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RESUMEN
Las Garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus, fueron colectadas en 13 municipios

del Estado de Michoacén, de las cuales se extrajo ADN utilizando un kit comercial, de dicho
ADN se amplificd el segmento de ITS2 por la técnica de PCR para posteriormente
secuenciarse. Se obtuvieron 12 secuencias parciales del 1TS2 de 843 a 1187 pares de bases,
dichas secuencias se alinearon con el programa ClustalW, dentro del programa BioEdit y las
distancias genéticas entre secuencias se estimaron con el programa Mega 6 por el método de
Kimura 2. Se hace la descripcion detallada de la composiciéon de los ITS2 y el andlisis
filogenético de las secuencias obtenidas. Se observd variabilidad entre los individuos
estudiados, que aparentemente estan de acuerdo a las zonas climaticas del estado.

Palabras clave: Rhipicephalus microplus, Garrapata,Variabilidad genética, 1TS2,
Michoacén.

ABSTRACT

The ticks Rhipicephalus (Boophilus) microplus were collected in 13 municipes of
Michoacan, of which DNA was extracted using a commercial Kit, said DNA segment by ITS2
PCR amplified later sequenced. 12 partial sequences of the ITS2 of 843-1187 base pairs are
obtained, these sequences were aligned with ClustalW program within the BioEdit program
and genetic distances between sequences were estimated with Mega 6 program by Kimura 2
method. It is made detailed description of the composition of the ITS2 and phylogenetic
analysis of the sequences obtained. Variability among study samples who are apparently

according to the climatic zones of the state was observed.

Key Words: Rhipicephalus microplus, Genetic Variation, ITS2, Michoacan.



I.  INTRODUCCION
La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), es un ectoparasito

originario de Asia, de amplia distribucién mundial. En México, se encuentran 77 especies de
garrapatas, en Michoacén 12 especies y 6 de estas afectan directamente al ganado, entre ellas

Rhipicephalus (B) microplus.

El control de infestaciones por garrapatas ha sido dificil a causa de la ausencia de enemigos
naturales y principalmente se ha basado en el uso de ixodicidas; sin embargo, su uso
irracional ha propiciado la aparicion de garrapatas resistentes a las principales familias de
ixodicidas (Rodriguez-Vivas et al., 2006, 2007). En la actualidad, el control de garrapatas se
efecta por el manejo integrado de plagas en el que diferentes métodos de control son
adaptados a una zona geogréafica especifica. Uno de los métodos de control de la garrapata
es el uso de acaricidas. Sin embargo, la aplicacion de acaricidas ha tenido una eficacia
limitada en la reduccion de la infestacion y suele ir acompafada de graves inconvenientes:
seleccion de garrapatas resistentes a acaricidas, contaminacion del medio ambiente y la
contaminacion de la leche y los productos carnicos con residuos de sustancias toxicas.
Enfoques alternativos que implican el uso de huéspedes con resistencia natural a las
garrapatas, a menudo restringe la importacion de razas mejoradas de ganado (De la Fuente y
Kocan, 2003). Ademas de los dafios directos al ganado, la garrapata transmite a los bovinos
tres agentes patdgenos importantes: Babesia bigemina, Babesia bovis y Anaplasma
marginale (Rodriguez- Vivas et al, 2006).

El impacto econémico se debe al dafio causado a las pieles por accién de las picaduras,
pérdida de sangre, efectos toxicos, reduccién en la produccién de leche y carne, en la
produccion de becerros y el incremento en los costos de control; ademas de los agentes
etioldgicos que transmiten (Ojeda-Chi et al., 2011). Se estima que en México las garrapatas
y enfermedades que transmiten producen pérdidas a la ganaderia bovina de aproximadamente
48 millones de ddlares (USD) anuales (Rodriguez- Vivas et al, 2006).

La base para establecer un programa de control, es el conocimiento de la biologia de las
garrapatas de cada region y para ello la biologia molecular, juega un papel fundamental para



determinar la caracterizacion genética de los organismos. Los espaciadores internos
transcriptores ITS (ITS1 y ITS2), del ADN ribosomal (ADNr), se han utilizado con
frecuencia, principalmente el ITS2, para realizar analisis genéticos y filogenéticos, debido a
su relativamente rapida tasa de evolucion (Baldwin, 2002), a comparacion de otros genes

ribosomales como el 12S, que son muy conservadores en su evolucion.

La sistematica molecular de &caros ha sido abordada muy recientemente y los trabajos
generados hasta el momento muestran la utilidad de estas herramientas para proponer
hipdtesis filogenéticas de este grupo, por lo que es importante la instrumentacion de esta

técnica para acaros en México.

En los animales eucariotas los tres genes de las subunidades ribosomales, 28S, 5.8S y 18S,
estan interespaciados por dos espaciadores ITS1 e ITS2. Mientras que los genes tienden a ser
conservadores en su evolucion, los espaciadores (ITS1 e ITS2) evolucionan mucho mas
rapido y pueden ser usados para comparar especies estrechamente relacionadas e incluso

entre individuos (Navajas et al., 1999).

Debido a la diversidad de hébitat que presenta el estado de Michoacén, las garrapatas
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, es posible que tengan una gran variabilidad genética,
por lo que los datos moleculares tienen la ventaja de trabajar directamente con la base
genética de la variacion, mientras que la base genética de la mayoria de los caracteres
morfolégicos se asume (Hillis y Wiens, 2000).

El objetivo del presente trabajo es caracterizar el 1TS2 de la garrapata Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, de diferentes regiones del Estado de Michoacéan, para conocer la

variabilidad genética intraespecifica.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DE LAS GARRAPATAS

La garrapata es un ectoparasito originario de Asia. De amplia distribucion mundial y de gran
importancia econdémica. A partir de la colonizacion del nuevo mundo junto con el ganado
son trasladadas las plagas, una de las de mayor importancia es la garrapata, esta encontré en
el continente americano Gptimas condiciones para su desarrollo y diseminacion (Fragoso,
2007).

Las garrapatas son acaros artropodos que se clasifican en dos familias: 1) la Ixodidae o
garrapatas duras y 2) la Argasidae o garrapatas blandas. La garrapata Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Ixodidae) se considera el parasito de mayor importancia econémica
para la ganaderia de las regiones tropicales y subtropicales (Solis, 1991; Cen et al., 1998).

Las pérdidas que la garrapata ocasiona pueden ser directas e indirectas, en el primer caso
esta el consumo de sangre por la garrapata que llega a ser de 3 a 5 ml por parasito durante
los 21 dias de infestacion; el dafio a las pieles y los costos del tratamiento garrapaticida.
Como indirectas se cuenta con los costos por mano de obra utilizada en los tratamientos, las
pérdidas de animales enfermos o muertos debido a los patdgenos que transmiten y la pérdida
en mejoras genéticas al no poder introducir ganado altamente especializado a las zonas

tropicales (Fragoso, 2007).

Las garrapatas se han adaptado a la mayoria de los nichos terrestres del planeta y se han
especializado en alimentarse de sangre de mamiferos, aves y reptiles (Castro y Wright, 2007);
la adaptacion evolutiva de las garrapatas a la hematofagia, es la principal razén por la que
producen grandes pérdidas econdémicas, sin embargo, el mayor impacto de las infestaciones
por garrapatas sobre los animales y el hombre es a través de los patégenos que ellas
transmiten. Se consideran responsables de mas de 100,000 casos de enfermedades en
humanos, y en animales salvajes y domesticos son los vectores mas importantes de patégenos
causantes de enfermedades. A nivel mundial, son los segundos vectores méas importantes de

enfermedades en humanos después de los mosquitos (de la Fuente et al., 2008).



2.2 TAXONOMIA

Las garrapatas, junto con otros invertebrados tales como insectos, arafias, 4caros y crustaceos,
pertenecen al Phylum Arthropoda, el cual se divide en dos subphylum: Mandibulata y
Chelicerata. Las garrapatas dentro del subphylum Chelicerata pertenecen a la Clase
Arachnida. Carecen de antenas, tienen cabeza y térax fusionados y cuatro pares de patas, al
igual que las arafias y escorpiones, con excepcion de las larvas, que presentan tres pares de
patas. La clase agrupa al Orden Acari y dentro de éste al suborden Ixodida al que pertenecen
las garrapatas que se diferencian de los demas &caros en que presentan hipostoma dentado y
una estructura quimiorreceptora en el primer par de patas denominada 6rgano de Haller
(Barros-Battesti et al., 2006). Son ectoparasitos obligados, necesitan alimentarse de sangre
para completar su desarrollo y tienen un complejo ciclo de vida, presentando una fase
parasitaria de alimentacion sanguinea (lo hacen penetrando en la piel de sus huéspedes con
el hipostoma) y una fase de vida libre (periodo de oviposicion y entre mudas) (Gatto-Brito et
al., 2006). Algunas especies de garrapatas aceptan una variedad de especies hospedadoras,
otras son mas selectivas y algunas son extremadamente exigentes y se alimentan de una sola
especie de hospedador. Las garrapatas son reconocidas por su capacidad de parasitar
vertebrados domésticos, silvestres y al hombre, lo cual puede resultar en problemas sanitarios
para sus hospedadores (Guglielmone et al., 2003).

Existen aproximadamente 870 especies de garrapatas descritas en el mundo, todas agrupadas
en el suborden Ixodida, el cual esta dividido en tres familias: IXODIDAE, ARGASIDAE y
NUTTALLIELLIDAE.

2.2.1 Argasidae

Caracterizadas por carecer de escudo quitinoso, se les conoce como garrapatas blandas, con
aproximadamente 193 especies en el mundo (Guglielmone et al., 2010). El gnatosoma se
coloca ventralmente, subterminal o invisible cuando se mira el ejemplar por el dorso (a
diferencia de Ixodidae); en las larvas siempre es terminal. Los palpos son cilindricos. El
idiosoma tiene los bordes continuos y carece de escudo dorsal. La cuticula es estriada y
mamelonada regularmente o presenta fosetas ovales o circulares. La cara ventral presenta
varios detalles de valor sistematico: abertura genital (con forma de incisura transversa en las

4



hembras y semilunar o en herradura en machos); abertura anal o nefrostoma (por detras de la
mitad del cuerpo); peritremas (entre las coxas del 3er y 4to par de patas de cada lado,
circulares o semilunares). Toda la superficie ventral esta surcada por profundas y definidas
depresiones o surcos. En cuanto a las patas, en las coxas del primer par de patas se abre el
orificio excretor de las glandulas coxales que cumplen funciones de osmoregulacion (Barros-
Battesti et al., 2006). El patron de alimentacion incluye diversos hospedadores, con varios
estadios ninfales, adultos que ingieren sangre en varias ocasiones, seguida cada una de ellas

por la produccién de huevos o de esperma (Guglielmone et al., 2003).

En general, el ciclo de vida comprende los estadios de huevo, larva, ninfas, macho y hembra.
Aunque hay excepciones, ninfas y adultos se alimentan rdpidamente (de 30 minutos a unas
pocas horas) sobre varios huéspedes, y los inmaduros por lo general se alimentan sélo una
vez en cada etapa de desarrollo. EI nimero de estadios ninfales varia segun la especie y es
determinado genéticamente, aunque puede ser alterado por ejemplo, por factores
nutricionales. Presentan escaso dimorfismo sexual. Si bien este patron de desarrollo es
representativo de Argasidae, hay excepciones. Las larvas de algunas especies del subgénero
Ornithodoros no se alimentan asi como los adultos del Otobius que presentan escaso

desarrollo las piezas bucales (Oliver, 1989; Guglielmone et al., 2003).

2.2.2 Ixodidae

Caracterizadas por la presencia de escudo quitinoso y conocidas como garrapatas duras, con
aproximadamente 702 especies en el mundo. El gnatosoma esta compuesto por el hipostoma
(utilizado para fijarse al huésped) y los palpos (6rganos tactiles). En la cara dorsal de la base
del gnatosoma de las hembras, se encuentran las areas porosas, variando la forma segin las
especies. Los queliceros son utilizados para perforar la piel del huésped. El idiosoma es de
forma variable segun las especies y sexo. Aplanado dorsoventralmente en machos y en larvas,
ninfas y hembras que no se han alimentado. En las larvas, ninfas y hembras repletas, el cuerpo
es globoso. La cara dorsal del idiosoma, estd compuesta por el escudo (placa de quitina, lisa
o0 con dibujos (ornato)) que cubre el tercio anterior en las hembras no alimentadas y casi toda
la superficie dorsal en los machos. Sobre la superficie del escudo, se encuentran surcos mas

0 menos marcados. Entre estos y el borde posterior del cuerpo pueden existir pequefios surcos



que delimitan celdas méas o menos cuadrangulares (festones marginales). En algunos géneros,
el borde del escudo presenta dos estructuras de ubicacion simétrica, los ojos. La cara ventral
del idiosoma presenta detalles de importancia para la clasificacion. En la parte anterior se
encuentra el poro genital. En la parte posterior se localiza el poro excretor o nefrostoma. Las
patas son 8 en los adultos y 6 en las larvas. Todas compuestas por 6 articulos: coxa, trocanter,
fémur, tibia, protarso y tarso. Los tarsos terminan en dos ufias y una pieza intermedia que

acttia como drgano de adherencia (Barros-Battesti et al., 2006).

Los ixodidos se caracterizan por su dimorfismo sexual. Pasan por cuatro estadios: huevo,
larva, ninfa y adulto. Tienen sélo un estadio ninfal. Cada etapa requiere de varios dias para
ingerir sangre y también requieren ingestas mas abundantes de sangre. Las ninfas y hembras
solo se alimentan una vez. Las hembras producen una gran masa de huevos y mueren. La
mayoria de las garrapatas de ésta familia requieren tres hospedadores diferentes que pueden
o0 no ser de la misma especie. Con frecuencia, larvas y ninfas se alimentan sobre pequefios y
medianos mamiferos, mientras que los adultos se alimentan sobre especies mayores. Algunos
ixddidos no requieren multiples huéspedes y se alimentan sobre uno o dos (Oliver, 1989).
Larvas y ninfas que se alimentan sobre animales de sangre caliente, necesitan 3-7 y 4-8 dias
respectivamente, mientras que las que se alimentan sobre reptiles requieren unos dias mas.
Las hembras adultas que parasitan aves y mamiferos requieren usualmente 7- 12 dias y las
que se encuentran en reptiles alin mas tiempo. Los machos se alimentan intermitentemente,
tomando pequefias cantidades de sangre y permaneciendo en el hospedador por semanas o
meses. La mayoria de las garrapatas, tienen un ritmo definido de alimentacion, asi como en

la busqueda de hospedador, diapausa y puesta de huevos (Oliver, 1989).

2.3 CICLO DE VIDA DE LA GARRAPATA

El ciclo de vida de las garrapatas de la familia Ixodidae presenta una etapa inactiva (huevos)
y tres etapas moviles hematdfagas: larva, ninfa y adulto. Cada una de estas requiere de varios
dias de fijacion en el huésped (Gatto Brito et al., 2006 y Barros—Battesti et al., 2006).

Las garrapatas presentan un ciclo de vida de un solo huésped, que preferentemente son los
bovinos, aunque también puede llegar a infestar a los equinos (Labruna et al., 2001) ovinos

caprinos y venados (George, 1990).



En contraste, las garrapatas de la familia Argasidae pueden pasar por varios estadios ninfales
antes de alcanzar la fase adulta y las etapas de alimentacion pueden ser muy cortas (de
minutos a horas). Los requerimientos de habitat son un aspecto importante en la biologia de
garrapatas y afectan los estados no parasiticos asi como la oportunidad de contacto con un

huésped para la ingesta de sangre (Oliver, 1989).

