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Resumen

La ganaderia vacuna es una de las principales actividades econdémicas en el Peru,
particularmente en el departamento de San Martin, donde las condiciones tropicales hacen
posible la proliferaciéon de las garrapatas, ectopardsitos que afectan negativamente la
productividad animal. Teniendo en cuenta que la informacion disponible a cerca de su
identidad y diversidad genética es poco conocida, la implementacion de medidas de
control se dificulta. El objetivo de este estudio fue identificar morfologica y
molecularmente las garrapatas que afectan al ganado vacuno del departamento de San
Martin y entender sus relaciones filogenéticas. Un total de 110 especimenes fueron
recolectados de diferentes provincias del departamento entre los afios 2022 al 2024, las
cuales fueron identificadas morfolégicamente siguiendo claves taxondmicas y
molecularmente a través de la amplificacion y secuenciacion del gen COI Los resultados
de este estudio demuestran que Rhipicephalus microplus es la especie mas frecuente en
el ganado vacuno en el departamento de San Martin. Adicionalmente, los datos
moleculares sefialaron que las variantes genéticas de R. microplus en el departamento de
San Martin pertenecen al Clado A, que agrupa a genotipos americanos. Estudios
multilocus adicionales deberian realizarse posteriormente para una mejor comprension de
la diversidad genética y la resistencia a acaricidas de esta especie, que representa serios
riesgos sanitarios y econdomicos en la region.

Palabras clave: Rhipicephalus microplus, garrapatas, ganado bovino, caracteres

taxondmicos, gen COI, salud animal.
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Abstract

Cattle farming is one of the main economic activities in Peru, particularly in the
department of San Martin, where tropical conditions favor the proliferation of ticks,
ectoparasites that negatively impact animal productivity. Considering that the available
information on their identity and genetic diversity is limited, the implementation of
effective control measures is hindered. The objective of this study was to identify, both
morphologically and molecularly, the tick species affecting cattle in the department of
San Martin and to understand their phylogenetic relationships. A total of 110 specimens
were collected from different provinces of the department between 2022 and 2024, and
were identified morphologically using taxonomic keys and molecularly through
amplification and sequencing of the COI gene. The results of this study demonstrate that
Rhipicephalus microplus is the most frequent species infesting cattle in San Martin.
Additionally, molecular data indicated that the genetic variants of R. microplus in this
region belong to Clade A, which encompasses American genotypes. Further multilocus
studies should be conducted to gain a deeper understanding of the genetic diversity and
acaricide resistance of this species, which poses serious health and economic risks in the
region.

Keywords: Rhipicephalus microplus, ticks, cattle, taxonomic characters, COI gene,

animal health.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La ganaderia representa una actividad economica fundamental en el Peru. Segun datos
del altimo censo del INEI del 2012 existen unas 5 156 000 cabezas de ganado a nivel
nacional -de las cuales- casi el 80% se encuentran en zonas de la sierra y selva (INEI,
2012) incluyendo el departamento de San Martin. En este sistema productivo, el ganado
vacuno se utiliza principalmente como fuente de carne y leche (y sus derivados), por lo
que la ganaderia contribuye a la seguridad alimentaria y al sustento econdémico de
numerosas familias. Sin embargo, la productividad de esta actividad se ve amenazada por
diversos factores sanitarios, entre los que destaca la presencia de garrapatas, debido a que
la infestacion de estos ectoparasitos disminuye el rendimiento del animal, aumenta el
costo de produccion y puede transmitir agentes infecciosos. Todo esto representa pérdidas

econdmicas considerables para los productores del departamento.

Las garrapatas son artropodos hematofagos obligados del orden Ixodida, ampliamente
distribuidos en zonas tropicales y subtropicales que parasitan a diversos grupos de
animales vertebrados, incluido el ganado bovino. Se estima que el 80% del ganado de
todo el mundo es afectado por las garrapatas (Alfredo Cortés-Vecino, 2011). Ademas del
dafio directo que genera su alimentacion, las garrapatas son vectores de bacterias, virus,
protozoos y helmintos, los cuales pueden causar enfermedades severas, como la
babesiosis y la anaplasmosis bovina (Singh et al., 2022). También pueden transmitir
enfermedades a los seres humanos, siendo consideradas como responsables de la mayor
parte de enfermedades transmitidas por vectores en ciertas regiones y con nimero de

casos en aumento (Eilbert y Matella, 2024).
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Las condiciones climaticas calidas y himedas en zonas tropicales, como es el caso del
departamento de San Martin, favorecen al desarrollo y proliferacion las garrapatas
durante todo el ano, lo cual agrava la problematica sanitaria si no se aplican medidas de
control adecuadas. Ademas, las modificaciones climaticas asociadas al calentamiento
global, facilitan la expansion de la distribucion geografica, el aumento de las poblaciones
de garrapatas y los riesgos de transmision de enfermedades infecciosas (Tang et al.,

2024).

