentran diferencias estadisticas significativas en el ritmo circadiano de desprendimiento de
Dermacentor nitens Neumann, 1897 en equinos entre garrapatas fijadas en diferentes zonas
anatémicas.

Aunque menos numerosos, existen estudios acerca de los sitios de preferencia de
garrapatas inmaduras en roedores. Nilsson (1981) describe la preferencia de las larvas y ninfas
de . ricinus por las orejas y cabeza de los roedores, y un patrén similar presentan en pequefos
roedores los estadios inmaduros de [. trianguliceps en Gran Bretafia y Suecia (Hussein 1980;
Nilsson 1981). En Brasil, Bittencourt y Duarte Rocha (2002) indican una estricta especifidad de
larvas y ninfas de Ixodes sp. por la parte interna del miembro posterior de los roedores
sigmodontinos a los que parasitan, y en Argentina Lareschi (2000) sefala que los sitios
principales de fijaciéon de [. loricatus sobre roedores sigmodontinos son cabeza, cuello y

proximidades de las orejas.
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El objetivo del presente capitulo es conocer la localizacion de todos los estadios parasitos
de A. neumanni y A. parvum en las distintas areas corporales de sus respectivos hospedadores
primordiales en la naturaleza, haciendo hincapié en las preferencias por los diferente sitios y en

la variacion de la distribucion de acuerdo a la estacionalidad y la carga parasitaria.
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MATERIALES Y METODOS

La distribucion anatémica de todos los estadios de A. neumanni se evalu6 en base a la
prospeccién mensual de bovinos entre enero de 2005 y diciembre de 2006 en Dean Funes. Los
bovinos y caprinos examinados mensualmente entre enero de 2005 y diciembre de 2006 en
Quilino se consideraron para conocer la distribucién anatémica de las hembras de A. parvum, y
los ejemplares del roedor G. musteloides capturados durante los dos afios en Quilino fueron
empleados para conocer la distribucion anatomica de los preimagos de A. parvum. La
metodologia utilizada para la captura y el examen de los hospedadores corresponde a la descrita
en el capitulo 2.

El cuerpo de los bovinos y caprinos se dividio en las siguientes areas: 1) Cabeza [CA]; 2)
Orejas [OR]; 3) Cuello [CUJ; 4) Pecho [PE]; 5) Tronco [TR]; 6) Abdomen [AB]; 7) Axila [AX]; 8)
Pata anterior [PA]; 9) Pata posterior [PP]; 10) Ubre [UB]; 11) Cuarto trasero [CT]; 12) Cola [CO]
(Figura 3.1), y el de los roedores en: 1) Cabeza [CA]; 2) Oreja [OR]; 3) Regién dorsal anterior
[RDA]; 4) Region dorsal posterior [RDP]; 5) Regién ventral anterior [RVA]; 6) Region ventral
posterior [RVP]; 7) Patas anteriores [PA]; 8) Patas posteriores [PP]; 9) Region inguinal [RI]
(Figura 3.2).

Los datos analizados con la prueba de Shapiro-Wilk (Zar 1999) no mostraron una
distribuciéon normal, de alli que la significancia de las diferencias entre las areas corporales se
testeé con métodos no paramétricos. Cuando la infestacion se restringié Unicamente a dos areas
se utilizé la prueba U de Mann-Whitney, y cuando se presenté en mas de dos areas se recurrid
al test de Kruskal-Wallis con la prueba de Dunn para comparaciones multiples por pares (Zar

1999).
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Figura 3.1. Division en areas corporales de los bovinos para el estudio de los sitios de fijacion de

Amblyomma neumanni and Amlyomma parvum.
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Figura 3.2. Division en areas corporales de los especimenes de Galea musteloides para el estudio de

los sitios de fijacion de larvas y ninfas de Amblyomma parvum.
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RESULTADOS

- Larvas de A. neumanni
Larvas de A. neumanni fueron colectadas de todas las areas corporales con excepcion de

PP. La mayor parte se hallaron fijadas a CA y OR, y en menor medida, a TR y CU (Tabla 3.1).
Cuando se consideran para el analisis todos los bovinos parasitados con larvas (n: 30), el
analisis de Kruskal-Wallis indica diferencias significativas entre las areas (P< 0,0001). Las areas
CA, OR, CU y TR constituyen el grupo de areas corporales, obtenido con el procedimiento de
Dunn, donde se concentra casi toda la infestacion (Tabla 3.1). Los resultados son similares
tomando para el analisis unicamente aquellos animales examinados en los meses de infestacion
pico, abril y mayo (n: 20), con la sola diferencia que en la prueba de Dunn queda excluido del
grupo anterior CU (Tabla 3.1).
- Ninfas de A. neumanni

Las ninfas se concentraron en CU, PE, TR, CO y AB (Tabla 3.2). Las diferencias entre las
areas fueron significativas (Kruskal-Wallis P< 0,0001). Tanto en el analisis para la muestra total
de hospedadores parasitados (n: 47), como el que considera unicamente los bovinos
muestreados en los meses de mayor infestaciéon (n: 29), CU, PE, TR, CO y AB se agruparon
juntas tras la aplicacion de la prueba de Dunn (Tabla 3.2).
- Hembras de A. neumanni

Las hembras de A. neumanni se encontraron en todas las areas corporales de los bovinos
(Tabla 3.3). Considerando la muestra completa (n: 90) las diferencias entre las areas fueron
significativas (Kruskal-Wallis P< 0,0001), y las areas mas infestadas que la prueba de Dunn
agrup6 fueron PE, CO, CA, AB, CU y TR (Tabla 3.3). Al analizarse sélo la muestra tomada en los
meses donde se presenta el pico de infestacion, septiembre a noviembre (n: 23), los resultados
son similares, con la Unica diferencia de la incorporacion al grupo de las areas mas infestadas de
UB en lugar de CA (Tabla 3.3). En la figura 3.3 se muestran imagenes de hembras de A.

neumanni sobre distintas areas corporales de bovinos.
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- Larvas y ninfas de A. parvum

Todas las larvas de A. parvum colectadas sobre 48 G. musteloides estaban fijadas en el
margen superior de las orejas, y de las 819 ninfas colectadas sobre 65 G. musteloides, 799 (97,
5 %) se encontraron en las orejas (Figura 3.4), y las 20 restantes (2,4%) se hallaron fijadas en la
parte ventral de la cabeza, sobre la regiéon submandibular. Estas garrapatas fijadas en la region
submandibular se obtuvieron en su totalidad en agosto de 2005 y 2006, el mes donde se registro
el pico de infestacion en los dos afios (ver capitulo 4). En varios de los ejemplares examinados

de G. musteloides se presenté coinfestacién con inmaduros de A. parvum y A. tigrinum.

- Hembras de A. parvum

Los sitios de fijacion de las hembras de A. parvum en bovinos y caprinos se restringieron a
CA y OR, con algunos pocos especimenes colectados en CU (Tabla 3.4). Dentro de CA, el sitio
de fijaciéon correspondié en todos los casos a la region periocular (Figura 3.5). Las diferencias de
la infestacion entre CA y OR no fueron significativas para ninguna de las dos especies (bovinos:
U de Mann-Whitney p= 0,33; caprinos: U de Mann-Whitney p= 0,191), pero si entre estas areas y
el resto (bovinos y caprinos: U de Mann-Whitney P< 0,0001). Al ser siempre CA y OR las areas
de fijacion de las hembras de esta garrapata en bovinos y caprinos, no se juzgd necesario

realizar un analisis diferenciado para los meses de maxima infestacion.
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Tabla 3.1. Sitios de fijacion de las larvas de Amblyomma neumanni sobre bovinos considerando la
muestra total de hospedadores (MT) y aquellos Unicamente examinados en los meses donde se
concentra la infestacion (MI). CA: Cabeza; OR: Oreja; CU: Cuello; PE: Pecho; TR: Tronco; AB:

Abdomen; AX: Axila; PA: Pata anterior; PP: Pata posterior; UB: Ubre; CT: Cuarto trasero; CO: Cola.

CA OR CU PE TR AB AX PA PP UB CT CO
MT

N°total de  652¢ 319° 91°¢ 56%® 169° 33%® 10 2* @ 5 28 35°
garrapatas*

Porcentaje 46,5 22,7 650 40 121 23 07 01 00 03 20 25
del total

MI

N total de  646° 295° 41% 50%® 157° 26% 10° 22 0* 3  28%® U*
garrapatas*

Porcentaje 50,0 22,8 32 39 121 20 08 01 00 02 22 26
del total

* Kruskal-Wallis con la prueba de Dunn para comparaciones multiples por pares. Numeros seguidos

por diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).

Tabla 3.2. Sitios de fijacion de las ninfas de Amblyomma neumanni sobre bovinos considerando la
muestra total de hospedadores (MT) y aquellos Unicamente examinados en los meses donde se
concentra la infestacion (MI). CA: Cabeza; OR: Oreja; CU: Cuello; PE: Pecho; TR: Tronco; AB:

Abdomen; AX: Axila; PA: Pata anterior; PP: Pata posterior; UB: Ubre; CT: Cuarto trasero; CO: Cola.

CA OR CU PE TR AB AX PA PP UB CT CO
MT

N° total de  48%° 25% 233% 156% 195° 119 4* g 0*® 3P 92 145"
garrapatas*

Porcentaje 5,1 26 246 165 206 125 04 08 00 03 09 153
del total

M

N°totalde  39% 20® 207° 132° 149° 109> 22 3P 0* 3F 7° 140"
garrapatas*

Porcentaje 4,8 2,5 255 16,3 184 134 02 04 00 04 09 17,2
del total

* Kruskal-Wallis con la prueba de Dunn para comparaciones multiples por pares. Numeros seguidos

por diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).
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Tabla 3.3. Sitios de fijacion de las hembras de Amblyomma neumanni sobre bovinos considerando la
muestra total de hospedadores (MT) y aquellos Unicamente examinados en los meses donde se concentra la
infestacion (MI). CA: Cabeza; OR: Oreja; CU: Cuello; PE: Pecho; TR: Tronco; AB: Abdomen; AX: Axila; PA:

Pata anterior; PP: Pata posterior; UB: Ubre; CT: Cuarto trasero; CO: Cola.

CA OR CU PE TR AB AX PA PP UB CT co
MT

N° total de  388° 197°° 391%° 1342° 424° 342 88 26° 417 415 291°° 1245°
garrapatas*

Porcentaje 7,5 38 75 258 872 6,6 17 05 08 7,9 57 239
del total

MI

N°totalde  157°° 397  283° 1039% 332° 203" 68 18° 31* 386° 222 1087°
garrapatas*

Porcentaje 4,1 10 73 269 86 52 1,7 05 08 99 58 28,1
del total

* Kruskal-Wallis con la prueba de Dunn para comparaciones multiples por pares. NUmeros seguidos por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).

Tabla 3.4. Sitios de fijacion de las hembras de Amblyomma parvum sobre bovinos y caprinos. CA: Cabeza;
OR: Oreja; CU: Cuello; PE: Pecho; TR: Tronco; AB: Abdomen; AX: Axila; PA: Pata anterior; PP: Pata

posterior; UB: Ubre; CT: Cuarto trasero; CO: Cola.

CA* OR* CU PE TR AB AX PA PP UB CT Cco
BOVINOS
N° total de 66 78 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
garrapatas
Porcentaje 44,2 52,3 3,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0
del total
CAPRINOS
N° total de 79 101 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
garrapatas
Porcentaje = 434 556 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0
del total

* Las diferencias en la infestacion entre CA y OR no fueron significativas para bovinos (U de Mann-Whitney

p= 0,33) ni para caprinos (U de Mann-Whitney p= 0,19).
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DISCUSION

Excepto por la ausencia de larvas y ninfas en PP, los tres estadios parasitos de A. neumanni
se encontraron en todas las areas corporales de los bovinos. Sin embargo, la distribucidon
anatomica de estas garrapatas no fue uniforme. El 88,9 % de las larvas se concentraron en CA,
OR, TR y CU, las cuales formaron un grupo con soporte estadistico, y al analizar solo los datos
de los meses en que las larvas encuentran su pico de abundancia, la preferencia se aglutina en
CA, OR y TR. No existieron diferencias en el patron de distribucién anatémica de las ninfas de A.
neumanni entre la muestra completa y la muestra de los meses del pico de la abundancia
poblacional, donde las areas preferidas fueron TR, CU, PE, CO y AB. Si bien las preferencias por
el area corporal de larvas y ninfas no son iguales, tienen en comun la ausencia de cambios
importantes en la distribucion sobre el cuerpo de los bovinos en relacion a la estacionalidad,
representada por un cambio en la abundancia de garrapatas, y en que las principales regiones
corporales a las que los dos estadios se fijan se encuentran en la mitad dorsal del animal, con la
Unica salvedad de PE. Los sitios del cuerpo de los bovinos donde se encontré el mayor nimero
de hembras de A. neumanni, agrupadas por el método de Dunn, fueron mas numerosas que
para los inmaduros, y a diferencia de éstos, las garrapatas se fijaron tanto en areas dorsales
(CA, TR, CO, CU) como ventrales (PE, AB, UB). La variacion de la distribucion anatomica de las
hembras de A. neumanni en relacién al cambio en la AM no fue sustancial, siendo la
modificacién estadisticamente mas significativa un aumento del nimero de garrapatas en UB en
detrimento de CA.

El tamano de la infrapoblacion de una especie parasita, definida como todos los individuos de
una especie de parasito sobre un hospedador individual en un momento dado (Bush et al. 1997),
es determinante en las caracteristicas del ambiente al que esta sujeto cada individuo de esa
especie parasita debido a la presencia de procesos denso-dependientes que inciden en sus
ciclos biologicos (Reiczigel et al. 2005). Asi, se podria esperar que la dispersion de las
garrapatas sobre la superficie corporal de su hospedador aumentara en relacién directa a un

incremento en su abundancia, debido a los efectos de la competencia intraespecifica por el sitio
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de fijacién y por una disminucién en la capacidad de un sitio para dar sustento a todas las
garrapatas fijadas en él. No obstante, los resultados obtenidos durante el periodo de este trabajo
muestran que el cambio en el numero de preimagos y adultos de A. neumanni sobre los bovinos
no conlleva a una modificacion sustancial en la proporcién de individuos fijados a cada region
corporal, al menos con los niveles de infestacion hallados en este estudio.

La preferencia de larvas y ninfas de A. parvum por OR también se manifiesta en inmaduros
de otras especies de garrapatas parasitas de roedores como [. ricinus, I. trianguliceps y A.
tigrinum (Hussein 1980; Nilsson 1981; AA Guglielmone com. pers.). Las ventajas de este
comportamiento son la fijaciéon a una superficie tegumentaria delgada con alta vascularizacion y
que en estas areas la defensa mecanica del hospedador por acicalamiento tiene una menor
efectividad que en otras areas del cuerpo (Nelson et al. 1975; Andrews y Petney 1981; Nilsson
1981). En las ninfas, la Unica variante a la preferencia exclusiva por OR se registré en agosto,
cuando se da el pico de abundancia (ver capitulo 4), donde se registraron garrapatas de este
estadio fijadas a la regiéon submandibular de G. musteloides, probablemente relacionado a la
ausencia de espacio en OR por una alta densidad de garrapatas alimentandose alli.

En muchos de los roedores examinados se encontré con frecuencia en OR casos de
coinfestacién de larvas o ninfas de A. parvum con larvas y/o ninfas de A. tigrinum, existiendo
una marcada segregacion espacial. Como se mencioné anteriormente, las larvas y ninfas de A.
parvum se fijaron al margen superior de OR, mientras que larvas y ninfas de A. tigrinum lo
hicieron en la base inferior de esta zona anatémica. La co-infestacion con dos o mas especies de
garrapatas o con dos estadios distintos de la misma, tiene implicancias epidemiolégicas por la
posibilidad del pasaje de agentes patégenos desde un vector artrépodo infectado a un artrépodo
vector no infectado, mientras se alimentan simultdneamente sobre el mismo sitio corporal del
hospedador, amplificando de esa manera el nimero de vectores infestados (Randolph et al.
1996; Piesman y Happ 2001; Kocan y de la Fuente 2003; Perkins et al. 2003).

Aunque nunca se colectaron adultos de A. parvum en fase de vida libre con el método de
Schulze et al. (1997) en Quilino, (ver capitulo 2), si se pudieron observar algunos pocos

ejemplares en la parte inferior de la vegetacion, cerca del nivel del suelo. Una hipétesis es que
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las hembras de A. parvum accedan a los bovinos y caprinos por la cabeza mientras éstos se
alimentan, y que luego se fijen a sus sitios de alimentacién, OR y la region periocular de CA,
pero se requieren estudios adicionales para validar esto. Del mismo modo, seria de interés
evaluar la distribucion anatomica de este estadio con niveles mas altos de infestacion de A.
parvum en bovinos y caprinos (ver capitulo 2).

Ademas de aportar elementos al conocimiento de la biologia y de la relacidon parasito-
hospedador de A. neumanni y A. parvum, el estudio llevado a cabo en este capitulo tiene
relevancia desde la perspectiva del control de estas garrapatas. La aplicacion de acaricidas en el
area infestada aparenta ser una estrategia conveniente para reducir la cantidad de antiparasitario
utilizado sin perder eficacia. Este tipo de estrategia podria ser aplicada facilmente para el control
de los adultos de A. parvum, pero ello no seria asi para el caso de A. neumanni, porque su

distribucion sobre los bovinos abarca una superficie importante del cuerpo de este hospedador.
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Figura 3.3. Ninfas y adultos de Amblyomma neumanni fijados sobre distintas areas

corporales de bovinos. A) Ubre; B) Pecho; C) Abdomen; D) Cola; E) Cabeza.
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Figura 3.4. Estadios inmaduros de Amblyomma parvum fijados Galea musteloides. A) Larvas;
B)Ninfas

A)
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CAPITULO 4

“Los ciclos biolégicos de Amblyomma neumanni y Amblyomma

parvum”
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INTRODUCCION

Los parésitos y sus hospedadores son parte de sistemas ecolégicos complejos cuyos
componentes afectan la dindmica de sus poblaciones (Horwitz y Wilcox 2005), y aunque la
importancia relativa de los diferentes componentes difiere entre los sistemas, todos ellos
contribuyen e interactian en una escala espacial y temporal especifica (Bjgrnstad y Grenfell
2001). Asi, la estructura del ciclo biolégico de las garrapatas dependera de factores intrinsecos y
extrinsecos que cobraran mayor o menor importancia relativa de acuerdo a la especie y a la fase
del ciclo de la garrapata.

La morfologia, tamafo, el modo del desarrollo de los procesos secuenciales de
alimentacion, los mecanismos endocrinos, el comportamiento de diapausa, la edad fisioldgica, la
estructura y funcion de los sistemas nerviosos y digestivos, el potencial reproductivo y las
estrategias de busqueda del hospedador, son caracteristicas intrinsecas de las garrapatas que
inciden sobre sus ciclos biolégicos (Binnington y Obenchain 1982; Diehl et al. 1982; Kemp et al.
1982; Uspensky 1995; Belozerov y Naumov 2002; Randolph 2004; Soneshine 2006). Asimismo,
debido a su condicion de parasitos hematofagos, parte de su ambiente fisiolégico incluye al
propio hospedador, el cual constituye un ambiente bidtico que reacciona a la presencia del
parasito imponiéndole presiones fisioldgicas, poblacionales y evolutivas (Randolph 2004). Uno
de los mecanismos mas importantes activados por el hospedador ante la presencia de una
garrapata, es la resistencia inmunoldgicamente adquirida, que afectara la dinamica poblacional
de las garrapatas al provocar modificaciones decisivas en rasgos bioldgicos tales como
reduccion del volumen de sangre ingerido, un menor peso de ingurgitamiento, retraso del tiempo
de alimentacion, disminucién en la produccion y viabilidad de los huevos, inhibicién de la muda y
muerte de la garrapata (Wikel 1999).

Sin embargo, las garrapatas sélo son parasitos durante un breve periodo de sus ciclos
biolégicos, encontrandose la mayor parte del tiempo como organismos de vida libre expuestas a
distintos factores extrinsecos. Bertrand y Wilson (1996, 1997) y Padgett y Lane (2001) concluyen

que diferencias microclimaticas inciden sobre la longevidad de ninfas y adultos de /. scapularis e
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1. pacificus, mientras que Estrada- Pefa et al. (2005 c; 2006 a, b), Ogden et al. (2005, 2006) y
Estrada-Pena y Venzal (2007), evaltan y desarrollan modelos acerca de las modificaciones en la
distribucion de I. scapularis, R. microplus, Rhipicephalus annulatus (Say, 1821), Rhipicephalus
bursa Canestrini y Fanzago, 1878, Rhipicephalus turanicus Pomeratzev, 1936, Hyalomma
excavatum Koch, 1844, Hy. marginatum y D. marginatus en relacion al cambio climatico global.
La temperatura y la humedad son factores que determinan las tasas de desarrollo interestadial y
el comportamiento de las garrapatas en su fase de vida libre (Koch y Tuck 1986; Perret et al
2000; Randolph et al. 2002 b; Ogden et al. 2004), al igual que las caracteristicas y el manejo de
la vegetacion, que establecen diferencias en la penetracion de la luz solar conllevando a
variaciones en la temperatura y humedad relativa del suelo (Barnard 1986; Schulze y Jordan
1996; Uspensky 2002). De la misma manera, la mortalidad por predacion de reptiles, aves,
mamiferos, artropodos como himendpteros, hemipteros y coledpteros, y por infecciones con
virus, bacterias y hongos entomopatogénicos, también son factores extrinsecos de
consideracion. (Kok y Petney 1993; Samish y Rehacek 1999; Samish y Alekseev 2001; Norval y
Horak 2004). Por ultimo, uno de los factores bidticos claves concierne a la densidad,
accesibilidad y composicién especifica de los potenciales hospedadores presentes en el
ambiente (Fourie et al. 1996; Randolph y Rogers 1997).

Muchas especies de garrapatas se caracterizan por tener ciclos biolégicos donde la
diapausa juega un rol fundamental en la modulacién de los ritmos estacionales de desarrollo y
reproduccién (Oliver 1989), siendo los factores mas importantes implicados en su induccién el
fotoperiodo (Beck 1980) y la temperatura, la cual es un instrumento que puede regular su
duracion (Randolph 2004). La propensién de las garrapatas a desarrollar diapausa en sus ciclos
se relaciona a un gradiente latitudinal, siendo mayor la probabilidad de un comportamiento de
diapausa hacia las zonas templadas y menor hacia los trépicos (Belozerov 1982; Madder et al.
1999). Este mecanismo pre-adaptativo precede el comienzo de condiciones ambientales
desfavorables (Belozerov 1981, 1982), asegurando o al menos acrecentando la probabilidad de

supervivencia de las garrapatas.
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Belozerov (1982) define dos tipos de diapausa: de comportamiento y morfogenética. La
primera consiste en la supresion de la actividad de busqueda o acecho del hospedador de los
estadios posembrionarios de garrapatas sin alimentar. Entre otras, este comportamiento se
registré para larvas de A. cajennense (Labruna et al. 2003 a), para larvas y ninfas de
Dermacentor variabilis (Say, 1821) (Smith y Cole 1941), Dermacentor albipictus (Packard, 1869)
(Wright 1971) e I. nipponensis (Fujimoto 1994), para adultos de R. appendiculatus (Randolph
1997), y para todos los estadios de I. trianguliceps y Haemaphysalis longicornis Neumanni, 1901
(Belozerov 1971, 1982). El otro tipo de diapausa de acuerdo a Belozerov (1982) es la
morfogenética, la cual se expresa como un retraso durante la embriogénesis, en la metamorfosis
de larvas y ninfas o en la oogénesis de las hembras ingurgitadas. Este modo de diapausa es
reconocido entre otras especies, para las ninfas de /. rubicundus (Fourie et al. 2001), Ixodes
matopi Spickett, Keirans, Norval y Clifford, 1981 (Norval et al. 1987), Haemaphysalis sulcata
Canestrini y Fanzago, 1878 (Belozerov, 1982), A. triguttatum (Guglielmone y Moorhouse 1986) y
Amblyomma testudinarium Koch, 1844 (Fujimoto 2003), para larvas y ninfas de Ixodes
apronophorus Schulze, 1924 (Belozerov 1982), para las hembras de A. variegatum (Pegram et
al. 1988) y en los huevos de /. ricinus (Dautel y Knulle 2006). Sin embargo, algunas especies de
garrapatas pertenecientes a distintos géneros tienen en sus ciclos los dos tipos de diapausa,
como por ejemplo [ ricinus, |. persulcatus, Ixodes uriae White, 1852, A. americanum,
Haemaphysalis concinna Koch, 1844, Haemaphysalis flava Neumanni, 1897, Hy. anatolicum, Hy.
dromedarii, Dermacentor marginatus (Sulzer, 1776) y D. albipictus, entre otras (Babenko 1967 a,
b; Belozerov 1982; Pound y George 1991; Pound et al. 1993; Balashov 1997; Fujimoto 1998;
Gray 1998; Randolph et al. 2002 b).