Las garrapatas tienen cuatro estados evolutivos en su ciclo vital, que son: el huevo, la larva
o pinolillo, la ninfa y el adulto. El desarrollo de las garrapatas ocurre en 1, 2 ¢ 3 huéspedes
por lo que se denominan garrapatas de 1, 2 6 3 huéspedes. Las garrapatas del género
Boophilus son de un solo huésped, mientras que la garrapata del género Amblyomma son de
tres huéspedes. Para que las garrapatas logren su desarrollo, es necesario que cursen por tres
fases: No parasitica, de encuentro y parasitica.

Fase no parasitica. Es llamada de vida libre y comprende desde que la garrapata hembra
repleta se desprende de su huésped, hasta la aparicion de las larvas en la vegetacion. Esta
fase se divide en cinco periodos: a) preoviposicion, b) oviposicion, ¢) postoviposicion, d)

incubacidn y e) eclosion.

a) Preoviposicién. Comprende desde el desprendimiento de la garrapata repleta del huésped
hasta la postura del primer huevo. La garrapata Rhipicephalus (B.) microplus experimenta
replecion final (un llenado de sangre), lo cual principalmente sucede durante la noche y se
desprende al comienzo de la mafiana. Al caer la garrapata al suelo busca lugares sombreados

y protegido, para poder iniciar el proceso de oviposicion.

b) Oviposicion. Es el tiempo considerado desde que se inicia la puesta de los primeros huevos
hasta los Ultimos. Este periodo puede ser seriamente alterado por factores ambientales, como
son la radiacion y puede destruir a los huevos.

c) Postoviposicion. Es el periodo desde que la garrapata repleta pone el tltimo huevo hasta

Su muerte.



d) Incubacidn. Este periodo comprende desde que se inicia la oviposicion hasta la emergencia
de las larvas, pudiéndose ver afectado por factores ambientales como son la humedad

decisivamente en la evolucién del embrion.

e) Eclosion. Durante esta periodo la larva emerge del huevo, los mejores porcentajes de
eclosion se obtienen en temporadas que tienen una temperatura optima de 25-35 °C y una
humedad relativa del 95%. Bajo condiciones controladas en el laboratorio, el porcentaje de
eclosion de Rhipicephalus (B.) microplus es superior al 80%.

Fase de encuentro. La fase de encuentro se define como el proceso de transferencia de las
larvas desde la vegetacion al huésped y esta influenciada por variables basicas como la
distribucidn, longevidad, ritmos de actividad de las larvas, la estructura y tipo de vegetacion,
asi como la densidad de bovinos y aspectos relacionados con su comportamiento en el

pastizal.

El encuentro de huésped comprende dos periodos: periodo pasivo, corresponde al primer
estimulo posterior a la eclosion de las larvas, requiriéndose un periodo para que dichas larvas
adquieran viabilidad necesaria para resistir los efectos del ambiente y el periodo de busqueda
corresponde al tiempo que transcurre durante el periodo pasivo y el encuentro del huésped,
en este periodo las larvas utilizan su capacidad de sobrevivencia para resistir los efectos del
medio ambiente, este evento esta influenciado por diversos factores, considerandose de
mayor importancia las condiciones ambientales, y sus reservas nutritivas las cuales afectan
directamente a la longevidad, densidad y actividad de las larvas en los pastos y que al mismo
tiempo influyen en forma directa en la cantidad y calidad de los mismos. Este periodo es uno
de los més criticos en la vida de las garrapatas ya que necesitan encontrar un huésped
adecuado, nutrirse y completar su ciclo; ademéas cuentan Gnicamente con sus reservas para
resistir periodos prolongados de inanicion. Otro aspecto que influye es la densidad de
huéspedes, ya que es l6gico que cuanto mayor sea el nimero de animales por unidad de
superficie, mas facil resulta que la larva encuentre alguno.

Por otra parte es importante mencionar aspectos de comportamiento y fisioldgicos de las
larvas que les permite detectar movimientos de cuerpos en la cercania cuando se encuentra
en las partes superiores de los pastos agrupadas en grandes cantidades, los cuales hacen que
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estas incrementen su actividad cuando son estimulados por el desprendimiento de CO> de la
piel de los animales adoptando una posicion particular al sostenerse en sus dos patas
posteriores, extendiendo el par anterior, para tratar de adherirse al posible huésped. La
duracion de la fase de encuentro varia de acuerdo a las condiciones climaticas influyendo
principalmente la temperatura y la humedad ambiental. La temperatura tiene una relacion
inversa con la duracion de la sobrevivencia larval, es decir a medida que la temperatura
aumenta, la duracion de dicha fase disminuye. En cuanto a la humedad se refiere, en estudios
realizados sobre el tema se ha observado que en los meses himedos se presenta una mayor

longevidad que en los meses secos.

Fase parasitica. Es el periodo que completa el ciclo bioldégico de la garrapata,
desarrollandose una serie de eventos patolégicos sobre el huésped, que conllevan a las
pérdidas directas e indirectas, ocasionadas por la presencia de estados de ninfas y adultos.
Para poder implantarse requiere superar algunas barreras del huésped como el tipo de pelo,
ya que la espesura, la capilarizacién, densidad de glandulas sudoriparas y sebaceas, le ofrecen
resistencia; asimismo, la posibilidad de ser alcanzadas durante el proceso de acicalamiento.
Ademas, el aspecto competitivo con otras especies de garrapatas, restringen la incorporacion
de nuevos individuos. Los aspectos climaticos afectan poco el desenvolvimiento de la
garrapata adulta, ya que el microclima donde se desarrolla esta intimamente relacionado a la
fisiologia del huésped, factores como el calor irradiado del pelo, humedad y cobertura
ofrecida por éste, lo protegen de las condiciones medioambientales. Por ello, el indice de
mortalidad de las garrapatas durante esta fase esta determinado por la resistencia del huésped
(Rodriguez-Vivas et al, 2006).

Ciclo bioldgico de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus, es una de un sélo huésped; pasa todos
sus estadios de vida en un animal. Los huevos hacen eclosion en el medio ambiente y las
larvas se arrastran por el pasto u otras plantas para encontrar un huésped. También pueden
ser transportadas por el viento. En el verano, las garrapatas R. microplus pueden sobrevivir

durante un periodo de hasta 3 0 4 meses sin alimentarse. En temperaturas mas frias pueden



vivir sin alimento hasta seis meses. Las garrapatas que no pueden encontrar un huésped

finalmente mueren de inanicion (CFSPH, 2007).

Las garrapatas recién nacidas (larvas) se suelen encontrar adheridas a las zonas mas finas de
la epidermis tales como la cara interna de los muslos, los flancos y las patas traseras. También
se las puede observar en el abdomen y el pecho. Después de alimentarse las larvas sufren dos
mudas y se convierten en ninfas y posteriormente en garrapatas adultas. Cada estadio de
desarrollo (larva, ninfa y adulta) se alimenta una sola vez, pero la alimentacion dura varios
dias. Las garrapatas macho adultas maduran sexualmente después de la alimentacion y se
aparean con hembras que estan alimentandose. Una garrapata hembra adulta que se ha
alimentado y apareado se separa de su huésped y deposita una gran cantidad de huevos en el
medio ambiente. Por lo general, colocan los huevos en grietas o detritus, o debajo de las
piedras. La garrapata hembra muere después de la oviposicion. Las garrapatas en el
subgénero Boophilus pueden completar su ciclo de vida en un plazo de 3 a 4 semanas; esta

caracteristica puede causar una gran carga de garrapatas en los animales (CFSPH, 2007).

Al género Ixodes pertenece la garrapata B. microplus, es un ectoparasito hematdfago, con
cubierta quitinosa, dura y protectora que puede soportar largos periodos de inanicién; cuenta
con un amplio rango de huéspedes, alta tasa de oviposicion, practicamente carece de
enemigos naturales y las condiciones ecoldgicas donde se encuentra cominmente favorecen
la infestacion provocando graves alteraciones en los animales, lo cual repercute en la

economia de la actividad ganadera (Marin, 2002).

La garrapata del género Rhipicephalus (Boophilus) microplus, presenta un ciclo de vida que
se caracteriza por la utilizacion de un solo huésped (Figura 5). La fase parasitica (larva, ninfa
y adulta) ocurre sobre el mismo huésped. La larva que se alimenta muda a ninfa y
posteriormente a adulta. Los machos y las hembras copulan, y la hembra queda gravida para
desprenderse y caer al suelo e iniciar la fase no parasitica y de encuentro. En general, esta
etapa del ciclo biologico de B. microplus dura aproximadamente de 19 a 21 dias en
condiciones dptimas. Una hembra repleta de B. microplus pone de 2,500-3,500 huevos.
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Cuadro 1. Descripcién cronoldgica del ciclo biologico de la Garrapata Rhipicephalus (B)
microplus (Tomado de Rodriguez-Vivas et al., 2006).

Ciclo bioldgico de la garrapata Dias
Rhipicephalus (B) microplus.

Periodo de pre ovoposicion 2-39
Periodo de ovoposicién 4-44
Incubacion de huevos 14-146
Alimentacion de la larva y muda 7-10
(metamorfosis)
Alimentacion de la ninfa y muda 5-12
Alimentacién de la hembra adulta 5-12
Supervivencia de la larva en ayuno 240 6 mas

2.4 LAS GARRAPATAS COMO VECTORES DE PATOGENOS

Las garrapatas transmiten patdgenos incluyendo hongos, bacterias, virus y protozoarios a

animales silvestres y domésticos asi como a humanos (Parola y Raoult, 2001).

Las garrapatas que integran a las familias Argasidae e Ixodidae son un grupo de artropodos
hematofagos de gran importancia en el ambito de la salud humana y animal, por que actian
como reservorio de organismos patdgenos que incluyen importantes géneros de protozoarios
como (Babesia spp. y Theileria spp.), bacterias (Rickettsia spp., Ehrlichia spp. y Anaplasma
spp.), virus (Nairovirus, Flavivirus y Asfavirus) y nematodos (Acanthocheilonema) (de la
Fuente et al., 2008).

Dicha transmision la pueden llevar a cabo de tres maneras diferentes: a) Durante la picadura
por la saliva secretada por las glandulas salivales; b) Por los productos de deshecho
excretados a través del uroporo y c¢) Por el liquido excretado por las glandulas coxales (esto
s6lo en Argasidos).

Los gérmenes patdgenos que pueden transmitir son los siguientes (Hoffmann, 2011):

1) Arbovirus. La transmision de estos virus a los vertebrados es por medio de la saliva.
Dentro del cuerpo de las garrapatas pasan de un estadio al otro, y también hay

transmision sexual y transovular.
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2)

3)

4)

Bacterias. En primer lugar esta el importante grupo de las espiroquetas, que son causa
de la fiebre recurrente y que son transmitidas principalmente por argasidos del género
Ornithodoros. Esta es una enfermedad del hombre y roedores, con amplia
distribucion en el mundo; se encuentra en paises de Africa, Asia, Europa y América.
En Meéxico el agente causal es la Borrelia turicata, transmitida por Ornithodoros
turicata. En estos casos, las garrapatas acttan también como reservorios naturales del
germen, que puede pasar trasovularmente de una generacion a otra. La infeccion tiene
lugar por la picadura de una garrapata, pero el liquido de las glandulas coxales
desempefian un esencial papel, ya que va saturado de espiroguetas que pueden
penetrar por el orifico de la picadura o también a través de la piel. En varios paises
del Viejo Mundo y en Brasil, otra especie, agente causal de la espiroquetosis aviar,
causa grandes bajas entre las aves domésticas y es transmitida por especies de Argas.
Otra enfermedad, la tuleremia, que ataca fundamentalmente a los conejos y al
hombre, existe también en México, asi como en muchos otros paises de América y
del Viejo Mundo. El agente etioldgico es otra bacteria y sus vectores principales son
ixodidos.

Rickettsias. Este grupo de gérmenes es sumamente importante en México. La mas
importante rickettsiosis transmitida por garrapatas es, desde luego, la llamada fiebre
de las Montafias Rocosas, ampliamente diseminada en América y cuyo agente causal
es la especie Rickettsia rickettsi. En México es transmitida por dos especies de
ixodidos de los géneros Rhipicepalus y Amblyomma. Otras muchas rickettsias son
transmitidas por garrapatas en varios paises. Una de las mas diseminadas y que causan
grandes bajas entre el ganado bovino principalmente es la especie Anaplasma
marginale, origen de la anaplasmosis; los vectores en México son dos especies de
ixodidos del género Boophilus, aparte de algunos dipteros.

Protozoarios. Una de las especies que mas interesan al medico veterinario son los
pertenecientes al género Babesia, que ocasionalmente atacan al hombre, sobre todo
los roedores. En México, la Babesia bigemina, que origina la piroplasmosis o
babesiasis bovina vulgarmente llamada “ranilla”, es transmitida también por las dos

especies de Boophilus.
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5) Filarias. Ciertas especies de estos parasitos pueden ser transmitidas tanto por
argasidos, como por ixddidos a diversos animales.
6) Hongos. Algunas micosis que afectan tanto al hombre como a los animales

domeésticos y silvestres, son transmitidas por especies de ixddidos.

2.5 DANOS Y PERDIDAS OCASIONADAS POR GARRAPATAS

A finales del siglo XIX los complejos problemas relacionados con las garrapatas y las
enfermedades que transmiten, crearon grandes demandas en los métodos para controlar y
reducir las pérdidas en la industria ganadera, el descubrimiento y uso de los arsenicales para
tratar a los bovinos y protegerlos de las garrapatas, revolucion6 los programas y estrategias
de control (George et al., 2004). A partir de entonces, la aplicacion de sustancias quimicas
denominadas ixodicidas o garrapaticidas, son utilizadas como el método de eleccion para
abatir las infestaciones por Boophilus microplus (sic) dada su relativa rapidez para solucionar
el problema (FAO, 1979).

En México como en otras partes del mundo el control de las garrapatas se ha realizado
historicamente, por el uso de diversas familias quimicas tales como: arsenicales,
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides sintéticos, amidinas Yy
actualmente ivermectinas (George, 2000), y esto ha traido como consecuencia la aparicion
de poblaciones de garrapatas resistentes y la ineficiencia sistematica de los ixodicidas
(Rosado-Aguilar et al., 2008), lo que implica, que su disponibilidad actual y futura se
encuentra comprometida debido al progresivo incremento de la resistencia y los altos costos
de investigacion para el descubrimiento y desarrollo de nuevas moléculas (Graf et al., 2004).
Aunado a esto, el escaso conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la resistencia a
los ixodicidas en la garrapata Boophilus microplus ha retardado el desarrollo de métodos
diagnosticos que mejoren los métodos toxicoldgicos actualmente empleados (Rosario-Cruz
et al., 2009).

Las perdidas econdmicas generadas por la resistencia a los ixodicidas, son dificiles de estimar
debido a que el incremento de los costos de produccion tienen que ver con la pérdida de peso
del ganado por los habitos hematdfagos de la garrapata, asi como con la mortalidad del

ganado debido a la transmision de enfermedades como la anaplasmosis y babesiosis, asi
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como el uso de pesticidas y farmacos para abatir las poblaciones de garrapatas y las

enfermedades transmitidas por este vector (Dominguez-Garcia et al, 2010).

Por otro lado, México exporta cerca de 1.3 millones de cabezas de animales en pie a los
EE.UU., y a pesar de las condiciones adversas, las ganancias por concepto de la exportacion
de bovinos representan un negocio que genera divisas que fluctdan entre los 500 y 700
millones de dolares por afio (Gonzélez-Sdenz, 2007 y Rhonda et al., 2004), el cual, se ve
seriamente amenazado por la resistencia de las garrapatas a los pesticidas, por lo que la
presencia de este fenomeno se ha convertido en una emergencia sanitaria de fuerte impacto
para la movilizacidén y comercializacion del ganado que se exporta a los EE.UU. debido a la
reciente documentacion de brotes de infestaciones por garrapatas resistentes en los Estados
Unidos (Miller, 2007).