La informacion actualizada sobre la diversidad y distribucion de especies de garrapatas
que afectan al ganado vacuno del departamento de San Martin es limitada. De acuerdo a
la bisqueda de informacion realizada, la tltima publicacion sobre el tema, que incluye el
departamento de San Martin, es estudio que data del 2023, cuyos datos corresponden a
los afios 2017-2019 (Zambrano Morales, 2023). Ademas, dicho estudio se baso
exclusivamente en caracteres morfologicos para identificar a los especimenes. Esta falta
de conocimiento dificulta la implementacion de estrategias efectivas de control y
prevencion, por lo que es necesario realizar estudios especificos de identificacion y
caracterizacion de estos ectopardsitos, complementando la informacion morfologica con

datos moleculares.

Ante esta necesidad, y considerando que San Martin es una region ganadera, la presente
investigacion fue planteada con el objetivo principal de identificar las especies de
garrapatas presentes en el ganado vacuno del departamento de San Martin, 2024. Se
considera que los datos obtenidos pueden ser utiles para estudios de evaluacion de riesgos
epidemioldgicos asociados a la transmision de patogenos, el desarrollo de planes

sanitarios adecuados y para contribuir a la mejora de la sanidad animal en la region. Esta

16



tesis forma parte del proyecto “Generacién de una vacuna para el control de garrapatas
en bovinos del tropico” presentado por el Instituto Nacional de Innovacidon Agraria
(INTA) y subvencionado en conjunto por el Programa Especial Alto Mayo del Gobierno

Regional de San Martin y el Programa Nacional de Bovinos del INIA.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

Berihum Afera y Jibril (2012), en su estudio “Prevalence and identification of ticks
in cattle in and arroun Mekelle”, que tuvo como objetivo conocer los géneros de
garrapatas que afectan al ganado en los alrededores de Mekelle-Etiopia. Para ello
examinaron 370 animales y recolectaron 1480 garrapatas para identificar su género;
observando que, los géneros Rhipicephalus (46,5%), Boophilus (12,2%), Hyalomma
(5,4%) y Amblyomma (4,1%) fueron los mas prevalentes, ademas que existe una
relacion estadisticamente significativa entre el sexo, la raza del animal, el sistema de
produccion y la composicion corporal con la prevalencia de garrapatas (p<0,005),
pero no con la edad (p<0,005); concluyendo que, existe una prevalencia mayor en
hembras que en machos, en razas locales que exoticas y sistemas de produccion

extensivos que intensivos.

Bustillos Huilca (2014), en su Estudio “Ecologia parasitaria de la garrapata
(Acari:Ixodidae) en bovinos en dos éareas geograficas del Ecuador” Seleccion6 2
fincas de distintos tipos de produccion y las observd por 6 meses con el fin de
determinar la ecologia de las garrapatas en funcion de la época y el manejo de
garrapaticidas. Observo que todas las muestras que recolectaron fueron de la especie
R. microplus y que, ademas, la fluctuacion poblacional estd influenciada por la época,
siendo mayor en la época de sequia. También observd que existe una mayor carga
parasitaria en las vacas de produccion de leche, seguido de los bovinos de produccion

de carne y finalmente los terneros. Sus recomendaciones incluyeron adoptar y

18



mantener un plan sanitario periddico de control de garrapatas, realizando rotaciones

en las areas de pastizales y el uso de garrapaticidas.

Guimaraes Csordas et al. (2016), en su estudio “New insights from molecular
characterization of the tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus in Brazil”, cuyo
onjetivo principal fue realizar la caracterizacion molecular de las garrapatas de las 5
regiones de Brasil e inferir sus relaciones filogenéticas; para ello utilizaron ADN
mitocondrial para caracterizar 10 halotipos del gen COX-1 dentro de las 5 regiones
de Brasil, y observaron que el halotipo “H2” (n=11) era el mas disperso en las
regiones estudiadas, el halotipo “H3” (n=2) fue el que mayor diferenciacion genética
presenta con respecto al resto de halotipos y concluyeron que las diferentes regiones
de Brasil, presentan poblaciones de Rhipicephalus microplus con distintos halotipos

entre si.

Barraza Tizoc (2019), en su estudio “Identificacion Morfologica, Genética y
Georreferenciacion de la garrapata Rhipicephalus microplus en Sinaloa” cuyo
objetivo fue identificar morfologica y genéticamente las garrapatas y su
georreferenciacion en los municipios de Sinaloa, para ello recolectd 2260 garrapatas
de los municipios de Culiacan, Guasave y Elota, México durante el 2014 al 2018. La
caracterizacion morfoldgica fue realizada mediante claves taxonomicas, y la
caracterizacion genética se baso en la secuencia del gen 16s ARNr mitocondrial.
Observo que todas las muestras analizadas fueron identificadas como Rhipicephalus
microplus; concluyendo que su estudio contribuy6 a la identificacion morfologica,
genética y georreferenciacion de la garrapata Rhipicephalus microplus en las zonas

de la sierra, valle y costa del Estado de Sinaloa-México.
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Acevedo-Gutiérrez et al. (2019), en su estudio “Garrapatas duras (Acari:Ixodidae)
de Colombia, una revision a su conocimiento en el Pais” Realizaron una busqueda
sistematica de informacion sobre estudios previos realizados en Colombia respecto a
la identificacion de las especies de garrapatas reportadas en este pais. De este modo;
observaron que existen reportes de 46 especies de garrapatas en Colombia, donde el
género Amblyomma es el que mas variedad de especies reporta (n=29), seguido de
Ixodes (n=11). Estas estuvieron distribuidas en 28 de los 32 departamentos del pais
incluyendo una amplia variedad de hospederos y que, ademas, podrian servir de
vectores en la infeccion por distintos microorganismos que afectan la salud publica

y veterinaria.