Segun Sutherst et al. (1978), el estudio del ciclo bioldgico de las garrapatas se divide en tres
componentes que luego pueden combinarse para hacer el andlisis integrado del ciclo. Dichos
componentes son: 1- fase de desarrollo en el ambiente (larvas, ninfas y hembras ingurgitadas de
garrapatas de tres hospedadores); 2- fase de vida libre en busqueda de un hospedador (host
finding); 3- fase parasitica. Esto incluye el estudio de la distribuciéon estacional de todos los

estadios, ya sea cuando las garrapatas se hallan en el ambiente en procura de sus
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hospedadores (fase de vida libre) o cuando estan fijadas a estos (fase parasitica). El
conocimiento de los ciclos biolégicos de las garrapatas permite determinar los patrones de
actividad estacional de estos ectoparasitos, y el uso de esta informacion es estrictamente
necesario para el disefio y evaluacion de estrategias de control y para el entendimiento de la
epidemiologia de las enfermedades transmitidas por garrapatas.

En el Neotropico, los ciclos biolégicos de garrapatas de la familia Ixodidae se han
estudiado a partir de diferentes enfoques metodoldgicos. En este sentido, varios métodos se han
puesto en practica para llevar a cabo muestreos en estudios de estacionalidad. EI conocimiento
de la dinamica estacional de muchas especies se alcanzé mediante el examen de animales
domésticos tales como bovinos, caninos, y equinos, que en ocasiones pueden formar parte de
un ciclo adoptivo pues en ciertos casos son hospedadores introducidos en el habitat de las
garrapatas. La estacionalidad de todos los estadios de A. cajennense, A. neumanni y R.
microplus, de los imagos de A. parvum (Guglielmone et al. 1981, 1990 b; Mangold et al. 1994) y
de los estadios parasitos de Otobius megnini (Dugés, 1883) (Nava et al. 2008 b) en la Argentina
se estudié cuantificando la infestacion con dichas garrapatas en bovinos. En Brasil, la dindmica
estacional de D. nitens y A. cajennense se estudié examinando caballos con frecuencia mensual
(Borges et al. 2000; Labruna et al. 2002 a; Oliveira et al. 2003), y a partir de colectas sobre
perros, se describi6 la estacionalidad de A. aureolatum (Pinter et al. 2004) y la de R. sanguineus
(Cruz-Vazquez y Garcia-Vazquez 1999; Gonzalez et al. 2004). Los trabajos que refieren al
examen mensual de roedores silvestres para determinar la distribucion estacional de larvas y
ninfas de garrapatas neotropicales son escasos. Las estacionalidad de larvas y ninfas de |.
loricatus en Argentina (Beldoménico et al. 2005) y Brasil (Barros-Battesti et al. 2000), y de /.
pararicinus en Argentina (Beldoménico et al. 2004), se determiné por medio del muestreo de
roedores cricétidos de la subfamilia Sigmodontinae.

Otros métodos adoptados para el estudio de la distribucidon estacional de los diferentes
estadios en los ciclos bioldgicos de las garrapatas en la regién neotropical, se basan en la
colecta de especimenes en su fase de vida libre. Uno de las mas usuales es el arrastre sobre la

vegetacion de un pafio de color claro y medidas variables (dragging), que ha sido utilizado con
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éxito en estudios sobre la abundancia estacional de A. cajennense, Amblyomma dubitatum
Neumann, 1899, A. neumanni, A. parvum y A. triste (Guglielmone et al. 1990 b; Oliveira et al.
2000; Szabo et al. 2007 a, b). Desde que Garcia (1962) demostrod la efectividad del CO, como
atrayente de garrapatas, se disefiaron trampas de CO, para la colecta de estos parasitos en su
fase de vida libre. Con esta técnica se estudio la presencia estacional de A. cajennense, A.
parvum y A. triste en Brasil (Oliveira et al. 2000; Szabd et al. 2007 a,b).

Muchos de los estudios sobre los ciclos bioldgicos de garrapatas neotropicales del género
Amblyomma se efectuaron bajo condiciones de laboratorio, en los cuales las garrapatas estan
expuestas a factores ambientales y especies hospedadoras no siempre homologables a las
establecidas en los ecosistemas donde éstas se desarrollan naturalmente. La distorsién que
puede generar esta heterogeneidad de condiciones en el desarrollo del ciclo de una garrapata,
indica la necesidad de cautela para extrapolar los datos obtenidos en condiciones
experimentales para el analisis del ciclo biolégico de una especie en su ambiente natural.
Igualmente, ciertos parametros observables en disefios experimentales, como por ejemplo
tiempo de alimentacién y tasas de supervivencia y mortalidad, son dificiles de mensurar bajo
condiciones de campo, destacandose la utilidad de algunos aspectos de este tipo de estudios.
Guglielmone et al. (1992 b) estudiaron el ciclo de A. cajennense en Argentina alimentando tanto
estadios inmaduros como adultos sobre conejos, y encontraron diferencias en los periodos de
alimentaciéon, premuda y preoviposicion con respecto a los resultados obtenidos en
investigaciones similares realizadas con colonias de esta garrapata en Brasil, Cuba y Estados
Unidos. Bajo las mismas condiciones y también a partir de una colonia de garrapatas argentinas,
Mangold y Guglielmone (1993) desarrollan el ciclo de A. pseudoparvum, y concluyen que los
conejos no son los hospedadores mas apropiados para esta garrapata, pues las tasas de
recupero de larvas, ninfas y adultos ingurgitados fueron menores que las de A. parvum
alimentadas sobre el mismo hospedador. En Brasil, Aimeida et al. (2001) y Labruna et al. (2004)
estudiaron el ciclo biolégico de A. dubitatum (nombrada como Amblyomma cooperi) en el
laboratorio pero utilizando para la alimentacion de los adultos al hospedador natural de esta

especie, el carpincho [Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus, 1766)]. El disefio experimental de
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Labruna et al. (2004) consistié en efectuar comparaciones entre H. hydrochaeris y gallinas como
hospedadores para las larvas, y a H. hydrochaeris, gallinas, Cavia porcellus (Linnaeus, 1758) y
Calomys callosus (Rengger, 1830) como hospedadores para las ninfas. Para ambos estadios, H.
hydrochaeris demostré ser el hospedador mas apropiado, y el ciclo biolégico completo de A.
dubitatum en el laboratorio demandé una media de 189,4 dias. Labruna et al. (2002 b, 2003 b)
describieron en el laboratorio los ciclos bioldgicos y la preferencia por el hospedador de A. triste
y A. tigrinum. Sin embargo, con respecto a esta Ultima especie, se pone en evidencia la
discordancia que puede ocurrir entre los resultados obtenidos bajo condiciones de laboratorio y
de campo. Mientras que con los estudios de laboratorio Labruna et al. (2002 b) afirman que las
aves son los hospedadores preferidos de los preimagos, Aguirre et al. (2005) y Nava et al. (2006)
demostraron la importancia tanto de aves como de roedores de las familias Caviidae y Cricetidae
para el sustento de esos estadios en condiciones naturales. Otra de las especies del género
Amblyomma cuyo ciclo ha sido descrito en el laboratorio es A. aureolatum. Rodrigues et al.
(2002) describieron un ciclo bioldégico con una duracion total que oscila entre 116 y 168 dias, y
Pinter et al. (2004) realizaron el ciclo alimentando a los estadios parasitos sobre diferentes
especies hospedadoras, encontrando coincidencias entre los grupos de hospedadores mas
aptos en el laboratorio con aquellos conocidos por ser los preferidos de A. aureolatum en la
naturaleza.

El ciclo biolégico de A. neumanni fue estudiado en el laboratorio por Aguirre et al. (1999)
utilizando una colonia de garrapatas formada a partir de hembras ingurgitadas colectadas sobre
bovinos en la provincia de Salta. Estos autores encontraron que A. neumanni necesitd para
completar su ciclo casi dos veces mas de tiempo que otras especies de Amblyomma del mismo
dominio fitogeografico expuestas a condiciones similares, sefialando que la diferencia fue debida
al largo periodo de pre-oviposicion (media: 23,8 dias), oviposicion (media: 41,4 dias) e
incubacion de los huevos (media: 76,1 dias). Guglielmone y Hadani (1982) y Guglielmone et al.
(1990 b) realizaron estudios de campo sobre la ecologia de esta garrapata y conjeturaron sobre
la presencia de una diapausa en verano basandose en que no se registraron especimenes de

ningun estadio durante esa estacion, seguido en el otofio por un aumento en la abundancia casi
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simultanea de los tres estadios. En forma adicional, el estudio realizado por Aguirre et al. (1999)
evidencia dos caracteristicas particulares inherentes a la biologia de A. neumanni en condiciones
de laboratorio: los periodos de pre-oviposicién y de incubacién de los huevos se encuentran
entre los mas prolongados registrados en garrapatas americanas del género Amblyomma
parasitas de mamiferos, y en segundo lugar, los conejos no resultaron ser hospedadores
apropiados para los estadios adultos.

Los estudios de campo en Argentina sobre la estacionalidad de A. parvum soélo refieren a
los adultos (como se menciond en el capitulo 2, los hospedadores naturales de los preimagos
eran desconocidos), los cuales fueron hallados sobre bovinos desde fines de primavera a
principios de otofio (Guglielmone et al. 1981, 1990 a). Guglielmone et al. (1991) desarrollan en el
laboratorio el ciclo biolégico de A. parvum con una colonia de garrapatas obtenida a partir de
hembras ingurgitadas colectadas sobre bovinos en Salta, alimentando los tres estadios sobre
conejos. Los resultados de este trabajo muestran una duracion del ciclo (129 dias) menor que
para otras garrapatas del mismo género, siendo el periodo de incubacion de los huevos (media:
31.8 dias) la parte mas prolongada del ciclo.

Reparando en lo mencionado anteriormente, de los ciclos de A. neumanni 'y A. parvum en
la naturaleza so6lo se conoce parcialmente la distribucion estacional, mientras que los datos
biolégicos referidos a los periodos de desarrollo se obtuvieron con colonias de garrapatas en el
laboratorio. No existen trabajos que integren estos componentes estudiando poblaciones de
garrapatas en condiciones de campo. En el presente capitulo el objetivo es describir los ciclos
biolégicos en la naturaleza de A. neumanni y A. parvum, a través de la cuantificacion mensual de
las garrapatas en sus fases parasitica y de vida libre, y de ensayos en condiciones de campo y
laboratorio para indagar acerca de la influencia que factores extrinsecos como el fotoperiodo y la
temperatura ejercen sobre el desarrollo de cada estadio. De esta manera, se espera integrar los
conocimientos adquiridos sobre las fases de desarrollo de larvas, ninfas y hembras ingurgitadas, y
sobre la dinamica estacional de las fases de vida libre y parasitica de los tres estadios, los cuales

constituyen los tres componentes principales del ciclo bioldgico de las garrapatas.
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MATERIALES Y METODOS

Distribucion estacional

En el capitulo 2 se concluye que en el area de estudio los bovinos son hospedadores
capaces de sostener el desarrollo de los tres estadios parasitos de A. neumanni, y que para A.
parvum, los bovinos y caprinos son apropiados para la alimentacion de los adultos y G.
musteloides para la de larvas y ninfas. Por lo tanto, para la evaluacion de la distribucion
estacional de preimagos y adultos de estas dos especies de garrapatas con la metodologia
descrita en el capitulo 2 se cuantific6 en Dean Funes la infestacion mensual de bovinos con A.
neumanni y en Quilino la de bovinos, caprinos y G. musteloides con A. parvum entre enero de
2005 y diciembre de 2006.

Cada mes, en los mismos sitios donde se encontraban los hospedadores examinados, la
presencia-ausencia de garrapatas en la fase de vida libre en busqueda de un hospedador (host
finding) fue medida realizando dos transectas de 500 metros aplicando el método de walking
survey de Schulze et al. (1997) tal como fue detallado en la seccion “Materiales y Métodos” del
capitulo 2. La eleccion de este método en particular se debié al predominio de vegetacion xerdfita
en el sitio de estudio que hace imposible la aplicacion de otros métodos como el dragging o
flagging. Cada 50 metros las garrapatas fijadas a la vestimenta fueron removidas y depositadas
en alcohol 96% para su posterior identificacion en el laboratorio tras registrar la altura a la que se
hallaba cada espécimen en la vegetacion.

La dinamica mensual de la infestacion con garrapatas se describié calculando la
prevalencia (P), la abundancia media (AM) con los intervalos de confianza del 95% y la mediana
(M) con el primer y tercer cuartil. El célculo de la M junto con la AM para describir la distribucion
estacional, se debe a que en los casos como el de los parasitos donde las distribuciones son
asimétricas, la M es mas representativa que otras medidas de tendencia central porque es
menos sensible a los valores extremos (Sokal y Rohlf 1999; Gotelli y Ellison 2004). Las

prevalencias de cada afio se compararon con la prueba de Chi-cuadrado, y la significancia de las
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diferencias en las distribuciones del nimero de garrapatas entre los dos afios y entre los meses
de un mismo afio se testearon con el U- test de Mann-Whitney y con la prueba de Kruskal-Wallis
seguida por el test de Dunn para comparaciones multiples por pares (Zar 1999),
respectivamente. La asociacion entre el nimero de garrapatas colectadas mensualmente sobre
los hospedadores y en la vegetacion se examind con el coeficiente de correlacién por rangos de

Spearman (umbral de significacion a = 0,010).

Parametros biolégicos

Para inferir el tiempo de desarrollo y detectar la presencia de diapausa morfogenética en
alguna fase del ciclo, garrapatas ingurgitadas de todos los estadios alimentadas sobre sus
hospedadores naturales fueron pesadas en una balanza de precision Mettler® y expuestas en el
laboratorio a los siguientes regimenes de fotoperiodo: 14h Luz (L)-10h Oscuridad (O), 12h (L)-
12h (O) y 10h (L)-14h (O). Estos regimenes se seleccionaron por ser representativos de las
variaciones estacionales en el fotoperiodo que se producen naturalmente a lo largo del afo en el
area de estudio (Figura 4.1). Para el analisis de dichos parametros se discriminé por las
condiciones de fotoperiodo y temperatura en la que se expusieron las teleoginas en el
laboratorio, y por la estacion del afio (otofio o primavera) en la cual fueron colectadas. Las
garrapatas se colocaron en tubos transparentes de plastico con una abertura superior cubierta
con tul (Figura 4.2), en incubadoras Semedic® 1-290L a 25° C £+ 1 y 27°C % 1, con una intensidad
de luz de 450 Lux medida con un fotémetro Center® 337. El déficit de saturacion de agua fue 5
mm de Hg para los 25° y 6 mm de Hg para los 27°. Este déficit se logré colocando dentro de las
incubadoras un recipiente con una solucion hipersaturada de KCI siguiendo lo descrito por
Buxton y Mellanby (1934) y Solomon (1952). Los controles se hicieron diariamente entre las 9.00
y las 11.00. Simultaneamente, también se expusieron garrapatas ingurgitadas en el campo en
los mismos ambientes frecuentados por sus hospedadores naturales, usando tubos de 3, 5 cm

de alto y 1,2 cm de diametro, construidos con mallas de acero inoxidable (Figura 4.3).
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Los parametros registrados para los grupos expuestos a cada fotoperiodo fueron: peso de
cada espécimen, periodo de preoviposicion de las teleoginas (dias transcurridos desde que la
teleogina es colectada hasta la puesta del primer huevo), periodo de incubacion de los huevos
(dias transcurridos desde que la teleogina pone el primer huevo hasta que eclosiona el primer
huevo), nimero de huevos, numero de larvas, periodo de premuda de larvas y ninfas (dias
transcurridos desde que las larvas y ninfas ingurgitadas son colectadas hasta que mudan en
ninfas y adultos, respectivamente) y la tasa de eclosion de los huevos (N° de larvas / N° total de
huevos). Las diferencias entre los distintos regimenes de fotoperiodo para cada parametro se
compararon mediante el analisis de la varianza (ANOVA), empleandose para las comparaciones
a posteriori la prueba de Tukey para muestras de n desigual (Zar 1999). Se calculé el coeficiente
de correlacion lineal (r) entre el peso de las teleoginas y el periodo de preoviposiciéon y niumero
de huevos, y entre el peso de larvas y ninfas ingurgitadas y el periodo de premuda, junto con el
coeficiente de determinacion (r2) para las correlaciones significativas (P<0,01).

En las figuras 4.4 y 4.5 se muestran las precipitaciones y temperaturas mensuales medias

de Dean Funes, y en las figuras 4.6 y 4.7 las correspondientes a Quilino.
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Figura 4.1. Regimenes mensuales de fotoperiodo en Dean Funes (A) y Quilino (B), expresados
como horas diarias de luz y oscuridad. Los datos fueron obtenidos del Departamento de

Aplicaciones Astrondmicas del Observatorio Naval de EE.UU (http://aa.usno.navy.mil/).

A) Dean Funes

O Luz
61 | Oscuridad

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

meses

B) Quilino

o Luz
61 m Oscuridad

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

meses
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Figura 4.2. Modelo de los tubos utilizados para exponer garrapatas ingurgitadas a condiciones

preestablecidas de laboratorio.

L
Figura 4.3. Modelos de tubos utilizados para exponer garrapatas ingurgitadas a condiciones de

campo.
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RESULTADOS

Amblyomma neumanni

De los 5 bovinos examinados mensualmente durante 24 meses se colectaron 10041
hembras, 2096 ninfas y 2530 larvas. El numero de especimenes, la P, la AM y la M para las
larvas se muestra en la tabla 4.1, para las ninfas en la tabla 4.2 y para las hembras en la tabla
4.3, junto con los agrupamientos de los meses de acuerdo a las diferencias significativas en el
numero de garrapatas obtenidos a partir del test de Dunn con la prueba de Kruskal-Wallis. Las
larvas se encontraron en los dos afios de febrero a julio, con el pico de abundancia en abril en
2005 y en mayo en 2006 (Figura 4.8). Las ninfas se colectaron de mayo a noviembre en 2005 y
de abril a octubre en 2006, con un pico de infestacién en junio y otro en septiembre en 2005, y
en julio en 2006 (Figura 4.9). La infestacion con hembras en los bovinos se manifesté de abril a
diciembre en el primer afio y de marzo a diciembre en el segundo. En los dos afios se observd
una curva bimodal, con dos picos de abundancia, uno menor en mayo y otro mayor en
primavera, en octubre-noviembre en 2005 y en septiembre-octubre en 2006 (Figura 4.10). Para
larvas y hembras, no existieron diferencias significativas en las prevalencias y en el numero de
garrapatas entre 2005 y 2006 (P > 0,01), en cambio, si hubo diferencias significativas en el
numero de ninfas entre de 2005 y 2006 (P = 0,003), pero no entre sus prevalencias (P > 0,01).
Los muestreos mensuales de garrapatas en fase libre sobre la vegetacion arrojaron resultados
similares a los alcanzados con la cuenta de las garrapatas fijadas a los bovinos, siendo las
correlaciones estimadas significativas para los tres estadios (larvas, rango de correlacion de
Spearman: 0,79 y P < 0,0001; ninfas, rango de correlacion de Spearman: 0,89 y P < 0,0001;
hembras, rango de correlacion de Spearman: 0,83 y P < 0,0001). Las larvas se detectaron en la
vegetacion de abril a julio en los dos afios (Figura 4.11), las ninfas de mayo a noviembre en 2005
y de mayo a octubre en 2006 (Figura 4.12), y las hembras de mayo a noviembre en los dos afios
(Figura 4.13).

Los pesos de ingurgitamiento y los periodos de premuda en diferentes condiciones de
fotoperiodo y temperatura de las larvas de A. neumanni colectadas sobre los bovinos en el

campo se muestran en la tabla 4.4. El periodo de premuda de las larvas ingurgitadas expuestas
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bajo condiciones de campo en el mes de mayo fue de 27 dias. No hubo correlacién significativa
entre peso y periodo de premuda de larvas en ninguno de los fotoperiodos y tampoco
considerando la muestra total (Tabla 4.7). Los resultados correspondientes a los pesos y
periodos de premuda a diferentes fotoperiodos y temperaturas de las ninfas se muestran en la
tabla 4.5. En el campo (especimenes expuestos en junio y julio), el periodo de premuda de las
ninfas fue de 29 a 38 dias, y no hubo correlacion significativa entre peso y periodo de premuda
bajo ningin régimen de fotoperiodo y tampoco tomando la muestra total. En la tabla 4.6 se
presentan los pesos, periodos de preoviposicion, periodos de incubaciéon y numero de huevos
puestos correspondientes a la hembras de A. neumanni colectadas sobre bovinos. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos en los periodos de preoviposicién y de
incubacion (ANOVA = P < 0,01) (Tabla 4.6). La informacién obtenida de las teleoginas expuestas
en condiciones de campo durante los dos afos de estudio indica que las colectadas en mayo
oviponen en septiembre (25%)-octubre (75%), las obtenidas en junio-julio oviponen en octubre
(100%), las colectadas en septiembre oviponen en noviembre (40%)-diciembre (60%) y las
colectadas en diciembre lo hacen en enero (100%). En la figura 4.14 se representan
graficamente los periodos de preoviposiciéon de las teleoginas expuestas en el campo de acuerdo
al mes en que fueron obtenidas de los bovinos. Para cada grupo de teleoginas expuestas a las
distintas condiciones de fotoperiodo y temperatura, las correlaciones entre peso y numero de
huevos puestos fueron siempre significativas, y también cuando se calculé la correlacion
considerando la muestra completa (Tabla 4.7). Por el contrario, las correlaciones entre peso de
la teleogina y periodo de preoviposicion nunca fueron significativas (Tabla 4.7). La tasa de
eclosion de los huevos en todos los casos fue mayor al 80 %.

Durante los dos afios de muestreo, sélo una hembra de A. neumanni fue hallada sobre

bovinos en Quilino en el mes de noviembre de 2006.
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Tabla 4.1. Porcentaje de prevalencia (P), abundancia media (AM) con los intervalos de confianza

del 95 % (IC 95%), y mediana (M) con el primer y tercer cuartil (1Q-3Q) de las larvas de

Amblyomma neumanni colectadas mensualmente sobre 5 bovinos en Dean Funes.

Meses P AM* (IC 95%) M(1Q-3Q)
2005
Enero 0 0° 0
Febrero 40 0,8° 0 (0-2)
Marzo 60  1,2°(0,2-2,3) 2 (0-2)
Abril 100  168,4% (83-253,7) 178 (100-232)
Mayo 100  87,6° (79,5-95,7) 90 (82-93)
Junio 100 19,2° (0,9-37,5) 22 (5-32)
Julio 60  1,2°(0,2-2,3) 2 (0-2)
Agosto 0 0° 0
Septiembre 0 0° 0
Octubre 0 0° 0
Noviembre 0 0° 0
Diciembre 0 0° 0
2006
Enero 0 0° 0
Febrero 40 08° 0 (0-2)
Marzo 40 08° 0 (0-2)
Abril 100  61,6% (22,1-101,1) 56 (32-94)
Mayo 100 138,87 (17,1-276,4) 102 (49-247)
Junio 100 24,8° (1,5-45,5) 6 (4-55)
Julio 40 0,8 0 (0-2)
Agosto 0 0° 0
Septiembre 0 0° 0
Octubre 0 0° 0
Noviembre 0 0° 0
Diciembre 0 0° 0

* Kruskal-Wallis con test de Dunn. Numeros seguidos por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).
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Tabla 4.2. Porcentaje de prevalencia (P), abundancia media (AM) con los intervalos de confianza
del 95 % (IC 95%), y mediana (M) con el primer y tercer cuartil (1Q-3Q) de las ninfas de

Amblyomma neumanni colectadas mensualmente sobre 5 bovinos en Dean Funes.

Meses P AM* (IC 95%) M(1Q-3Q)
2005
Enero 0 0° 0
Febrero 0 0° 0
Marzo 0 0° 0
Abril 0 0° 0
Mayo 100  20,8°(11,7-29,9) 20 (15-27)
Junio 100 98%(25,9-170,1) 76 (63-144)
Julio 100  22°(0,8-40,5) 10 (9-41)
Agosto 100  14,4°(9,9-18,4) 14 (11-18)
Septiembre 100  91,2°(17,4-179,8) 50 (36-157)
Octubre 80  18,8°(1,5-36,9) 20 (10-32)
Noviembre 40  0,8° 0 (0-2)
Diciembre 0 0° 0
2006
Enero 0° 0
Febrero 0° 0
Marzo 0° 0
Abril 40 0,8° 0 (0-2)
Mayo 80  44,4°(4,2-85,9) 10 (2-35)
Junio 100 45,2°(4,1-82,2) 26 (18-77)
Julio 100  66,4°(23,1-109,7) 60 (37-99)
Agosto 100  3,6°(0,3-6,8) 2 (2-6)
Septiembre 40  2° 0 (0-5)
Octubre 40 08 0 (0-2)
Noviembre 0° 0
Diciembre 0° 0

* Kruskall-Wallis con test de Dunn. Numeros seguidos por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).
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Tabla 4.3. Porcentaje de prevalencia (P), abundancia media (AM) con los intervalos de confianza

del 95 % (IC 95%) y mediana (M) con el primer y tercer cuartil (1Q-3Q) de las hembras de

Amblyomma neumanni colectadas mensualmente sobre 5 bovinos en Dean Funes.