Si las garrapatas no pueden ser erradicadas debido a la resistencia a los pesticidas, los
productores y exportadores enfrentaran la dificultad de movilizar a los animales por el pais
debido a las estaciones de inspeccion sanitaria y al rechazo de los lotes de ganado mexicano
por los inspectores del Departamento de Agricultura (USDA) de los EE.UU. por lo que el
futuro de la importaciéon y exportacion de ganado podria dejar de ser un negocio viable
(George, 2008).

En las regiones tropicales y subtropicales del mundo las garrapatas son uno de los principales
ectoparasitos que causan pérdidas econémicas en la ganaderia bovina. Especificamente
Boophilus microplus causa dafios directos debido a la accion de las picaduras (Buczen y
Bartozic, 2006) y dafios indirectos ocasionados por la transmisidn de tres agentes etiolégicos:
Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale (Jonsson et al., 2008). En EUA
antes de la erradicacion de los vectores Boophilus microplus y Boophilus annulatus (sic), las
pérdidas econdmicas indirectas por la babesiosis fueron estimadas en $130.5 millones de
dolares (lo que hoy dia serian $3 mil millones de dolares). Si las garrapatas no hubieran sido
erradicadas de EUA., las pérdidas de la industria ganadera a causa de las garrapatas serian
aproximadamente de $1,000 millones de délares anuales (Bram et al., 2002; George et al.,

2002). Actualmente, la Comision de Salud de Animal en Texas (TAHC) ha ampliado la zona
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cuarentenaria preventiva en el sur de Texas, después de detectar la presencia de garrapatas

resistentes en ganado y fauna silvestre en 139 zonas de pastizales (George et al., 2008).

Se estima que en México las garrapatas y enfermedades que transmiten producen pérdidas a
la ganaderia bovina de aproximadamente 48 millones de délares (USD) anuales. La garrapata
Rhipicephalus (B.) microplus transmite al ganado bovino tres agentes patdgenos importantes:

Babesia bigemina, Babesia bovis y Anaplasma marginale (Rodriguez- Vivas et al., 2006).

2.6 CONTROL DE LA GARRAPATA

El control de infestaciones por garrapatas ha sido dificil a causa de la ausencia de enemigos
naturales. En la actualidad, el control de garrapatas se efectia por el manejo integrado de
plagas en el que diferentes métodos de control son adaptados a una zona geografica
especifica. Uno de los métodos de control de la garrapata es el uso de acaricidas. Sin
embargo, la aplicacion de acaricidas ha tenido una eficacia limitada en la reduccion de la
infestacion y suele ir acompafiada de graves inconvenientes: seleccion de garrapatas
resistentes a acaricidas, contaminacion del medio ambiente y la contaminacion de la leche y
los productos carnicos con residuos de sustancias toxicas. Enfoques alternativos que implican
el uso de huéspedes con resistencia natural a las garrapatas, a menudo restringe la

importacion de razas mejoradas de ganado (de la Fuente y Kocan, 2003).

El uso indiscriminado de pesticidas en garrapatas ha contribuido al desarrollo de resistencia,
que hace de este un proceso evolutivo que aparece por seleccion genética (Lee et al, 1999).
Cuando un insecticida es utilizado de manera intensiva, ocasiona una fuerte presiéon de
seleccion que elimina los individuos susceptibles y el insecticida se convierte en el agente de

seleccion mas importante (Linares, 2008).

En las alternativas de tratamiento se tiene el uso del hongo Lecanicillium lecanii y
Verticillium lecanii, el cual tiene amplia distribucién mundial y un gran espectro como agente
potencial en control bioldgico de diferentes huespedes como afidos, escamas, coledpteros,
dipteros, colémbolos y garrapatas; por esta razon, ha sido estudiado como posible agente de

control de estos artropodos en diferentes investigaciones (Linares, 2008).

15



Souza et al. (1999) realizaron un estudio in vitro empleando Beauveria bastiana cepa 986 y
Metarhizium anisopliae cepa 959. Los resultados obtenidos en fase de huevo fueron
mortalidades del 99,7% y 100%, respectivamente. Esto coincide con la investigacion
desarrollada por Duran-Gonzalez et al. (2007), quienes resaltan que huevos y adultos de A.
cajennense son mas susceptibles a la accion de hongos entomopatdgenos. B. bassiana en
combinacién con M. anisopliae (Granular) presentaron efectividad aceptable en todos los
estadios, pero la esporulacion no fue posible evidenciarla en adultos. Se expreso invasion
activa de hongos a traves de la cuticula, por lo que se justifica su empleo en el control de

garrapatas.

Otro recurso disponible en el mercado para el control de las garrapatas es el uso de la vacuna,
en algunos paises como Argentina, Brasil y Uruguay. En Cuba, en 1999 elaboraron la vacuna
Bm86 Gavac®, la cual se aplica via intramuscular 2 ml en la regién occipital en las semanas
0, 4 y 7 como primovacunacion; posteriormente, se determinaron titulos inmunolégicos por
medio de la prueba de ELISA que mostraron una buena respuesta inmune, revacunando cada
6 meses, aunque en México no se han tenido resultados satisfactorios (Fuente et al., 1999).

Las garrapatas, a diferencia de otros ectoparasitos, se alimentan de sangre lentamente
manteniéndose adheridas al hospedador por varios dias, esto las pone en contacto con la
respuesta inmune, provocando una asociacion entre el epitelio intestinal de la garrapata y los

anticuerpos del hospedador (Willadsen, 2001).

La identificacion del antigeno Bm86 y posteriormente el Bm95 en células intestinales de la
garrapata B. microplus son los primeros ejemplos de antigenos utilizados en vacunas para el
control de garrapatas. La respuesta a la vacunacion con estos antigenos produce anticuerpos
que al estar en contacto con la garrapata provocan lisis de las células intestinales, trayendo
como consecuencia la reduccion en la sobrevivencia del artropodo, disminucion del peso y
de la fertilidad (Willadsen y Kemp, 1998 y Garcia-Garcia et al., 2000).

Mulenga et al., 1999, identificaron una proteina de 29 kDa mediante mapeo inmunoldgico
de antigenos a partir de glandulas salivales de Haemaphysalis longicornis. La inmunizacion
de conejos con la proteina recombinante p29 confirié una reduccién del 40 y 56 % en la
ingurgitacion y mortalidad de larvas y ninfas respectivamente.
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El antigeno p64, es una proteina de 15 kDa que fue identificada en la garrapata de tres
hospedadores Rhipicephalus appendiculatus, la funcién putativa de esta proteina estd
relacionada al cemento y su papel en la adherencia y alimentacion de garrapatas. El efecto
de la inmunizacion con esta proteina en cobayos infestados con ninfas y adultos fue la
disminucion de la infestacion de 48 y 70 % respectivamente (Revisado por de la Fuente y
Kocan, 2003).

El factor limitante méas importante en el desarrollo de las vacunas contra garrapatas es la
identificacion de los antigenos, ya que tradicionalmente se han identificado mediante la
evaluacion de proteinas derivadas de extractos crudos utilizados para inmunizar animales que
son sometidos posteriormente a infestaciones experimentales masivas con garrapatas. La
purificacion de una proteina a partir de un extracto total es un proceso largo y laborioso, por
lo que en la actualidad, el uso de las bases de datos conteniendo los genomas facilitan el
proceso reverso de determinar la funcién putativa de los genes de interés y observar el efecto
de la inmunizacién con proteinas consideradas importantes para la funcion y sobrevivencia

en experimentos de vacunacion contra garrapatas (Wang y Nuttall, 1999).

El avance de las ciencias gendmicas ha permitido la incorporacion de técnicas masivas para
el andlisis e identificacion de proteinas Utiles, mediante ensayos de inmunizacion de
bibliotecas genéticas de expresién (ELI) (Almazéan et al., 2003). Recientemente el
silenciamiento de genes como una herramienta de la genémica funcional, que ademas de
ayudarnos a predecir la funcion putativa de las proteinas codificadas por los genes de interés,
nos permite observar el efecto del silenciamiento en las garrapatas. Esto nos permite hacer
inferencias sobre la importancia de la funcion de la proteina en la fisiologia del artrépodo,
tal es el caso del gen del subolesin el cual fue descubierto en material genético de Ixodes
escapularis como un antigeno protectivo y actualmente se sabe que es un gen conservado

evolutivamente y también se ha identificado en Aedes albopictus (Canales et al., 2009).

Las secuencias del subolesin de mosquitos y garrapatas, se sabe por los alineamientos
maultiples que mantiene epitopos conservados, y los experimentos de vacunacion han
demostrado que la inmunizacion con las proteinas ortologas del subolesin de mosquitos y
garrapatas reducen significativamente las infestaciones y el peso de las garrapatas Ixodes
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escapularis de la misma manera. Por esta razon existen resultados preliminares que apuntan
hacia el desarrollo de vacunas disefiadas para el control de multiples vectores artropodos
utilizando las proteinas ortdlogas del subolesin, aunque se sugiere el uso de antigenos

maultiples para producir una vacuna efectiva (Canales et al., 2009).

Es importante sefialar que las vacunas multiantigénicas han sido propuestas como una
alternativa basadas en la premisa de que muchos antigenos proveeran una mejor proteccion,
aungue en la practica hay muchos ejemplos experimentales de que esto no es del todo cierto
ya que los resultados han sido escasos y contradictorios por lo que se sugiere que debe
prestarse mayor atencion a la eficacia de las vacunas multiantigénicas ya que deben tener un

mayor sustento experimental del que hasta ahora han merecido (Willandsen, 2008).

En 1981 por primera vez fue documentada en México la resistencia en poblaciones de
garrapatas Boophilus microplus a partir de fallas de control en la region de Tuxpan, Veracruz.
Debido al desarrollo de las poblaciones resistentes a los organofosforados en México, a partir
de 1986 se permitio la comercializacion de nuevos ixodicidas como los piretroides y el
amitraz; siendo los piretroides los méas usados debido a su poder residual y su estabilidad en
los bafios de inmersion; sin embargo, en 1993, después de 8 afios, se detectaron los primeros
casos de resistencia a piretroides en los estados de Tabasco, San Luis Potosi, Veracruz y

Chiapas (Dominguez-Garcia et al, 2010).

A partir del establecimiento de la resistencia a los organofosforados y piretroides, se
increment6 el uso de amitraz como una alternativa prometedora, y a principios del 2001 se
detecto en la region de los Rios en el estado de Tabasco el primer caso de resistencia a las
amidinas. El hallazgo de poblaciones multiresistentes puso en relieve un problema ain méas
complejo ya que la cepa, a la postre denominada “San Alfonso”, fue diagnosticada con
caracteristicas toxicoldgicas de resistencia a amidinas, piretroides y organofosforados
(Soberanes et al., 2002). EI 88% de los ranchos con garrapatas resistentes a piretroides en el
sureste de México son también resistentes a organofosforados, 1o que sugiere una asociacion
en la resistencia a las dos familias de ixodicidas. La generacion de resistencia a piretroides el
caso mas serio en los ranchos seguida por amidinas y organofosforados (Rodriguez-Vivas et
al., 2007). La resistencia multiple a los pesticidas en el territorio Mexicano continta
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extendiéndose a razon de la presion que se ha ejercido mediante el empleo de ixodicidas
durante los dltimos afios y actualmente se han diagnosticado poblaciones resistentes de
garrapatas a organofosforados, piretroides y amidinas, practicamente en todo el pais
(Rosario-Cruz et al., 2009).

2.7 ASPECTOS MOLECULARES

Hoy en dia las investigaciones de vanguardia estan analizando tanto datos morfoldgicos
como moleculares para estimar la variacion dentro de las poblaciones y probar hipotesis de

adaptaciones ecoldgicas entre organismos (Hillis y Wiens, 2000).

El principal argumento para la utilizacion de caracteres moleculares es que son universales.
Principalmente cuando se requiere comparar linajes con divergencia temprana, es imposible
establecer hipotesis de homologia morfologica; en cambio, existen genes presentes en todos
los genomas celulares, como los ribosomales, que pueden proveer de informacién, donde los

caracteres morfologicos son inaplicables (Avise, 1994).

2.7.1 ADN ribosomal (ADNTF)

El ADNr puede encontrarse en mitocondrias, cloroplasto y nucleo. Contiene la informacion
para el ARN que conforma los ribosomas, por lo que es informacién que se transcribe pero
no se traduce. EI ADNr se presenta en repeticiones tdndem y estd formado por tres
subunidades altamente conservadas (18S ADNr, 5.8S ADNr y 28S ADNr), separadas por
dos espaciadores, ITS1 e ITS2. Estas repeticiones en tandem se encuentran conservadas a lo
largo de todo un genoma y evolucionan concertadamente, lo que se atribuye a eventos

recombinatorios como entrecruzamiento desigual y conversion génica (Hills y Dixon, 1991).

El ADN ribosomal (ADNTr) se encuentra presente en multiples copias en el genoma, su uso
para tal propdsito es posible y revela la diversidad especifica e intraespecifica. Esta propiedad
puede aplicarse para estudios de variacion intraespecifica y aislamiento geografico entre
poblaciones ya que puede permitir la fijacion alternativa de variantes del ADNr (Navajas et
al., 1998).
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2.7.2 Los Espaciadores Internos Transcritos (ITS)

En los animales eucariotas los tres genes de las subunidades ribosomales, 28S, 5.8S y 18S,
estan interespaciados por dos espaciadores internos transcriptores (ITS1 e ITS2). Mientras
que los genes tienden a ser conservadores en su evolucion, los espaciadores (ITS1 e ITS2)
evolucionan mucho mas rapido y pueden ser usados para comparar especies estrechamente

relacionadas (Navajas et al., 1999).

Se desconocen las funciones de los espaciadores internos transcritos, sin embargo se tiene
evidencia de que participan en la biogénesis de la subunidad del rRNA grande y maduracion
de la subunidad pequefia. Se ha visto que la ausencia del ITS2 en una especie de levadura, la
produccion de las subunidades ribosomales disminuy6 o se detuvo. Los ITS son secuencias
que han sido utilizados extensamente en taxonomia molecular y poblaciones genéticas de

artropodos y otros animales (Hlinka et al., 2002).

Segun Hlinka et a.l, (2002), el largo de las pares de bases de los ITS2 de diferentes familias
de garrapatas varia de 679pb en Ixodes scapularis a 1547pb en Aponomma cocolor.

Comparaciones intraespecificas e interespecificas en garrapatas duras han sido basados en
analisis de genes mitocondriales 16S y 12S ADNr y de ADN nuclear ribosomal,
especificamente del espaciador interno transcrito 2 (ITS2) (Wesson et al., 1993; Caporale et
al., 1995; Rich et al., 1995; Norris et al., 1996; Barker, 1998; Crosbie et al., 1998; Fukunaga
et al., 2000; de la Fuente et al., 2001; Murrel et al., 2001; Qiu et al., 2002)

Los ITS2 han sido utilizados ampliamente para detectar la diferenciacion intraespecifica en

garrapatas Rhipicephalus (Zahler et al., 1995 y Murrel et al., 2001).

Estos marcadores han revelado diferentes patrones de variacion del ADNr dependiendo de la
especie. Por ejemplo, entre los artropodos, se reporta una variacion muy baja (Fritz et al.,
1994).