En Perq, 2 estudios que buscaron catalogar tanto las especies de garrapatas como su
distribucion nacional. En el primero Dale (1976), en su estudio “Indice-Catalogo
bibliografico de garrapatas en el Peri” elabora una base de datos con las especies de
garrapatas mas importantes en el pais, asi como su distribucion geografica y los
hospederos mas prevalentes, demostrando que Rhipicephalus microplus era la
especie mas distribuida en el pais. El siguiente estudio fue de Need et al., (1991)
titulado “Annotated list of ticks (Acari: Ixodidae, Argasidae) Reported in Peru:
Distribution, Host and Bibliography” en el cual actualiza la base de datos con

informacion mas precisa.

Luego de este estudio, la investigacion se descontinu6 hasta la ultima década, en la

que trabajos de investigacion de ambito mas local, identifican tanto a especies de
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garrapatas como a sus hospederos en departamentos del Peru, principalmente en la

zona Norte y Centro, incluido San Martin.

Rojas Monzon (2022), en su estudio titulado “Identificacion de especies de
garrapatas en bovinos de los departamentos de la region central del Pertt” tuvo como
objetivo describir las especies de garrapatas que afectan el ganado vacuno de la
region central del Peru. Identificod cinco especies, de las cuales Rhipicephalus
microplus fue la més prevalente (82,2%), seguida de Otobius megnini (14,4%) y
concluy6 que tanto la especie mas prevalente como su hospedero presentan una
relacion significativa, y también que existe una relacion significativa entre la region

natural clasificada seglin su rango de altura y las especies de garrapatas.

Otro estudio, Zambrano Morales (2023), titulado “Identificacion morfologica de
garrapatas colectadas en bovinos de la region norte del Pert”, cuyo objetivo fue
identificar morfologicamente las garra patas que infectan el ganado bovino del norte
del pais. Para ello recolectd 1276 especimenes de los cuales identificd ocho especies
que infectan al ganado bovino, Rhipicephalus microplus, fue la especie mas
prevalente (92,6%) mientras que, Otobius megnini fue la segunda (6,0%). La autora
también sefiala que existe una relacion entre la zona de estudio y la especie mas

prevalente como parte de sus conclusiones.
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2.2. Bases Teoricas

2.2.1. Caracteristicas de los Ixodidos

A) Taxonomia

Las garrapatas pertenecen a la clase Arachnida, subclase Achari, y se les
considera dentro del superorden de los Parasitiformes debido a sus
caracteristicas filogenéticas y morfoldgicas, especificamente en el orden
Ixoda. Actualmente se las clasifica en tres familias: Ixodidae, Argasidae y

Nutalliellidae (Rojas Monzon, 2022).

La familia Ixodidae, también denominadas “garrapatas duras”, contiene
alrededor de 720 especies, entre ellas: Rhipicephalus spp., Amblyoma spp.
Ixodes spp, etc; distribuidas en la mayoria de regiones biogeograficas
(Johnson, 2023a). La segunda familia mas grande es la familia Argasidae,
también conocidas como ““garrapatas blandas”, esta representada por 186
especies, las que incluyen Argas spp., Ornithodoros spp. Otobius spp, etc.;
con caracteristicas biologicas y morfologicas distintas a las de las otras
categorias (Avendafio-Reyes et al., 2022). Ambas familias se encuentran
ampliamente distribuidas y poseen un gran numero de especies
hospedadoras tanto de animales silvestres como domésticos y, también, el
ser humano. Finalmente, la familia Nutalliellidae cuenta solo con una
especie representante: Nuttalliella namaqua, reportada en Sudafrica en
1931 (Keirans et al., 1976; Rojas Monzon, 2022). Segun la clasificacion
taxonomica, en América se reporta la presencia de 2 familias: Ixodidae y

Argasidae (Barraza Tizoc, 2019).
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B) Ciclo biologico
Todas las garrapatas pasan por un proceso de metamorfosis incompleta, es
decir que todos sus estadios presentan las mismas caracteristicas de
comportamiento y alimentaciéon (Polanco-Echeverry y Rios-Osorio,
2016). En los estadios inmaduros de larva y ninfa, el intercambio gaseoso
se realiza a través de la cuticula y poseen 6 patas, mientras que las
garrapatas adultas poseen 4 pares de patas y presentan placas espiculares
en forma oval, redondeada o en coma las cuales cumplen la funcion de

respiracion (Stafford, 2007).