Meses P AM* (IC 95%) M(1Q-3Q)
2005
Enero 0° 0
Febrero 0° 0
Marzo 0° 0
Abril 20 04° 0 (0-1)
Mayo 100  84,8°(62,4-107,2) 92 (66-100)
Junio 100  15,2°(8,5-21,9) 14 (11-20)
Julio 100  8°(1,1-15) 6 (6-12)
Agosto 80  8°(1-15,2) 8 (3-13)
Septiembre 100  103,2°(7,9-200,1) 80 (43-175)
Octubre 100 801,2%(86,1-1516,2) 462 (390-1382)
Noviembre 100 260,4b(136-384,7) 238 (168-364)
Diciembre 100  11,6°(0,8-22,3) 10 (4-20)
2006
Enero 0° 0
Febrero 0° 0
Marzo 20 04° 0 (0-1)
Abril 60  3,6°(1,4-6,5) 2 (0-7)
Mayo 100 168,4°(68,7-268,1) 144 (106-243)
Junio 100  26,4°(11-41,7) 26 (15-38)
Julio 100 16° (4,2-29,6) 10 (5-30)
Agosto 100 72,8°(38-107,6) 64 (48-102)
Septiembre 100  330,4°(215,2-445,6) 364 (234-410)
Octubre 100  92°(20,6-163,4) 90 (41-144)
Noviembre 100  4,8°(3,4-6,2) 4 (4-6)
Diciembre 60  0,6°(0,1-0,9) 1 (0-1)

* Kruskall-Wallis con test de Dunn. Numeros seguidos por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).
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Figura 4.8. Valores mensuales de la mediana del nimero de larvas de Amblyomma neumanni

colectadas sobre bovinos en Dean Funes.
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Figura 4.9. Valores mensuales de la mediana del numero de ninfas de Amblyomma neumanni

colectadas sobre bovinos en Dean Funes.
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Figura 4.10. Valores mensuales de la mediana del nimero hembras de Amblyomma neumanni

colectadas sobre bovinos en Dean Funes.
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Figura 4.11. Numero de larvas de Amblyomma neumanni colectadas mensualmente sobre la

vegetacion en Dean Funes.
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Figura 4.12. Numero de ninfas de Amblyomma neumanni colectadas mensualmente sobre la

vegetacion en Dean Funes.
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Figura 4.14. Periodos de preoviposicion (dias) de las teleoginas de Amblyomma neumanni
expuestas en el campo de acuerdo al mes en que fueron colectadas sobre los bovinos en Dean

Funes.
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Tabla 4.4. Media, desvio estandar (DS) y rango de los pesos (mg) y periodos de premuda (dias)
de larvas ingurgitadas de Amblyomma neumanni colectadas en el campo sobre bovinos y
mantenidas en el laboratorio a distintos regimenes de fotoperiodo. h (L): horas de luz; h (O):

horas de oscuridad; n: numero de garrapatas utilizadas. T°: temperatura en grados centigrados.

Peso Periodo de premuda

Fotoperiodo T® N Media * DS (rango) Media* £ DS (rango)
12h (L)-12h (O) 27+1 46 1,20+ 0,16 (0,9-1,6) 15,19°+ 1,76 (12-20)
12h (L)-12h (O) 25+1 21 0,96 + 0,22 (0,7-1,4)  12,54" + 1,93 (9-15)
14h (L)-10h(0) 25+1 21 1,05 0,22 (0,7-1,4)  14,54% + 0,95 (13-16)

10h (L)-14h(0) 25+1 21  1,00+0,13(0,8-1,3) 16,54 + 1,58 (14-20)

* ANOVA con test de Tukey. Numeros seguidos por diferentes letras son estadisticamente

diferentes (P < 0,01).

Tabla 4.5. Media, desvio estandar (DS) y rango de los pesos (mg) y periodos de premuda (dias)
de ninfas ingurgitadas de Amblyomma neumanni colectadas en el campo sobre bovinos y
mantenidas en el laboratorio a distintos regimenes de fotoperiodo. h (L): horas de luz; h (O):

horas de oscuridad; n: nimero de garrapatas utilizadas; T°: temperatura en grados centigrados.

Peso Periodo de premuda

Fotoperiodo T° N Media * DS (rango) Media* £ DS (rango)
12h (L)-12h (O) 27+1 28 10,84 +1,39 (6,5-14,8) 20,66° + 4,81 (13-26)
12h (L)-12h (O) 25+1 25 10,28+ 1,47 (8,9-12,7) 18,86°+ 0,94 (17-21)
14h (L)-10h(0) 25+1 25 11,03+2,31(6,1-14,9) 19,07°% 1,21 (17-21)

10h (L)-14h(0) 25+1 25 10,67+ 1,34 (9,3-12,9) 20,70+ 1,33 (17-25)

* ANOVA con test de Tukey. NUumeros seguidos por diferentes letras son estadisticamente

diferentes (P < 0,01).
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Tabla 4.7. Correlacion (r) de parametros biolégicos de larvas, ninfas y hembras ingurgitadas de
Amblyomma neumanni expuestas en el laboratorio a distintas condiciones de fotoperiodo y
temperatura (T°). Para las correlaciones significativas se indica el coeficiente de determinacion (r

2 ); n: nUmero de garrapatas utilizadas; T°: temperatura en grados centigrados.

n Fotoperiodo T° X y r r
Larvas Peso Periodode premuda
46 12h (L)-12h (O) 27 £ 1 0,11
21 12h (L)-12h (O) 25+ 1 0,26
21 14h (L)-10h(O) 25+ 1 0,54
21 10h (L)-14h(O) 25+ 1 0,14
109 Muestra total 0,23
Ninfas Peso Periodo de premuda
28 12h (L)-12h (O) 27 +1 0,09
25 12h (L)-12h (O) 25+ 1 0,05
25 14h (L)-10h(O) 25+ 1 0,05
25 10h (L)-14h(O) 25+ 1 0,05
103 Muestra total 0,07
Hembras Peso Periodo de preoviposicion
26 12h (L)-12h (O) * 27 +1 0,30
18 12h (L)-12h (O) * 251 0,16
18 12h (L)-12h (O) ** 251 0,24
22 14h (L)-10h (O)* 25%1 0,17
22 14h (L)-10h (O) ** 25%1 0,19
24 10h (L)-14h (O)* 25%1 0,45
22 10h (L)-14h (O) ** 251 0,28
152 Muestra total 0,12
Hembras Peso Numero de huevos
26 12h (L)-12h (O)* 27 +1 0,87 0,76
18 12h (L)-12h (O)* 25%1 0,82 0,70

18 12h (L)-12h (O) * 25+ 1 0,85 0,72



Cont. Tabla 4.7.

22

22

24

22

152

14h (L)-10h (O) *
14h (L)-10h (0) **
10h (L)-14h (O) *
10h (L)-14h (0) **

Muestra total

0,73
0,89
0,95
0,78

0,86

0,54
0,80
0,91
0,67

0,75

* Hembras colectadas sobre bovinos en otofio

** Hembras colectadas sobre bovinos en primavera
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Amblyomma parvum

El numero de especimenes de A. parvum colectados mensualmente sobre sus
hospedadores, asi como la P, la AM, la M y el correspondiente resultado de la prueba de
Kruskal-Wallis con el test de Dunn, se muestran en las tablas 4.8 para larvas, 4.9 para ninfas,
4.10 para hembras colectadas sobre bovinos y 4.11 para hembras colectadas sobre caprinos.
Sobre los bovinos se encontraron 377 hembras, sobre caprinos 452 hembras, y sobre G.
musteloides 819 ninfas y 1039 larvas. En los dos afos las larvas de A. parvum se colectaron de
marzo a julio con el pico de infestacion en mayo (Figura 4.15), las ninfas se colectaron de junio a
septiembre en 2005 y de junio a octubre en 2006 con el pico en agosto en los dos afos (Figura
4.16). La distribucion estacional de las hembras de A. parvum sobre bovinos y caprinos se
caracterizé por su presencia de octubre a abril, representado un periodo de infestacion en
primavera y verano (Figuras 4.17 y 4.18). Existieron diferencias significativas entre las
prevalencias y el numero de garrapatas de 2005 y 2006 en las larvas (Chi-cuadrado P = 0,004 y
U- test de Mann-Whitney P = 0,003) y en las ninfas (Chi-cuadrado P = 0,0001 y U- test de Mann-
Whitney P = 0,0001), pero no en las hembras. El método empleado para colectar garrapatas en
su fase de vida libre no permitié detectar larvas y ninfas de A. parvum, y las escasas garrapatas
adultas encontradas en fase libre no se incluyeron en el analisis.

Los pesos y periodos de premuda de larvas y ninfas ingurgitadas de A. parvum
alimentadas en el campo sobre G. musteloides y expuestas en el laboratorio a distintas
condiciones de fotoperiodo y temperatura, como asi también las diferencias significativas
encontradas entre los grupos para ambos estadios en los periodos de premuda (ANOVA = P <
0,01) se muestran en las tablas 4.12 (larvas) y 4.13 (ninfas). El periodo de premuda de las larvas
expuestas en mayo en el campo fue de 30 dias, y el de las ninfas expuestas en el campo en
agosto fue de 50 dias. No hubo correlacion significativa entre peso y periodo de premuda de
larvas y ninfas (Tabla 4.15). Como la mayoria de las hembras ingurgitadas de A. parvum se
colectaron desde el final de la primavera (diciembre) al final del verano (marzo), donde las

variaciones en el fotoperiodo no son marcadas, no se consideré necesario comparar los
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parametros biolégicos de dichas garrapatas exponiéndolas a distintos regimenes de fotoperiodo.
Asi, los periodos de preoviposicion y de incubacion, y el numero de huevos puestos, cuyos
valores se especifican en la tabla 4.14, se consiguieron a partir de teleoginas colocadas en
incubadoras con un régimen de 14 horas de luz y 10 de oscuridad a 25°C, similar al registro
maximo para el sitio de estudio (Figura 4.1 B). La tasa de eclosion fue del 78 % y no hubo
correlacioén significativa entre el peso y el periodo de preoviposicion, pero si entre el peso y el
numero de huevos puestos (Tabla 4.15). El periodo de preoviposicion de las teleoginas
expuestas en el campo en enero fue de 56 dias.

En los 24 meses de muestreo, Unicamente una hembra de A. parvum fue colectada sobre

bovinos en Dean Funes.
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Tabla 4.8. Porcentaje de prevalencia (P), abundancia media (AM) con los intervalos de confianza

del 95 % (IC 95%), y mediana (M) con el primer y tercer cuartil (1Q-3Q) de las larvas de

Amblyomma parvum colectadas mensualmente sobre Galea musteloides en Quilino.

n: nimero de hospedadores examinados.

Meses n P AM* (IC 95%) M (1Q-3Q)
2005

Enero 4 0¢ 0

Febrero 9 o¢ 0

Marzo 2 50 1,5°(0,4-10,55) 1,5 (0-3)
Abril 2 50 4,5°(1,2-8,9) 4,5 (0-9)
Mayo 6 100 74,8°(28,8-120,8) 77 (40-92)
Junio 9 100 20,8°(11,1-30,5) 20 (7,5-32,5)
Julio 10 88,8 24°(1,3-3,5) 2 (1-4)
Agosto 16 0 0° 0
Septiembre 7 0 0° 0

Octubre 12 0 0° 0
Noviembre 3 0 0° 0
Diciembre 3 0 0° 0

2006

Enero 2 0 o¢ 0

Febrero 2 0 o¢ 0

Marzo 3 333 17° 0 (0-5)

Abril 7 285 58° 0 (0-10)
Mayo 10 81,8 25,7°(6,6-44,8) 18,5 (10-29)
Junio 14 86,6 4,4°(0,2-8,6) 2 (1-5)
Julio 8 125 0,2° 0 (0-2)
Agosto 16 0 0° 0
Septiembre 6 0 0° 0

Octubre 11 0 0° 0
Noviembre 7 0 o¢ 0
Diciembre 3 0 0° 0

* Kruskall-Wallis con test de Dunn. Numeros seguidos por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).
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Tabla 4.9. Porcentaje de prevalencia (P), abundancia media (AM) con los intervalos de confianza

del 95 % (IC 95%), y mediana (M) con el primer y tercer cuartil (1Q-3Q) de las ninfas de

Amblyomma parvum colectadas mensualmente sobre Galea musteloides en Quilino.

n: nimero de hospedadores examinados.

2005
Enero
Febrero
Marzo
Abril

Mayo
Junio

Julio
Agosto
Septiembre
Octubre
Noviembre
Diciembre
2006
Enero
Febrero
Marzo
Abril

Mayo
Junio

Julio
Agosto
Septiembre
Octubre
Noviembre

Diciembre

N =2 =2 0o OO NN O M
o O

—_
N

7
3

P AM* (IC 95%) M (1Q-3Q)
0 0° 0

0 0° 0

0 0° 0

0 0° 0

0 0° 0

80  3,6°(0,97-6,13) 3 (0,5-6)
100  18,87(13,9-23,71) 19,5 (14-25)
93,8 18,4%(11,6-25,2) 21 (9,5-28)
100 12°(1,2-22,8) 12 (1-18)
0 0° 0

0 0° 0

0 0° 0

0 0¢ 0

0 0¢ 0

0 0¢ 0

0 0¢ 0

0 0¢ 0

215 0,2° 0

62,5 4°(0,6-7,4) 4 (0-7,5)
87,5 10,8%(1-15,6) 3(1,5-7)
50  1,6°(0,1-4,5) 0,5 (0-2)
91 0,18° 0

0 o¢ 0

0 0¢ 0

* Kruskall-Wallis con test de Dunn. Numeros seguidos por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).



Tabla 4.10. Porcentaje de prevalencia (P), abundancia media (AM) con los intervalos de

confianza del 95 % (IC 95%), y mediana (M) con el primer y tercer cuartil (1Q-3Q) de las

hembras de Amblyomma parvum colectadas mensualmente sobre 5 bovinos en Quilino.

Meses P AM* (IC 95%) M(1Q-3Q)
2005
Enero 100  12,8%(6-19,5) 12 (10-17)
Febrero 100 12,8%(5,6-19,9) 10 (8-9)
Marzo 100  7,2°(4,5-10) 8 (6-9)
Abril 40 16° 0 (0-4)
Mayo 0 0° 0
Junio 0 0° 0
Julio 0 0° 0
Agosto 0 0° 0
Septiembre 0 0° 0
Octubre 20 04° 0 (0-1)
Noviembre 60  2,4° 2 (2-
Diciembre 100  4°(1,5-6,5) 4 (2-
2006
Enero 100 10,4%(5,9-14,8) 8 (8-14)
Febrero 100  9,6%(3,9-15,2) 8 (6-14)
Marzo 100 5,2° (1,8-8,5) 4 (3-8)
Abril 60  1,6° 0 (0-4)
Mayo 0 0° 0
Junio 0 o 0
Julio 0 ¢ 0
Agosto 0 0° 0
Septiembre 0 0° 0
Octubre 40 1,2° 0 (0-3)
Noviembre 100  4,4°(1,2-7,6) 4 (2-
Diciembre 100  1,8°(1,2-2,3) 2 (2-

* Kruskall-Wallis con test de Dunn. Numeros seguidos por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).
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Tabla 4.11. Porcentaje de prevalencia (P), abundancia media (AM) con los intervalos de

confianza del 95 % (IC 95%), y mediana (M) con el primer y tercer cuartil (1Q-3Q) de las

hembras de Amblyomma parvum colectadas mensualmente sobre 5 caprinos en Quilino.

Meses P AM* (IC 95%) M(1Q-3Q)
2005
Enero 100 12%(2,5-21,4) 10 (5-20)
Febrero 100 10,4°(2,4-18,3) 10 (10-15)
Marzo 100 7,2*°(2,7-11,7) 6 (4-11)
Abril 100  3,2°(0,9-5,4) 2 (2-5)
Mayo 0 0° 0
Junio 0 0° 0
Julio 0 0° 0
Agosto 0 0° 0
Septiembre 0 0° 0
Octubre 20 04° 0 (0-1)
Noviembre 100 6% (2,9-9) 6 (4-
Diciembre 100  6,4™(3,1-9,6) 6 (4-
2006
Enero 100 15,2%(9,2-21,2) 14 (11-20)
Febrero 100  10°(7,5-12,5) 10 (8-12)
Marzo 100  7,2%(3,4-10,9) 8 (4-10)
Abril 60 2° 2 (0-4)
Mayo 0 0° 0
Junio 0 0° 0
Julio 0 d 0
Agosto 0 0° 0
Septiembre 0 0° 0
Octubre 80  1,6°(0,5-2,7) 2 (2-2)
Noviembre 100 2,4°(1,3-3,5) 2 (2-
Diciembre 100  6,4°(3,1-9,6) 6 (4-

* Kruskall-Wallis con test de Dunn. Numeros seguidos por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0,01).
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Figura 4.15. Valores mensuales de la mediana del numero de larvas de Amblyomma parvum colectadas

sobre Galea musteloides en Quilino.
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Figura 4.16. Valores mensuales de la mediana del numero de ninfas de Amblyomma parvum colectadas

sobre Galea musteloides en Quilino.
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Figura 4.17. Valores mensuales de la mediana del numero de hembras de Amblyomma parvum

colectadas sobre bovinos en Quilino.
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Figura 4.18. Valores mensuales de la mediana del nimero de hembras de Amblyomma parvum

colectadas sobre caprinos en Quilino.
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Tabla 4.12. Media, desvio estandar (DS) y rango de los pesos (mg) y periodos de premuda (dias) de
larvas ingurgitadas de A. parvum colectadas en el campo sobre G. musteloides y puestas en el
laboratorio a distintos regimenes de fotoperiodo. h (L): horas de luz; h (O): horas de oscuridad; n: nUmero

de garrapatas utilizadas; T°: temperatura en grados centigrados.

Peso Periodo de premuda

Fotoperiodo T N Media * DS (rango) Media* * DS (rango)
12h (L)-12h (O) 27 +1 34 0,40 + 0,05 (0,20-0,60) 11,66 + 0,70 (11-13)
12h (L)-12h (O) 25+1 23 0,36 + 0,07 (0,20-0,40) 14,53" + 0,86 (12-16)
14h (L)-10h(0) 25+1 23 0,39+ 0,07 (0,20-0,60) 12,17°+ 0,58 (11-14)

10h (L)-14h(0) 25+1 23 0,34 +0,08 (0,20-0,50) 16,40°+ 0,72 (15-17)

* ANOVA con test de Tukey. Niumeros seguidos por diferentes letras son estadisticamente

diferentes (P < 0,01).

Tabla 4.13. Media, desvio estandar (DS) y rango de los pesos (mg) y periodos de premuda (dias) de
ninfas ingurgitadas de A. parvum colectadas en el campo sobre G. musteloides y puestas en el
laboratorio a distintos regimenes de fotoperiodo. h (L): horas de luz; h (O): horas de oscuridad; n: numero

de garrapatas utilizadas; T°: temperatura en grados centigrados.

Peso Periodo de premuda

Fotoperiodo T° N Media * DS (rango) Media* £ DS (rango)
12h (L)-12h (O) 27+1 31 3,42+1,03(1,00-6,50) 15,95%+ 0,45 (15-17)
12h (L)-12h (O) 25+1 22 4,00+ 1,45 (1,90-7,00) 18,33°+ 0,89 (16-18)
14h (L)-10h(0) 25+1 22 3,88+ 1,05(1,20-6,60) 17,20° + 0,43 (15-19)

10h (L)-14h(0) 25+1 22 4,40+ 1,12 (2,20-5,60) 21,80°+ 0,32 (21-22)

* ANOVA con test de Tukey. NUumeros seguidos por diferentes letras son estadisticamente

diferentes (P < 0,01).
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Tabla 4.14. Parametros biolégicos de hembras ingurgitadas de Amblyomma parvum (n = 31) colectadas
sobre caprinos en Quilino y expuestas en el laboratorio en un régimen de fotoperiodo de 14 horas de luz

y 10 de oscuridad a 25°C + 1.

Peso Periodo de preoviposicion Periodo de incubacion N° de huevos
(mg) (dias) (dias)
Media 206,12 6,5 33,10 1500,42
Desvio estandar 23,65 0,85 1,16 298,25
Rango 125-270 5-13 25-36 689-2941

Tabla 4.15. Correlacion (r) de parametros biolégicos de larvas, ninfas y hembras ingurgitadas de
Amblyomma parvum expuestas en el laboratorio a distintas condiciones de fotoperiodo y temperatura

(T°). Para las correlaciones significativas se indica el coeficiente de determinacion (r 2 ).

N Fotoperiodo T° X Y r r
Larvas Peso (mg) Periodo de premuda (dias)
34 12h (L)-12h (O) 27 + 1 0,24
23 12h (L)-12h (O) 25+1 0,36
23 14h (L)-10h(0) 251 0,25
23 10h (L)-14h(0) 251 0,29
103 Muestra total 0,06
Ninfas Peso Periodo de premuda
31 12h (L)-12h (O) 27 +1 0,34
22 12h (L)-12h (O) 251 0,70
22 14h (L)-10h(0) 25+1 0,41
22 10h (L)-14h(0) 251 0,23
97 Muestra total 0,38
Hembras Peso Periodo de preoviposicion
31 14h (L)-10h (O) 25+1 0,08
Hembras Peso Numero de huevos

31 14h (L)-10h (O) 25+ 1 0,86 0,75
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DISCUSION

La infestacion de los bovinos con larvas de A. neumanni se observd desde mediados y
fines del verano a principios del invierno. Las primeras larvas de A. neumanni sobre bovinos se
detectaron en febrero y marzo, con un rapido incremento del numero en abril y mayo, seguido
por un abrupto descenso en junio. En los dos meses de mayor abundancia, en el otofo, se
colecto el 90,2 % del total de las larvas. Las ninfas se distribuyeron sobre los bovinos desde fines
del otofo a principios de la primavera, con la infestacién concentrada en invierno. Junio de 2005
y julio de 2006 fueron significativamente los meses con mayor abundancia de ninfas con
respecto al resto de los meses (Kruskal-Wallis P< 0,01) (Tabla 4.2). La curva de estacionalidad
del primer afio exhibié el mencionado pico en junio, un decrecimiento en julio y agosto y un
abrupto aumento en septiembre, en tanto que en el 2006 la abundancia de ninfas aumentd de
mayo hasta el mes pico, julio, para luego decrecer abruptamente en agosto y septiembre. En
sintesis, la actividad de las ninfas comienza en otofio, con el pico de infestacion en el invierno
(junio y julio), para decrecer paulatinamente hacia la primavera. El segundo pico en septiembre
de 2005 puede interpretarse como producido por ninfas que permanecieron confinadas durante
el invierno en parcelas sin acceso para los bovinos, y que fueron reclutadas tardiamente cuando
los bovinos finalmente accedieron a esos sectores de la vegetaciéne. A este suceso se le podria
atribuir la diferencia significativa en el numero de ninfas entre los afios 2005 y el 2006.

El parasitismo de las hembras de A. neumanni en bovinos se registré6 de forma continua
desde abril-mayo, en otofio, hasta fines de la primavera en noviembre-diciembre. La distribucion
estacional de las hembras mostré en los dos afos una curva bimodal, con algunos pocos
especimenes fijados a los bovinos a principios del otofio, un marcado aumento en la abundancia
con un pico en mayo, un decrecimiento en la abundancia en invierno (junio, julio, y agosto), y un

segundo pico de abundancia, mayor que el de mayo, extendiéndose desde el principio y

® Durante los dos afios de estudio en Dean Funes los bovinos examinados rotaron siempre entre
las mismas dos parcelas. Desde fines de octubre de 2005 hasta mediados de septiembre de ese
afo los bovinos fueron introducidos temporalmente en una tercera parcela que habia

permanecido sin bovinos durante los meses de invierno de ese afio.



152

mediados de la primavera, en septiembre, octubre, y en el 2005, también noviembre. No hubo
diferencias significativas entre el pico de mayo y los meses que le siguen de menor infestacion,
pero si la diferencia fue significativa en cada afio entre los meses de mayor infestacion, octubre
en 2005 y septiembre en 2006, con el resto de los meses (Kruskal-Wallis P< 0,01) (Tabla 4.3).

Como era de esperar, los meses donde se detectd la presencia de garrapatas en su fase
de vida libre sobre la vegetacion coincidieron en lineas generales para cada estadio con los
meses en los que se encontraron fijadas a los bovinos. Las diferencias mas notorias se
observaron en las larvas, que se colectaron sobre lo bovinos en febrero y marzo, pero no en la
vegetacion, y en las hembras, donde no se colectaron de la vegetacion pero si en los bovinos en
marzo, abril y diciembre. Esta diferencia deriva de la escasa probabilidad de colectar garrapatas
de la vegetacion cuando su densidad es baja y el area a recorrer por el operador es grande,
hecho que resalta la necesidad de utilizar formas de muestreo complementarias para intentar
inferir la estacionalidad de las garrapatas, minimizando asi los sesgos de la muestra por razones
metodoldgicas.