Una baja variacion intraespecifica ha sido observada en dos especies de garrapatas (McLain
et al., 1995), en Drosophila (Schotterer et al., 1994) y en el linaje del complejo de especies

de Nasonia (Campbell et al., 1993).
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Zahler et al., (1999) utilizaron el ITS2 del ADNr de las especies aceptadas de Sarcoptes,
ademas de los caracteres fenotipicos. Estos autores no encontraron una delimitacion entre los
distintos grupos genotipicos, ni una correlacion con el huésped o el origen geografico de los
mismos, por lo que proponen una conespecificidad de los Sarcoptes examinados y con ello

confirman la existencia de una sola especie heterogénea.

Por otra parte, Zahler et al., (1998) caracterizaron los ITS2 de 15 Psoroptes colectados en
diferentes animales domésticos de cuatro continentes, en los que encontraron que
genotipicamente fueron altamente homogéneos y proponen también una posible
conespecificidad. Ademas, los ITS2 han sido utilizados para sinonimizar a dos especies de
Tetranychus en las cuales se encontr6 un maximo del 2% de diferencias entre ellas (Navajas
etal., 2001).

Se ha demostrado que los ITS2 también son Utiles para distinguir entre la variabilidad
intraespecifica y la interespecifica, observandose que las secuencias de los ITS2 de los
borregos y los conejos difieren solo en una base. No se encuentra variacion intraespecifica
en los Sarcoptes de zorro. Por otra parte, los Chorioptes de borrego y de camello son iguales
y difieren en un 18% de los de vaca y los Chorioptes difieren de los Psoroptes en un 28-29%
(Ochs et al. 1999).

Los datos moleculares también tienen la ventaja de trabajar directamente con la base genética
de la variacion, mientras que la base genética de la mayoria de los caracteres morfologicos
se asume. Asimismo, en el acercamiento molecular los caracteres se pueden seleccionar y

definir de una manera relativamente objetiva (Hillis y Wiens, 2000).

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos campos de la biologia,
ecologia, bio-medicina, ciencia forenses y estudios de diversidad. Ademas, se utilizan para
localizar y aislar genes de interés. En la actualidad existen varias técnicas moleculares que
nos permiten conocer cOmMo se encuentran las proporciones de genes en las poblaciones
naturales de manera indirecta, como con los analisis de proteinas, o de manera directa con

estudios de ADN. Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de
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detectar polimorfismos en loci Unicos o maltiples y son de tipo dominante o co-dominante
(Simpson, 1997).

La base para establecer un programa de control de garrapatas en el ganado bovino, es el
conocimiento de la biologia de las garrapatas en cada region, y para ello la biologia molecular
juega un papel fundamental para establecer una caracterizacion genética de los organismos,
en este caso entre garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus. La sistemética molecular
de &caros ha sido abordada muy recientemente y los trabajos generados hasta el momento
muestran la utilidad de estas técnicas para proponer hipétesis filogenéticas de este grupo, por

lo que es importante la instrumentacion de esta técnica para acaros en México.
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I1.  OBJETIVOS

General

Caracterizar los ITS2 de las garrapatas Rhipicephalus (B.) microplus de diferentes regiones
para conocer la variabilidad genética intraespecifica de ejemplares encontrados en el estado

de Michoacan.
Especificos

Determinar la variabilidad genética de las garrapatas presentes en diferentes regiones del

Estado de Michoacan.

Conocer la variabilidad genética entre una region y otra del estado de Michoacan.

IV. HIPOTESIS

Debido a la diversidad de héabitat que presenta el estado de Michoacén, las garrapatas
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, muestran variabilidad genética.
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V. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizo en laboratorio de la Unidad de Investigaciones Avanzadas en
Agrobiotecnologia, ubicada en las instalaciones de la Facultad de Agrobiologia “Presidente

Juarez” perteneciente a la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
5.1 Material biologico

Las garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus, fueron obtenidas de colectas que se
realizaran en diferentes fechas y localidades, asi como de la coleccién con la que cuenta

actualmente la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez”.

Las garrapatas se colectaron y se conservaron en alcohol al 70%. Para posteriormente hacer

la extraccion del ADN con un Kit de extraccion comercial QlAamp DNA mini Kit®.
5.2 Extraccion del ADN

Las garrapatas se colectaron y se conservaron en alcohol al 70% para posteriormente hacer
la extraccién del ADN con un Kit de extraccion comercial QIAamp ANA mini Kit®,

siguiendo el protocolo:

1.- Se sacaron las garrapatas del alcohol al 70%, para ponerlas a secar en una gasa, a las
cuales se lavaron con 500 pl de agua. Una vez lavados se dejo reposar 20 minutos para que
se secaran las muestras.

2.- Se colocaron las garrapatas de forma individual, en tubos eppendorf, previamente
rotuladas con la identificacion de cada una de las muestras. Las cuales se trasladaron al
termoblock a 56°C.

3.- Se le agreg6 a cada muestra 20 ul de proteinasa K y se dejé reposar por 15 minutos.

4.- Se le agreg6 a cada tubo de eppendorf, 200 pl de ATL buffer, y se dej6 reposar por 20
minutos.

5.- Macerar utilizando un pistilo en cada muestra y agitar las muestras en el bortex. Al
terminar de macerar se deja reposar 20 minutos mas, en el termoblock a 56°C.

6.- Agregar 200 pl etanol al 100% a cada muestra, con el fin de frenar el proceso de lisis.

Dejar reposar 10 minutos para que el etanol se mezcle de forma homogeénea en la muestra.
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7.- Toda la parte liquida de la muestra se colecta con la micropipeta y se pasa a las columnas
de extraccion de forma individual. Se centrifuga a 13000 RPM.

8.- El liquido que se acumula en los colectores se desecha y se colocan nuevos colectores, y
se agrega en cada muestra 500 pl de Buffer AWI, centrifugandose a 6000 xg (8000 rpm) por
1 minuto.

9.- Se vuelve a desechar los colectores y se colocan nuevos colectores, y agregar a cada
muestra 500 ul de Buffer AW2, centrifugandose a 20000 xg (14000 rpm) por 3 minutos.
10.- Se vuelven a desechar los colectores y se colocan nuevos colectores, y agregar en el
centro de la columna a cada muestra 200 pul de Buffer AE, centrifugandose a 6000 xg (8000
rpm) por 1 minuto.

11.- Enlos colectores se encuentra diluido el ADN en agua. Los colectores se congelan junto
con las columnas de extraccion, que posteriormente se puede volver a lavar con 50 pl de agua
o Buffer AE, para obtener mas ADN.

5.3 Amplificacion por PCR

Los PCR se realizaron con los oligonucleétidos especificos para el segundo espaciador
interno del ADNr (ITS2), y son: TITS2 F1 (5-CGAGACTTGGTGTGAATTGCA-3") y
TITS2 R1 (5- TCCCATACACCACATTTCCCG-3") (Lu X et al., 2013). La preparacion
para la reaccion de PCR es en 50 pl de mezcla de la siguiente forma: H20 32.3 pl, Buffer
para PCR 5 pul, dNTP’s 1 ul, MgCI2 1.5 pl, Primer Forward 2.5 pl, Primer Reverse 2.5 ul,
TAQ polimerasa 0.2 ul y ADN 5 pl.

Cuadro 2. Mezcla para PCR.

Mezcla para PCR por cada Cantidaden pl

muestra

H20 32.3
Buffer PCR 5
dNTP’S 1
MgCI2 1.5
Primer 1 Forward 2.5
Primer 2 Reverse 2.5
TAQ polimerasa 0.2
ADN 5
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Una vez que se hicieron las mezclas, se coloco cada muestra en el termociclador de la marca
Applied Biosystems, que previamente fue programado a 94°C por 5 minutos
(desnaturalizacion inicial), seguido por 35 ciclos a 94°C por 30 segundos (desnaturalizacion),
luego a 55°C por 1 minuto (alineacion de los primers), luego a 72°C por 1 minuto (extension),

y una extension final a 72°C por 10 minutos.

El producto se visualiz6 en un gel de agarosa al 1% de Buffer de Tris-Borato (TBE), tefiido
con bromuro de etidio, se corrié en una solucion de TBE y para su purificacion en un gel de
agarosa al 1% de TAE.

La purificacion del producto de PCR se realiz6 con el Kit de WIZARD (PROMEGA):

1 En un tubo de 1.5 ml se colocoron 100 ul de Direct Purification Buffer.

2 Se agrego la reaccion de PCR (30-300 pl).

3 Se agitd en Vortex brevemente.

4. Se agregaron 500 pl de resina previamente agitada e incubar a 65° C por 5 minutos.
5 Se agit6 en Vortex y volvié a incubar otros 5 minutos.

6 Se prepard una minicolumna: se quita el émbolo de la jeringa y se conecta la
minicolumna.

7. Se coloco la muestra dentro del barril de la jeringa y se coloco el émbolo presionando
suavemente.

8. Se retird la jeringa de la minicolumna y se quit6 el émbolo.

Q. Se colocd nuevamente la minicolumna en la jeringa y se adicionaron 2 ml de

isopropanol al 80% y se colocé el émbolo presionando suavemente.

10.  Se retir0 la jeringa de la minicolumnay se quité el émbolo.

11.  Secoloco laminicolumnaen un tubo de 1.5 ml (si es usado no importa) y se centrifugd
20 segundos a 12,000 g.

12.  Se coloco la minicolumna en un tubo estéril de 1.5 ml, se aplico 50 ul de agua estéril
y se esper0 1 minuto (pueden pasar hasta 30 minutos).

13.  Se centrifugd 20 segundos a 12,000 g para eludir el ADN y se guardé el ADN a
-20°C.
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Para reducir el riesgo de contaminacion todas las PCR se procesaron en areas separadas con

campana de flujo laminar, utilizando material desechable estéril.

5.4 Secuenciacion

Se enviaron 40ul de producto de PCR de cada muestra a Macrogen Inc. Seoul Korea, para

su secuenciacion.

5.5 Andlisis Moleculares

5.5.1 Andlisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas fueron revisadas y comparadas entre las diferentes secuencias y
las secuencias de 5’ a3’ yde 3’ a5’. Se verifico, sacando la reversa complementaria que
fueran la misma secuencia y que aparecieran los aligonucleétidos utilizados al principio y

al final de secuencia.

Los resultados de las secuencias se analizaron con el programa BioEdit Sequence Alignment
Editor, con este programa se alinearon las secuencias utilizando el accesorio ClustalW
Multiple Alignment (Thompson, et al, 1994) y se guardaron en formato Nexus para
posteriormente analizarlos con el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics

Analysis version 6.0) (Tamura, et al, 2013).

Una vez revisada y limpia, se revisaron en el GENBANK para ser comparadas con las
secuencias reportadas hasta el momento y comprobar que efectivamente las secuencias a

analizar son de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

5.5.2 Alineamiento de las secuencias

Un total de 18 secuencias que representan nueve municipios de las cuales corresponden a
Rhipicephalus (B.) microplus y una secuencia al género Amblyomma, se incorporaron
secuencias obtenidas en el GenBank de los ITS2, de una garrapata de la especie Amblyomma
latepunctatum Tonelli-Rondelli, 1939 de Sao Paulo Brasil y una secuencia de la garrapata
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) de la Universidad de Terhan, Iran, que fueron

utilizadas como grupo externo. Cabe destacar que se incluyé una secuencia de Rhipicephalus
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(Boophilus) microplus de la Universidad de Qeensland Australia, fueron alineadas usando el

programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) y ajustadas manualmente.

5.5.3 Distancias evolutivas y filogenia
Las distancias genéticas fueron estimadas por el método de Kimura (Kimura, 1980) y la

relacion entre los taxa con las distancias genéticas se calculé por el método de neighbor-
joining (NJ) (Saito y Nei, 2000) usando el programa Molecular Evolution Genetic Analysis

(MEGA 6) (Kumar et al., 2001), los gaps fueron excluidos para el analisis. La topologia
resultante fue evaluada en un analisis de 1000 réplicas de bootstrap.

Los arboles filogenéticos se construyeron mediante inferencia bayesiana, con el programa
MrBayes 3.2.2.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Muestras de garrapatas

Se obtuvieron muestras de garrapatas sobre ganado bovino de 13 municipios, de las cuales
se logro obtener ADN gendmico de 23 muestras, ya sea de individuos de la misma localidad
o diferentes localidades dentro del mismo municipio. Se realiz6 la amplificacion por PCR de
las 23 muestras y se enviaron a secuenciacion, solo se obtuvieron secuencias positivas de 18

muestras de 9 municipios (Cuadro 3, Figura 1).

ALSG > 4 1%‘3“9 o ot s TRT:

g Elt““; w»: S ’,‘: ; Y13 0 U AT

e Wo‘j 00 0285 guy £ 004/ 07

) o5y WL oTe 2 L ol
ey

2

A R g ) I

YR o by

0 oo Jo
7 J : )

002. AGUILILLA K g

010 ARTEAGA
014. COAHUAYANA
015. COALCOMAN

033. GABRIEL ZAMORA

035. LA HUACANA
059. NUEVO URECHO
088. TARIMBARO
101. TZITZIO

Figura 1. Municipios del estado de Michoacan donde se obtuvieron garrapatas y
secuenciacion del 1TS2.

De los municipios de Aguilillas y La Huacana se trabajé con tres localidades, de Arteaga y
Coalcoman dos localidades, pero en una de Arteaga se tiene Amblyomma sp., para el resto de
los municipios solo una localidad. Los municipios que no pudieron ser secuenciados 0
resultaron secuencias no compatibles fueron: Apatzingén, Buenavista, Nueva Italia, Tuzantla
y una localidad de Aguilillas, posiblemente se fue debido a la pureza del ADN o a
contaminacion durante la extraccion.
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extrajo DNA genomico.

Cuadro 3. Muestras de garrapatas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus de

las que se

Secuencias
Garrapata Municipio | Localidad | Obtenidas
Rhipicephalus (B.) microplus | Aguililla** 1(A
Rhipicephalus (B.) microplus | Aguililla 2|A
Rhipicephalus (B.) microplus | Aguililla 3| A NEGATIVO
Rhipicephalus (B.) microplus | Apatzingan 1|{A NEGATIVO
Rhipicephalus (B.) microplus | Arteaga 1(A
Amblyomma sp. Arteaga 2|A
Rhipicephalus (B.) microplus | Buena Vista 1| A NEGATIVO
Rhipicephalus (B.) microplus | Coahuayana 1(A
Rhipicephalus (B.) microplus | Coalcoman 1A
Rhipicephalus (B.) microplus | Coalcoman 1B
Rhipicephalus (B.) microplus | Coalcoman 2|A
Rhipicephalus (B.) microplus | Gabriel Zamora 1A
Rhipicephalus (B.) microplus |La Huacana** 1(A
Rhipicephalus (B.) microplus | La Huacana** 1(B
Rhipicephalus (B.) microplus | La Huacana 2|A
Rhipicephalus (B.) microplus | La Huacana** 3|A
Rhipicephalus (B.) microplus |La Huacana** 3|B
Rhipicephalus (B.) microplus | Nueva lItalia 1| A NEGATIVO
Rhipicephalus (B.) microplus | Nuevo Urecho 1(A
Rhipicephalus (B.) microplus | Tarimbaro** 1(A
Rhipicephalus (B.) microplus | Tarimbaro 1(B
Rhipicephalus (B.) microplus | Tuzantla 1|A NEGATIVO
Rhipicephalus (B.) microplus | Tzitzio 1(A

Nota: **secuencias obtenidas pero no incluidas en el andlisis filogenético

6.2 Secuenciacion y verificacion de las secuencias

De las muestras secuenciadas de los nueve municipios se obtuvieron 17 secuencias parciales
del ITS2 de Rhipicephalus (Boophilus) microplus y una de Amblyomma sp. Todas las
secuencias fueron comparadas en la base de datos del GenBank, y fueron compatibles del
95% hasta en un 100% a las secuencias reportadas hasta el momento para la garrapata

Rhipicephalus (Boophilus) microplus y también la de Amblyomma sp. (Figura 2)
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Figura 2. Comparacion de secuencias de R. microplus del estado de Michoacan con la base
de datos del Gen Bank.