Para pasar de un estadio al siguiente, se requiere la ingesta abundante de
sangre. Las especies pertenecientes a la familia Ixodidae se alimentan por
un periodo de 2 al3 dias, durante este periodo llegan a consumir hasta 8.9
mL de sangre. Las garrapatas pertenecientes a la familia Argasidae se
alimentan por periodos cortos de tiempo de 30 a 70 minutos, y pueden
llegar a consumir hasta 10 veces su peso (Bates, 2012). El desarrollo
biologico de una garrapata estd estrechamente relacionado con la
posibilidad de infectar a uno o mas hospederos en el ambiente, asi como
las condiciones climaticas y la existencia de un microhdabitat favorables

(Méarquez-Jiménez et al., 2005).

Para garrapatas de un solo hospedero, como Rhipicephalus microplus,
Dermacentor nintens, Otobius megnini; el ciclo inicia con la eclosion del
huevo, el cual es ovopositado en un sitio protegido y hiimedo por parte de

la hembra gravida denominada “teleogina” (Rojas Monzon, 2022).
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Después de una semana, la larva que se encuentra en la vegetacion busca
un hospedador del cual conseguir alimento (Estrada-Pena, 2015). Para esto
para esto hace uso de o6rganos sensoriales especializados como el drgano
de Haller, que es capaz de detectar el olor y el diéxido de carbono (Pullido-
Villamarin et al., 2016). Una vez que detectan a su hospedador dirigen el
primer par de patas hacia él y se preparan para transferirse al hospedador
por contacto. Luego, la garrapata migra hacia su lugar predilecto en el
cuerpo del hospedador, que puede variar dependiendo de la especie
(Méarquez-Jiménez et al., 2005). Alli comienza a alimentarse hasta
alcanzar la madurez sexual, para luego copular sobre el hospedero o sobre
la vegetacion. Finalmente, luego de la cdpula, la hembra se sigue
alimentando mas rapido para engordar lo suficiente, desprenderse y caer
al suelo para buscar un lugar protegido donde ovipositar (Quiroz- Romero,

2005). Como se observan en la Figura 1.

ety
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Hembras gravidas ponen
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Figura 1. Ciclo bioldgico de las garrapatas de un solo hospedero. Fuente:
Modificado de la pagina del Centro de Control de enfermedades (CDC)
(National Center of Emerging and Zoonotic Infectius Diseases, 2017).
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Existen especies que requieren mas de un hospedero; como las de la
familia Argasidae, cuyas especies pueden requerir mas de dos hospederos,
debido a que poseen dos o mas estadios ninfales (Melendreras-Fernandez,

2019; Quiroz- Romero, 2005; Rojas Monzon, 2022).

C) Alimentacion
Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos estrictos. La alimentacion
hematofaga de los artropodos evolucioné a lo largo del tiempo,
transformandose en un sistema de alimentacidon Unico hace 165-145
millones de afios entre los periodos jurasico a cretacico. Fue en el 2001
que se descubri6 el primer fosil de una garrapata perteneciente a la familia
Argasidae, el cual data del cretacico tardio. Es a partir de este periodo que
se cree que las garrapatas pueden haberse convertido en posibles agentes
patogenos de diferentes enfermedades (Klompen y Grimaldi, 2001;

Marquez-Jiménez et al., 2005).

El especializado aparato bucal de las garrapatas consta de diversas
secciones. El hipostoma, los queliceros, dos palpos, segmentados (en 3 o
4 segmentos) o no, y la base del capitulo conforman el gnatosoma o

“capitulo” de la garrapata (Rojas Monzon, 2022).

Para empezar a alimentarse, la garrapata busca un hospedero donde
habitar, una vez que encuentra uno, se dirige a la zona de su preferencia.
Luego, el parasito introduce el hipostoma en la piel del animal y dado que

su extremo es dentado, perfora la piel y sirve también de anclaje (Walker
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et al., 2003). Ademas, las garrapatas de la familia Ixodidae secretan en su
saliva una sustancia conocida como ‘“cemento”, la cual le sirve para
adherirse al cuerpo; esta sustancia puede producir distintas lesiones, lo cual
genera dermatosis en el hospedero (McGinley-Smith y Tsao, 2003).
Mientras perfora la piel, desgarra los vasos capilares, lo cual genera una
hemorragia cercana a la superficie y genera una lesion. Las garrapatas se
alimentan de esta sangre y de la linfa liberada producto de la lesion

(Walker et al., 2003).

La afinidad y eleccion del hospedero por parte de la garrapata esta
estrechamente relacionada con su método de alimentacion. Si el hospedero
no proporciona una respuesta inmunitaria efectiva, esto podria favorecer

el éxito del parasitismo de la garrapata (Ribeiro, 1989).

D) Caracteristicas morfolégicas
El reconocimiento de estructuras es esencial para identificar garrapatas, ya
que su morfologia difiere segun la familia, género y especie a la que

pertenecen (Rojas Monzon, 2022).