No hubo diferencias significativas para el periodo de premuda entre los grupos de ninfas
expuestos a distintos regimenes de fotoperiodo (Tabla 4.5). Las diferencias entre los grupos de
larvas fueron estadisticamente significativas (Tabla 4.4), pero su importancia aparenta ser
escasa pues los extremos en el rango de la media del periodo de premuda difieren sélo por 4,0
dias. El tiempo maximo de premuda de larvas y ninfas ingurgitadas expuestas en el campo fue
de 27 y 38 dias respectivamente. Los datos de laboratorio y de campo no avalan la presencia de
diapausa morfogenética en larvas y ninfas de A. neumanni. Por otro lado, si se detectaron
importantes diferencias en los periodos de preoviposicion entre los grupos de teleoginas
expuestos a diferentes regimenes de luz-oscuridad. Los mayores periodos de preoviposicion,
que difirieron significativamente del resto, se observaron en las hembras ingurgitadas colectadas
sobre bovinos en otofio y mantenidas en el laboratorio a 12h(L)-12h(O) a 27°C y 25°C, y a
10h(L)-14h(0O) a 25°C (Tabla 4.6), con un rango de 69,5-78,2 dias y una diferencia que oscil6
entre 44, 7 y 53, 5 dias con los periodos de aquellas teleoginas colectadas también en otofio y
expuestas en el laboratorio a 14h(L)-10h(O) a 25°C, sugiriendo la presencia de diapausa
morfogenética inducida por reduccion del fotoperiodo en las teleoginas que parasitan bovinos en

el otofio. Contrariamente a lo que sucede con las teleoginas de otofio, no se detectaron
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diferencia significativas entre los grupos de hembras ingurgitadas que se colectaron sobre
bovinos en primavera, aun considerando al grupo expuesto a 10h(L)-14h(0O) a 25°C (Tabla 4.3), y
tampoco entre estos tres grupos y el de teleoginas de otofio expuestos a 14h(L)-10h(O) a 25°C.
En coincidencia con estos resultados conseguidos en condiciones preestablecidas de
laboratorio, las teleoginas expuestas en el campo en otofio y principios del invierno (en este
segmento del afio las horas de diarias de luz en Dean Funes varia de 10 a 11 horas; ver figura
4.1 A) no ovipusieron hasta entrada la primavera, mientras que aquellas expuestas en primavera
ovipusieron en esa estacion o bien a principios del verano, reforzando la idea de que las
hembras que se alimentan, copulan e ingurgitan en el otofio entran en diapausa morfogenética
hasta el comienzo y mediados de la primavera inducidas por un fotoperiodo menor a 12h. El
hecho de que las teleoginas colectadas en primavera y expuestas a un fotoperiodo de 10h(L)-
14h(0) no entraran en diapausa, indica que ademas del fotoperiodo durante el cual las hembras
se prestan a oviponer, las condiciones de luz que las hembras experimentan previamente a su
ingurgitamiento seguramente también jueguen un rol determinante en la aparicién de la diapausa
morfogenética, como ya se demostrd para las especies palearticas D. marginatus y Dermacentor
reticulatus (Fabricius, 1794) (Belozerov 1963; Dorr y Gothe 2001). Estas especies poseen un
comportamiento similar a las de A. neumanni, con teleoginas en otofio y en diapausa
morfogenética manifestada en un retraso en la oviposicion, y teleoginas en primavera sin
diapausa. Futuros estudios que incluyan en su metodologia la evaluacién de la influencia del
fotoperiodo previo al ingurgitamiento de las hembras de A. neumanni seran necesarios para
complementar los resultados alcanzados en este trabajo.

En todas las condiciones de luz y temperatura, se verificd una correlacién positiva entre el
peso de las teleoginas y el numero de huevos, como es usual en las garrapatas, pero no con el
periodo de oviposicion, y tampoco la correlacion fue significativa entre el peso de ingurgitamiento
de larvas y ninfas y sus periodos de premuda (Tabla 4.7). Las medias de los pesos de
ingurgitamiento de las hembras de A. neumanni alimentadas en bovinos bajo condiciones de
campo en Dean Funes fueron similares a las que lograron las hembras alimentadas en terneros
bajo condiciones de laboratorio (27°C + 1 y 83-86°C en oscuridad) por Aguirre et al. (1999), los
periodos de preoviposicion también fueron semejantes a los de Aguirre et al (1999) (23,8 dias)

para los grupos de teleoginas colectadas en primavera o el grupo colectado en otofio y expuesto
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a 14h(L)-10h(O) (rango de las medias 15,7-24,2 dias), pero no para los grupos de teleoginas
colectados en otofio y expuestos a 12h(L)-12h(O) a 25°C y 27°C y 10h(L)-14h(O) (rango de las
medias 69,5-78,2 dias). Todos los periodos de incubaciéon de los huevos puestos por las
garrapatas de Dean Funes fueron prolongados (rango de las medias 36,8-61,1 dias),
independientemente de las condiciones de fotoperiodo a las que estuvieron expuestos, aunque
fueron menores al del trabajo de Aguirre et al. (1999) (76,1 dias). Como se menciond en la
introduccioén, estos autores demuestran que A. neumanni necesita para completar su ciclo casi
dos veces mas de tiempo que otras especies argentinas del género Amblyomma (A. cajennense,
A. parvum y A. pseudoparvum) establecidas en el mismo dominio fitogeografico (Guglielmone et
al. 1991, 1992 b; Mangold y Guglielmone 1993), y que esto es consecuencia de los prolongados
periodos de preoviposicion, oviposicion e incubacion. En sintesis, este estudio y el de Aguirre et
al. (1999) coinciden a grandes rasgos en la sugerencia de la regulacion del ciclo de A. neumanni
por una diapausa morfogenética en las teleoginas y una dilatada embriogénesis.

Recapitulando lo mencionado anteriormente, se desprende que el ciclo biolégico de A.
neumanni en la naturaleza, bajo las condiciones del noroeste de Cérdoba, se define por la
presencia de larvas desde fines de verano al comienzo del invierno, con el pico de abundancia
en otofo, que originaran las ninfas que estaran presentes en el ambiente a lo largo de todo el
invierno y comienzos de la primavera. Estas ninfas mudaran secuencialmente en las garrapatas
adultas que se encontraran en el ambiente y sobre los hospedadores durante el invierno y la
primavera. Teniendo en cuenta los tiempos de preoviposicion obtenidos en este estudio en
garrapatas expuestas en el laboratorio y en el campo, se deduce que las hembras que se
alimenten e ingurgiten durante este periodo, pondran sus huevos a fines de la primavera y
principios de verano, en coincidencia con el comienzo de la estacion lluviosa (Figura 4.4), a partir
de los cuales emergeran las larvas que comenzaran a estar activas a fines del verano del
siguiente afno. Como hipoétesis se asume que las garrapatas adultas que se visualizan a fines del
otofo y principios del invierno podrian corresponder a aquellas que no hallaron hospedadores
para alimentarse en el transcurso del invierno y la primavera del afio anterior, y que entraron en
diapausa de comportamiento durante todo el verano hasta volverse nuevamente activas recién
en el otofio del afo siguiente. Una vez completada su replecion, estas teleoginas de otofio entran

en diapausa morfogenética retrasando su oviposicion hasta la primavera siguiente,
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sincronizandola con la de las cohortes de teleoginas de mediados de invierno y primavera, en
simultaneo con la iniciacion del ciclo unimodal de lluvias caracteristico del norte de Cdérdoba. El
significado biolégico de este comportamiento probablemente radica en la necesidad que huevos
y larvas esten presentes en la etapa del afio con un un nivel de humedad superior al valor critico
requerido por estos estadios, que son, en relacién a las ninfas y adultos, altamente sensibles a la
deshidratacién, segun fue demostrado para varias especies de ixddidos (Knulle y Rudolph 1982;
Madder y Berkvens 1997; Randolph 1999; Sutherst y Bourne 2006), y A. neumanni no seria la
excepcion. Las larvas en fase libre pierden agua mas rapidamente que otros estadios porque su
proporcién superficie corporal/ volumen es menos favorable, poseen bajos niveles de reservas
grasas y altas tasa metabdlica que limitan su tolerancia a la desecacién durante la espera en el
ambiente por un hospedador (Randolph 1993).

La presencia de dos cohortes de garrapatas hembras en un mismo afio se ha establecido
en el estudio de los ciclos de otras especies como I. ricinus (Walker 2001), D. marginatus
(Belozerov 1968) y D. variabilis (Burg 2001). Para poner a prueba esta hipétesis de dos cohortes
anuales y conocer el periodo del afio en que la actividad de cada cohorte comienza vy finaliza, y
por consiguiente, el momento en que se solapan, es menester el estudio que estime en cada
mes las edades fisiolégicas de las garrapatas hembras no alimentadas colectadas sobre la
vegetacion, y la verificacién experimental de la hipotética diapausa de comportamiento de
especimenes no alimentados en verano.

Trabajos previos en la Argentina acerca de la distribucién estacional de A. neumanni fueron
realizados en la provincia de Salta por Guglielmone et al. (1981) y Guglielmone et al. (1990 b).
En el primer trabajo las larvas se detectaron en otofio e invierno, las ninfas en invierno y
primavera, y las hembras en otofo, invierno y primavera, con picos en el otofio e invierno
variando de acuerdo a la zona ecoldgica y el afio; en el segundo trabajo las larvas se detectaron
de mayo a octubre, con el pico ocurriendo entre mayo vy julio, las ninfas de abril a diciembre, con
la maxima abundancia en junio y julio, y los adultos de abril a diciembre, con el pico de mayo a
julio. Las diferencias mas importantes entre esos estudios y el presente consisten en que las
primeras larvas en los bovinos de Dean Funes se observaron desde fines del verano y nunca
mas alla de julio, en que nunca se hallaron ninfas en diciembre en esta localidad, y en la

ausencia del pico de la primavera en Salta. Variaciones intraespecificas en los patrones de
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distribucion estacional de las garrapatas de una localidad a otra, o entre afios en una misma
localidad, es un evento frecuente influenciado por factores externos que caracteriza la dinamica
poblacional de estos ectoparasitos, como ya se comprobé en A. americanum (Kollars et al. 2000
b), A. maculatum (Teel et al. 1998; Barker et al. 2004), R. appendiculatus (Randolph 1999), D.
variabilis (Kollars et al. 2000 a), /. kingi (Salked et al. 2006), /. rubicundus (Fourie et al. 1996), /.
scapularis (Soneshine et al. 2002), Ixodes sculptus (Neumann, 1904) (Salked et al. 2006) e /.
ricinus (Randolph 2002). Para este ultimo caso se observd una estacionalidad con picos
unimodales en algunas poblaciones y bimodales en otras (Talleklint y Jaenson 1997). Del mismo
modo, la aparicion e intensidad de la diapausa es generalmente latitud-dependiente (Madder et
al. 2002), estando obviamente asociadas al fotoperiodo de la localidad al que pertenece cada
poblacién de la garrapata en cuestién, por lo que la extrapolacién a otros puntos geograficos de
los resultados alcanzados sobre el comportamiento de diapausa de una especie en un sitio
puntual debe hacerse con prudencia.

Tras evaluar en un lapso de un afno la estacionalidad de A. neumanni, Guglielmone et al.
(1990 b) proponen la hipotesis de un ciclo para esta especie de tres afios de duracién, tomando
como evidencia fundamental el aparente solapamiento de la actividad de los tres estadios en un
mismo momento del afio. Sin embargo, los resultados de este capitulo no sostiene esa conjetura
porque la distribucion estacional de larvas y ninfas de A. neumanni en Dean Funes posee un
patrén secuencial, con larvas de fines del verano al principio del invierno, con el pico en otofio, y
ninfas de fines del otofio a la primavera con el pico en invierno, y tiempos de desarrollo
registrados para especimenes ingurgitados de ambos estadios tanto en el campo como en
laboratorio que no sugieren una larga diapausa morfogenétca. Asi, el ciclo biolégico en la
naturaleza de esta garrapata se completaria en un afio para el segmento de la poblacién cuyas
hembras logran encontrar un hospedador donde copular y alimentarse, y en dos afios para la
fraccion poblacional cuyas hembras no pueden fijarse a un hospedador durante el invierno y la
primavera, entrando hipotéticamente en diapausa de comportamiento en verano hasta el otofio
del afio siguiente.

La abundancia secuencial casi sin solapamiento de los tres estadios de A. parvum, y los
tiempos de desarrollo de las garrapatas ingurgitadas expuestas tanto en condiciones de

laboratorio como de campo, indican que esta especie desarrolla un ciclo con una generacién por
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afio. Las larvas se hallaron fijadas a G. musteloides desde fines del verano a principios del
invierno, con el pico en otofio, originando las ninfas que se encontraron parasitando a este
roedor durante todo el invierno y la primera parte de la primavera con el pico a mediados del
invierno. Estas ninfas que se alimentaron a lo largo del invierno y los albores de la primavera
mudaron en los adultos que se colectaron parasitando bovinos y caprinos desde mediados de la
primavera hasta fin del verano del afio siguiente, periodo en el cual se generaron las teleoginas
que ovipusieron en el verano proporcionando asi una nueva generacion de larvas que se vuelven
activas a finales de esta estacion y en el otofio. La infestacién en bovinos y caprinos con
hembras de A. parvum desde mediados de la primavera a fines del verano confirma lo registrado
por otros estudios efectuados en la Argentina y Brasil (Guglielmone et al. 1981, 1990 b; Mangold
et al. 1994; Szabd et al. 2007 b), mientras que lo explicitado sobre la estacionalidad de los
estadios inmaduros constituye el primer analisis hecho en este sentido para esta garrapata.

Los tiempos de desarrollo de los preimagos (periodos de premuda) y hembras (periodos de
preoviposicion e incubacion de los huevos) obtenidos a partir de garrapatas ingurgitadas
colectadas en Quilino y expuestas en los distintos regimenes de horas luz-oscuridad en el
laboratorio fueron, con algunos matices, similares a los publicados por Guglielmone et al. (1991),
quiénes llevaron a cabo en el laboratorio el ciclo biolégico de A. parvum, siendo en los dos
trabajos la fase de desarrollo mas prolongada el periodo de incubacion de los huevos [en este
trabajo la media = 33,1 dias; en Guglielmone et al (1991) la media = 31,8 dias]. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos expuestos a los distintos regimenes de luz-
oscuridad en los periodos de premuda de larvas y ninfas (Tablas 4.12 y 4.13), no aparentan
tener significancia biolégica porque el rango méaximo de diferencia para larvas fue 4,7 dias y para
ninfas 5,8 dias. Como era de esperar, sélo hubo correlacion positiva entre el peso de las
teleoginas y el numero de huevos puestos. De la misma forma que en A. neumanni, los tiempos
de desarrollo que presentaron los especimenes ingurgitados de los tres estadios de A. parvum
expuestos en el campo fueron mayores a los que tuvieron los especimenes puestos en
incubadoras en el laboratorio.

Al no existir diferencias significativas en el nimero de hembras entre 2005 y 2006, el mayor
numero de larvas y de ninfas en el primer afio con respecto al segundo puede deberse a

diversos factores extrinsecos indeterminados que influyen sobre caracteres bioecoldgicos de las
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garrapatas. Se ha argumentado que la temperatura y la humedad son determinantes del tamafio
de las poblaciones de larvas al influenciar la fecundidad de las hembras, la tasa de eclosion de
los huevos vy la supervivencia de los individuos en su fase de vida libre (Randolph 1994, Teel et
al. 1998), regulando transitivamente la generacién de ninfas que de estas larvas derivan. No
obstante, en Quilino no hubo diferencias relevantes entre los dos afos en los valores de
temperatura y precipitaciones registrados en los meses criticos para las larvas (enero a mayo)
(Figuras 4.6 y 4.7), de alli que la busqueda de las causas que determinan esta heterogeneidad
en la abundancia media de los estadios inmaduros no deberia restringirse a esas variables
climaticas. Otros factores extrinsecos que podrian evaluarse para profundizar en este tépico son
algunos relacionadas al clima como numero anual de heladas y radiacién ultravioleta, y aquellos
que ocasionan fluctuaciones en la densidad de los potenciales hospedadores, que inciden asi
indirectamente sobre el numero de larvas que logran encontrar y fijarse a un hospedador, como
fue demostrado en poblaciones de la garrapata neértica I. scapularis (Goodwin et al. 2001;
Ostfeld et al. 2006).

En este trabajo se describieron los ciclos biolégico de A. neumanni y A. parvum en la
naturaleza, integrando informacion sobre la distribucién estacional de todos los estadios y de los
factores extrinsecos que regulan los periodos de desarrollo de cada uno de ellos. Estos
conocimientos de los aspectos bioecoloégico de A. neumanni y A. parvum pueden ser de utilidad
en el disefio de estrategias de control de estas dos garrapatas. El desarrollo de la fase parasitica
de las larvas y ninfas de A. parvum sobre roedores silvestres impide la implementacion de
técnicas convencionales de control sobre estos estadios. Sin embargo, la aplicacion de
acaricidas sobre los bovinos y caprinos entre fines de primavera y mediados del veranos
permitiria el control del parasitismo de los adultos de A. parvum, con la consiguiente disminucion
de las generaciones posteriores de larvas y ninfas, debido a que este es el periodo del afo en el
que se concentra la mayor parte de la infestacion con adultos de A. parvum en bovinos y
caprinos. Por otro lado, con respecto a A. neumanni, con la aplicacion de acaricidas sobre
bovinos en abril y mayo se controlaria simultdneamente la infestacion con larvas y adultos
(cohorte de otofio). Este tratamiento contra las larvas en el otofio conllevaria a una reduccion de
la abundancia de las ninfas y adultos que de ellas devienen en invierno y primavera. No

obstante, para poder validar estas hipotesis acerca de posibles estrategias de control de A.
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neumanni y A. parvum seran necesarios estudios complemetarios donde se apliquen acaricidas
siguiendo el patron aqui sugerido.

La regulacion del ciclo biolégico de A. neumanni por medio del comportamiento pre-
adaptativo de diapausa es una de las caracteristicas mas notables en la que su ciclo difiere con
el de A. parvum. De este modo, entre las 58 especies neotropicales de Amblyomma este
comportamiento sélo ha sido demostrado en A. cajennense (Labruna et al. 2003 a) y A.
neumanni. El uso de hospedadores es otro de los componentes en el que se diferencian los
ciclos bioldgicos de las dos garrapatas estudiadas en esta tesis. Amblyomma neumanni ha
logrado asociar su ciclo a un hospedador ampliamente distribuido y temporalmente estable en lo
que respecta a su abundancia y densidad, obviamente como resultado de la accién antrdpica,
reduciendo los factores extrinsecos que modulan su estacionalidad a variables climaticas y del
paisaje. En cambio, A. parvum depende para el sustento de los preimagos de un grupo de
hospedadores autdctonos (G. musteloides), con estructuras poblacionales fluctuantes en tiempo
y espacio, por lo que la configuracion de su ciclo va a resultar de las caracteristicas
bioecolégicas propias de la garrapata y de un entramado complejo de fuerzas extrinsecas
inconstantes que no sélo incluyen las variables climaticas y del paisaje, sino también las
inherentes al hospedador, como el comportamiento, la estructura social, el sistema inmunolégico,

el tamafio y la dindmica poblacional, que requiere de estudios adicionales para ser elucidado.
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PARTE lll: DISTRIBUCION Y DIVERSIDAD GENETICA
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CAPITULO 5

“La distribucién de Amblyomma neumanni y Amblyomma

parvum en relacién a la fitogeografia de la Argentina”



162

INTRODUCCION

La distribucién de los agentes infecciosos y sus vectores es determinada
fundamentalmente por las condiciones ambientales de los biomas, los cuales se definen por una
flora y fauna caracteristicas (Thrusfield 2005), siendo fundamental para poder construir modelos
epidemioldgicos con capacidad predictiva conocer con fidelidad las caracteristicas que definen el
patrén de distribucion del vector considerado. El patron de distribucion mostrado por un
determinado organismo puede ser continuo con el area ocupada consistiendo en una Unica
region, que se explica por la distribucién actual de los factores climéticos y bioldgicos, o puede
ser discontinuo, donde las areas ocupadas poseen caracteristicas climaticas o de habitat que
resultan de cambios histéricos en el clima y la topografia (Cox y Moore 2005). Reconocer el
patrén de distribucion de las garrapatas es fundamental para realizar inferencias sobre los
factores ecoldgicos y evolutivos que determinan su presencia y abundancia en una region.

La interaccion parasito-hospedador-ambiente es controlada por factores espaciales y
temporales: los hospedadores usan recursos del ambiente para alimentacion y refugio, los
parasitos recurren a los hospedadores para alimentacion y dispersién, y algunos parasitos
utilizan las comunidades vegetales para la puesta de huevos y como sustrato donde se producen
las mudas a los estadios subsecuentes (Teel et al. 1996). Asi, para el caso particular de las
garrapatas, los factores claves que incidiran sobre su distribucion espacial seran los
hospedadores principales (presencia-ausencia, densidad y abundancia), la vegetacion y el clima.

Es probable que los hospedadores de A. neumanni y A. parvum en la Argentina (ver
detalle en “Introduccién General” y “Capitulo 2”) no constituyan un factor limitante para la
distribuciéon de estas dos garrapatas, porque tanto los hospedadores domésticos (bovinos,
caprinos y equinos) como los silvestres (artiodactilos, carnivoros, roedores Caviinae para los
estadios inmaduros de A. parvum) se hallan ampliamente distribuidos en la mitad norte del pais
con escasas restricciones geograficas (Parera 2002; Barquez et al. 2006). De alli se puede inferir
que los dos factores mas importantes que podrian afectar la distribucion de estas dos especies

son la vegetacion y el clima, los cuales se encuentran estrechamente relacionadas. Esto no es



163

exclusivo de A neumanni y A. parvum. Es aceptado para numerosas especies de garrapatas
que, mas que los hospedadores, el clima y la vegetacion son los factores principales en la
determinacion de sus distribuciones geograficas (Estrada-Pefia 2001; Cumming 2002). Es mas,
se ha demostrado para numerosas garrapatas que dos factores determinados por el clima y la
vegetacion, como son la temperatura y la humedad, juegan un rol decisivo en sus dinamicas
poblacionales (Corson et al. 2004; Zeman y Lynen 2006).

Con respecto a las garrapatas neotropicales, la mayoria de los estudios sélo hacen
referencia a los hallazgos de acuerdo a las localidades administrativas, siendo asi impracticable
un analisis sobre preferencias ecoldgicas. No obstante, para algunas especies si se han llevado
a cabo estudios donde las localidades de hallazgos son analizados en funciéon de variables
ambientales bidticas y abidticas. Guglielmone y Nava (2005, 2006) resumieron los sitos de
colecta de las garrapatas presentes en la Republica Argentina, indicando para cada especie la
ubicacion fitogeografica de sus hallazgos pero si un analisis cuantitativo, y Guglielmone et al.
(1992 a, 2000) lo hicieron en forma detallada y analitica para A. tigrinum, H. juxtakochi, I.
pararicinus y O. megnini. Siguiendo la regionalizacién biogeografica del Neotropico, Estrada-
Pefa et al. (2005 a) asociaron los registros de A. maculatum a las provincias biogeograficas de
la Sabana y Pacifica, los de A. tigrinum a la provincias Amazoénica, Pampeana, Chaquena y del
Espinal y los de A. parvitarsum a la provincia Altoandina. Un criterio alternativo utilizado para
determinar las preferencias ecoldgicas de las garrapatas es aquel que considera la fisonomia de
la vegetacion. Se encontré que A. auricularium y A. pseudoconcolor se hallan asociadas a
bosques tropicales, bosques semi-abiertos y pastizales de zonas é&ridas y semi-aridas
(Guglielmone et al. 2003 c), mientras que Guglielmone et al. (2003 b) no encontraron una
asociacion significativa de A. aureolatum y A. ovale con ningun tipo de vegetacién. Por ultimo, el
método que contempla el uso del indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI) fue
empleado por Estrada-Pefia et al. (2004 b) en combinacién con datos de temperatura para
examinar la distribucién de A. cajennense, concluyendo que no hay diferencias significativas

entre el NDVI en areas donde la garrapata esta presente y aquellas zonas adyacentes donde la
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garrapata no ha sido encontrada. Mas que el NDVI, las diferencias en la distribuciéon fueron
explicadas por el factor temperatura.

Especificamente a lo que respecta al objeto de estudio de este capitulo, los sitios de
colecta de A. parvum han sido ubicados en la provincia fitogeografica Chaquefia,
primordialmente en el distrito Chaquefio Occidental (Guglielmone y Hadani 1980; Guglielmone et
al. 1981, 1990 a), y los de A. neumanni en el distrito Chaquefio-Serrano y en los ecotonos con el
distrito Serrano y la provincia fitogeografica de las Yungas (Guglielmone y Hadani 1981;
Guglielmone et al. 1981).