El ITS2 reportado para Rhipicephalus (B.) microplus tiene una longitud de aproximadamente
1340 pares de bases, en las muestras secuenciadas se observaron secuencias de 700 a 1800
pares de bases, sin embargo al realizarse el alineamiento, se limpiaron manualmente y se
obtuvieron fragmentos de 843 a 1187 pares de bases fueron, las cuales coincidieron
perfectamente en todas las secuencias alineadas, incluyendo las obtenidas el Gen Bank por

lo que se decidid trabajar la filogenia con este fragmento del ITS2.

Las secuencias fueron alineadas con el programa BioEdit Sequence Alignment Editor,
utilizando el accesorio ClustalW Multiple Alignment (Thompson, et al, 1994), y guardado

en formato FASTA para su analisis (Figura 3, Anexo 1).

6.3 Tamanio de las secuencias y porcentaje C+G

El tamafio de las secuencias del ITS2 en el analisis fue de 843 a 1187 pb; la garrapata del
municipio de Tarimbaro fue la mas grande y la del municipio de Tzitzio fue la méas pequefia
(Cuadro 4). Cabe sefialar que las secuencias de Tzitzio y Arteaga se interrumpen en el valor
de 935 pb, al igual que la de Gabriel Zamora a los 980 pb y Amblyomma sp. de Arteaga a los
1040 pb (Anexo 1), fendmeno que ya habia sido observado en garrapatas de la subfmilia

Rhipicephalinae (Murrell et al, 2001).
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Rhipicephalus (B) microp TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCRAGRGCTGCGRGRAGCCRACGGRACGCG CRACTTTRACGCACGGTARRCACE
1T7ITS2 La HuacanalE TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTGCGAGAGCCACGGACGLG CRARACTTTARCGCACGGTRRRCACE
2T7ITS2 La HuacanaZ2 TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE
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9TITS2 Coalcomanlh TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE
10TITS2 Tarimbarok TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE
11TITS2 Tzitzio TCCTCTCTG CGRCCGEGCECGCARGAGCTGCGAGAGCCACGRGACGLG CAATTTTARCGCACGGTARACLRCE
13TITS2 TarimbaroB TCCTCTCTG CGRCCGAGCGCGCARGAGCTGCGRAGAGCCACGGRACGLGE CARCTTTARCGCACGGTRARRCACE
14T7ITS2 La Huacanallh TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE
15TITS2 Arteaga TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE
17T7IT22 La Huacanalil TCCTCTCTG CGRCCGRAGCGCGCARGAGCTGCGAGAGCCACGRGACGLG CAACTTTARCGCACGGTRARRCRCE
18TITS2 La HuacanalB TCCTCTCTGE CGRCCGEEUGCECARGAGCTGCGAGAGCCACGRGACGLGE CARCTTTARCGCACGGTRARRCACE
19T7ITS2 CoalcomanlB TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE
20TITS2 Coalcoman2 TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE
21TITS2 RAguilillaZ TCCTCTCTG-CoRCCGAGCGCGCARGAGCTGCGAGAGCCACGRGACGLG - CARACTTTARCGCACGGTRARRCRCE
22T7ITS2 Nuewvo Urecho TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE
237ITS2 Gakriel Zamora TCCTCTCTG CGRCCGGGCGCGCARGAGCTECGAGAGCCACGGACGCG CAACTTTARCGCACGETRARLCACE

Figura 3. Alineamiento de las secuencias en el programa BioEdit, para posteriormente ser
analizados con el programa MEGA 6.

Cuadro 4. Tamafio de las secuencias y porcentaje de G+C (Pb-pares de bases).

Pb T C A

G G+C

2 _TITS2 La Huacana

1112 | 17.7 | 29.8 18.7

33.8 |63.6

8 TITS2 Coahuayana

1144 1184 |28.8 |205

324 | 624

9 TITS2 CoalcomanlA

1125 | 176 |30.1 19.7

325 |61.2

11 TITS2 Tzitzio

843 198 |31.8 |19.9

285 | 62.7

13 _TITS2 Tarimbaro

1187 |20.1 | 277 |21.7

30.6 |60.3

15 TITS2 Arteaga

845 170 1296 213

321 | 583

19 TITS2 CoalcomanlB

1130 |18.2 |29.6 19.4

328 | 617

20 TITS2 Coalcoman2

1116 | 17.8 |29.9 18.7

335 [624

21_TITS2 Aguililla

1078 193 |29.1 19.7

319 |634

22 _TITS2 Nuevo Urecho

1121 | 211 | 29.2 19.4

30.2 | 610

23 _TITS2 Gabriel Zamora

899 200 1296 190

314 | 594

Rhipicephalus (B.) microplus

1113 | 179 ]29.9 18.5

33.7 |610

Rhipicephalus sanguineus

1009 |16.5 |[30.0 1838

347 |63.6

3_TITS2 Amblyomma sp.

882 110 [ 251 |26.6

37.3 | 64.7

Amblyomma latepunctatum

966 151 282 193

375 |65.6
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Bajo el fundamento de que la cantidad relativa de G+C es indica para cada especie y que se
puede observar escasa variacion en el porcentaje de G+C dentro de un mismo taxén (entre 3-
5%) y que los organismos de respiracion aerobica tienen una proporcion de G+C entre 60-
75% (Andnimo, 2015), encontramos que los organismos analizados presentan un porcentaje
de G + C para Amblyomma que es el grupo externo fue 65.6% A. latepunctatum y 64.7 para
Amblyomma sp. de Artega, los porcentajes mas altos, seguidos por Rhipicephalus sanguineus
con 63.6, el cual es muy similar al grupo de estudio que oscila entre 61 y 63, descartando a
las tres secuencias que aparentemente estan incompletas. El porcentaje de C+G dentro de los
acaros es muy variable, dentro de Prostigmata se ha reportado para el género Geomylichus
de 38 a 44 % (Vargas et al., 2005) y otros prostigmados de 31 al 39 % (Navajas et al., 1998),
en mesostigmados 38.9 % (Navajas et al., 1999) y coincide perfectamente con lo reportado
para Ixodidae que llega a ser del 55 al 65 % (McLain et al., 1995 y Murrell et al., 2001).

El tamafio de los ITS2 secuenciados se encuentra entre los tamarios reportados anteriormente
para los metastigmados para Ixodes spp. con 677-801, Boophillus spp. (sic) de 985-1154,
Rhipicephalus spp. de 1014-1138, Dermacentor spp. 1044-1138 y Haemaphisalis spp. con
1168-1385, hasta ahora el fragmento mas grande de todos los acaros, ya que astigmados se
han reportado de 223 pb para Psoroptes, 225-228 pb para Chorioptes, 303 para Sarcoptes;
en prostigmados varia de 518 pb para Tetranychus, 418-542 pb para Anphytetranychus, 312-
325 pb para Cecidophyopsis spp., de 344 a 302 pb Geomylichus spp. y 417 pb para
Phyllocoptes sp. en prostigmados y los méas pequefios reportados con 85 pb para varias
especies de Phytoseiidae en mesostigmados (Navajas et al., 1998, Navajas et al., 1999, Ochs
et al., 1999McLain et al., 1995, Murrell et al., 2001; Vargas et al., 2005).

6.4 Estimacidn de divergencia evolutiva entre secuencias

Las 15 secuencias fueron alineadas (Anexo 1) y se calcularon las distancias y diferencias
entre las especies de acuerdo al modelo de Kimira 2 con el programa MEGAG6 (Kimura, 1980)
(Figura 4, Anexo 2). Se analizaron 15 secuencias incluyendo las secuencias obtenidas en el
GenBank que son utilizados con fines de grupo externo en el caso de Amblyomma

latepunctatum y Rhipicephalus sanguineus y como comparativo la secuencia
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correspondiente a Rhipicephalus (B) microplus. Los gaps para este andlisis no fueron

tomados en cuenta. Las distancias entre secuencias se muestran en forma de porcentaje.

Las secuencias del ITS2 entre los géneros Amblyomma y Rhipicephalus, presentan una
similitud del 98.6 al 98.8%. Entre especies Amblyomma latepunctatum y Amblyoma sp. de
Arteaga se observa una similitud de 98.6%, entre Amblyomma spp. coinciden entre el 99 y
99.2%. La similitud entre Rhipicephalus sanguineus y R. microplus, fue de 99.7% el mas
bajo y 99.9 el mas alto, valores que se encuentran muy por arriba de las diferencias entre

especies del género Amblyomma.

Dentro del grupo interno, las similitud van de 99.81 al 100%, 28 de 66 comparaciones son
iguales en 100%, la que presenta menos similitud es la secuencia de Zitzio, comparada con
todos los otros municipios, el porcentaje va de 99.81 a 99.83, seguida por la de La huacana
que tiene de 99.9 a 99.91% de similitud, las de Gabriel Zamora con 99.95%, y por ultimo las
de Arteaga con 99.98 de similitud.

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1. 2_TITS2 Huacana =]
2. 3_TITS2 Amblyomma 1.20

3. 8 TITS2 Coahuayana 0.00 1.20

4. 9_TITS2 Coalcoman1A 0.00 120 0.00

5. 11_TITS2 Tzitzio 0.17 150 0.18 0.17

6. 13_TITS2 Tarimbaro 0.09 135 0.09 0.09 0.19

7. 15_TITS2 Arteaga 0.02 123 0.02 0.02 0.18 0.10

8. 19_TITS2 Coalkoman 18 0.00 120 0.00 0.00 0.17 0.09 0.02

9. 20_TITS2 Coalcoman2 0.00 120 000 000 0.17 009 002 0.00

10. 21_TITS2 Aguiila 0.00 1.20 0.00 0.00 0.18 009 0.02 0.00 0.00

11, 22_TITS2 Nuevo Urecho 0.00 120 0.00 0.00 0.17 0.09 0.02 0.00 0.00 0.00

12. 23_TITS2 Gabriel zamora 005 132 005 0.05 0.18 0.100 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

13. Rhipicephalus (B.) micoplus 0.00 1.19 0.00 0.00 0.18 0.09 0.02 0.00 0,00 0.00 0.00 0.05

14. Rhipicephalus Sanguineus 0.14 120 0.14 0.14 0.32 0.24 0.17 0.14 0.14 0.14 0.14 020 0.14

15. Amblyomma latepunctatum 0.83 1.38 0.83 083 100 091 084 083 083 083 083 089 0.83 0.86

Figura 4. Célculo de las diferencias y las distancias con el modelo de Kimura 2 con el
programa MEGAG.

6.5 Inferencia filogenética

Con el programa MEGA version 6.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), (Tamura
et al., 2013) se construyo el arbol filogenético, comparando 15 secuencias de las cuales, 12

fueron obtenidas de garrapatas del estado de Michoacan. De estas 11 pertenecen a
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Rhipicephalus (B.) microplus y una al género Amblyomma, esta Gltima se obtuvo con el fin
de integrarlo al analisis como grupo externo junto con la obtenida del Gen Bank de
Amblyomma latepunctatum, que es una secuencia del ITS2 de una garrapata de Sao Paulo
Brasil. Se integré otra secuencia de la garrapata del mismo género de diferente especie
Rhipicephalus sanguineus obtenida en la Universidad de Terhan, Iran. Las secuencias
descritas anteriormente fueron integradas con el fin poder enraizar y darle un sentido al arbol
filogenético. Se integrd otra secuencia de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
obtenida en la Universidad de Qeensland Australia, con el fin de poder observar si existen
diferencias o similitudes con las secuencias obtenidas de los municipios del estado de
Michoacén.

El analisis se llevd a cabo con el programa MEGA version 6, se construyo el arbol
filogenético con las secuencias el método de Neighbor-Joining, con el modelo Kimura 2 con
1000 repeticiones Bootstrap.

Se obtuvo en el arbol filogenético (Figura 5), que el grupo de secuencias del estado de
Michoacan es un grupo monofiletico (clado D) y se asocia como hermano con R. microplus
de Australia (clado C), y estos a su vez con R. sanguineus como grupo hermano de R.
microplus (clado B) del mismo género y diferente especie. Estos a su vez se definen
perfectamente de las especies de Amblyomma que estan representando el grupo externo
(clado A).

En el grupo interno (clado D) se puede observar la divisidon en dos grandes grupos (clados E
y F), el clado E esta dividido en tres subgrupos, el primero fromado por Tziitzio, Tarimbaro
y Gabriel Zamora, el segundo por Arteaga y el tercero por Coahuyana y Aguililla. EI grupo
F se encuentra formado por dos subgrupos, el primero incluye a La Huacana y el segundo

formado por las tres muestras de Coalcoman y se incluye en este a Nuevo Urecho.
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11 TITS2 Tzitzio
13_TITS2 TarimbaroB
23 _TITS2 Gabriel zamora
E 15 _TITS2 Arteaga

8 TITS2 Coahuayana

21 TITS2 Aguililla2
2_TITS2 Huacana2

9 TITS2 CoalcomanlA
19 TITS2 CoalcomanlB
20_TITS2 Coalcoman2
22_TITS2 Nuew Urecho

Al Rhipicephalus (B.) microplus

Rhipicephalus Sanguineus

Amblyomma latepunctatum

3_TITS2 Amblyomma

Figura 5. Arbol filogenético construido con el método de Neighbor-Joining en el programa
MEGAG.

El clado B esta sustentado por 99 % de indice de confiabilidad (Figura 6) lo que denotaria la
alta afinidad de las especies del género Rhipicephalus, siendo un elemento de apoyo a la
conversion del género Boophilus como subgénero de Rhipicephalus (Murrel y Campabell,
2000).

La separacion y monofilia de R. microplus estd sustentada por el 99% de indice de
confiabilidad y la asociacion del R. microplus de Australia y los de Michoacéan presentan un
indice del 95%. EI grupo monofilético de las garrapatas de Michoacéan (clado D) se sustenta
por el 50% de indice de confiabilidad. Dentro de este, los dos grandes grupos formados
presentan indices del 52% para el clado F y 36% para el clado E, que seria el mas bajo y
podria explicarse porque en él se encuentran dos de las secuencias presumiblemente

incompletas.
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Los dos subgrupos que integran el clado F esta constituidos por tres municipios, La Huacana

que la separa en un grupo, las tres muestras de Coalcoman y Nuevo Urecho que los coloca

en el segundo grupo, de estos municipios se puede decir que son climaticamente similares y

que el parecido por el que los agrupa, podria deberse a esto.

En el clado E, sus tres grupos, el primero formado por Coahuayana y Aguililla, incluidos en

la regidn de Tierra Caliente, Arteaga formando un solo clado, también en Tierra Caliente y

finalmente Gabriel Zamora, Tarimbaro y Tzitzio de la zona centro y norte, que no

corresponden a la parte de Tierra Caliente.