Las garrapatas pertenecientes a la familia Ixodidae, tienen un cuerpo
redondeado sin segmentacion, conocido como idiosoma, y las piezas
bucales o gnathosoma son visibles desde la vista dorsal; algunas especies
pueden poseer 0jos, y también se caracterizan por poseer un dismorfismo
sexual marcado. Ademads, los especimenes de esta familia poseen una

placa esclerotizada o escudo dorsal, lo que les otorga el nombre de
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“garrapatas duras”. En la vista ventral se puede hallar otras estructuras
tales como las placas anales, el espirdculo, la apertura genital, las coxas,

entre otras (Cervantes Santa Cruz, 2018) (Figura 2).

PALPOS

GNATOSOMA
COXA

TROCANTER BASE DEL CAPITULO

PORO GENITAL
ESCUDO
ANO
PLACA ADANAL ALLOSCUTUM
FESTONES

Rhipicephalus sanguineus s.\. N 2 Ixodes affinis

Figura 2. Principales caracteres taxonomicos de tipo morfolégico en individuos
adultos de la familia Ixodidae. Vista ventral de Rhipicephalus sanguineus (A)
y dorsal de Ixodes offnis (B). Fuente: (Bermudez et al., 2018a).

En las garrapatas pertenecientes a la familia Argasidae, el dimorfismo no
es tan marcado, el capitulo solo puede ser observado de manera ventral y
no presentan escudo de quitina, por eso son conocidas como ‘“‘garrapatas

blandas” (Cervantes Santa Cruz, 2018).

2.2.2. Clasificacion

Con la finalidad de una mayor comprension para el agricultor, Walker et al.,
(2003), clasificaron a las garrapatas de acuerdo a ciertas caracteristicas
morfologicas como el aparato bucal, el tamafio y otras estructuras, las
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b)

garrapatas que infectan animales domésticos pueden clasificarse en 5 grupos,

(Anexo 2).

Grupo 1

Se encuentran todas las especies de la familia Argasidae y se diferencian entre
ellas por ciertas caracteristicas como la sutura latera, el tegumento y la
presencia o ausencia de ojos (Bowman, 2011; Rojas Monzon, 2022). Destaca
Otobius megnini, una garrapata de 6mm de tamafno también conocida como la
“garrapata espinosa del oido” (Bowman, 2011; Walker et al., 2003), por
parasitar los conductos auditivos de distintas especies como vacunos, equinos,
conejos, animales domésticos, silvestres y ocasionalmente, al ser humano.
Carece de escudo dorsal, ojos y sutura lateral; posee un tegumento espinoso en
las ninfas y mamelonado en los adultos. Solo las larvas mudan sobre el
hospedero, mientras que, los adultos lo hacen fuera del huésped. Es nidicola y
las hembras pueden poner hasta 1500 huevos (Bowman, 2011; Diyes y
Rajakaruna, 2017; Quiroz- Romero, 2005; Walker et al., 2003). Es causante de
otitis, problemas neurologicos, espasmos y ulceraciones que derivan en

infecciones bacterianas graves (Radman et al., 2008).

Grupo 2

Se encuentras las especies de los géneros Amblyoma e Hyalomma, que suelen
medir de 6 a 7 mm, presentan palpos largos, patas con anillos blanquecinos,
ojos y un escudo dorsal ornamentado, siendo este ultimo su rasgo mas
distintivo (Venzal et al., 2004). La especie mas reportada en Latinoamérica es

Amblyoma triste (Miraballes Ferrer, 2018; Nava et al., 2019a; Rojas Monzodn,
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2022; Venzal et al., 2004; Walker et al., 2003), que posee pluvillus, palpos con
el segundo segmento mas largo, festones y un escudo con una banda central y
rayas castafas (Quiroz- Romero, 2005). La hembra presenta suctum y el macho
consuctum. Requiere de tres hospederos para completar su ciclo, los cuales
puede incluir perros, aves, conejos o roedores (Labruna et al., 2003). Esta
asociada con la transmision de Rickettsia parkerii, un patégeno zoondtico
causante de la rickettsiosis en humanos y perros, siendo un problema de salud

publica (Venzal et al., 2004).

Grupo 3

Se encuentran agrupadas las del género Ixodes, miden entre 3 a 4 mm, no
presentan escudo ornamentado ni 0jos, y se caracterizan por un surco anal en
forma de “U” que rodea las placas adanales. Las hembras tienen un aparato
bucal més corto que el de los machos (Walker et al., 2003). La especie mas
destacada es Ixodes ricinus, comun en Europa, pero también se encuentra en
América y Africa, afectando principalmente al ganado bovino (Walker et al.,
2003). Tiene un ciclo trifdsico que requiere de tres hospederos como aves,
mamiferos, reptiles y humanos (Mora Sandoval, 2018). Esta distribuida en
América, Africa, Asia y Europa (Rich et al., 1995; Rojas Monzén, 2022; Rumer
et al., 2011). Esta especie es conocida por ser vector de patdgenos como
Borrelia, causante de la enfermedad de Lyme (Cervantes Santa Cruz, 2018),
asi como Anaplasma causante de la anaplasmosis y diversas Rickettsias