En este capitulo, el objetivo es conocer y analizar la distribuciéon en la Argentina de A.
neumanni y A. parvum en relacion a las distintas regiones fitogeograficas de la Argentina. Los
antecedentes indican que la mayor parte de los hallazgos corresponden al drea comprendida
dentro la vasta provincia fitogeografica Chaquefia precisada por Cabrera (1994). Entonces, la
hipotesis de trabajo formulada es que dentro de dicha area estas dos especies de garrapatas no
se distribuirdan uniformemente, sino que tendran preferencias por determinadas zonas con

caracteristicas fitogeograficas particulares.
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MATERIALES Y METODOS

Los datos utilizados en este capitulo se obtuvieron a partir de colectas realizadas por el
tesista y de informacién publicada en la literatura especifica, registrandose la localidad, provincia
politica, coordenadas geograficas y hospedadores. La eleccion de las localidades muestreadas
se hizo de manera tal que abarcaran de manera representativa las principales provincias
fitogeograficas de la mitad norte de la Argentina.

Cada localidad de hallazgo se indicé sobre el esquema fitogeografico presentado por
Guglielmone y Nava (2006) el cual corresponde a una compilacién basada en la fitogeografia de
la Argentina de acuerdo con Ragonese (1967), Cabrera (1994) y Guglielmone y Vifiabal (1994).
Se decidio utilizar este esquema porque dentro de la Provincia del Chaco la subdivisiéon en
distritos ofrece una mayor resoluciéon para analizar las preferencias ecolégicas de cada especie
que la brindada en los esquemas biogeograficos de Cabrera y Willink (1973), Morrone (2006) o
en el de eco-regiones disefiado por Burkart et al. (1999). La significancia de las diferencias entre
las distintas provincias y dominios en relaciéon al numero de localidades de hallazgo de las dos
especies de garrapatas se teste6 con la prueba de Chi-cuadrado. Las provincias y dominios
fitogeograficos son definidos de la siguiente manera siguiendo lo descrito por los autores
mencionados:

-Dominio Andino-Patagénico: promedio anual de lluvias inferior a 300 mm, con heladas
durante todo el afio y nevadas en invierno. La vegetacion se compone principalmente de estepa
de gramineas con arbustos dispersos. Las tres provincias que componen este dominio son la
Puna, Patagonica y Subantértica.

-Dominio Amazénico: este dominio se caracteriza por vegetacion selvética con clima calido y
humedo, aunque con posibilidad de heladas e incluso nevadas en los meses de bajas
temperaturas. En Argentina se diferencias dos provincias dentro de este dominio.

1) Provincia de las Yungas: lluvias estivales de hasta 2500 mm anuales, relieve montafioso y la

vegetacion dominante es la selva nublada.
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2) Provincia Paranaense: lluvias no superiores a 2100 mm anuales distribuidas a lo largo de todo
el ano, relieve montafioso de poca altura y vegetacién dominante de selvas y sabanas.

-Dominio Chaquefiio: este vasto dominio esta representado por 4 provincias.

1) Provincia del Monte: precipitaciones anuales inferiores a 200 mm, con vegetacion compuesta
por montes de sammofiticas, xerofiticas y talofiticas.

2) Provincia del Espinal: lluvias concentradas en verano y vegetacién caracteristica de montes
de Prosopis.

3) Provincia Pampeana: precipitaciones anuales de 600 a 1000 mm. La vegetacién dominante
son las estepas de gramineas.

4) Provincia del Chaco: en esta provincia las lluvias se concentran en el verano y los bosques
xerdfilos caducifolios caracterizan la vegetacion. Esta provincia se divide en 3 distritos:

- Distrito Chaquefio Serrano: las lluvias anuales varian de 400 a 900 mm. Predominan los
montes de S. kaenkeana y las estepas de gramineas duras.

- Distrito Chaquefio Occidental: las precipitaciones anuales van de 500 a 800 mm vy la
vegetacion esta compuesta principalmente por montes de Schinopsis lorentzii Engler 1881 y A.
q. blanco.

- Distrito Chaquefio Oriental: el clima es mas humedo que los dos distritos anteriores. La

vegetacion esta caracterizada por montes de Schinopsis balansae Engler 1885 y A. q. blanco.
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RESULTADOS

Siguiendo la division administrativa de la Argentina, los hallazgos de A. neumanni fueron
realizados en las provincias de Catamarca (5 localidades), Chaco (1 localidad), Cérdoba (10
localidades), Formosa (1 localidad), Jujuy (8 localidades), La Rioja (1 localidad), Salta (51
localidades), Santiago del Estero (9 localidades) y Tucuman (19 localidades) (Tabla 5.1). La
distribucion de A. neumanni en relacién a la fitogeografia se presenta en la figura 5.1. La
provincia fitogeografica con el mayor niumero de registros es la del Chaco (82,8 % del total),
donde las localidades corresponden al distrito Chaquefo Serrano (81,6 %), al distrito Chaquefio
Occidental (17, 2 %) y al distrito Chaquefio Oriental (1,4 %). El resto de las localidades
pertenecen a las provincias fitogeograficas de las Yungas (14,8 % del total) y de la Puna (2.1 %
del total).

Las localidades donde se colectaron especimenes de A. parvum se ubican en las
provincias administrativas de Catamarca (10 localidades), Chaco (7 localidades), Cérdoba (13
localidades), Formosa (14 localidades), La Rioja (2 localidades), Salta (37 localidades), San Luis
(1 localidad) y Santiago del Estero (15 localidades) (Tabla 5.2). Excepto por dos localidades en la
provincia del Monte (2,2 %), todos los hallazgos se restringieron a localidades de la provincia
fitogeografica del Chaco, de los cuales el 78,3 % pertenecen al distrito Chaquefio Occidental, el
18,6 % al distrito Chaquefio Serrano y el 3,1 al distrito Chaquefio Oriental (Figura 5.2).

El analisis de Chi-cuadrado indicé una asociacion estadisticamente significativa de A.
neumanni con el distrito Chaquefno Serrano (P < 0,0001) y de A. parvum con el distrito Chaquefio

Occidental (P < 0,0001).
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Figura 5.1: Distribucion de Amblyomma neumanni en relacion a las provincias fitogeograficas de

la Argentina de acuerdo a Cabrera (1994). La subdivision en distritos se hizo de acuerdo a
Ragonese (1967), Cabrera (1994) y Guglielmone y Vifiabal (1994): m dominio Amazénico, 1
Yungas, 2 Paranaense; o dominio del Chaco, 3 Chaco y sus distritos (3a Serrano, 3b Occidental,
3c Oriental), 4 Pampeana, 5 Espinal, 6 Monte; m dominio Andino-Patagénico, 7 Puna, 8

Patagonica, 9 Subantartica.
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Figura 5.2: Distribucion de Amblyomma parvum en relacion a las provincias fitogeograficas de la
Argentina de acuerdo a Cabrera (1994). La subdivisién en distritos se hizo de acuerdo a
Ragonese (1967), Cabrera (1994) y Guglielmone y Vifiabal (1994): m dominio Amazénico, 1
Yungas, 2 Paranaense; o dominio del Chaco, 3 Chaco y sus distritos (3a Serrano, 3b Occidental,
3c Oriental), 4 Pampeana, 5 Espinal, 6 Monte; m dominio Andino-Patagénico, 7 Puna, 8

Patagonica, 9 Subantartica
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DISCUSION

El analisis conjunto de los datos inéditos aportados en este trabajo y de aquellos
recapitulados de la literatura, refuerza los enunciados previos acerca de la distribucién en
relacidn a la fitogeografia de la Argentina para A. neumanni 'y A. parvum. Como era esperable, la
mayoria de los hallazgos de A. neumanni correspondieron a la provincia del Chaco, presentando
un sesgo marcado por el distrito Chaquefio Serrano. A pesar que las superficies de los distritos
Chaquefio occidental y Chaqueio Oriental exceden largamente la del distrito Chaquefio Serrano,
el numero de sitios de colecta de A. neumamni fue notablemente inferior en los dos primeros con
respecto a este ultimo. Como se menciond en la introduccién, los hospedadores de esta
garrapata estan bien establecidos en los tres distritos, de alli que se puede concluir con
certidumbre que la distribuciéon heterogénea de A. neumanni en la provincia del Chaco esta
relacionada a las caracteristicas de la vegetacién y del clima, las cuales son determinantes de
las condiciones microclimaticas en las que las garrapatas desarrollan su ciclo bioldgico. El
numero de hallazgos en la Provincia de las Yungas es similar al del Distrito Chaquefio Occidental
de la Provincia del Chaco, a pesar de que la superficie de esta ultima es marcadamente mayor al
de la primera, hecho que indica una aptitud relativamente alta de esta provincia para el
sostenimiento de poblaciones estables de A. neumanni. Los escasos hallazgos en las Provincia
de la Puna y en Distrito Chaquefio Oriental permiten afirmar que la aptitud de esos ambientes
para el establecimiento de poblaciones importantes de A. neumanni es baja. En un mismo
sentido, aunque con marcadas diferencias cualitativas, A. parvum también muestra una marcada
preferencia por un area particular, el Distrito Chaquefio Occidental de la Provincia del Chaco,
fundamentado en que los nimeros de sitios de hallazgos en los Distritos Serrano y Oriental de la
Provincia del Chaco y en la Provincia del Monte son significativamente inferiores al del Distrito
Chaquefio Occidental.

Segun lo descrito hasta aqui, y en concordancia con la hipétesis planteada en la
introduccién, se concluye que las condiciones ambientales resultantes de la vegetacién y el clima

son las limitantes para la distribucién en la Argentina de las dos especies de garrapatas aqui
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consideradas. Amblyomma neumanni tolera zonas con mayor humedad que A. parvum, reflejado
en los hallazgos en la Provincia de las Yungas, mientras que esta ultima presenta una clara
preferencia por zonas mas aridas. Los resultados del capitulo 4, donde se marca que sélo un
ejemplar adulto de A. neumanni fue colectado en Quilino sobre un bovino y solo un ejemplar
adulto de A. parvum se encontro sobre un bovino en Dean Funes, ilustran rotundamente como el
clima y la vegetacion mas que los hospedadores son los determinantes para la presencia-
ausencia de A. neumanni y A. parvum en una determinada region. Si bien estas dos localidades
se diferencian por pertenecer a distintos Distritos fitogeograficos (Dean Funes Distrito Serrano y
Quilino Distrito Occidental), s6lo se hallan separadas por una distancia de 30 km sin barreras
geogréficas de consideracién y los hospedadores principales de ambas especies estan bien
representados en las dos localidades. Sin embargo, lo afirmado aqui para A. neummani y A.
parvum en similitud con las aseveraciones de Klompen et al. (1996), Estrada-Pefa (2001) y
Cumming (2002) acerca de la mayor importancia del componente ambiental como determinante
del rango de distribucion de las garrapatas con respecto a la asociacién con el hospedador, no
debe ser generalizado pues también se conocen especies de garrapatas con alta especificidad
por el hospedador, el cual desempefia un rol determinante para su distribuciéon geografica. A
modo de ejemplo, una especie que expone este concepto es I. loricatus, cuyo comportamiento
es opuesto al de A. neumanni y A. parvum. Esta garrapata esta ampliamente distribuida desde
México a la Argentina, y ha sido colectada en diversos tipos de ambientes, pero posee una
estricta especificidad por el hospedador en sus estadios inmaduros y adultos parasitando
roedores sigmodontinos y marsupiales, respectivamente (Jones et al. 1972; Barros-Battesti et al.
2000; Guglielmone et al. 2003 a; Nava et al. 2004; Arzua et al. 2005, Beldoménico et al. 2005).
Finalmente, es importante recalcar que las modificaciones antropogénicas del ambiente
tales como la deforestacién de bosques naturales para la implantacion de pasturas o la
adaptacioén del suelo para la actividad agraria, ha causado en las Ultimas décadas una sustancial
modificacién del ambiente que inevitablemente tiene consecuencias sobre la abundancia y la
dinamica poblacional de las garrapatas. Por un lado, la deforestacion provoca un cambio en la

penetracion de la luz solar que modifica la temperatura y humedad del suelo, lo cual es critico
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para el desarrollo de varias especies de garrapatas (Barnard 1986; Schulze y Jordan 1996;
Uspensky 2002), y por otro, la fragmentacion de las areas forestales suscita cambios del paisaje
con implicancias epidemiolégicas al aumentar la frecuencia de contacto entre las garrapatas y
los humanos y al influir en la composicién de la comunidad de vertebrados que actuan como
reservorios de agentes patégenos transmitidos por garrapatas (Allan et al. 2003). La modificacién
antropogénica del paisaje también incide sobre la dinamica evolutiva de las poblaciones
animales naturales al transformar una unidad ambiental continua en parches aislados
(Thompson y Cunningham 2002), deviniendo, para los organismos como las garrapatas cuya
traslacion depende de hospedadores que se desplazan via terrestre (con excepcién de las
garrapatas parasitas de aves o murciélagos), en barreras que limitan el flujo de genes entre
poblaciones, lo que conlleva a un aislamiento genético que puede resultar en un proceso de
especiacion por aislamiento. En este sentido, aparte del estudio de Mangold et al. (1994) que
asocia la disminuciéon de A. neumanni a la deforestacion, no existen investigaciones que hayan
indagado en los efectos producidos por modificaciones en la fisonomia de un area determinada

sobre la abundancia de A. neumanni'y A. parvum, situaciéon que amerita estudios adicionales.
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CAPITULO 6

“Estudio de la diversidad genética poblacional de Amblyomma
neumanni y Amblyomma parvum por comparacion de

secuencias del gen mitocondrial 16S”
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INTRODUCCION

El desarrollo de las técnicas moleculares ha tenido importantes implicancias en los estudios
sobre taxonomia, filogenia, ecologia, epidemiologia, biogeografia, desarrollo, reproduccion y
control de parasitos (Monis et al. 2002; Nisbet et al. 2004; Gasser 2006). La informacién obtenida
a partir de las secuencias del ADN de una especie o0 subespecie de un parasito, puede ser
empleada en analisis filogenéticos que contribuyan al entendimiento de la taxonomia y estructura
poblacional de la misma, y por consiguiente, al de aspectos de su biologia, epidemiologia,
afinidad por el hospedador y diversidad genética (Traub et al. 2005). La ventaja del uso de las
técnicas moleculares radica en que las frecuencias en que suceden las mutaciones en el ADN de
un organismo y por ende la tasa de evolucion de las secuencias nucleotidicas, van a variar de
acuerdo al gen o a la region del genoma seleccionado. Entonces, conforme a la categoria
taxondmica o ecoldgica que se estudie (familia, género, especie, poblacién, comunidad) se podra
elegir un determinado gen o segmento del ADN de un organismo con una determinada tasa de
mutacién en la secuencia nucleotidica acorde a los objetivo planteados en la investigacion.

En los genes con pocas restricciones estructurales o funcionales las mutaciones se
producen con mayor facilidad, siendo utiles para comparar taxones que divergieron
recientemente, mientras que los genes que evolucionan mas lentamente son apropiados para
comparar especies mas distantes (Kocher et al. 1989). En varios estudios se ha podido
demostrar la existencia de distintos linajes con un mayor o menor grado de aislamiento dentro de
una misma especie a través de analisis moleculares (Hypsa 2006). Las secuencias de ADN son
mucho mas informativas que las secuencias o la variacién electroforética de las proteinas para
los estudios de diversidad genética en poblaciones naturales, porque una gran parte del ADN no
es codificante y muchas mutaciones son silenciosas, es decir, no implican un cambio en las
secuencias de aminoacidos de las proteinas. Ademas, las secuencias de ADN también revelan
informacién sobre polimorfismo causado por sustitucion nucleotidica, inserciones/deleciones y
conversion génica (Nei y Kumar 2000). Los datos de las secuencias del ADN pueden ser usados

cuantitativamente para estimar su grado de variacién genética a través de dos parametros, el
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nivel de polimorfismo en la secuencia de nucleétidos (proporcién de sitios nucleotidicos que son
polimérficos en el muestreo de una porcion del genoma) y la diversidad nucleotidica, la cual es
definida como la proporcidon media de las diferencias nucleotidicas entre todos los pares de
secuencias en el muestreo (Hartl 2000).

Numerosos marcadores moleculares se han utilizado en estudios sobre ecologia de
poblaciones y para analisis filogenéticos en distintos niveles taxonémicos de las garrapatas
(Navajas y Fenton 2000; Cruickshank 2002; Shao y Barker 2007), entre los cuales se destacan
dos tipos, genes ribosomales nucleares y genes mitocondriales. Entre los primeros estan los
genes que codifican a los ARN ribosomales (rARN) que forman parte de las subunidades de los
ribosomas citoplasmaticos, los que se denominan 5,8S, 18S y 28S. Intercalados entre esos
genes se encuentran el primer espaciador interno transcripto (ITS1) y el segundo espaciador
interno transcripto (ITS2). Murrell et al. (2005) y Klompen et al. (2007) usaron secuencias de los
genes 18S rDNA y 28S rDNA en el estudio de la relacion filogenética entre el suborden Ixodida y
los otros subdrdenes (Opiliocarida, Mesostigmata y Holothyrida) del orden Parasitiformes.
Secuencias parciales o completas de estos genes también se usaron para inferir las relaciones
entre subfamilias y géneros de garrapatas (Crampton et al. 1996; Black et al. 1997; Mangold et
al. 1998 a; Dobson y Barker 1999; Klompen et al. 2000; Murrell et al. 2001; Miller et al. 2007;
Beati et al. 2008). Norris et al. (1999) concluyen que las secuencias del gen 18S rDNA son mas
conservadas y por lo tanto mas apropiadas para resolver relaciones a nivel de familia o suborden
que los genes mitocondriales 16S y 12S. Por otro lado, los ITS1 e ITS2 se han empleado para
estudios a nivel intragenérico e intraespecifico de especies de Amblyomma (Poucher et al. 1999;
Reichard et al. 2005; Marrelli et al. 2007), Hyalomma (Rees et al. 2003), Ixodes (Wesson et al.
1993; Mclain et al. 1995 a, b; Fukunaga et al. 2000; Gylfe et al. 2001; Labruna et al. 2002 c;
Shaw et al. 2002) y Rhipicephalus (Zahler et al. 1997; Barker 1998; Mtambo et al. 2006, 2007).

El ADN mitocondrial (mtADN) de una importante proporcion de invertebrados y protozoos
parasitos ha sido ampliamente utilizado en estudios sistematicos, ecolégicos y epidemioldgicos
(Feagin 2000; Shao y Barker 2007). Su componente estructural y patron de evolucién se han

descrito con un considerable detalle (Moritz et al. 1987; Wolstenholme 1992; Simon et al. 1994;
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Grechko 2002; Saho y Barker 2007). El mtADN consiste en una doble cadena de nucledétidos que
se unen por enlaces covalentes de forma circular y tiene un tamafo que de acuerdo al
organismo varia de 14 a 42 kb de longitud. Esta compuesto por 37 genes y una region de control
variable en longitud de acuerdo al grupo de organismos, que regula los procesos de replicacion y
transcripcion genética. A diferencia del ADN nuclear, los intrones son escasos o inexistentes. El
mtADN posee 13 genes que codifican las proteinas de las subunidades enzimaticas implicadas
en el metabolismo energético de las mitocondrias, 22 genes que codifican los ARN de
transferencia (tARN) y 2 genes ribosomales, denominados 16S y 12S, que codifican los ARN que

forman las subunidades de los ribosomas (Figura 6.1).

Figura 6.1. Esquema del ADN mitocondrial donde se muestra la disposicion de los distintos

genes.
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La frecuencia con que ocurren las mutaciones no es homogénea a lo largo de toda la molécula,
pues existen regiones muy conservadas intercaladas con regiones mas variables. También la
tasa con que cambia la secuencia del mtADN varia entre diferentes grupos de organismos
(Moritz et al. 1987; Wolstenholme 1992). En algunos casos el mtADN llega a evolucionar de 5 a

10 veces mas rapido que el ADN nuclear (Hickerson y Cunningham 2000). Especificamente en el
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gen 16S, la mitad final (3") es poco variable y puede ser amplificada con primers conservados
que permiten amplificar un fragmento de cerca de 500 nucledtidos de longitud, mientras que en
otras regiones existe la suficiente variacién para hacer inferencias a nivel poblacional (Hillis et al.
1996; Simon et al. 1996). Esto convierte al gen 16S en un marcador apropiado para resolver
relaciones en los niveles intragenérico e intraespecifico.

La razén del amplio uso del mtADN en estudios de genética poblacional animal, se
fundamenta en varias de sus caracteristicas estructurales y de patrén evolutivo que permite
discernir aspectos sobre la subestructura de las poblaciones naturales (Moritz et al. 1987; Hartl y
Clark 1997; Avise 2004). Siguiendo lo recapitulado por estos autores, dichas caracteristicas son:
- Modo de transmision directa a través de herencia exclusivamente maternal y por lo tanto no
sujeta a recombinacion.

- Molécula pequeia con una estructura genética simple.

- Presencia de grandes cantidades en la mayoria de las células siendo relativamente facil de
aislar y caracterizar.

- Evolucién lo suficientemente rapida de partes de la secuencia que permite deducir acerca de la
estructura e historia poblacional reciente.

- Existencia en cada individuo de un haplotipo mitocondrial predominante (homoplasmia).

Sin embargo, el mtADN posee algunas caracteristicas negativas que pueden afectar las
reconstrucciones filogenéticas y ecoldgicas que se hacen a partir del analisis de esta molécula
(Hartl y Clark 1997; Ballard y Whitlock 2004; Benesh et al. 2006):

- La ausencia de recombinacion implica que el arbol construido de un unico gen mitocondrial
(“gen tree”) podria reflejar sélo una parte de los procesos genealdgicos.

- Las sustituciones multiples que se producen en un mismo sitio pueden enmascarar la sefal
filogenética.

- La presencia de pseudogenes mitocondriales nucleares, constituidos por secuencias nucleares
que exhiben una alta similitud con las secuencias del mtADN.

Debido a su evolucion rapida y su modo de transmision libre de recombinacién, el mtADN

es un marcador apropiado para estimar un gen free sobre una escala de tiempo microevolutiva
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(Avise 2004). Un contexto en el cual los individuos son tratados rutinariamente como unidades
fundamentales del analisis poblacional genético es en el campo de la filogeografia basada sobre
mtADN, donde la relacién histérica registrada de secuencias individulales de mtADN reflejan el
componente matrilineal de la estructura poblacional (Avise 2000). En sentido amplio, la
filogeografia estudia los principios y procesos que gobiernan la distribucién geografica de linajes
genealdgicos al centrarse en los componentes filogenéticos de la distribucion espacial de linajes
génicos, y debido a su tasa de mutacidon elevada, herencia matrilineal y ausencia de
recombinacioén, el mtADN constituye el instrumento fundamental del analisis filogeografico (Avise
2000). El uso de secuencias no recombinantes es un requisito fundamental en los estudio
filogeograficos, porque si se trabaja con muestras de genes nucleares provenientes de individuos
entre los que existi6 flujo génico, es probable que haya habido recombinacién genética durante
la meiosis, lo que puede llegar a desvirtuar las verdaderas genealogias de las secuencias
(Lanteri y Confalonieri 2003). Para los estudios filogeograficos se utilizan los métodos
tradicionales de reconstruccion filogenética para obtener arboles matriliniales de haplotipos co-
especificos, asi, el método filogeografico usual consiste en construir una filogenia a partir de
secuencias de haplotipos usando métodos de distancia y parsimonia, y luego representar los
linajes geograficamente (Hewitt 2004).

Una separacién filogeografica observada en un gen tree, puede interpretarse como
resultado de un proceso de vicarianza o de un aislamiento por distancia en una especie con
distribucion continua (Neigel y Avise 1993; Irwin 2002). Otro concepto que contempla la
divergencia especifica es la especiacion ecolégica, que sostiene que la presion de seleccion
ejercida por condiciones ecolégicas divergentes puede jugar un rol en la promociéon de una
rapida radiacién adaptativa y una especiacion local (Schluter 2001). El incremento de las
especies de hospedadores y su adopcion por una especie de parasito, resulta en una
divergencia genética de sus linajes que inducen a un aislamiento reproductivo y a la formacién
de una nueva especie de parasito (Baer et al. 2004), y esta divergencia puede visualizarse en un

gen tree.
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Los avances acontecidos en la ultima década en el conocimiento del genoma mitocondrial
de las garrapatas fueron sustanciales. EI genoma mitocondrial de las especies de la familia
Argasidae Ornithodoros capensis (Neumann, 1901), Ornithodoros moubata (Murray, 1897) y
Ornithodoros porcinus Walton, 1962, y de las especies de la familia Ixodidae Ixodes hexagonus
Leach, 1815, Ixodes holocyclus Neumann, 1899, I. persulcatus, I. uriae, A. triguttatum, H. flava,
R. microplus, y R. sanguineus ha sido secuenciado y fue determinada con precision la
disposicion de los genes (Black y Roehrdanz 1998; Campbell y Barker 1999; Mitani et al. 2004;
Shao et al. 2004, 2005; Shao y Barker 2007).