99

97
87

36

52

50

95

11_TITS2 Tzitzio
13_TITS2 TarimbaroB
23 _TITS2 Gabriel zamora
15_TITS2 Arteaga

8 TITS2 Coahuayana
21_TITS2 Aguililla2

22 _TITS2 Nuewo Urecho
20_TITS2 Coalcoman2

19 TITS2 CoalcomanlB
2_TITS2 Huacana2

9 TITS2 CoalcomanlA
Rhipicephalus (B.) microplus
Rhipicephalus Sanguineus

Amblyomma latepunctatum

3_TITS2 Amblyomma

—
0.1

Figura 6. Indices de confiabilidad del arbol filogenético de secuencias de Ripicephalus spp.

y Amblyomma spp.
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VII.  CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se llega a la conclusion que el gen ITS2 de las garrapatas
Rhipicephalus (Boophilus) microplus es util para demostrar la variabilidad genética presente
entre los individuos de la misma especie pero de diferente localidad, aun dentro del mismo

municipio, lo que confirma la hipétesis planteada.

En el analisis filogenético es claro que las secuencias agrupan los individuos de acuerdo a la
region geografica, lo que seria conveniente demostrarlo con mas secuencias de otras regiones

y también de diferentes localidades del mismo municipio.

Los métodos de extraccion del ADN y amplificacion del ITS2 resultaron efectivos ya que las
secuencias correspondieron a las esperadas y aproximadamente con la misma longitud en

pares de bases.

Dada la variabilidad de la especie Rhipicephalus (Boophilus) microplus, los métodos de
control se deben establecer conforme a las diferentes regiones climaticas del estado, ya que
aparentemente las garrapatas se agrupan de acuerdo la zona climatica que pertenecen; sin
embargo, se debe hacer notar que es necesario realizar este estudio ampliando la zona de

estudio a todo el estado.
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IX.

ANEXOS

Anexo 1. Alineamiento de las secuencias analizadas de 1275 pares de bases del ITS2 de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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N
15
GGTGATGACG

25
CA-CATTGC-

N .
35
GGCCTTG---

45
--GGTCTT-C

N .
55

CCTTG-----

TCTGTCCAGA
TACTTTAACG
CTGGT-TACA
TTAACATGTC
TATAAAGAAT
ATGACATGTA
ATGACA-GTA
AGACTGAATG
TTACACATGT
CCTTTCTGTA
GAGCACTGAT

GTCTATGACG
TGAGAGAACA
GTGGTGTATA
TTGGATGACA
TGAATGTACG
GTCTATGACA
GTGTTGGACA
TCTAGGGCGC
AGTGATGACA
GTGTTGGACA
TCTTTGAACG

CA-CATTGC-
CA-CGTTGC-
CAC-TATGTG
CACCTTTGCT
CA-CATTGC-
CA-CATTGC-
CA-CATTGC-
AC-ATTGGC-
CA-CGTTGC-
C--CGTTGC-
CA-CATTGC-

GGCCTTG---
GGCCTTG---
GTGTTCGG- -
GGATCTGTG-
GGCCTTG---
GGCCATAT-G
GGCCTTG--G
GGGCATG---
GGCCTTG---
GGCCTTG---
GGCCTTG---

-G-GTCT-TC
G--GTCTT-C
-GAGGCG--T
-GAGTCT-GT
G--GTCTT-C
GTGTGCTG-T
GT---CTT-C
-GTGTCTG-T
-AGGTCT-TC
-GAGTCTGTC
--GGTCTT-C

CCTTG-----
CCTTG-----
ACCTGTG- - -
CCCTGTGAT-
CCTTG-----
CCTCGTGTGA
CCTTG-----
CCCTGT----
CCTTA-----
CCTTA-----
CCTTG-----

G--CTTCGTC
G--CTTCGTC
G--GGTCTAC
G--TGTCATC
G--CTTCGTC
GCTGTCAGTC
GCT--TCGTC
G-ACTTCATC
G-GCTTCGTC
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G--CTTCGTC

ACGTGAGCCG
TAATTTCTTT
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
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TG-TCTGAGG
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TGT-CTGAGG
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GGATACGAGG
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TGT-CTGAGG
TGT-CTGAGG
TGTGCTGAGG
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TCTAATTTAT
TCG-ACTCG-
TCG-ACTCG-
TCC-ACTCT-
TCG-ACTCG-
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ACGAGGTT--
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ATATCAAGAG
ATATCAAGAG
ATTTTCAGAG
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ATATCAAGAG
ATATCAAGAG
ATATCAAGAG
ATATCAAGAG
ATATCAAGAG
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GTCGGCAACA
GGAGGAGGGG
GTCGGCAACA
GTCGGCAACA
GTCCGCAA-G
GTCGGCAACA
GTCGGCAACA
GTCGGCAACA

AGCCTTCGGC
AATCATCAAG
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGCCTTCGGC
AGACTTCGGC
AGACGCCGGC

ol
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CGGACAGCAC
TGAGTAACGC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC

GCACAAGGGA
CTATTTCTAT
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
TCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCACAAGGGA
GCCCGGGGAT

el

175
---GCTGAAC
-GAGGGAAAC
---GCTGAAC
---GCTGAAC
---GCTGAAC
---GCTGAAC
---GCTGAAC
---GCTGAAC
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ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
ACGTGAGCCG
GGCGCGGCCG

R -

185
ACCTCACAGC
CTCCCCCACC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
ACCTCACAGC
GCT--ACGGC
GCTGAAGATC

N .

245
----GTGCCA
GTA-ATAAAA
----GTGCCA
----GTGCCA
----CTGCCC
----GTGCCA
----GTGCCA
----GTGCCA
----GTGCCA
----GTGCCA
----GTGCCA
----GTGCCA
----GTGCCA
----GTGCCA
ACCCGTGCCA

N .

305
ACCTCGTTGA
ATATAGTTAG
ACCTCGTTGA
ACCTCGTTGA
ACCTCGTTGA
ACCTCGTTGA
ACCTCGTTGA
ACCTCGTTGA

TCGTACTCG-
TCG-ACTCG-
TCG-ACTCG-
TCG-ACTCG-
TCG-ACTCG-
TCG-ACTCG-
GCG-ACTCG-
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GA-GCG-CCA
CTCGTGGATA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
GA-GCG-CCA
AAAGCG----
CC-TCG-AAA

.

255
GAG---CCCA
AGAAGGGAGA
GAG---CCCA
GAG---CCCA
CAG---CCCA
GAG---CCCA
GAG---CCCA
GAG---CCCA
GAG---CCCA
GAG---CCCA
GAG---CCCA
GAG---CCCA
GAG---CCCA
TAGG--CCCG
GGGCGGTTGA

TTTTGACCGC
TTTTGACCGC
TTTTGACCGC
TTTTGACCGC
TTTTGACCGC
TTTTGACCGC
TTTTGACCGT

R .

205
ACAGCGGCCA
ACTATCACAA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAGCGGCCA
ACAAGGGCCG
GACTTTGCGA

N .

265
ACCGAAACGG
AAAAAAAGGA
ACCGAAACGG
ACCGAAACGG
ACCCAAACGG
ACCGAAACGG
ACCGAAACGG
ACCGAAACGG
ACCGAAACGG
ACCGAAACGG
ACCGAAACGG
ACCGAAACGG
ACCGAAACGG
AGCGAAACGG
GTCGGGTCGC

N .

325
CCGCCGCAGG
CCGCCGCAGG
CCGCCGCAGG
CCACCGCAGG
CCGCCGCAGG

CCGCCGCAGG
CCGCCGCAGG

GTCGGCAACA
GTCGGCAACA
GTCGGCAACA
GTCGGCAACA
GTCGGCAACA
GTCGGCATCA
GTCGGCAAAG

R -

215
CTCAAG-GG-
ACCACATGC-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCAAG-GG-
CTCGAAAGGC
ATGAGGAGG-

.
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GGGCGACCGA
GGGAGGATGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GGGCGACCGA
GG-CAACCGA
CCTGCGCTGA

N .
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ACTTCGA-GT
AAAGGGA--C
ACTTCGA-GT
ACTTCGA-GT
ACTTCTT-GT
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CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
CGGACAGCAC
AGGACGGCTC

R .
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-CGAGACGGT
ATAATACGCC
-CGAGACGGT
-CGAGACGGT
-CGAGACGGT
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GAACACCAGC
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CTGCATTGAG
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CGTAACGAGG

N .
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CAAAAAACAA
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CGGAAGGAA-
CGGAAGGAA-
CGGAAGGAA-
CGGAAGGAA-
CGGAAGGAA-
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---GCTGAAC
---GCTGAAC
---GCTGAAC
---GCTGAAC
---GTTGAAC
TGTACCGGAC

R -
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GGCGACCGTC
GGAAAAGGTG
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGACCGTC
GGCGAACGTC
CGAACCCTTC

N .

295
GAT --GTGGC
GGAC-AAATC
GAT - -GTGGC
GAT --GTGGC
GAT - -GTGGT
GAT - -GTGGC
GAT - -GTGGC
GAT - -GTGGC
GAT --GTGGC
GAT--GTGGC
GAT - -GTGGC
GAT - -GTGGC
GAT --GTGGC
GTG--ATGGC
GGCCGACGGC

N ——

355
-GCCTGCAGG
CAATAATTTA
-GCCTGCAGG
-GCCTGCAGG
-GCCTGCTGG
-GCCTGCAGG
-GCCTGCAGG
-GCCTGCAGG
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ACCTCGTTGA
ACCTCGTTGA
ACCTCGTTGA
ACCTCGTTGA
ACCA-ACAAA
CGCTAGCCGT

R -

365
GAAAGTGCGG
AAAAAAAAGA
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGTGCGG
GAAAGCGCGG
GAAAGAGCGG

N .

425
GCCACGGACG
CCCCCCAACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GCCACGGACG
GACTCGGACG
CCCCCGGAGA

R -

485
GCTTCTCCAG
AAGCCGCAAC
GCTTCTCCAG
GCTTCTCCAG
GCTTCTCCCG
GCTTCTCCAG
GCTTCTCCAG
GCTTCTCCAG

[T A
(R A
(R A
[cRR— A
[cRR— A
(R A
GTAGCGTTAG

R .

375
TCGAGGTTGC
ACCTGACCTC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTTGC
TCGAGGTAGC
TCC-GATGGG

.

435
CG-CAACTTT
CCTCATTTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTTT
CG-CAATTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTTT
CG-CAACTGG
AG-TGTCCGA

R .

495
CCGTGCGC-A
CCGGGAGGAA
CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A

CCGCCGCAGG
CCGCCGCAGG
CCGCCGCAGG
CCGCCGCAGG
CCGCCGCAGG
CCGCCGCAGG
CCTCCGTAAA

R -

385
GTACTCCTCT
CCACCTTCAA
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
GTACTCCTCT
AGACGAGGCA

R

445
AACGCACGGT
TAGACGCACG
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AACGCACGGT
AATGCTGCGA

R .

505
AAGTG--CGC
AGACTCGAGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC

ACTTCGA-GT
ACTTCGA-GT
ACTTCGA-GT
ACTTCGA-GT
ACTTCGA-GT
ACT-CGA-AT
TGACCGCCGC

R .

395
CTG-CGACCG
ACA- -AAGAG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
CTG-CGACCG
TTGACGAGCG

R .

455
AAACACGAGG
AAACCCTGAG
AAACACGAGG
AAACACGAGG
AAACACAAGG
AAACACGAGG
AAACACGAGG
AAACACGAGG
AAACACGAGG
AAACACGAGG
AAACACGAGG
AAACACGAGG
AAACACGAGG
GCTTACGGGG
TCCCGCGGAA

.

515
GAGATCGCAG
AGCAGGAGGG
GAGATCGCAG
GAGATCGCAG
GAGATCGCAG
GAGATCGCAG
GAGATCGCAG
GAGATCGCAG

CGGAAGGAA-
CGGAAGGAA-
CGGAAGGAA-
CGGAAGGAA-
CGGAAGGAA-
CGGAATGA--
AGGAAGGGAT

R .

405
GGCGCGCAAG
ACAAAAAAAC
AGCGCGCAAG
GGCGCGCAAG
GGCGCGCAAG
AGCGCGCAAG
GGCGCGCAAG
GGCGCGCAAG
GGCGCGCAAG
AGCGCGCAAG
GGCGCGCAAG
GGCGCGCAAG
GGCGCGCAAG
AGGGCGCAA-
GCAAGGCGGC

R .

465
AGCGAAAGCC
CCCGCAACCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
AGCGAAAGCC
GAGGGGAGCG

R .

525
CCTTGCGTTG
AAGAGGACGG
CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG

-GCCTGCAGG
-GCCTGCAGG
-GCCTGCAGG
-GCCTGCAGG
-GCCTGCAGG
-GCCTGCAGG
TACCTGCCGG

R -

415
AGCTGCGAGA
TCCAACCCGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
AGCTGCGAGA
ATCTGCGAGA
GTCTGGCGGC

R .

475
GGCCAGCAAA
CTCGGGACCG
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCAAA
GGCCAGCGA-
CCCTGTCCGG

N .

535
CGCTTGTTGC
GGCCAGGCCA
CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
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20_TITS2 C
21 _TITS2 A
22_TITS2 N
23_TITS2 G
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

2_TITS2 Hu
3 _TITS2 Am
8 TITS2 Co
9_TITS2 Co
11 TITS2 T
13_TITS2
15_TITS2
19_TITS2
20_TITS2
21 _TITS2
22 _TITS2
23_TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

aZ2rnnrxr-H

2_TITS2 Hu
3_TITS2 Am
8 TITS2 Co
9_TITS2 Co
11 _TITS2 T
13_TITS2
15_TITS2
19 _TITS2
20_TITS2
21 _TITS2
22 _TITS2
23 TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

a=Z2rnnrx-H

2_TITS2 Hu
3 _TITS2 Am
8 TITS2 Co
9 _TITS2 Co
11_TITS2 T
13 TITS2 T
15 _TITS2 A
19 TITS2 C

GCTTCTCCAG
GCTTCTCCAG
GCTTCTCCAG
GCTTCTCCAG
GCTTCTCCAG
GCTCCCCCAG
GCACGCCCGC

R -

545
CCTCGAAGTA
GCAAGCGGCG
CCTCGAAGTA
CCTCGAAGTA
CCTCCAACTA
CCTCGAAGTA
CCTCGAAGTA
CCTCGAAGTA
CCTCGAAGTA
CCTCGAAGTA
CCTCGAAGTA
CCTCGAAGTA
CCTCGAAGTA
CTTCGGAGTA
GAACGCGGTG

N .

605
GCCTCCTCCA
GAACCGCGCG
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCC
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCA
GCCTCCTCCA
TGCCCCTCCG
AGGGATCCTC

N .

665
GAGGAGGCTG
GAGGGGGCGG
GAGGAGGCTG
GAGGAGGCTG
GAGGAAGCTG
GAGGAGGCTG
GAGGAGGCTG
GAGGAGGCTG

CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A
CCGTGCGC-A
CCGTGTGCGA
GCGAGAAGAA

R .

555
-AGCAGGGTG
--GCTCAGCA
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCAGGGTG
-AGCTGGGTG
-AGCCGGGTC
GAGCGCAGCA

.

615
GGCTTTGCCG
CGCT-GGGGG
GGCTTTGCCG
GGCTTTGCCG
TGCTTTGCTG
GGCTTTGCCG
GGCTTTGCCG
GGCTTTGCCG
GGCTTTGCCG
GGCTTTGCCG
GGCTTTGCCG
GGCTTTGCCG
GGCTTTGCCG
GGCTCTGCCG
CGGTTCCCTG

.

675
CGCCC-GACG
GGGCGCGGCC
CGCCC-GACG
CGCCC-GACG
CGCCC-GACT
CGCCC-GACG
CGCCC-GACG
CGCCC-GACG

AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
AAGTG--CGC
GGGAGATCTC

R -

565
TCCCGTAGAC
CTTGACAGG-
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
TCCCGTAGAC
GCCCGCAGAC
GTTCGGAGGC

N .