(Marquez-Jiménez et al., 2005).
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d) Grupo 4
Se encuentran las especies de los géneros Dermacentor y Rhipicephalus,
ambos con coxa espinosa y o0jos (Rojas Monzon, 2022). Dermacentor nintens,
conocida también como “garrapata de la oreja del caballo”, mide alrededor de
3 mm, tiene palpos cortos, escudo no ornamentado y dimorfismo sexual
(Walker et al., 2003). Requiere de un solo hospedero para completar su ciclo
bioldgico, ubicandose en regiones especificas del cuerpo del hospedero,
principalmente equinos (Koller et al., 2017), aunque también se ha reportado
en bovinos (Serra Freire y Miziara, 1989). Estd distribuida desde Estados
Unidos (USA) hasta Argentina, especialmente en zonas tropicales y bajo los
900 m.s.n.m. (Guglielmone et al., 2005), y es el principal vector de la

babesiosis equina (Rodrigues et al., 2017; Rojas Monzoén, 2022).

Rhipicephalus sanguineus, o “garrapata marron del perro”, mide 3 a 5 mm,
presenta base del gnathosoma hexagonal, festones en machos, espiraculos en
forma de coma, y dos placas adanales (Bowman, 2011; Walker et al., 2003).
Su ciclo bioldgico es de tres hospederos, con copula en el hospedero y
oviposicion de hasta 4000 huevos (Bowman, 2011). Presenta preferencia por
los perros domésticos, pero también puede afectar rumiantes y al humano,
debido a su adaptacion a ambientes urbanos y templados (Bowman, 2011;
Marquez-Jiménez et al., 2005). Es cosmopolita, posiblemente originada en
Africa. Transmite Erlichia canis y Rickettsia conorii, causantes de erlichiosis

y rickettsiosis (Pegram et al., 1993).
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e) Grupo5
También conocidas como garrapatas pequenas, de 2 a 3 mm de tamafo, con
espuelas cortas en la primera coxa, pertenecen las especies de los géneros
Margaropus, Haemaphysalis 'y Boophilus (Actualmente subgénero de
Rhipicephalus) (Walker et al., 2003). Se destaca Rhipucephalus microplus,
conocida cominmente como “garrapata del ganado”, con base del capitulo
hexagonal, gnathosoma y palpos cortos, sin festones y 4 placas adanales en

machos (Boada Parra, 2018; Muhanguzi et al., 2020).

Requiere un solo hospedero y su ciclo biolégico tiene una fase parasitica y otra
no parasitica. Las hembras descienden del hospedero para ovipositar hasta 4
400 huevos, cuyas larvas pueden sobrevivir hasta 240 dias sin alimentarse.
Estas ascienden por la vegetacion y completan su desarrollo en el mismo
hospedero (Nuifiez et al., 1982). Este puede ser, generalmente, bovinos, aunque
también puede infectar bufalos, ovejas, caprinos y ciervos (Canti Covarrubias

y Garcia Vasquez, 2013; Nuifiez et al., 1982; Quiroz- Romero, 2005).

Originaria de Asia, ahora es endémica en México, Africa, Centro y
Sudamérica, Asia y varias islas, y ha sido erradicada de USA, salvo casos
fronterizos (Madder et al., 2011; Spickler, 2022). Es el principal parasito en la
ganaderia bovina (Trigueros-V. y Rojas-C., 1999), transmisor de enfermedades
como la babesiosis (Babesia bovis, B. bigemina) (Dias Filho et al., 2005) y la
anaplasmosis (Anaplasma marginale) (Futse et al., 2003), y también puede

transmitir Mycoplasma spp. (Shi et al., 2019).
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2.2.3. Métodos de identificacion de garrapatas

A)

B)

Dos son los principales métodos para identificar garrapatas: el andlisis

morfoldgico y el analisis molecular.

Identificacion morfoloégica. Se basa en el reconocimiento de estructuras
anatomicas propias de cada especie, generalmente a través del uso de claves
taxonomicas, que mediante una serie de preguntas y enunciados conducen a la
identificaciéon del organismo. Entre los rasgos observados para identificar
garrapatas estan: el tamafio, la apertura genital, las caracteristicas del capitulo, y
el dimorfismo sexual entre otras varias. Esta metodologia es utilizada
tradicionalmente, aunque posee ciertas limitaciones, como el tiempo de guardado
de las muestras o la integridad de las mismas, la falta de precision para determinar
subespecies o linajes. Aun asi, esta técnica es suficiente para el desarrollo de un
programa de control y, ademas, es facil, rapida, barata y muy practica (Nava et al.,

2019).