Acorde a lo mencionado en los parrafos anteriores, el mtADN ha sido uno de los
marcadores moleculares mas utilizados en trabajos sobre la genética poblacional de garrapatas.
Los resultados fueron variables, para algunas especies se encontré una marcada estructura
genética poblacional y no asi para otras. La comparacion de secuencias del gen 16S de /.
scapularis en el este de Estados Unidos diferencia dos unidades que se correlacionan con la
distribucion geografica, una formada por las poblaciones del norte y centro-este, y otra por las
poblaciones del sudeste (Rich et al. 1995). Esa diferenciacion se asocia con la distinta relevancia
epidemiolégica de cada grupo de poblaciones’. Siguiendo esta linea y con el mismo marcador
molecular, Norris et al. (1996) encuentran un clado exclusivo del sur de Estados Unidos y otro
que abarca toda la distribucién de . scapularis. Estos autores sugieren que la mayor diversidad
de haplotipos en el clado del sur es un indicador de que esa region pudo ser el punto de origen
de la especie, asumiendo que la variacion genética es mayor en la zona de origen, con
poblaciones periféricas teniendo menor variabilidad. Qiu et al. (2002) también con secuencias del
gen 16S llegan a conclusiones similares a las de Norris et al. (1996) sobre la estructura genética
poblacional de I. scapularis. Gylfe et al. (2001) brindaron evidencia a partir de secuencias del gen
16S sobre la posibilidad que los especimenes de /. uriae del hemisferio norte constituyeran una

especie distinta a los especimenes de [ uriae del hemisferio sur, en coincidencia con la

" Entre las poblaciones estudiadas, Rich et al. (1995) menciona dos especies, I. scapularis e |.
dammini. En la actualidad /. dammini es considerada sindnimo de /. scapularis (Camicas et al.

1998; Horak et al. 2002).
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informacién aportada con otros marcadores en estudios posteriores (Mccoy et al. 2005). Sin
embargo, para otras especies de garrapatas, los resultados arrojados por la exploracion de
secuencias del gen 16S no mostraron una subdivision poblacional en una escala regional.
Crosbie et al. (1998) describen una escasa variacion genética entre poblaciones de Dermacentor
hunteri Bishopp, 1912 a lo largo de su distribucién en América del Norte, y Mixson et al. (2006)
encontraron una mayor variacion intrapoblacional que interpoblacional en A. americanum. Del
mismo modo, la estructura genética poblacional de dos especies de la familia Argasidae fue
inferida a través de secuencias del gen 16S. Ornithodoros coriaceus (Koch, 1844) mostré una
estructura poblacional manifiesta al existir una alta variabilidad genética entre poblaciones
distribuidas a lo largo de tres estados colindantes de Estados Unidos (Teglas et al. 2005), y un
alto grado de polimorfismo fue hallado en poblaciones de especimenes determinados como
Ornithodoros sonrai (Sautet y Witkoswski, 1943) en Africa, donde la divergencia nucleotidica fue
de 0,2% a 16,8% (Vial et al. 2007).

El gen 16S aplicado al nivel poblacional ha sido de utilidad para dilucidar interrogantes
sobre la taxonomia de garrapatas. Tras analizar simultdneamente secuencias del gen 16S de
poblaciones estadounidenses de I. neotomae e I. spinipalpis, Norris et al. (1997) no concuerdan
con las clasificaciones previas que las consideraban especies distintas, porque la variacién
genética fue mas grande entre especimenes dentro de cada localidad que entre los especimenes
de las dos especies. En Sudamérica, se encontrd una importante diferencia genética en el gen
16S entre poblaciones de R. sanguineus de Argentina y Brasil, que coincide con diferencias
morfoldgicas y bioldgicas (Oliveira et al. 2005; Szabd et al. 2005).

El gen 16S se ha utilizado también para evaluar la diversidad genética poblacional y la
presencia-ausencia de especies cripticas en otros grupos de invertebrados y vertebrados, como
por ejemplo acaros de la familia Sarcoptidae (Walton et al. 2004), arafias (Chang et al. 2007),
escorpiones (Salomone et al. 2007), moluscos (Saavedra y Pefia 2005), equinodermos (Baric y
Sturmbauer 1999), digeneos (Donald et al. 2004), crustaceos (Muller 2000; Mathews et al. 2002;
Raupach et al. 2007), insectos dipteros (Ouma et al. 2005) e himendpteros (Heimpel et al. 1997;

Baer et al. 2004), anfibios de los 6rdenes Anura (Lehtinen et al. 2007; Lymberakis et al. 2007) y
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Caudata (Tominaga et al. 2006; Sotiropoulos et al. 2007), peces (Garcia-Vazquez et al. 2006;
Kon et al. 2007), lagartos (Gifford et al. 2004; Pepper et al. 2006) y roedores (Nicolas et al.
2006).

Otros marcadores moleculares utilizados para examinar la variacidon intraespecifica e
intragenérica de garrapatas fueron microsatélites (Mccoy y Tirard 2000; Mccoy et al. 2001; De
Meeus et al. 2002; Rosenthal y Spielman 2004; Mccoy et al. 2005; Koffi et al. 2006 a,b),
polimorfismos de aloenzimas e isoenzimas (Delaye et al. 1997; Lampo et al. 1997; Alekseev y
Dubinina 2004; Radulovic et al. 2006), ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD)
(Radzijevskaja et al. 2005), el gen 28S (Mclain et al. 2001), polimorfismos del gen bm86 (Sossai
et al. 2005), y genes mitocondriales alternativos al 16S como el COI (gen citocromo oxidasa I)
(Rees et al. 2003), el COIIl (gen citocromo oxidasa lll) (Kain et al. 1999) y el 12S (Norris et al.
1996, 1997; Mtambo et al. 2006, 2007).

Los marcadores moleculares pueden ser de gran utilidad en el diagnéstico de especies
estrechamente relacionadas cuando marcadores morfoldgicos u otros marcadores tradicionales
fallan o son ambiguos (Avise 2004), siendo asi de utilidad para la deteccién de especies
cripticas. Cuando dos o mas especies distintas son erréneamente determinadas como una
misma especie por ser morfolégicamente indistinguibles se denominan especies cripticas
(Bickford et al. 2007). La diversidad genética y su distribuciéon dentro y entre las poblaciones
definira la estructura genética poblacional de una especie (Prugnolle et al. 2003), que a su vez es
determinada en parte por el flujo de genes. Esto se define como la transferencia de material
genético entre poblaciones como resultado del movimiento de individuos, y es comunmente
inferido de la distribucién espacial de marcadores genéticos, que son herramientas de valor para
evaluar la magnitud y el patréon de intercambio genético entre organismos relacionados (Avise
2004).

El objetivo en este capitulo es conocer la diversidad genética de poblaciones argentinas de
A. neumanni y A. parvum. Para ello, se espera a partir de las secuencias de un fragmento de
aproximadamente 400 pares de bases del gen mitocondrial 16S poder detectar la posibilidad de

la existencia de especies cripticas en el rango de sus respectivas distribuciones y conocer de
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forma preliminar la estructura genética poblacional, determinando si el patrén observado es

congruente con la geografia.
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MATERIALES Y METODOS

Para el estudio de la diversidad genética de A. neumanni y A. parvum a partir del gen
mitocondrial 16S, se colectaron especimenes sobre sus hospedadores o de la vegetacion
durante 2005 y 2006 en localidades argentinas representativas de sus principales areas de
distribucion, tal como se describen en el capitulo 5. La determinacion especifica se hizo en base
a caracteres morfolégicos siguiendo las descripciones y claves de Guglielmone et al. (1990 a),
Guglielmone y Vifiabal (1994) y Estrada-Pefia et al. (2005 a). Adicionalmente, también fue
considerada una poblacion de A. parvum originaria de Brasil. En la tabla 6.1 se indican los sitios
de procedencia de los especimenes representativos de distintas poblaciones de las dos especies
utilizados en este estudio. En la figuras 6.2 y 6.3 se muestra la ubicacidon geografica de cada una
de las poblaciones de A. neumanni y A. parvum, respectivamente.

La metodologia empleada para la extraccion, purificacion, amplificacion y secuenciacion del
ADN es como la descrita en la seccion “Materiales y Métodos” del capitulo 1. Las secuencias se
editaron con BIOEDIT SEQUENCE ALIGNMENT EDITOR (Hall 1999) y se alinearon aplicando el
programa CLUSTAL W (Thompson et al. 1994).

La proporcion de sitios variables, la proporcion de sitios informativos para el método de
parsimonia, la composicién nucleotidica y la relacion transicion-transversién se determinaron
para las secuencias del gen 16S de cada poblacion de garrapatas. Con dichas secuencias se
construyé una matriz de divergencia nucleotidica entre todos los especimenes analizados,
excluyendo las posiciones con gaps entre los pares de secuencias y usando el modelo de
sustitucién nucleotidica de Tamura-Nei. También se cuantificé la divergencia nucleotidica media
entre las poblaciones, que se define como la media aritmética de la divergencia nucleotidica de
todas las divergencias de a pares entre dos poblaciones dentro de una comparacion inter-
poblacional. Ambos procedimientos se realizaron con el programa MEGA versién 4.0 (Tamura et
al. 2007).

La variabilidad genética molecular explicada por distintos niveles jerarquicos de

organizacion (dentro de poblaciones, entre poblaciones), fue estimada por el andlisis de varianza
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molecular (AMOVA) basado sobre 1000 permutaciones, y se calculd el indice de fijacion (Fst),
que determina la diferenciacion genética entre pares de poblaciones, cuyos valores
significativamente diferentes de 0 indican escaso flujo génico o interrupciéon del mismo conforme
se acerca a 1. También se realizé un test exacto de diferenciaciéon molecular basado en la
frecuencia de haplotipos. Estos procedimientos se ejecutaron con el programa ARLEQUIN 3.11
(Excoffier et al. 2005), y la significancia estadistica de los indices se determiné por métodos no
paramétricos descritos en Excoffier et al. (1992) con un umbral de significacion a = 0,01.

Todas las secuencias de las distintas poblaciones de A. neumanni y A. parvum se
emplearon para la construccion de arboles filogenéticos con el método Neighbor joining (NJ) y el
de maxima parsimonia (MP) usando el programa MEGA versién 4.0 (Tamura et al. 2007). Para
generar un arbol con NJ se utilizé el modelo de Tamura-Nei excluyendo las posiciones con gaps
entre los pares de secuencias, y la fiabilidad de las filogenias se evalu6 mediante el
procedimiento de muestreo repetitivo (bootstrap test) con 1000 repeticiones. En el anélisis de MP
el arbol mas parsimonioso se determind a través de la busqueda heuristica usando adiciones de
secuencias al azar con 10 réplicas excluyendo las posiciones con gaps. La fiabilidad de las
filogenias también se evalué con el procedimiento de muestreo repetitivo con 1000 repeticiones.
Los arboles fueron enraizados siguiendo el criterio de grupos externos (outgroups), incorporando

las secuencias de |. loricatus.
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Figura 6.2. Mapa de los sitios a los cuales pertenecen las poblaciones argentinas de

Amblyomma neumanni incluidas en el estudio de diversidad genética.
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Figura 6.3. Mapa de los sitios a los cuales pertenecen las poblaciones argentinas de

Amblyomma parvum incluidas en el estudio de diversidad genética.
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RESULTADOS

Amblyomma neumanni

Se analizaron un total de 30 secuencias de un fragmento del gen 16S de especimenes de
A. neumanni representativos de seis poblaciones argentinas (5 secuencias por poblacion,
excepto la de Villa Ojo de Agua con 4 secuencias), mas una secuencia depositada en el
GenBank [AY498560 (Estrada-Pena et al. 2005 a)] obtenida de una garrapata determinada como
A. neumanni colectada en la provincia de Tucuman. La frecuencia media de cada base
nucleotidica fue 35,6 % para timina, 7,3 % para citosina, 41,9 % para adenina y 15,2 % para
guanina. El numero de sitios variables fue 3 (0,8 %), el de sitios informativos para el método de
parsimonia 1 (0,3 %), y la relacién transicion-transversion fue 0,3. En el apéndice Il se presentan
los alineamientos de todas las secuencias de A. neumanni utilizadas en este estudio.

La variabilidad entre las secuencias fue escasa. La divergencia nucleotidica entre todas las
secuencias nunca supero el 0,5 % (Tabla 6.2), y s6lo 4 haplotipos fueron identificados. El
haplotipo mas frecuente estuvo expresado en 3 especimenes de Dean Funes, en los 5 de Santa
Barbara, en 4 de Cruz Quemada, en los 5 de Siete de Abril, en 4 de Las Tipas, y en los 4 de Villa
de Ojo de Agua. El segundo haplotipo se expresé en un espécimen de Dean Funes y en otro de
Las Tipas, el tercero en un espécimen de Dean Funes y el cuarto en un espécimen de Cruz
Quemada. La divergencia nucleotidica media entre las seis poblaciones vari6é levemente del 0%
al 0,2% (Tabla 6.3). Los resultados del AMOVA indicaron la ausencia de una estructura
poblacional relacionada a la geografia, puesto que el 99,7% de la varianza molecular se dio
dentro de las poblaciones y sélo el 0,3% entre poblaciones (Tabla 6.4). En concordancia con
esto, el valor del Fst fue 0,0026 (P = 0,67), y el test exacto de diferenciaciéon molecular basado
en la frecuencia de haplotipos tampoco mostré diferenciacion significativa entre las poblaciones

(P = 0,64).
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En el analisis filogenético, los arboles construidos con los métodos NJ (Figura 6.4) y MP
(Figura 6.5) mostraron topologias similares, sin la formacién de clados correlacionados con la

distribucion geografica de las distintas poblaciones de A. neumanni.
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Tabla 6.2. Matriz de divergencia nucleotidica (%) entre las secuencias del gen mitocondrial 16S
obtenidas de especimenes de Amblyomma neumanni pertenecientes a distintas poblaciones de
Argentina. 1-5: Dean Funes; 6-10: El Fuerte, Santa Barbara; 11-15: Cruz Quemada; 16-20: Siete
de Abril; 21-25: Las Tipas; 26-29: Villa Ojo de Agua; 30: Secuencia de A. neumanni depositada

en el GenBank (AY498560).
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Figura 6.4. Arbol filogenético condensado obtenido con el método de distancia “Neighbor

joining” y usando el modelo de Tamura-Nei a partir de secuencias del gen 16S de distintas
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poblaciones de Amblyomma neumanni originarias de Argentina. Los numeros sobre las lineas

indican los valores porcentuales de bootstrap generados con 1000 repeticiones. Los valores de

bootstrap inferiores a 50% fueron excluidos. ILO: Ixodes loricatus
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Figura 6.5. Arbol filogenético condensado obtenido con el método de maxima parsimonia a

202

partir de secuencias del gen 16S de distintas poblaciones de Amblyomma neumanni originarias

de Argentina. Los numeros sobre las lineas indican los valores porcentuales de bootstrap

generados con 1000 repeticiones. Los valores de bootstrap inferiores a 50% fueron excluidos.

ILO: Ixodes loricatus
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Amblyomma parvum

En total se analizaron 39 secuencias de especimenes de A. parvum pertenecientes a 7
poblaciones de Argentina y una de Brasil (5 secuencias por poblacion, excepto Cejolao con 4
secuencias). La frecuencia media de cada base nucleotidica fue 38,1 % para timina, 8,2 % para
citosina, 37,7 % para adenina y 16 % para guanina. El numero de sitios variables fue 17 (4,2%),
el de sitios informativos para el método de parsimonia 14 (3,5 %), y la relaciéon transicion-
transversion fue 3. Los alineamientos de las 39 secuencias de A. parvum se muestran en el
apéndice Il.

La divergencia nucleotidica entre las secuencias de las garrapatas de poblaciones
argentinas fue del 0% al 1%, pero la divergencia entre las secuencias de las garrapatas
argentinas y las 5 pertenecientes a la poblacién de Brasil fue del 3,4 % al 3,5 %. Las 5
secuencias de los especimenes brasileros fueron idénticas. En la tabla 6.5 se muestran los
porcentajes de las divergencias nucleotidicas entre las 39 secuencias. Se detectaron 6
haplotipos: el primero se hallé en 4 especimenes de Quilino, en 2 especimenes de San Antonio,
en 3 especimenes de Cejolao, en 2 especimenes de Esquil, en 2 especimenes de Chamical y
en 4 especimenes de Villa de Ojo de Agua; el segundo se hallé en los 5 especimenes de
Dragones, en 3 especimenes de Esquiu, en 3 especimenes de San Antonio, en 2 especimenes
de Chamical y en 1 de Villa de Ojo de Agua; el tercero se halldé en un espécimen de Cejolao; el
cuarto se hallé en un espécimen de Quilino y el quinto en un espécimen de Chamical. La
divergencia nucleotidica media entre las 7 poblaciones de Argentina fue del 0,2% al 0,5%, pero
entre éstas y la poblacién de Brasil la divergencia nucleotidica media fue del 3,4% (Tabla 6.6).
Considerando unicamente las poblaciones de Argentina, el AMOVA revelé que el 76,8% de la
variacion molecular fue atribuible a diferencias intrapoblacionales y el 23,1% a diferencias
interpoblacionales (Tabla 6.7), el valor del Fst fue 0,19 (P = 0,036) y no hubo diferenciacion entre
las poblaciones segun el test exacto de diferenciacién molecular basado en la frecuencia de

haplotipos (P = 0,034).
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Los arboles filogenéticos obtenidos con los métodos de distancia (Figura 6.6) y maxima
parsimonia (Figura 6.7) mostraron dos clados fuertemente diferenciados, uno conteniendo los
cinco especimenes originarios de Brasil y el otro formado por todos los especimenes de
Argentina. Dentro de este ultimo clado se distinguen dos grupos, pero éstos no revelan una
correlacién entre el origen geografico de las poblaciones y los agrupamientos filogenéticos

producidos.
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Tabla 6.5. Matriz de divergencia nucleotidica (%) entre las secuencias del gen mitocondrial 16S
obtenidas de especimenes de Amblyomma parvum pertenecientes a distintas poblaciones de

Argentina y Brasil. ARGENTINA = 1-5: Quilino; 6-10: “Finca El Yuto”, Dragones; 11-14: Cejolao;
15-19: San Antonio; 20-24: Esquil; 25-29: Chamical; 30-34: Villa Ojo de Agua; BRASIL = 35-39:

Araguapaz.
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Figura 6.6. Arbol filogenético condensado obtenido con el método de distancia “Neighbor joining” y

usando el modelo de Tamura-Nei a partir de secuencias del gen 16S de distintas poblaciones de
Amblyomma parvum originarias de Argentina y Brasil. Los numeros sobre las lineas indican los valores
porcentuales de bootstrap generados con 1000 repeticiones. Los valores de bootstrap inferiores a 50%

fueron excluidos. ILO: Ixodes loricatus
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Figura 6.7. Arbol filogenético condensado obtenido con el método de maxima parsimonia a partir de
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secuencias del gen 16S de distintas poblaciones de Amblyomma parvum originarias de Argentina. Los

numeros sobre las lineas indican los valores porcentuales de bootstrap generados con 1000 repeticiones.

Los valores de bootstrap inferiores a 50% fueron excluidos. ILO: Ixodes loricatus
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DISCUSION

Las diferencias intraespecificas en la composicion nucleotidica de las secuencias del gen
16S en especies neotropicales del género Amblyomma previamente estudiadas, nunca fueron
superiores al 2 % (Guglielmone et al. 2003 b; Superina et al. 2004; Estrada-Pefa et al. 2005 a;
Venzal et al. 2005; Nava et al. 2006 a). Las diferencias genéticas intraespecificas en las
secuencias del gen 16S encontradas para A. neumanni 'y A. parvum, que nunca superaron el 1%
(Tablas 6.2 y 6.5), indican un escasa diferenciacion genética entre especimenes provenientes de
las poblaciones muestreadas a lo largo de sus respectivas distribuciones en la Argentina. Las
diferencias fueron muy pequefias para las dos especies, de 0% a 0,5% en A. neumanni 'y de 0%
a 1% en A. parvum. Esta similitud genética, sumada a la casi nula diferenciacion morfologica
intraespecifica entre las garrapatas provenientes de distintas regiones de la Argentina, permiten
concluir que todos los especimenes de A. neumanni 'y A. parvum distribuidos en diferentes areas
del pais pertenecen a la misma especie.

La evidencia conjunta aportada por los resultados del calculo de la divergencia nucleotidica
media entre las poblaciones, por el analisis de AMOVA, por el Fst y el por test exacto de
diferenciacion molecular basado en la frecuencia de haplotipos, indica que no hay subdivisién
genética poblacional de A. neumanni a una escala regional. Esta ausencia de estructuracién
poblacional revelada por el AMOVA, se explica porque practicamente toda la variabilidad (99,7
%) es una consecuencia de las diferencias entre individuos localizados en una misma poblacion.
Dentro de un marco tedrico, una rapida expansién poblacional resulta en poblaciones
caracterizadas por un haplotipo comun a la mayoria de los individuos y otros haplotipos mas
raros asociados a unos pocos individuos, en cambio, las poblaciones mas antiguas se
caracterizan por una alta frecuencia de haplotipos derivados difiriendo por varias sustituciones
nucleotidicas (Slatkin y Hudson 1991). El patron observado para A. neumanni en Argentina es
coincidente con la primera aseveracion, pues la diversidad genética de esta especie es baja y
carece de una estructura genética poblacional en correlato con la distribucidon geografica. Las

relaciones filogenéticas inferidas con los métodos de NJ y MP (Figuras 6.4 y 6.5) también
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brindan un débil soporte a una estructuracion poblacional. En los dos arboles se visualizan tres
clados, uno formado por el 90 % de los haplotipos, los cuales son representativos de todas las
poblaciones examinadas, otro formado por dos haplotipos idénticos que pertenecen a garrapatas
de poblaciones relativamente alejadas, como lo son Dean Funes (provincia de Cérdoba) y Las
Tipas (provincia de Tucuman), y el tercero conteniendo un haplotipo Unico de una garrapata de la
poblaciéon de Cruz Quemada. La baja divergencia genética y la débil resolucion filogenética
sefalan la inexistencia de una estructura poblacional geografica en A. neumanni.

La divergencia nucleotidica media entre las poblaciones argentinas de A. parvum no
supero el 0,6 % (Tabla 6.6). Los resultados arrojados por el AMOVA, el célculo del Fst y del test
exacto de diferenciacion molecular basado en la frecuencia de haplotipos, conducen el analisis a
la conclusion de que no existe en Argentina una estructura poblacional genética en esta
garrapata. Segun el AMOVA, el 76,8 % de la variacién genética se explica por las diferencias
intrapoblacionales, mientras que el restante 23,2 % es explicado por diferencias
interpoblacionales. De esta manera, en lo que respecta a la diferenciacion genética entre
poblaciones argentinas, los resultados para A. parvum son similares a los de A. neumanni. Sin
embargo, debido a su distribucién mas amplia, se consider6 necesario incluir en el estudio
ejemplares de A. parvum provenientes de una poblacion de Brasil (Araguapaz), ubicada
aproximadamente 1600 km al norte de Dragones, sitio originario de la poblacion argentina mas
septentrional. La divergencia nucleotidica entre las secuencias de las garrapatas argentinas y las
de Brasil (3,4% al 3,6%) fue mayor a lo esperado para especimenes considerados a priori como
individuos de la misma especie. Por ejemplo, la divergencia nucleotidica entre especies como A.
triste, A. tigrinum 'y A. maculatum, varié del 3% al 4,7% (Estrada-Pefia et al. 2005 a). Por lo tanto,
los valores de diferenciacion genética entre las poblaciones de A. parvum de Argentina y Brasil
indican un flujo génico restringido.

Los arboles filogenéticos construidos con los métodos NJ y MP (Figuras 6.6 y 6.7),
exponen claramente esta disrupcién genética entre las poblaciones argentinas y brasileras de A.
parvum. En uno de los clados con un alto valor de bootstrap se agrupan todos los haplotipos de

las garrapatas argentinas, divididos a su vez en dos clados que no muestran una estructura
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poblacional geografica, porque en ambos estan contenidos haplotipos de garrapatas
representativas de 5 de las 7 las poblaciones analizadas. Los unicos haplotipos que se ubican en
un unico clado son los de las garrapatas de las poblaciones argentinas mas septentrionales, las
de Dragones (Salta) y de Cejolao (Santiago del Estero), uno y otro en clados diferentes, pero
compartiendo el agrupamiento con haplotipos de garrapatas originarias de las restantes 5
poblaciones de Argentina incorporados al analisis. En el otro clado sustentado con un alto valor
de bootstrap se agrupan los 5 haplotipos de las garrapatas de Brasil, totalmente diferenciados
del clado formado por los haplotipos de las garrapatas de Argentina. Esta clara diferenciacion
genética entre las poblaciones de A. parvum de Argentina y Brasil, en particular en las
secuencias del gen mitocondrial 16S, es un indicador de un flujo génico limitado y de la
posibilidad que las garrapatas determinadas como A. parvum en Argentina correspondan a una
entidad especifica distinta a la formada por las garrapatas determinadas como A. parvum en
Brasil y al norte de este pais. No obstante, las diferencias en las secuencias de un unico gen no
son suficientes por si mismas para concluir con rigor que dos grupos de organismos pertenecen
a especies diferentes, sino que sélo son indicadores de un aislamiento y una divergencia
poblacional extendida en el tiempo. La incorporacién a estos analisis de marcadores moleculares
nucleares puede contribuir a un discernimiento mas preciso sobre esta cuestion, pero una
conclusién definitiva sobre el estatus taxondmico de A. parvum en la regién Neotropical sélo se
alcanzara mediante cruzamientos en el laboratorio entre especimenes originarios de Argentina y
de poblaciones distribuidas al norte de este pais para poder comprobar la existencia de barreras
de aislamiento reproductivo. El paso complementario al estudio aqui desarrollado deberia darse
en ese sentido.