625
CGCGAACAGG
TGGCGCGAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
CGCGAACAGG
ATGGAAAAGG

N -

685
TTT-GCGGTT
CCC---GGCC
TTT-GCGGTT
TTT-GCGGTT
CTT-GCGGGC
TTT-GCTGTT
TTT-GCGGTT
TTT-GCGGTT

GAGATCGCAG
GAGATCGCAG
GAGATCGCAG
GAGATCGCAG
GAGATCGCAG
GAGATCGC- -
GCGCGCGGAG

R .

575
CGGGCGCTCG
-GGGCGCGGA
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
CGGGCGCTCG
GCAGAGGCGC

.

635
GAACGTTCGC
GGGCACCGCA
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGC
GAACGTTCGT
GACCGCCTCC

.

695
CGCTGCG---
CGC-GCGGGG
CGCTGCG---
CGCTGCG---
C-CTCCG---
CGCTGCT---
CGCTGCG---
CGCTGCG---

CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG
CCTTGCGTTG
--TTTTTTTG
TGCAGGGAGG

R .

585
AACACGCTG-
AATAAGCAAG
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCTG-
AACACGCGAG
ACCGCAACG-

R .

645
GCGCAAAGCG
GCGCCTCGC-
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG
GCGCAAAGCG

TTGAATGG-G

R .

705
TACGCGG-TT
GGGGGGGGGT
TACGCGG-TT
TACGCGG-TT
TACGCCG-CT
TACGCGG-TT
TACGCGG-TT
TACGCGG-TT

CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
CGCTTGTTGC
CGCTCGTTGC
CGACGGGCGT

R -

595
-CGGGGCCGT
GGGGGGGCGA
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
-CGGGGCCGT
ACGGTGACGG
-CGGTGTCGA

N .

655
CAGGGAGG-T
--CGGAGA- -
CAGGGAGG-T
CAGGGAGG-T
CACGGAGG-T
CAGGGAGG-T
CAGGGAGG-T
CAGGGAGG-T
CAGGGAGG-T
CAGGGAGG-T
CAGGGAGG-T
CAGGGAGG-T
CAGGGAGG-T

CGCGAAGT-C

N .

715
GATG-CGGAG
GAAGGGGGGG
GATG-CGGAG
GATG-CGGAG
GATG-CAGAG
GATG-CGGAG
GATG-CGGAG
GATG-CGGAG
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20_TITS2 C
21 _TITS2 A
22_TITS2 N
23_TITS2 G
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

2_TITS2 Hu
3 _TITS2 Am
8 TITS2 Co
9_TITS2 Co
11 TITS2 T
13_TITS2
15_TITS2
19_TITS2
20_TITS2
21 _TITS2
22 _TITS2
23_TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

aZ2rnnrxr-H

2_TITS2 Hu
3_TITS2 Am
8 TITS2 Co
9_TITS2 Co
11 _TITS2 T
13_TITS2
15_TITS2
19 _TITS2
20_TITS2
21 _TITS2
22 _TITS2
23 TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

a=Z2rnnrx-H

2_TITS2 Hu
3 _TITS2 Am
8 TITS2 Co
9 _TITS2 Co
11_TITS2 T
13 TITS2 T
15 _TITS2 A
19 TITS2 C

GAGGAGGCTG
GAGGAGGCTG
GAGGAGGCTG
GAGGAGGCTG
GAGGAGGCTG
GAGGGG--TG
GAGTACGGGT

R -

725
AGCA--CGGC
GGGG- - -GGG
AGCA--CGGC
AGCA--CGGC
AGCA--CAGC
AGCA--TTTC
AGCA--CGGC
AGCA--CGGC
AGCA--CGGC
AGCA--CGGC
AGCA--CGGC
AGCA--CGGC
AGCA--CGGC
AGAA---GGT
TAAGAGCTTC

N .

785
GCGAAACGTT
GGGGGGAG- -
GCGAAACGTT
GCGAAACGTT
GCTTGACGTT
GCGAAACGTT
GCGAAACGTT
GCGAAACGTT
GCGAAACGTT
GCGAAACGTT
GCGAAACGTT
GCGAAACGTT
GCGAAACGTT
GCGCCACGTT
GGGCGACG--

N .

845
AGT-GCTTCG
AGT-CCCACG
AGT-GCTTCG
AGT-GCTTCG
GTCTGTCTTA
TTGCGCCGCG
AGT-GCTTCG
AGT-GCTTCG

CGCCC-GACG
CGCCC-GACG
CGCCC-GACG
CGCCC-GACG
CGCCC-GACG
CGCCC--GCG
CGAACGGATG

R .

735
GCGACGACTT
GGGGGGCCCC
GCGACGACTT
GCGACGACTT
CCGCCT-CCC
GCGACTACTT
GCGACGACTT
GCGACGACTT
GCGACGACTT
GCGACGACTT
GCGACGACTT
GCGACGACTT
GCGACGACTT
GCGGCGACTC
GCAGTC-TCT

.

795
GG-CGAAGC-
GG-CGAAGC-
GGCGAA-GC-
CG-TTAACT-
GG-AAAAGC-
GGCGAAAGC-
GG-CGAAGC-
GG-CGAAGC-
GG-CGAAGC-
GG-CGAAGC-
GGGCGTATCC
GG-CGAAGC-
G--CGAAGC-
---CAAACCT

.

855
CAGTTCC-CG
CGGCCCGGGG
CAGTTCC-CG
CAGTTCC-CG
TTGTTACCTC
AACGTTCCCG
CATTTCC-CG
CAGTTCC-CG

TTT-GCGGTT
TTT-GCGGTT
TTT-GCGGTT
TTT-GCGGTT
TTT-GCGGTT
A---GCGGTT
CAG---TCCT

R -

745
GCCG--CGAA
GCCGGGCGGG
GCCG--CGAA
GCCG--CGAA
GCCT--CGAA
GCCA--CGAA
GCCG--CGAA
GCCG--CGAA
GCCG--CGAA
GCCG--CGAA
GCCG--CGAA
GCCG--CGAA
GCCG--CGAA
GTCG--CGAA
GCCC--CGAG

N .

805
TTAAGGCGTT
CT----CGTC
TTAAGGCGTT
TTAAGGCGTT
ATACTG----
AAAGTGCG- -
TTAAAGCGTT
TTAAGGCGTT
TTAAGGCGTT
TTAAGGCGTT
TTAAGGCGTT
TTAGGGCGTT
TTAAGGCGTT
CTCAAGCGTT
TTGTGACGAT

N .

865
T-CCCGTTCA
GGGGGGGAAA
T-CCCGTTCA
T-CCCGTTCA
CTTCCTCCCA
TGTTCGCGCA
T-CCCCGTCA
T-CCCGTTCA

CGCTGCG---
CGCTGCG---
CGCTGCG---
CGCTGCG---
CGCTGCG---
CGGTGCG---
CGTTTCG---

R .

755
GCGGAAAAA-
GAGGGGGGAA
ACGGAAAAA-
GCGGAAAAA -
CCAAACAAA-
ACGGAAAAA-
ACGGAAAAAA
GCGGAAAAA-
GCGGAAAAA-
ACGGAAAAA-
GCGGAAAAA-
GCGGAAAAA-
GCGGAAAAA-
GCGGAAAAAT
AAACTGGGCC

.

815
-CTCGTC-GT
GCGCGCC-GC
-CTCGTC-GT
-CTCGTC-GT
-ATCGCT-CT
-GTCGCA-GC
-CTCGTC-AT
-CTCGTC-GT
-CTCGTC-GT
-CTCGTC-GT
-CTCGTC-GT
TCTCGTT-CC
-CTCGTC-GT
--CCGTC-GT
----GCCCCT

N .

875
-AAAAACTGG
AAAAAGCAGG
-AAAAACTGG
-AAAAACTGG
TCAAATATTT
GAAAAGTCCT
GAAAAACTGG
-AAAAACTGG

TACGCGG-TT
TACGCGG-TT
TACGCGG-TT
TACGCGG-TT
TACGCGG-TT
TACGTGGCCT
AGCGCTGTCC

R .

765
GTC---TCCC
GAC---GGCC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
ATCT--CCTC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
GTC---TCCC
AC----TCCA

R .

825
AGTC-C-GCC
GGAG--AGAG
AGTC-C-GCC
AGTC-C-GCC
CCTCTACTCC
ATCCTCACCT
AGTC-C-GCC
AGTC-C-GCC
AGTC-C-GCC
AGTC-C-GCC
AGTC-C-GCC
AATC-CCGCC
AGTC-C-GCC
AGTC-C-GCC
ACGCCAGGCC

N .
885
G--C-CACTC

G--C-CACTC
G--C-CACTC

G--C--ACGA
G--C-CACTT
G--C-CACTC

GATG-CGGAG
GATG-CGGAG
GATG-CGGAG
GATG-CGGAG
GATG-CGGAG
G----CGGGG
GCCGTCGGTC

R -

775
GCACGAGTTG
GCGGGGGCAC
GCACGAGTTG
GCACGAGTTG
TCTCGACTTA
GCAAGAATTG
GCACCAGTTG
GCACGAGTTG
GCACGAGTTG
GCACGAGTTG
GCACGAGTTG
GCACGATTTG
GCACGAGTTG
GCTCGAGT - -
GTTGGGGCGG

N .

835
GTCGGTCTA-
AGGGGGGAAG
GTCGGTCTA-
GTCGGTCTA-
ACTCCCCC--
CCCTGCTCT -
GTCCG-CTA-
GTCGGTCTA-
GTCGGTCTA-
GTCGGTCTA-
GTCGGTCTA-
GTCGGTCTT-
GTCGGTCTA-
GTCGGTCCA-
GTGGTTCGT -

N ——

895
CAGTTGGGG-
CCAGACCAGC
CAGTTGGGG-
CAGTTGGGG-
CTCCTGGCGC
GGTATGGGCC
CAGTTGGGGT
CAGTTGGGG-
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20_TITS2 C
21 _TITS2 A
22_TITS2 N
23_TITS2 G
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

2_TITS2 Hu
3 _TITS2 Am
8 TITS2 Co
9_TITS2 Co
11 TITS2 T
13_TITS2
15_TITS2
19_TITS2
20_TITS2
21 _TITS2
22 _TITS2
23_TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

aZ2rnnrxr-H

2_TITS2 Hu
3_TITS2 Am
8 TITS2 Co
9_TITS2 Co
11 _TITS2 T
13_TITS2
15_TITS2
19 _TITS2
20_TITS2
21 _TITS2
22 _TITS2
23 TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

aZ2rnnrx-

2_TITS2 Hu
3 _TITS2 Am
8 TITS2 Co
9 _TITS2 Co
11_TITS2 T
13 TITS2 T
15 _TITS2 A
19 TITS2 C

AGT-GCTTCG
AGT-GCTTCG
AGT-GCTTCG
ATTCGCCTCT
AGT-GCTTCG
AGT-GCTTCG
TCT---CTCG

R -

905
-CGGGGGCGA
CAGAGGGTGG
-CGGGGGCGA
-CGGGGGCGA
-GGGTGGTGA
-CGGGAGCAT
-CGGGGGCGA
-CGGGGGCGA
-CGGGGGCGA
-CGGGGGCGA
-CGGGGGCGA

TCTGGTTTCA

-CGGGGGCGA
-CGGGGGCGA
-CGGGGGCTA

N

965
TTGCGGCGG-
TGAGGGGGG-
TTACAGCGG-
TTGCGGCGG-

CAGTTCC-CG
CAGTTCC-CG
CAGTTCC-CG
CTTTTCCACT
CAGTTCC-CG
CAGTTCC-CG
AGGGAAAGAG

Commmm- GCT

Comnnne GCT

GTTCTAAGC-
——— - C---
C--mm-- GCT
C--mm-- GCT
C------ GCT
C------ GCT

T-CCCGTTCA
T-CCCGTTCA
T-CCCGTTCA
T-CCCGTTCA
T-CCCGTTCA
T-CCCGT--G
AGGCGACAGG

925

-AAAAACTGG
-AAAAACTGG
-AAAAACTGG
-AAAAAATCT
-AAAAACTGG
-CAAAACTGG
GAATCATGCG

935

945

CAGTTGGGG-
CAGTTGGGG-
CAGTTGGGG-
CAGTTTGGT -
CAGTTGGGG-
CAGTTGGGG-
CCGCGGCGGT

955

ACACGAGACG ATGC-CTCTC GCCAGGCTGC GTGGCTGCCC
------- GGG GGGGTGGGGG GCGCGCCCCA TCC--ACCCT ATCCCTGATG

ACACGAGACG
ACACGAGACG
GACCGCTACT
GCACGGTTCT
-CGCTACACA
ACACGAGACG
ACACGAGACG
ACACGAGACG
ACACGAGACG

ATGC-CTCTC
ATGC-CTCTC

ACCAGGGTGC
ACCAGGCTGC

ATGGCTGCCC
ATGGCTGCCC

ACAT-CT--= —mmmmmmmme mmmmmemmoe

ACGGGACCAC
TCAC-CTAT-
ATGC-CTCTC
ATGC-CTCTC
ATGC-CTCTC
ATGC-CTCTC

GCCAGGCTGC
GCCAGGCTGC
GCCAGGCTGC
GCCAGGCTGC

GTGGCTGCCC
GTGGCTGCCC
TTGGCTGCCC
TTGGCTGCCC

——————— CTC TCACCAATCT ATTCTCCCCC TCCAGGTCGT TTGTCTGCGC

C--mm-- GCT
C--mm-- GCT
Co-mmmmm -

N .
975
CAGCGACTGG
----- GCGCG
CAACGACTGG
CGGCGACTGG

ACACGAGACG
ACACGAGACG
-CACTCAAAG

N -

985
C-CTCGG-CG
CTGCGG----
C-CTCGG-CG
C-CTCGG-CG

ATGC-CTCTC
ATGC-CTCTC
TTCGCTTCAT

coleed]

995
GTGTTTGGG-
GCTCCGCGGG
GTGTTTGTG-
GTGTTTGGG-

GCCAGGCTGC
GCCAGGCTGC
GCGCAACCGC

N

100
CTTTCG-A-C
GCGGCCGCGC
CTTTC--CAC
CTTTCG-A-C

GTGGCTGCCC
G-AGTCGCCC
ATGCGCGCCG

N
1015
AC--GGTCG-
GC---ACCGA
AC--GGTGGA
AC--GGTCA-

TTGCGGCGG-
TTGCGGCGG-
TTGCGGCGG-
TTGCAGCGG-
TTGCAGGGGG
TTGCGGCGG-
TTGCGGCG- -
TCCGAGCGC-

B .

102
-TTTATCACG
AGCCACAGAA
-TTTATCACT
-TTTATCACG

CGGCGACTGG
CGGCGACTGG
CGGCGACTGG
CCGCTACTGG
CGGCGATTGG
CGGCGACTGG

CAA-CTGCTC
GAC-ACGCGG
GCAACTGCTC
CAA-CTGCTC

C-CTCAG-CG
C-CTCGG-CG
C-CTCGGGCG
C-CTCAG-CG

GTGTTTGGG-
GTGTTTGGG-
GTGTTTGGGG
GTGTTTGTG-

CTTTCG-A-C
CTTTCG-A-C
CTTTC--AAC
CTATC--GAC

AC--GGTCG-
AC--GGTCG-
CCC-GGACGA
AC--GGTTG-

C-CTCGG-CG
C-CTCGG-CG
CGGTGG---T

GTGTTTGGG-
GTGTTTGGG-
GCCTTCCAGT

N .
105
CGACGCACGC

CGACACAAGG
CGACTCACGC

CTTTCG-A-C
CTTTCG-AAC
CTCGCTTGCT

N
106
G----CGCAG

---TGTTCAA
G----CGCAA

AC--GGTCG-
AC--GGTCG-
GT--CGCCGA

N .
107
C-GGAATGCC

CAGGAATGTC
C-GGAATGCC

-TTTATCACG

CAA-CTGCTC

G----CGCAG

C-GGAATGCC

54



20_TITS2 C
21 _TITS2 A
22_TITS2 N
23_TITS2 G
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

2_TITS2 Hu
3_TITS2 Am
8 TITS2 Co
9_TITS2 Co
11_TITS2
13_TITS2
15_TITS2
19_TITS2
20_TITS2
21 _TITS2
22_TITS2
23_TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

azZ2rononr>»-—-4-

2_TITS2 Hu
3_TITS2 Am
8 TITS2 Co
9 _TITS2 Co
11 _TITS2 T
13_TITS2
15_TITS2
19 _TITS2
20_TITS2
21_TITS2
22 _TITS2
23 _TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

azZ2rnnrxr-—H

2_TITS2 Hu
3_TITS2 Am
8 TITS2 Co
9 _TITS2 Co
11_TITS2 T
13 TITS2 T
15 _TITS2 A

-TTTATCACG
-TTAATCACG
-TTTATCAA-

CAA-CTGCTC
CAAACTGCTT
GCAATTG-TG

CGACGCACGC
CAAGTCATGC
CGACTCACG-

G- - - -CGCAG
---TTCTCAA
---TGTCCA-

C-GGAATGCC
CAGGAATGCC
TAGGAATGTC

-TTTATCACG
-TTTATCACG
GGGTGTTGCC

R ..
108
GCTTG--CCA

CAA-CTGCTC
CAA-CTGCTC
GACCGAGCGG

N .
109
CCCTTG-TG-

GGAATGGGTG
R |

110
AAGATGTGAC

CGACGCACGC
CGACGCACGC
GAAGGTGCCG

R
111
--CCTGTACA

G----CGCAG
G----TGCAG
CCCCGGAGAA

R ..
112
GGG-TTGCG-

C-GGAATGCC
C-GGGATACC
GGGGAAGGAC

R |
113
-G---GCACA

ACTTTGCCAG
ACTTG--CCA

CCCTTG-TGG
CCCTTG-TG-

AAAATGTGGA
AAAATATGAC

CCCTTTTAAA
C-CTTGTAGA

GGGGTTGTG-
GGG-TTCGG-

-GC--GGCAA
-GC--GCACA

GCTTG--CCA
GCTTG--CCA
TCTTTGCCCA
ACTCTGCCA-

GCCTTG-TG-
GCCTTG-TG-
CCCTTG-TT-
TCCTTG-TG-

AAGATGTGAC
AAGATGTGAC
AAAATTTCTA
AATATGTGTA

--CCTGTACA
--CCTGTACA
CCCTTGTACG
CCTTGTTCA-

GGG-TTGCG-
GGG-TTGCG-
GGGGTTGCT -
GTGTTCGAG-

-G---GCACA
-G---GCGCA
-GGG-CTCCT
-GC---TTCA

GCTTG--CCA
GCTTG--CCA
GTACGCGCGC

R ..
1145
CTTGG-TAGG

GCCTTG-TG-
GCCTTG-TC-
ATGAGCGCGC

R .
115
G--CGTCGTA

AAGATGTGAC
AAGATGCGGC
CGAATTCGAA

--CCTGTACA
--CCTGTACA
CAAGAGAATG

R .
117
-GGTCGCGAT

GGG-TTGCG-
GGG-TTGCG-

-G---GCGCA
-G---GCGGA

R
119
TACT----AA

AATAGGTAGG
ATTAGGAAGG

GC-GGCCCTC
G--CGCCACT

----ACTACG
--ACC--CCG

CGACTTTGAC
CTCCTCCACT

AGCG----AA
GACT----AA

ATTTGTTAGG
CTTGGGTAGG
CTTTGGTATG
ATCTGTAATG

G--CGTCTTA
G--CGTCGTA
GGACCTCTTT
GC-TTCCCTC

--ACA-TCCG
T---ATCTCC

CGTTCTCTAT
-GTTCGCGAT
TTCATTTAAC
CCTCTC----

TACT----AA
TACG----AA
TTT----- A-
CGTA----TC

CTTGG-TAGG
CTTGG-TAGG

G--CGTCGTA
G--CGTCGTA

-GTTCGCGAT
-GTTCGCGAT

TACG----AA
TACG----AA

vl
120
C-GTGTCCCG

o]t
121
TCAC-TTCCA

o]t
1255
-C--AG-CCT

CTATTGCCAA
TCTGGTCCCG

CCCGAATTTC
CCACATTCTC

TTCGGCGGCG
CGCGACGCCA

TATGGGGGG-
TGAGGGCG- -

-CCACCATTC
-C--ACGGCT



19_TITS2 C
20_TITS2 C
21 _TITS2 A
22_TITS2 N
23_TITS2 G
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

2_TITS2 Hu
3_TITS2 Am
8 TITS2 Co
9 TITS2 Co
11 TITS2 T
13_TITS2
15_TITS2
19_TITS2
20_TITS2
21 _TITS2
22_TITS2
23_TITS2
Rhipicepha
Rhipicepha
Amblyomma

aZ2rnnr-

CCGCGTCCCG CCAC-TTCCA CGTCACACCT GTTG----- G GGCG-CCG-- -C--AAGCCT
C-GTGTCCCG TCAC-TTCCA CGTCACACCC GGTT----- G TGCG-CCG-- -C--AC-CCT
CTATCTCTCT ACTCCACTCT TATCTTAGCT ATC------- TCTGTGATG- -TGATCCTTC
C-GTGTCCCG TCAC-TTCCA CGTCACACC- GGTT----- G TGCG-CCG-- -C--AC-GCG
C-GTGTTCCG TCAC-TTCCA AGTCACACC- GGTT----- G TGCG-CCG-- -C--AC-GCG
et ]
126 127

TGCAACGGGG GAA---

CCTAAAGTGG GAAGGG
TCCAGGTGGG GAAGCG

TGCAACTGGG GAAGCC
TGCAACCGGG GAAGCC

TGCAGC-GGG GAAGCC
CGCAGC-GGG GAAGCC
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Anexo 2. Diferencias y las distancias con el modelo de Kimura 2 con el programa MEGA
6, similitud en porcentaje.

2_TITS2 Huacana 9 TITS2 CoalcomanlA 0.00 100
2 TITS2 Huacana 19 TITS2 CoalcomanlB 0.00 100
9 TITS2 CoalcomanlA 19 TITS2 CoalcomanlB 0.00 100
2_TITS2 Huacana 20 TITS2 Coalcoman2 0.00 100
9 TITS2 CoalcomanlA 20 TITS2 Coalcoman2 0.00 100
19 TITS2 CoalcomanlB 20 TITS2 Coalcoman2 0.00 100
8 TITS2 Coahuayana 21 _TITS2 Aguililla 0.00 100
2 _TITS2 Huacana 22 TITS2 Nuevo Urecho 0.00 100
9 TITS2 CoalcomanlA 22 TITS2 Nuevo Urecho 0.00 100
19 TITS2 CoalcomanlB 22 TITS2 Nuevo Urecho 0.00 100
20_TITS2 Coalcoman2 22_TITS2 Nuevo Urecho 0.00 100
2_TITS2 Huacana Rhipicephalus (B.) microplus 0.00 100
9 TITS2 CoalcomanlA Rhipicephalus (B.) microplus 0.00 100
19 TITS2 CoalcomanlB Rhipicephalus (B.) microplus 0.00 100
20 TITS2 Coalcoman2 Rhipicephalus (B.) microplus 0.00 100
22_TITS2 Nuevo Urecho Rhipicephalus (B.) microplus 0.00 100
2_TITS2 Huacana 8 TITS2 Coahuayana 0.00 100
8 TITS2 Coahuayana 9 TITS2 CoalcomanlA 0.00 100
8 TITS2 Coahuayana 19 TITS2 CoalcomanlB 0.00 100
8 TITS2 Coahuayana 20 TITS2 Coalcoman2 0.00 100
2_TITS2 Huacana 21 _TITS2 Aguililla 0.00 100
9 TITS2 CoalcomanlA 21 _TITS2 Aguililla 0.00 100
19 TITS2 CoalcomanlB 21 TITS2 Aguililla 0.00 100
20_TITS2 Coalcoman2 21 TITS2 Aguililla 0.00 100
8 TITS2 Coahuayana 22 TITS2 Nuevo Urecho 0.00 100
21 _TITS2 Aguililla 22_TITS2 Nuevo Urecho 0.00 100
8 TITS2 Coahuayana Rhipicephalus (B.) microplus 0.00 100
21 TITS2 Aguililla Rhipicephalus (B.) microplus 0.00 100
2_TITS2 Huacana 15 TITS2 Arteaga 0.02 99.98
8 TITS2 Coahuayana 15 TITS2 Arteaga 0.02 99.98
9 TITS2 CoalcomanlA 15 TITS2 Arteaga 0.02 99.98
15 TITS2 Arteaga 19 TITS2 CoalcomanlB 0.02 99.98
15 TITS2 Arteaga 20 _TITS2 Coalcoman2 0.02 99.98
15 TITS2 Arteaga 21 TITS2 Aguililla 0.02 99.98
15 TITS2 Arteaga 22_TITS2 Nuevo Urecho 0.02 99.98
15 TITS2 Arteaga Rhipicephalus (B.) microplus 0.02 99.98
2 TITS2 Huacana 23 TITS2 Gabriel zamora 0.05 99.95
9 TITS2 CoalcomanlA 23 TITS2 Gabriel zamora 0.05 99.95
19 TITS2 CoalcomanlB 23 _TITS2 Gabriel zamora 0.05 99.95
20_TITS2 Coalcoman2 23_TITS2 Gabriel zamora 0.05 99.95
22_TITS2 Nuevo Urecho 23_TITS2 Gabriel zamora 0.05 99.95
23 _TITS2 Gabriel zamora | Rhipicephalus (B.) microplus 0.05 99.95
8 TITS2 Coahuayana 23 _TITS2 Gabriel zamora 0.05 99.95
21 _TITS2 Aguililla 23_TITS2 Gabriel zamora 0.05 99.95
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15 TITS2 Arteaga 23 TITS2 Gabriel zamora 0.05 99.95
8 TITS2 Coahuayana 13 TITS2 Tarimbaro 0.09 99.91
13 TITS2 Tarimbaro 21 TITS2 Aguililla 0.09 99.91
2 TITS2 Huacana 13 TITS2 Tarimbaro 0.09 99.91
9 TITS2 CoalcomanlA 13 TITS2 Tarimbaro 0.09 99.91
13 TITS2 Tarimbaro 19 TITS2 CoalcomanlB 0.09 99.91
13 TITS2 Tarimbaro 20 TITS2 Coalcoman2 0.09 99.91
13 TITS2 Tarimbaro 22 TITS2 Nuevo Urecho 0.09 99.91
13 TITS2 Tarimbaro Rhipicephalus (B.) microplus 0.09 99.91
13 TITS2 Tarimbaro 23 TITS2 Gabriel zamora 0.10 99.9
13 TITS2 Tarimbaro 15 TITS2 Arteaga 0.10 99.9
2 TITS2 Huacana 11 TITS2 Tzitzio 0.17 99.83
9 TITS2 CoalcomanlA 11 TITS2 Tzitzio 0.17 99.83
11 TITS2 Tzitzio 19 TITS2 CoalcomanlB 0.17 99.83
11 TITS2 Tzitzio 20_TITS2 Coalcoman2 0.17 99.83
11 TITS2 Tzitzio 22_TITS2 Nuevo Urecho 0.17 99.83
11 TITS2 Tzitzio 15 TITS2 Arteaga 0.18 99.82
11 TITS2 Tzitzio Rhipicephalus (B.) microplus 0.18 99.82
8 TITS2 Coahuayana 11 TITS2 Tzitzio 0.18 99.82
11 TITS2 Tzitzio 21 _TITS2 Aguililla 0.18 99.82
11 TITS2 Tzitzio 23_TITS2 Gabriel zamora 0.18 99.82
11 TITS2 Tzitzio 13 TITS2 Tarimbaro 0.19 99.81
2 _TITS2 Huacana Rhipicephalus Sanguineus 0.14 99.86
8 TITS2 Coahuayana Rhipicephalus Sanguineus 0.14 99.86
9 TITS2 CoalcomanlA Rhipicephalus Sanguineus 0.14 99.86
19 TITS2 CoalcomanlB Rhipicephalus Sanguineus 0.14 99.86
20 TITS2 Coalcoman2 Rhipicephalus Sanguineus 0.14 99.86
21 _TITS2 Aguililla Rhipicephalus Sanguineus 0.14 99.86
22_TITS2 Nuevo Urecho Rhipicephalus Sanguineus 0.14 99.86
Rhipicephalus (B.)

microplus Rhipicephalus Sanguineus 0.14 99.86
15 TITS2 Arteaga Rhipicephalus Sanguineus 0.17 99.83
23 TITS2 Gabriel zamora | Rhipicephalus Sanguineus 0.20 99.8
13 TITS2 Tarimbaro Rhipicephalus Sanguineus 0.24 99.76
11 TITS2 Tzitzio Rhipicephalus Sanguineus 0.32 99.18
Rhipicephalus (B.)

microplus Amblyomma latepunctatum 0.83 99.17
2 TITS2 Huacana Amblyomma latepunctatum 0.83 99.17
8 TITS2 Coahuayana Amblyomma latepunctatum 0.83 99.17
9 TITS2 CoalcomanlA Amblyomma latepunctatum 0.83 99.17
19 TITS2 CoalcomanlB Amblyomma latepunctatum 0.83 99.17
20 TITS2 Coalcoman2 Amblyomma latepunctatum 0.83 99.17
21 TITS2 Aguililla Amblyomma latepunctatum 0.83 99.17
22 TITS2 Nuevo Urecho Amblyomma latepunctatum 0.83 99.17
15 TITS2 Arteaga Amblyomma latepunctatum 0.84 99.16
Rhipicephalus Sanguineus | Amblyomma latepunctatum 0.86 99.16
23 TITS2 Gabriel zamora | Amblyomma latepunctatum 0.89 99.11
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13 TITS2 Tarimbaro Amblyomma latepunctatum 0.91 99.09
11 TITS2 Tzitzio Amblyomma latepunctatum 1.00 99
3 TITS2 Amblyomma Rhipicephalus (B.) microplus 1.19 98.81
2 TITS2 Huacana 3 TITS2 Amblyomma 1.20 99.8
3 TITS2 Amblyomma 8 TITS2 Coahuayana 1.20 99.8
3 TITS2 Amblyomma 9 TITS2 CoalcomanlA 1.20 99.8
3 TITS2 Amblyomma 19 TITS2 CoalcomanlB 1.20 99.8
3 TITS2 Amblyomma 20 TITS2 Coalcoman2 1.20 99.8
3_TITS2 Amblyomma 21 _TITS2 Aguililla 1.20 99.8
3 TITS2 Amblyomma 22 TITS2 Nuevo Urecho 1.20 99.8
3 TITS2 Amblyomma Rhipicephalus Sanguineus 1.20 99.8
3 TITS2 Amblyomma 15 TITS2 Arteaga 1.23 98.77
3 TITS2 Amblyomma 23 TITS2 Gabriel zamora 1.32 98.68
3 TITS2 Amblyomma 13 TITS2 Tarimbaro 1.35 98.65
3 TITS2 Amblyomma Amblyomma latepunctatum 1.38 98.62
3 TITS2 Amblyomma 11 TITS2 Tzitzio 1.50 98.5
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