La estructura poblacional genética de una especie a menudo es asociada con su
distribucioén discontinua, y explicada por la limitada capacidad de dispersion de los individuos en
un habitat fragmentado (Verovnik et al. 2004). Para varios taxa se ha estimado que la
diferenciacion poblacional es mayor cuando existen barreras fisicas o ecolégicas y la dispersién
inferida de los organismos es baja (Bohonak 1999, Avise 2004). En consecuencia, los factores

que podrian reducir la estructura poblacional genética de las especies de garrapatas son una alta
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vagilidad del hospedador, una baja afinidad por el hospedador, y un habitat continuo, mientras
que hospedadores sedentarios, una alta afinidad por el hospedador y un habitat fragmentado,
pueden acarrear una estructuracion poblacional (Maccoy et al. 1999). De esta forma, las causas
de la escasa diversidad genética y de la ausencia de una estructura poblacional encontradas en
Argentina para A. neumanni y A. parvum, pueden atribuirse a la conjunciéon de efectos
relacionados con el habitat continuo donde ambas especies se distribuyen y a la capacidad de
dispersion de las garrapatas, que depende del grado de vagildad de los hospedadores.

Si bien la mayor parte de los hallazgos de A. neumanni corresponden al distrito Serrano de
la provincia fitogeografica Chaquena, esta especie también se encuentra establecida en areas
colindantes al mencionado distrito (ver capitulo 5). Las preferencias ecolégicas de A. parvum se
corresponden con el distrito Chaqueino Occidental, pero al igual que A. neumanni, su distribucion
es continua a lo largo de una vasto territorio incluido fundamentalmente en la provincia
fitogeografica Chaquefia (ver capitulo 5). A lo largo del territorio argentino dentro del que se
hallan distribuidas las dos especies no existen barreras geograficas que produzcan una
disrupcion significativa en la geografia que derive en un aislamiento infranqueable entre
regiones, estableciéndose asi un habitat continuo donde no existen barreras al flujo génico. La
fragmentacion actual que se esta produciendo en el norte de la Argentina, donde A. neumanni y
A. parvum prevalecen, debido a un factor antrépico relacionado principalmente a la deforestacion
de amplios territorios para ser destinados a la agricultura e implantacién de pasturas exéticas, no
es suficiente en la escala temporal para producir en la actualidad una disrupcion genética entre
las poblaciones que quedan aisladas entre si por esas actividades de origen antrépicos.

La ausencia de estructura geografica en el mtADN suele presentarse en especies en las
que machos y hembras tienen un alto grado de dispersién (Avise 2000). La migracién es una
fuerza con un potente efecto homogenizador que actua contra la divergencia genética entre
poblaciones (Hartl y Clark 1997). La dispersién de las garrapatas es pasiva y depende del

movimiento de sus hospedadores, de alli que las especies que parasitan hospedadores con alta

® Mixson et al. (2006) estima la tasa de mutacion del gen 16S en garrapatas del género

Amblyomma en 4,13 x 10°® sustituciones por sitio por afno.
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vagilidad tendran mayor capacidad de dispersidon que aquellas que se alimentan sobre
hospedadores sedentarios. La combinacion de hospedadores con alta movilidad y tamanos
poblacionales grandes de garrapatas, especialmente de aquellas parasitas de vertebrados de
tamafio grande, previene una divergencia interpoblacional significativa (Lampo et al. 1998). Los
tres estadios parasitos de A. neumanni (larvas, ninfas, machos y hembras) y los adultos de A.
parvum (machos y hembras) se asocian a mamiferos silvestres con una gran capacidad de
dispersion, como son los artiodactilos y los carnivoros (Ver capitulos 2 y 5). Sus hospedadores
domésticos, fundamentalmente bovinos, también le confieren la oportunidad de trasladarse por
largas distancias, sobre todo por el movimiento de estos animales en distintas direcciones dentro
de la Argentina provocado por la actividad ganadera. Siguiendo este razonamiento, se puede
concluir que el comportamiento de los hospedadores de A. neumanni y A. parvum le brinda a
estas dos especies la oportunidad de trasladarse por largas distancias, reduciendo asi el
aislamiento entre poblaciones. En lo que atafie a A. parvum, una restriccion a su movimiento
hacia nuevas zonas lo podria constituir una distribucion restringida de los hospedadores de sus
estadios inmaduros [roedores de la subfamilia Caviinae (Caviidae)], sin embargo, esta situacion
es improbable porque estos roedores estdn ampliamente distribuidos a lo largo del area de
distribucion de A. parvum en la Republica Argentina (Parera 2002; Barquez et al. 2006). La
importancia del potencial migratorio de los hospedadores en la modulacién de la genética
poblacional de las garrapatas con ellos asociadas ya ha sido remarcado para otras especies de
Ixodidae (Maccoy et al. 2003).

La ausencia de diferenciacion genética interpoblacional en A. neumanni y A. parvum en
Argentina probablemente sea consecuencia de la inexistencia de barreras geograficas que aislen
a las poblaciones entre si, y de la considerable vagilidad de sus hospedadores, que permite a las
garrapatas trasladarse largas distancias y copular con especimenes de otras poblaciones. Otra
de las causas podria ser una expansion poblacional reciente, o bien que la tasa de mutacion del
gen 16S no sea lo suficientemente grande para detectar una divergencia genética entre las
poblaciones. El uso de marcadores moleculares con una mayor tasa de mutacién, como por

ejemplo los microsatélites, deberia ser aplicado en futuros estudios.
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La ausencia de especies cripticas ha podido ser dilucidada con la metodologia empleada,
pero la estimacion de la divergencia genética interpoblacional debe considerarse como un
enfoque preliminar. Seria conveniente realizar estudios complementarios incrementando el
numero de poblaciones de A. neumanni 'y A. parvum para abarcar sus respectivas distribuciones
en el neotrdpico, utilizando un mayor numero de secuencias y asi estimar con mayor precision la

diversidad de haplotipos, que en esta primera evaluacion parece ser baja.



216

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS DE FUTURAS
INVESTIGACIONES SOBRE LA SISTEMATICA Y BIOECOLOGIA

DE Amblyomma neumanni y Amblyomma parvum.
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Posicién filogenética

La posicion filogenética de A. parvum con respecto a otras especies neotropicales del
género Amblyomma se infirid a partir del uso de las secuencias de dos genes mitocondriales
(16S y 12S). Con ambos genes se obtuvo un clado con un fuerte sustento formado por A.
parvum, A. auricularium, A. pseudoconcolor y A. pseudoparvum. Este agrupamiento también fue
sustentado por evidencia morfolégica de los estadios adultos, la cual es representada por
caracteres exclusivos de este grupo dentro de las especies neotropicales del género, y siguiendo
a Marrelli et al. (2007), por resultados con el gen ITS2. Contrariamente, A. neumanni no se
relacioné con un soporte alto a ninguna de las especies incluidas en el andlisis. Si bien esta
especie fue incluida en el subgénero Anastosiella por Santos Dias (1993) junto con A.
maculatum, A. tigrinum, A. triste, A. parvitarsum, A. pecarium y A. brasiliense, o en el mismo
subgénero junto con A. maculatum, A. tigrinum, A. triste, A. parvitarsum A. aureolatum y A. ovale
por Camicas et al. (1998), los resultados arrojados por el analisis filogenético con los genes 16S
y 12S mas la evidencia derivada de los caracteres morfoldgicos de los estadios inmaduros, esto
ultimo discutido por Estrada-Pena et al. (2005 a), permiten rechazar las clasificaciones
subgenéricas que agrupan a A. neumanni con las garrapatas mencionadas. La hipétesis que
surge de este panorama, es que A. neumanni podria representar un linaje independiente dentro

del conjunto de especies neotropicales del género Amblyomma.

Relacién parasito-hospedador

La interrelacién garrapata-hospedador requiere de interacciones precisamente ajustadas
en diferentes niveles, algunas gobernadas por fenédmenos garrapata-dependientes (actividad
estacional, distribucion espacial, predileccion por el hospedador) y otras por fendmenos
hospedador-dependientes (patrones de actividad, utilizaciéon del habitat, comportamiento social,
area de accion, tamafio corporal), que a su vez, estan en relacion al clima y tipo de vegetacion
(Fourie y Kok 1992). Los conocimientos sobre los hospedadores, ambito geografico y actividad
estacional de las garrapatas, es critico para determinar donde y cuando los humanos o los

animales domésticos estan expuestos a ser parasitados por estos vectores con el consecuente
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riesgo de adquirir agentes infecciosos transmitidos por garrapatas (Raghavan et al. 2007). De alli
que, en concordancia con lo mencionado, los objetivos de los capitulos 2 a 6 fueron indagar para
A. neumanni y A. parvum la relacion parasito-hospedador, conocer la distribucidon geografica de
acuerdo a los distintos tipos de unidades fitogeograficas de la Argentina y en funcién de ella
examinar la variabilidad genética de las distintas poblaciones, y describir los ciclos biolégicos en
la naturaleza contemplando la distribucion estacional de todos los estadios.

Los bovinos son los hospedadores principales para larvas y ninfas de A. neumanni,
mientras que el rol de los roedores (Caviidae y Cricetidae) y las aves es nulo en el sustento de
estos estadios. De este modo, A. neumanni puede desarrollar completamente la fase parasitica
de su ciclo biolégico sobre hospedadores introducidos como son los bovinos, con las
consiguientes implicancias sanitarias. El hecho que una proporcion importante de los
hospedadores registrados para los tres estadios de esta garrapata corresponden a artiodactilos
silvestres (ver “Introduccion general” y “Capitulo 2”), y que el ingreso de los bovinos en la
Argentina data del afio 1549 (Sal Paz 1984), permite plantear la hipétesis de un ciclo sustituto
para A. neumanni en un escenario donde todos o parte de sus hospedadores primigenios
(artiodactilos silvestres) han desaparecido o han sido desplazados por la introducciéon de otros
ungulados como los bovinos. Esta adaptacion integra a hospedadores recientemente
introducidos en un lapso de tiempo evolutivamente corto, muestra la capacidad adaptativa de A.
neumanni frente a una situacién de cambio cualitativo en el espectro de hospedadores
adecuados disponibles.

El ciclo biolégico de A. parvum comprende dos fases en relacion al uso de hospedadores,
en una se utilizan a mamiferos silvestres y en otra a mamiferos domésticos introducidos. En
Quilino, G. musteloides es el hospedador fundamental y casi exclusivo de los estadios inmaduros
de A. parvum, y bovinos y caprinos son los hospedadores principales de los adultos.

Las diferencias en la relacién hospedador-parasito de los preimagos de A. neumanni y A.
parvum se refleja en las diferentes estrategias de busqueda del hospedador. Garrapatas que
esperan a su hospedador sobre o cerca del suelo se exponen a pequenos animales, mientras

que aquellas que esperan al hospedador sobre la vegetacién a una altura considerable del nivel
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del suelo son mas propensas a encontrar animales de mayor tamafo (Soneshine te al. 2002).
Las larvas y ninfas de A. neumanni se disponen sobre la vegetacidon a una altura apreciable
(larvas, -media = 32,5 £ 17,8 cm -rango = 7-65 cm; ninfas, -media = 36,7 £ 26,7 cm -rango = 8-80
cm). Por otro lado, nunca se colectaron larvas y ninfas de A. parvum de la vegetacion, por lo que
se deduce que estos estadios esperan a su hospedador sobre el nivel del suelo o en cuevas o
nidos.

El amplio rango de hospedadores exhibidos por los tres estadios de A. neumanni y por los
adultos de A. parvum es, segun lo estipulado por Hoogstraal y Aeschlimann (1982),
caracteristico de las garrapatas que parasitan grandes mamiferos con extensas areas de accién
y bajas densidades (esto aplicado a las especies silvestres), y se definen como especies de
moderada especificidad. En cambio, y siguiendo con lo precisado por estos autores, las
garrapatas parasitas de vertebrados que se congregan densamente en nidos o cuevas para
obtener refugio o aparearse, tienen especificidad estricta. Este concepto se adapta al
comportamiento de las larvas y ninfas de A. parvum en Quilino.

Otras de las caracteristicas de la relacion parasito-hospedador estudiadas en este trabajo
de tesis doctoral, fue la distribucién anatdmica de todos los estadios parasitos de A. neumanni'y
A. parvum sobre sus hospedadores. El conocimiento de los sitios de fijaciéon de las garrapatas
sobre sus hospedadores no solo es relevante para conocer aspectos de la biologia y de la
relaciéon parasito-hospedador, sino que también es de importancia porque contribuye a aumentar
la efectividad de los tratamientos con acaricidas, al permitir aplicarlos s6lo en sitios
predeterminados, y optimiza el tiempo de muestreo de garrapatas sobre un hospedador al limitar
la observacion a las areas donde se concentran las garrapatas. La fijacién de los tres estadios de
A. parvum se restringi6 mayormente a no mas de dos areas anatémicas de sus hospedadores,
cabeza y orejas, pero no fue asi la de los tres estadios de A. neumanni, cuya preferencia abarca
varios sitios corporales de los bovinos a los que parasitan; las larvas se fijaron principalmente
sobre la cabeza, orejas, tronco y cuello, las ninfas sobre el tronco, cuello, pecho, cola y
abdomen, y los adultos (so6lo se analizaron las hembras) sobre la cabeza, tronco, cola, cuello,

pecho, abdomen y ubre. La variaciéon que se da naturalmente en el nUmero de garrapatas fijadas
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a los bovinos de acuerdo a la estacion del afio, no produjo cambios significativos en la
preferencia por un area corporal del hospedador. Sin embargo, esta situacion podria variar con

infestaciones mayores a las observdas en este estudio.

Ciclo biolégico

El ciclo biolégico de A. neumanni en la naturaleza se describi6 a partir de la informacién de
la distribucién estacional de los tres estadios en su fase parasitica sobre los bovinos y en su fase
de vida libre en la vegetacion, y a través de parametros biolégicos de desarrollo de todos los
estadios que incluyen los periodos de incubacién de los huevos, de premuda de larvas y ninfas,
y de preoviposicién de las hembras.

Los resultados de este trabajo de tesis sobre la estacionalidad y los pardmetros biolégicos
de desarrollo de A. neumanni evidencian la complejidad de su ciclo. La presencia de diapausa
morfogenética en las teleoginas regulando el ciclo por medio de un retraso en la oviposicion,
representa un comportamiento peculiar en garrapatas Neotropicales del género Amblyomma. En
el ciclo biolégico de A. neumanni en la naturaleza, las larvas estan activas desde fines de verano
al comienzo del invierno, con el pico de abundancia en otofio, y originan las ninfas que estaran
presentes en el ambiente a lo largo de todo el invierno y comienzos de la primavera, las cuales
mudaran secuencialmente en las garrapatas adultas que se encuentran en el ambiente y sobre
los hospedadores durante el invierno y la primavera, y que pondran sus huevos a fines de la
primavera y principios de verano, a partir de los cuales emergeran las larvas que comenzaran a
estar activas a fines del verano del siguiente afio. En este esquema, el ciclo biolégico de A.
neumanni se completa en un afo. No obstante, el patrén de la distribucidon estacional descrito
para las hembras mostré6 en los dos afos una curva bimodal, porque ademas del pico de
hembras en primavera también se detectd un pico de hembras en el otofio. La hipotesis es que
estas teleoginas que se visualizan en el otofio corresponderian a una cohorte del afio anterior, o
sea, a aquellas que no hallaron hospedadores para alimentarse en el transcurso del invierno y la
primavera del afio anterior, y que entran en diapausa de comportamiento durante todo el verano

hasta volverse nuevamente activas recién en el otofio del afio siguiente. Considerando los
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tiempos de preoviposicién obtenidos en garrapatas expuestas en el laboratorio y en el campo,
una vez completada su replecion, se concluye que las teleoginas de otofo desarrollan diapausa
morfogenética retrasando su oviposicidon hasta la primavera siguiente, sincronizandola asi con la
de las cohortes de teleoginas de mediados de invierno y primavera (Figura 7.1), en simultaneo
con la iniciacion del ciclo unimodal de lluvias caracteristico del norte de Cérdoba. Esta hipotética
presencia en un mismo afo de dos cohortes distintas de garrapatas adultas que oviponen
simultaneamente en la misma época, y en la que la oviposicion de una de las cohortes es
regulada por diapausa morfognética, no es exclusivo de A. neumanni, ya que también se
determind en los ciclos de especies palearticas como /. ricinus y D. marginatus, y de otra propia
de la Region Neartica como D. variabilis (Belozerov 1968; Burg 2001; Walker 2001).

El ciclo biolégico de A. parvum es directo y no regulado por diapausa. Las larvas estan
activas desde fines del verano a principios del invierno, con el pico en otofio, y originan las ninfas
que estan activas durante todo el invierno y la primera parte de la primavera con el pico a
mediados del invierno. Estas ninfas mudan a los adultos que parasitan a sus hospedadores
desde mediados de la primavera hasta fin del verano del afio siguiente, periodo durante el cual
las teleoginas depositaran sus huevos, de los que surgiran la nueva generacién de larvas que
estaran activas a finales de esta estacion y en el otofio. No se detectd para ninguno de los
estadios el desarrollo de diapausa morfognética. Asi, A. parvum completa su ciclo en un afio, con
larvas y ninfas alimentandose sobre roedores de la familia Caviidae (al menos en el area donde
se desarrollé este estudio) y los adultos sobre animales de mayor tamafio como bovinos o
caprinos. Lo descrito aqui sobre el ciclo bioldgico en la naturaleza de A. parvum se esquematiza
en la figura 7.2.

Es probable que los hospedadores primigenios sobre los cuales se alimentaban los adultos
de A. parvum para completar su ciclo hayan sido, como para A. neumanni, ungulados
autoctonos. La intervencion en su ciclo de roedores silvestres, los cuales pueden actuar como
reservorio en la naturaleza de agentes patégenos transmitidos por garrapatas (Durden 2006),
amerita futuras investigaciones sobre la capacidad de A. parvum para transportar

microorganismos desde los roedores a los humanos o animales domésticos a los que pueden
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parasitar en el estadio de adulto, mas aun teniendo en cuenta el analisis de Pacheco et al.
(2007) en el que se encontré6 especimenes de A. parvum infectados con una Rickettsia
perteneciente al “grupo de la fiebre manchada™®.

El conocimiento del ciclo biolégico de A. neumanni y A. parvum puede utilizarse en el
disefio de estrategias de control de estas dos garrapatas. La aplicacion de acaricidas sobre los
bovinos y caprinos entre fines de primavera y mediados del veranos permitiria el control del
parasitismo de los adultos de A. parvum, que resultaria en una disminucién en la abundancia de
las generaciones posteriores de larvas y ninfas. Con la aplicacion de acaricidas sobre bovinos en
abril y mayo se controlaria simultaneamente la infestacién con larvas y adultos (cohorte de

otofio) de A. neumanni, 1o que conllevaria a una reduccién de la abundancia de las ninfas y

adultos que de ellas devienen en invierno y primavera.

Distribucion

La distribucidon geografica de A. neumanni y A. parvum depende mas de caracteristicas
como la composicion de la vegetacion, y por consiguiente de la temperatura y humedad, que de
la distribucion de sus hospedadores, porque éstos estan ampliamente establecidos tanto en
regiones donde las dos garrapatas son abundantes como en otras en las que estan ausentes.
Las dos especies se distribuyeron esencialmente en distritos de la provincia fitogeografica
Chaquefia, aunque algunos sitios de colecta de A. neumanni pertenecen a la provincia de las
Yungas, y algunos de A. parvum a la provincia del Monte. La mayor parte de los hallazgos de A.
neumanni se concentraron en el distrito Chaquefio Serrano, y los de A. parvum en el distrito
Chaquefio Occidental. Comparativamente, A. neumanni tolera zonas mas humedas que A.
parvum, reflejado en los hallazgos en la provincia de las Yungas (dominio Amazdénico), mientras
que la preferencia de A. parvum por el distrito Chaquefio Occidental y su ausencia en zonas de

alta humedad, indican una tendencia de esta especie a establecerse en zonas mas aridas.

® Varias de las rickettsias con capacidad comprobada de causar enfermedad en los seres

humanos pertenecen al grupo de la fiebre manchada (Parola et al. 2005).
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Figura 7.1. Ciclo biolégico de Amblyomma neumanni. 1- larvas de fines de verano y otofio mudan
a ninfas; 2- ninfas de invierno y principios de primavera derivan en las hembras presentes
durante fines del invierno y primavera; 3- hembras oviponen en la primavera generando las
larvas de fines de verano y otofio del afio siguiente; X- Cohorte de hembras provenientes del afio
anterior que no encontraron en la primavera un hospedador sobre el cual alimentarse y que
probablemente pasaron el verano en estado de diapausa de comportamiento para activarse en el
otofo, y una vez ingurgitadas al alimentarse sobre los bovinos durante esa estacion entraron en
diapausa morfogenética (4) para oviponer en la primavera, en sincronia con la cohorte de

hembras de fines del invierno y primavera del mismo afno.
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Figura 7.2. Ciclo biolégico de Amblyomma parvum. 1- las larvas mudan dando las ninfas que
estan presentes en invierno y principios de la primavera; 4- las ninfas dan origen a las garrapatas
adultas que se hallan sobre sus hospedadores desde fines de la primavera y durante todo el
verano; 3- hembras oviponen en verano y generan las larvas que se encuentran activas desde

fines del verano a comienzos del invierno. X: Pico de abundancia de hembras correspondientes

a la cohorte del ano anterior.
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Diversidad genética

La variaciéon en las secuencias del gen mitocondrial 16S revel6 escasa diferenciacion
genética intraespecifica a lo la largo del ambito de distribuciéon en Argentina de A. neumanni y A.
parvum, sin subdivisién genética poblacional a una escala regional. Conforme a estos resultados,
y teniendo en cuenta la ausencia de diferencias morfologicas de consideracién, se concluye para
ambas garrapatas que no existen elementos para suponer la existencia de especies cripticas en
la Argentina.

Por el contrario, si se encontraron diferencias considerables entre las secuencias de los
especimenes de A. parvum de Argentina y los de Brasil, con un rango de divergencia
nucleotidica entre 3,4% y 3,6%. Esto indica un limitado flujo génico entre las poblaciones
argentinas y brasileras de A. parvum, sefialando la posibilidad que las garrapatas determinadas
como A. parvum en Argentina correspondan a una entidad especifica distinta de los
especimenes determinados como A. parvum en Brasil, y por ende, de aquellos distribuidos al
norte de este pais. En este punto, es importante considerar que mientras que los datos de ADN
puede brindar informacién sobre la estructura poblacional y la ausencia de intercambio genético
entre dos grupos, el andlisis de marcadores genéticos neutrales dice poco acerca de de si esos
taxa podrian intercambiar genes si tuvieran la oportunidad (Bickford et al. 2007), de manera que
debe determinarse en futuros estudios si efectivamente existen barreras de aislamiento
reproductivo entre las poblaciones de A. parvum de Argentina y del resto de la region

Neotropical.

Perspectivas de futuras investigaciones

Durante el desarrollo de esta tesis fueron estudiados algunos aspectos de la sistematica y
bioecologia de A. neumanni y A. parvum, con especial hincapié en aquellos concernientes a la
posicion filogenética, la relacion parasito-hospedador, los ciclos biolégicos y la diversidad
genética. Sin embargo, es conveniente remarcar la necesidad de realizar nuevos estudios para
complementar la informacién brindada en este trabajo, y para confirmar o rechazar las hipétesis

surgidas a partir de la discusion de los resultados.



226

La estrecha relacion filogenética de A. parvum con A. auricularium, A. pseudoconcolor y A.
pseudoparvum es sustentada por dos marcadores moleculares (los dos genes mitocondriales
16S y 12S) ampliamente utilizados para resolver filogenias en el nivel intragenérico, y por
caracteres morfologicos. Por el contrario, A. neummani no ha mostrado una relacion filogenética
fuerte con ninguna de las restantes especies del género Amblyomma incluidas en el analisis.
Para resolver si esto se debe a un proceso evolutivo o es una consecuencia de la metodologia
empleada, se considera necesario incorporar en futuros analisis filogenéticos mas especies del
género Amblyomma, como asi también el uso de otros marcadores moleculares para definir esta
situacién con mayor certeza.

En lo referente a los ciclos bioldgicos, son pertinentes nuevos estudios experimentales que
focalicen sus objetivos en dilucidar dos procesos del ciclo de A. neumanni mencionados a modo
de hipétesis que no han sido confirmados en este trabajo: la diapausa de comportamiento de los
adultos durante el verano y la presencia de dos cohortes de hembras en un mismo afo.
Igualmente, deben validarse las hipétesis sobre las estrategias a implementar para el control de
A. neumanni y A. parvum esbozadas a partir de las caracteristicas bioecolégicas de las dos
especies.

Especificamente para A. parvum, cuyo ambito de distribucién en la Regiéon Neotropical
excede largamente al de las especies de roedores de la subfamilia Caviinae (Caviidae), deberian
llevarse a cabo estudios sobre los hospedadores naturales de larvas y ninfas en aquellas areas
donde los roedores cavidos no estan presentes, siendo conveniente evaluar a otros grupos de
roedores silvestres como potenciales hospedadores para los estadios inmaduros. Asimismo, la
considerable divergencia genética hallada entre las poblaciones argentinas y brasileras tras el
analisis de secuencias del gen mitocondrial 16S, deja en claro la necesidad de incorporar en
préoximos estudios marcadores moleculares nucleares y llevar a cabo cruzamientos en el
laboratorio entre especimenes originarios de Argentina y de poblaciones distribuidas al norte de
dicho pais, para poder establecer si A. parvum es una entidad especifica Unica en el Neotrépico

0 es en realidad un complejo de especies. Este tipo de investigaciones serdn de cabal
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importancia para definir si los resultados arrojados por este trabajo de tesis doctoral pueden ser

extrapolados a poblaciones de A. parvum distribuidas mas alla de la Republica Argentina.
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La descripcion original de A. parvum la realiz6 Aragao (1908) con un espécimen macho
colectado en el estado de Bahia, Brasil, y Aragdo (1911) redescribié el macho y describié la
hembra también con especimenes provenientes de ese estado brasilefio. Las claves basadas en
aspectos morfolégicos para la identificacion de los estadios adultos de las especies neotropicales
del género Amblyomma (Jones et al. 1972; Guglielmone y Vifiabal 1994; Guimaraes et al. 2001;
Barros-Battesti et al. 2006), permiten distinguir con precision machos y hembras A. parvum del
resto de las especies, pero no sucede lo mismo con las larvas y las ninfas. Estas fueron
descritas originalmente con el uso de microscopia electronica por Guglielmone et al. (1990 a), a
partir de especimenes de una colonia de laboratorio originada con garrapatas adultas colectadas
en Argentina, y posteriormente, Amorin y Serra-Freire (2000) llevaron a cabo la redescripcién
morfolégica de la larva de A. parvum con garrapatas obtenidas de la oviposicién de teleoginas
colectadas sobre un perro en la Universidad Estadual de Maranhao, Brasil, utilizando
microscopio optico con camara clara. El trabajo de Guglielmone et al. (1990) carece de
caracteristicas e imagenes de las patas (coxas; 6rgano de Haller) y de la superficie ventral de los
dos estadios, y también de una descripcién detallada del niumero y disposicién de setas y
sensilas en la larva, y el de Amorin y Serra-Freire (2000) no tiene registros de pardmetros
morfométricos ni tampoco imagenes de microscopia. Entonces, en correspondencia con lo dicho
anteriormente, se considerd necesaria la redescripcién de la larva y ninfa de A. parvum para
utilizarla de manera complementaria a la efectuada por Guglielmone et al. (1990 a) en la
determinacién especifica de los estadios inmaduros de esta especie.

Si bien es dificultoso diagnosticar A. neumanni con la descripcion original hecha por Ribaga
(1902) con especimenes originarios de la provincia de Salta, Argentina, las descripciones de los
estadios adultos presentadas en Robinson (1926) (bajo el nombre de Amblyomma furcula Dénitz,
1909) y en Boero (1957) (algunos rasgos morfolégicos como las espinas de los metatarsos II-IV
no son ilustradas por este autor), mas las claves de Guglielmone y Hadani (1985) y Guglielmone
y Vihabal (1994), son apropiadas para un correcto diagnostico de machos y hembras de esta
especie. Ello no es asi para la clave de Jones et al. (1972), quiénes describen a los adultos de A.

neumanni sin espinas en los metatarsos Il-IV y con surco marginal completo, y también en la la
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revision de las especies neotropicales del género Amblyomma publicada por Voltzit (2007), en
donde se describen algunos caracteres morfolégicos para A. neumanni que no son propios de
esta especie. Las descripciones de larvas y ninfas de A. neumanni realizadas por Estrada-Pefia
et al. (1993), y las claves e imagenes de microscopia electrénica de barrido de los preimagos y
adultos dadas por Estrada-Pena et al. (2005 a), son suficientes para diferenciar por sus
caracteres morfolégicos todos los estadios de esta garrapata del resto de las especies de
Amblyomma presentes en Argentina, por lo que no se considera necesario la redescripcion de
ninguno de los estadios de A. neumanni.

A continuacién se presenta la redescripcién con microspcopia electrénica de barrido (MEB)

de la larva y ninfa de A. parvum.

Metodologia

Teleoginas colectadas sobre bovinos en Quilino y determinadas como A. parvum siguiendo
a Guglielmone y ViAabal (1994) y Guglielmone et al. (1990 a), fueron mantenidas en el
laboratorio a 27° C, 80-83 % de humedad relativa y un fotoperiodo de 12 horas luz-12 horas
oscuridad, para permitir la oviposicién y el posterior nacimiento de las larvas que se usaron para
la redescripcién. Larvas ingurgitadas determinadas como A. parvum colectadas sobre el roedor
de la familia Caviidae G. musteloides en Quilino (ver capitulo 2) se expusieron en el laboratorio
bajo las mismas condiciones que las teleoginas para permitir la muda a ninfas, de las cuales a un
conjunto se le extrajo ADN para comparar sus secuencias con la de los adultos y asi asegurar el
diagndstico especifico (ver metodologia y resultados de este analisis en el capitulo 2), y el resto
fueron empleados para la redescripcion. Todos los especimenes se conservaron en etanol 96 %
y los seleccionados para MEB se prepararon segun Corwin et al. (1979). Las imagenes de MEB
se realizaron en el Servicio de Microscopia Electrénica, Museo de La Plata, Universidad Nacional
de La Plata, Argentina, utilizando un microscopio electrénico de barrido JEOL/JSM 6360 LV®.
Veinte larvas y 20 ninfas se midieron con una lupa binocular Nikon® modelo C-PS siendo
expresadas las medidas en milimetros; la media se presenta seguida por el desvio estandar y

entre paréntesis el rango. Para el estudio del numero y disposicién de las setas las garrapatas se
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observaron con un microscopio Olympus® BH-2, y se siguio la terminologia para la quetotaxia de

las larvas de garrapatas Ixodidae dada por Clifford y Anastos (1960).

Redescripcion de la larva y ninfa de Amblyomma parvum Aragao, 1908

LARVA:

IDIOSOMA. Supetficie dorsal (Figura 1.1)- longitud desde el apice de la escapula al margen
posterior del cuerpo 0,54 + 0,02 (0,50-0,57); ancho mayor del cuerpo 0,48 + 0,01 (0,45-0,51);
contorno oval con 11 festones. Setas (Figura 1.2). 3 pares de setas escutales (Esc1-Esc3), 2
pares centrales (Cd1-Cd2) y 8 pares marginales (Md1-Md8) con Md1y Md2 antes de la sensila
campaniforme, la Md3 a la misma altura e internamente a la sensila campaniforme y los pares
Md4-Md8 posteriores a la sensila campaniforme, ubicados cada uno en un diferente festén.
Escudo. Contorno subtriangular; Longitud (linea anteroposterior) 0,28 + 0,007 (0,27-0,30); ancho
(linea transversal, arriba de la linea de los ojos) 0,37 + 0,01 (0,35-0,39); ojos ligeramente
prominentes; surcos cervicales profundos y paralelos pero divergiendo lateralmente en su parte
posterior como depresiones superficiale. Superficie ventral (Figura 1.3)- Setas (Figura 1.8). 3
pares esternales (Est1-Est3); 2 pares preanales (Pra1-Pra2); 4 pares premarginales (Prm1-
Prm4); 5 pares marginales ventrales (Mv1-Mv5) y festdn central sin seta; apertura anal sobre la
porcion central del opistosoma con un par de setas sobre las valvas (A1).

GNATHOSOMA. Dorsal: basis capituli (Figura 1.4)- forma subtriangular; longitud desde el pice
del palpo al margen posterior 0,14 + 0,008 (0,13-0,16); ancho 0,15 + 0,06 (0,14-0,16); margen
posterior recto; cornua ausente; un par de sensilas sobre la linea media del basis capituli. Palpos
(Figura 1.5). Segmentos y surcos palpales bien definidos; longitud del palpo desde el segmento
tibiotarsal (IV) al margen posterior del trocanter (1) 0,11 + 0,006 (0,10-0,12); fémur (Il) 3 veces

mas largo que el trocanter (l). Ventral: Basis capituli como se ilustra en las figuras 1.6 y 1.7.

+

Hipostoma — Un par de setas posthipostomales (Ph1); distancia entre las setas Ph1 0,034

0,004 (0,030-0,037) longitud del apice del hipostoma a la seta posthipostomal (Ph1) 0,10

I+

0,004 (0,09- 0,11); férmula dentaria 2/2, con 5 denticulos por fila y algunas pocas crenulaciones

en basal. Setas palpales. 12 setas sobre el segmento tibiotarsal, 8 terminales, 2 paraxiales y 2
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antiaxiales; 6 setas en el segmento genal, 3 dorsales, 1 ventral, 1 antiaxial y otra paraxial, 6
setas femorales, 2 ventrales, 1 dorsal, 2 antiaxiales y 1 paraxial; trocanter sin setas.

PATAS (Figura 1.9). Coxa | con dos espinas triangulares desiguales, la externa mayor que la
interna; coxas Il y Il con una unica espina triangular. Setas. Coxa | con tres setas; coxas Il y IlI
cada una con dos setas; trocanter sin espinas. Tarso |. Longitud 0,17 + 0,015 (0,13-0,18); érgano
de Haller con la apertura de la capsula transversa y con seis setas en la cavidad distal a la
capsula (Figura 1.10).

NINFA:

IDIOSOMA. Supefficie dorsal (Figura 1.11). Longitud desde el apice de la escapula al margen
posterior del cuerpo 1,14 £ 0,151 (1,05- 1,24); ancho mayor del cuerpo 0,79 + 0,024 (0,74-0,84);
contorno oval con 11 festones; setas blanquecinas dispersas sobre todo el cuerpo en dorsal;
Escudo (Figura 1.11). Longitud (linea anteroposterior) 0,50 £ 0,059 (0,43-0,60); ancho (linea
transversal, arriba de la linea de los ojos); 0,56 + 0,025 (0,53-0,61); sin ornato y pocas
puntuaciones, mas profundas lateralmente; surcos cervicales profundos anteriormente,
divergiendo en posterior como depresiones superficiales. Superficie ventral -como es ilustrado en
la figura 1.12, con pocas setas y apertura anal al nivel de las placas espiraculares.
GNATHOSOMA. Dorsal: Basis capituli (Figura 1.13)- Forma subtriangular; longitud desde el
apice del palpo al margen posterior 0,29 + 0,026 (0,23-0,33); ancho 0,24 + 0,010 (0,22-0,26);
margen posterior ligeramente céncavo; cornua ausente. Palpos .Longitud del palpo desde el
segmento tibiotarsal (IV) al margen posterior del trocanter 0,21 + 0,014 (0,18-0,22); fémur (Il) dos
veces mas largo que la gena (lll). Ventral: Basis capituli como se ilustra en las figuras 1.14 y
1.15, con el margen posterior convexo. Hipostoma — Un par de setas posthipostomales (Ph1),
longitud del apice del hipostoma a la seta posthipostomal (Ph1) 0,19 + 0,018 (0,17-0,20); férmula
dentaria 2/2, con 7 denticulos por fila y apice con una corona de finos denticulos. Setas palpales.
12 setas sobre el segmento tibiotarsal, 8 terminales, 2 paraxiales y 2 antiaxiales; 6 setas en el
segmento genal, 3 dorsales, 1 ventral, 1 antiaxial y otra paraxial; 6 setas femorales, 2 ventrales,

1 dorsal, 2 antiaxiales y 1 paraxial; trocanter sin setas.
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PATAS (Figura 1.16). Coxa | con dos espinas triangulares desiguales, la externa mayor que la
interna; coxas lI-IV con una unica espina triangular; trocanteres sin espinas; coxas I-IV con tres
setas. Tarso I. Longitud 0,30 + 0,025 (0,27-0,34); 6rgano de Haller como se ilustra la figura 1.17;

apertura de la capsula transversa y con seis setas en la cavidad anterior a la capsula.
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Figuras 1.1-1.5. Larva de Amblyomma parvum. 1.1: vista dorsal. 1.3: Vista ventral. 1.4: Basis capituli vista

dorsal. 1.5: Palpos.
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Figura 1.2. Vista dorsal de la larva de Amblyomma parvum. Abreviaciones de las setas: Esc,

escutales; Cd, centrales dorsales; Md, marginales dorsales.
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Figuras 1.6-1.10. Larva de Amblyomma parvum. 1.6 y 1.7:Basis capituli vista ventral. 1.9: Coxas. 1.10: Organo

de Haller.
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Figura 1.8. Vista ventral de la larva de Amblyomma parvum. Abreviaciones de las setas: Ph1, posthipostomales;

Est, esternales; Pra, preanales; Prm, premarginales; Mv, marginales ventrales; A, anales.
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A1




290

Figuras 1.11-1.14. Ninfa de Amblyomma parvum. 1.11: Vista dorsal. 1.12: Vista ventral. 1.13: Basis capituli vista

dorsal. 1.14: Basis capituli vista ventral.
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Figuras 1.15-1.17. Ninfa de Amblyomma parvum. 1.15: Basis capituli vista ventral. 1.16: Coxas. 1.17: Organo de

Haller.
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APENDICE Il: ALINEAMIENTOS DE LAS SECUENCIAS DEL GEN

MITOCONDRIAL 16S OBTENIDAS DE ESPECIMENES DE Amblyomma neumanni y

Amblyomma parvum UTILIZADAS EN EL CAPITULO 6.
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Amblyomma neumanni

Alineamientos de las secuencias del gen mitocondrial 16S obtenidos de especimenes de
Amblyomma neumanni pertenecientes a distintas poblaciones de la Argentina. Los numeros en
negrita indican la posicién en el alineamiento. DF: Dean Funes; SB: “El Fuerte” Santa Barbara;
CQ: Cruz Quemada; AB: Siete de Abril; LT: Las Tipas; OJ: Villa Ojo de Agua; GBK: secuencia de
A. neumanni depositada en el GenBank (AY498560).

5 15 25 35 45 55
DF1 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
DF2 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
DF3 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
DF4 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
DF5 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
SB1 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
SB2 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
SB3 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
SB4 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
SB5 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
CcQ1 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
CcQ2 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
CcQ3 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
CQ4 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
CQ5 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
AB1 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
AB2 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
AB3 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
AB4 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
AB5 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA

LT1 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
LT2 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
LT3 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
LT4 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
LTS TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
0OJ1 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
0J2 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
0J3 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA
0J4 TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA

GBK TTTTGACTAT ACAAAGGTAT TGTAATAAGA CTTTAATTGA GTGCTAAGAG AATGGAATTA

65 75 85 95 105 115
DF1 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
DF2 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
DF3 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
DF4 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
DF5 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
SB1 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
SB2 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
SB3 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
SB4 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
SB5 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CcQ1 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CcQ2 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CcQs3 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CQ4 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CQ5 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
AB1 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
AB2 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
AB3 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
AB4 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
AB5 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA

LT1 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
LT2 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
LT3 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
LT4 CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA

LTS CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
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CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA
CAGAGATTTA CTTTTTTGAA TTTAAAAATT AAAGTTATTT TTATTTGTGA AGAAACAATA

125 135 145 155 165 175
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTAAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC
ATTAAAATTA AGGACAAGAA GACCCTAAGA ATTTTTAAAA AATTTAATTT TAAATAAAAC

185 195 205 215 225 235
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATATAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
TAAAGTGTTT TTTTAATTGG GGAGATTAAT AAATATTATT AACTTTATTT ATACAAAAAT
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245 255 265 275 285 295
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT ATTACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT ATTACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT
ATGAACCAGT AATACTGGTT ATATGAAAAA ATACTCTAGG GATAACAGCG TAATAATTTT

305 315 325 335 345 355
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
AGATAGTTCA TATAGACAAA ATAGTTTGCG ACCTCGATGT TGGATTAGGA TTCTTTTTTA
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DF1
DF2
DF3

DF5
SB1
SB2
SB3

SB5
cQa1
CcQ2
CQs3
CQ4
CQ5
AB1
AB2
AB3
AB4
AB5
LT1
LT2
LT3
LT4
LTS
(ON)
0J2
0J3
0J4
GBK

365 375 385 395
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA
ATGAAGAAGT TAAAAAAAGA AG TTTGTTCA CTTTAA

Amblyomma parvum

Alineamientos de las secuencias del gen mitocondrial 16S obtenidos de especimenes de
Amblyomma parvum pertenecientes a distintas poblaciones de la Argentina y Brasil. Los
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numeros en negrita indican la posicién en el alineamiento. Argentina: QU: Quilino; YU: Finca “El

Yuto”, Dragones; CE: Cejolao; SA: San Antonio; ES: Esquiu; CH: Chamical; OJ: Villa Ojo de

Agua; Brasil: GO: Araguapaz, Goiés.

QU1
Qu2
QuU3
QU4
QU5
YU1

YU2
YU3
YUu4
YU5
CE1

CE2
CE3
CE4
SA1

SA2
SA3
SA4
SA5
ES1

ES2
ES3
ES4
ES5

5 15 25 35 45 55
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT



CH1
CH2
CH3
CH4
CH5
0J1

0J3
0J4
0J5
GO1
GO2
GO3
GO4
GO5

Qu1
Qu2
Qu3
QU4
QU5
YU1

YU2
YU3
YU4
YU5
CE1

CE2
CE3
CE4
SA1

SA2
SA3
SA4
SA5
ES1

ES2
ES3
ES4

CH1
CH2
CH3
CH4
CH5
OJ1

0J2
0J3

0J5
GO1
GO2

GO4
GO5

QU1
Qu2
Qu3
QU4
QU5
YU1
YU2

YU4
YU5
CE1
CE2

TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGGTTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGATTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGATTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGATTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGATTTTAAT
TGATTTTTTA AATTGCTGTG GTATTTTGAC TATACAAAGG TATTGTAATA AGATTTTAAT

65 75 85 95 105 115
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA AAGAATGAAT ATACAGAAAA TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA GAGAATGAAT ATACAGAAAT TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA GAGAATGAAT ATACAGAAAT TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA GAGAATGAAT ATACAGAAAT TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA GAGAATGAAT ATACAGAAAT TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA
TGAATGCTAA GAGAATGAAT ATACAGAAAT TAACTTTTTT GGTCTTAATT ATTGAAGTTA

125 135 145 155 165 175
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
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TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC
TTTTTATTTG TGAAGAAACA ATAATTTAAA TTATGGACAA GAAGACCCTA AGAATTTTAC

185 195 205 215 225 235
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAA TCTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCTATATG AATTAATAAG TTTTTTTAAT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCCGTATG AACTAATAAA TTTTTTTAGT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCCGTATG AACTAATAAA TTTTTTTAGT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCCGTATG AACTAATAAA TTTTTTTAGT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCCGTATG AACTAATAAA TTTTTTTAGT TGGGGCGATT AATTAAAATT
AAAATTAATT ATTCCGTATG AACTAATAAA TTTTTTTAGT TGGGGCGATT AATTAAAATT
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QU1
Qu2
QuU3
QU4
QuU5
YU1
Yu2
YU3

YU5
CE1
CE2

CE4
SA1
SA2
SA3
SA4
SA5
ES1
ES2

ES4
ES5
CH1
CH2
CH3
CH4
CH5
0OJ1

0J3
0J4
0J5

GO2
GO3
GO4
GO5

QU1
Qu2
QU3
QU4
QU5
YU1

YU2
YU3
YU4
YU5
CE1

CE2
CE3
CE4
SA1

SA2
SA3
SA4
SA5
ES1

ES2
ES3
ES4

CH1
CH2
CH3
CH4

245 255 265 275 285 295
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGAA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCATTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTTTA AAAAAGAACC GTTAATAACG GCCGTTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTAAA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGGTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTAAA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGGTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTAAA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGGTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTAAA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGGTTGGA AAAAA-TACT
ACAAACTTTT TTAGTTTAAA AAAA-GAACC GTTAATAACG GCCGGTTGGA AAAAA-TACT

305 315 325 335 345 355
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGAAA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
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CH5
0J1

0J2
0J3
0J4
0J5

GO2
GO3
GO4
GO5

CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GTTCATATTG ACAAAGTAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GCTCATATTG ACAAAATAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GCTCATATTG ACAAAATAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GCTCATATTG ACAAAATAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GCTCATATTG ACAAAATAGT TTGCGACCTC
CTAGGGATAA CAGCGTAATA ATTTTTGATA GCTCATATTG ACAAAATAGT TTGCGACCTC

365 375 385 395
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
GATGTTGGAT TAGGATATTT TTTTAATGAA GAAGTTAAAA
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APENDICE lll: LArRVAS Y NINFAS DE Amblyomma tigrinum

COLECTADAS SOBRE LAS ESPECIES DE ROEDORES Y AVES EXAMINADAS EN

DEAN FUNES Y QUILINO
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Numero de larvas (LL) y ninfas (NN) de Amblyomma tigrinum colectadas sobre las especies de roedores
y aves examinadas en Dean Funes y Quilino. n: nimero de hospedadores.

HOSPEDADORES Dean Funes Quilino

n LL NN N LL NN
Roedores
Caviidae

Galea musteloides Meyen, 1832
Cricetidae

Akodon dolores Thomas, 1916
Calomys cf. C. laucha-C. musculinus
Calomys venustus (Thomas, 1894)
Graomys centralis* (Thomas, 1902)
Necromys lasiurus (Lund, 1840)
Oligoryzomys sp.

Muridae

Rattus rattus (Linnaeus, 1758)
Aves

Accipitridae

Accipiter striatus (Kaup, 1850)
Emberizidae

Poospiza torquata Todd, 1922
Picidae

Picoides mixtus (Wetmore, 1922)
Psittacidae

Myiopsitta monachus (Vieillot, 1818)
Thraupidae

Thraupis bonariensis Brodkorb, 1938
Tyrannidae

Empidonomus aurantioatrocristatus (d Orbigny y Lafresnaye, 1837)

Elaenia albiceps Hellmayr, 1927
Pitangus sulphuratus Todd, 1952
Mimidae

Mimus saturninus (Gould, 1836)
Vireonidae

Cyclarhis gujanensis (Vieillot, 1822)
Columbidae

Columba maculosa Sclater y Salvin, 1876

Columbina picui (Temminck, 1813)
Zenaida auriculata (Des Murs, 1847)
Cuculidae

Guira guira (J.F. Gmelin, 1788)
Emberizidae

Sicalis flaveola P.L. Sclater, 1872
Sicalis luteola (Meyen, 1834)
Icteridae

Molothrus bonariensis (J.F. Gmelin, 1789)

Tyrannidae

Machetornis rixosa (Vieillot, 1819)
Cardinalidae

Saltator aurantiirostris Vieillot, 1817
Emberizidae

Aimophila strigiceps (Hellmayr, 1912)

64 177 463
63 222 1

25 32 1

32 189 3
17 136 1

11 27 2

2 1 0
2 1 0
2 0 0
3 1 0
1 0 0
14 0 0
0 0 0
0 0 0
1 0 0
3 0 1
1 0 0
1 0 0
1 0 0
45 3 0
6 1 0
3 33 0
9 1 0
8 0
30 12 5
2 0 0
5 6 3
1 0 1

156 417 1125

27 80 0
1 0 0
7 86 0
83 167 4
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
7 1 1
2 0 0
12 0 0
2 0 0
7 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
1 0 0
20 19 0
7 0 0
10 7 1
12 0
1 0 0
6 64 O
0 0 0
7 8 9
5 1 3



Cont. Tabla

Coryphospingus cucullatus (Swainson, 1825)
Lophospingus pusillus (Burmeister, 1860)
Saltatricula multicolor (Burmeister, 1860)
Zonotrichia capensis (Todd, 1915)
Furnariidae

Asthenes sp.

Coryphistera allaudina Burmeister, 1860
Furnarius cristatus Burmeister, 1888
Furnarius rufus (J.F Gmelin, 1788)
Pseudoseisura lophotes Parkes, 1960
Polioptilidae

Polioptila dumicola (Vieillot, 1817)
Troglodytidae

Troglodytes aedon Berlepsch y Leverkuhn, 1890
Tynamidae

Eudromia elegans Olrog, 1959

Nothura maculosa Conover, 1950
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