Identificacion molecular. Esta técnica se basa en el uso de marcadores
moleculares de ADN, lo que le permite ser mas especifica al momento de la
identificaciébn de especies, subespecies y linajes puesto que, pueden existir
especies cripticas que, morfolégicamente son indistinguibles, o puede resolver la
identificacién de especimenes incompletos, que, de otra manera, no podrian ser
identificados. Ademas, que con estas técnicas también se pueden identificar
algunos patogenos que con las técnicas de identificacion morfologica seria
imposible determinar. Sin embargo, puede ser muy costosa y requiere de mas

tiempo y personal calificado, lo cual dificulta su accesibilidad a la poblacion en
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general. El secuenciamiento de subunidades ribosomales como 12s, 16s o 18s, la
unidad del citocromo ¢ oxidasa (COI) y el espaciador interno transcrito (/7.S) han
sido utilizados como una alternativa a las limitaciones de la identificacion

morfoldgica (Yssouf et al., 2016).

a) Marcadores moleculares
Tanto las garrapatas duras como blandas pueden ser identificadas con el gen
mitocondrial 16s rADN. Este gen es muy variable entre especies, pero
conservado entre ellas, lo que lo hace ideal para identificarlas (Black and
Piesmant, 1994). Sin embargo, su utilidad es limitada en especies
estrechamente relacionadas entre si, siendo poco efectivo que para especies
mas distantes (Takano et al., 2014). Esto por el alto grado de homoplasia y la
velocidad de evolucion de los genes mitocondriales, los cuales suelen tener
una taza de mutacion mas lenta que el resto (Cervantes Santa Cruz, 2018;
Norris et al., 1999). Se han realizado estudios que determinaron que el gen 16s
rADN es el mas efectivo en cuanto al disefio de primers, la tasa de
amplificacion y la eficiencia al momento de la secuenciacion en una sola

reaccion frente a otros marcadores moleculares (Lv et al., 2014).

Otro gen mitocondrial frecuentemente usado es el 12s rADN (Norris et al.,
1999). Este gen es corto (menos de 450 pb), no presenta heterozigocidad, es
decir que presenta 2 alelos idénticos y no hay variacion en el mismo
individuo; y es util en el andlisis de relaciones intraespecificas o taxas
estrechamente relacionadas; debido a su alto contenido de AT (Lv et al.,

2014). Se ha utilizado para el estudio de ramas filogenéticas recientemente

33



divergidas de garrapatas duras (Lv et al., 2014) . Se utilizé para demostrar
que el subgénero Boophilus surgio dentro del género Rhipicephalus (Beati y

Keirans, 2001).

Los loci no codificantes como el Espaciador transcrito interno (ITS-2, por sus
siglas en inglés) es también usado en la identificacion de especies de
garrapatas. Debido a su alto nimero de copias en la matriz de ADN
ribosomal, este ideal para facilitar su amplificacion por PCR, incluso a partir
de muestras degradadas. Su longitud relativamente corta, ademas de su
presencia en genes ribosémicos conservados, lo hace ideal a la hora de disefiar
primers para diversos géneros de garrapatas, ademds de un analisis
filogenético mas robusto, facilitando la clasificacion de diversas especies. El
gen /7S-2 ha demostrado su eficacia a la hora de identificar 2 especies
estrechamente relacionadas con morfologias similares (Encinosa Guzman et

al., 2016).

El gen del Citocromo C oxidasa Subunidad I (COI) es considerado el codigo
de barras genético por excelencia en animales. Aunque las secuencias de COI
en garrapatas disponibles en GenBank son limitadas (Song et al., 2011), se ha
utilizado con éxito para la creaciéon de un codigo de barras de ADN en
garrapatas de la familia Ixodidae, gracias a los bajos niveles de divergencia
entre especies de esta familia (Lv et al., 2014; Zhang y Zhang, 2014). Se ha
evaluado 4 fragmentos de ADN (COI, 16s, 12s, ITS2) para identificar

garrapatas duras y se ha determinado que el gen COI debe ser la primera
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opcion para la identificacion de especies, en cuanto al estdndar del codigo de

barras de ADN (Cervantes Santa Cruz, 2018; Lv et al., 2014).

El complejo Rhipicephalus microplus agrupa a 6 especies del subgénero
Boophilus, las cuales son R. microplus, R. annulatus, R. decoloratus, R.
australis, R geygiy R. kohlsi. Estas especies son morfoldgicamente parecidas
y, con falta de experiencia en la identificaciéon morfoldgica, son facilmente
confundibles; por ello, diferentes estudios genéticos se han llevado a cabo
para desentrafiar las diferencias moleculares entre estas. El estudio de
Labruna et al. (2009), reporta la presencia de 3 clados dentro del complejo R.
microplus, basado en los cruces reproductivos y resaltando las distancias
genéticas entre ellos por la presencia de descendencia infértil entre
especimenes separados geograficamente. Estudios posteriores como el de
Moudgil et al. (2023), Burger et al. (2014), y (Low et al., 2015), utilizaron
tanto genomas mitocondriales como marcadores moleculares como COI para
demostrar las diferencias genéticas entre las especies de este complejo y
describen confirman la presencia de los 3 clados ya descritos previamente. El
clado A presente en América y Africa, el clado B de China; y el clado C de

India y Malasia.

b) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es una técnica que
amplifica de manera rapida una secuencia especifica de ADN, la cual puede
ser estudiada a gran detalle. Esta técnica usa segmentos de ADN sintéticos
conocidos como “iniciadores” o “primers”, los cuales ayudan a seleccionar el

segmento que queremos amplificar (Smith, 2024). Como parte del proceso el
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ADN de la muestra debe ser desnaturalizado, es decir, separar el ADN en las
dos hebras que lo componen. Luego, una enzima conocida como ADN
polimerasa, se encarga de sintetizar dos nuevas hebras de ADN, a partir de la
posicién de los iniciadores y usando las hebras de la muestra de ADN como
molde. El ciclo de desnaturalizacion y sintesis de nuevas hebras de ADN se
puede repetir de 30 a 40 veces, lo que genera aproximadamente mil millones

de copias del segmento de ADN original (Marmiroli y Maestri, 2025).

Existen diferentes tipos de PCR, pero podriamos clasificarlas principalmente
en 2: técnicas cuantitativas o semicuantitativas de PCR, de las cuales la
principal es la qPCR (PCR en tiempo real) la cual da una idea sobre cuanto
ADN esté presente en la muestra, y las técnicas cualitativas de PCR, que son
usadas para detectar la presencia de un segmento de ADN especifico. Ambas
pueden ser utilizadas en la identificacion de organismos como bacterias y

virus (Rajalakshmi, 2017).

Secuenciacion de ADN. Es una técnica de laboratorio capaz de determinar el
orden exacto de los nucledtidos o bases en una molécula de ADN. Esta
secuencia de bases (A, C, T, G referidas asi por el nombre de las bases
nitrogenadas que las componen) codifican informacion bioldgica de suma
importancia para las células, tales como su desarrollo o funcionamiento.
Establecer la secuencia de ADN puede ser la llave para entender el
funcionamiento de los genes y otras partes del genoma o la relacion entre

especimenes de la misma o diferentes especies (Adams, 2024).
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La secuenciacion del ADN puede ser usada para determinar la secuencia de
un gen individual, regiones genéticas largas como clusters de genes u
operones, cromosomas completos o genomas completos de cualquier
organismo. Es una técnica utilizada en diferentes ciencias como la biologia
molecular, las ciencias forenses, biologia evolucionaria, medicina,

metagenomica y taxonomia (Adams, 2024).

El software de MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), es un
programa ampliamente utilizado en biologia molecular, bioinformatica y
genética evolutiva. Este es capaz de alinear secuencias tanto de ADN como
de proteinas, construir arboles filogenéticos y realizar analisis genéticos y
evolutivos. Fue desarrollado con el fin de facilitar el estudio de las relaciones
evolutivas entre genes, individuos o especies, utilizando datos moleculares
como secuencias de genomas, genes mitocondriales, proteinas, etc (Tamura

etal., 2021).

2.2.4. Importancia de las garrapatas en la ganaderia

Las garrapatas son uno de los principales problemas sanitarios y econémicos en
la ganaderia mundial, principalmente porque afectan directamente a la
productividad al causar diversas afecciones como anemia, lesiones cutadneas,
estrés, disminucion en la produccion de leche y carne, ademas de reducir el valor
de las pieles(Guizzo et al., 2017). Al ser también vectores de diferentes patdgenos
como Anaplasma spp, Babesia spp, Theileria spp, etc (Rodriguez-Vivas et al.,

2018). Los cuales son responsables de enfermedades que generan fiebres, abortos
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espontaneos, alta tasa de mortalidad; ademés de generar altos costos de
tratamientos. A nivel global, las pérdidas economicas derivadas de la infeccion
por garrapatas, ademas de las enfermedades que transmiten ascienden a cientos de
millones de dolares al afio, lo que impacta en los sistemas pecuarios,

principalmente en regiones tropicales y subtropicales (Abbas et al., 2014).

El control quimico basado en acaricidas, aunque efectivo inicialmente, enfrenta
un grave problema de resistencia por su uso continuo y las altas dosis empleadas
que poco a poco pierden efecto en el control, generando altas pérdidas econdomicas
y consecuencias ambientales negativas. Es por ello que las investigaciones
actuales recomiendan estrategias de majeo integrado que incluyan el uso de
acaricidas, la rotacion de pasturas, la examinacion permanente del hospedero, el
desarrollo de vacunas y el uso de alternativas naturales. Estas medidas buscan
disminuir la dependencia de los acaricidas, la reduccion de pérdidas econdmicas
y garantizar la sostenibilidad del control de las garrapatas(Rodriguez-Vivas et al.,

2018).

2.3. Definicion de términos basicos

Gnatosoma: También llamado capitulo, se refiere a la region anterior del cuerpo
de las garrapatas, especializada en la alimentacion y fijacion al hospedero (Nufiez
etal., 1982).

Hipostoma: Es la estructura bucal de las garrapatas, se ubica en la parte ventral y

central del gnatosoma (Nuifiez et al., 1982).
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Telegonia: Son las hembras de garrapata fecundadas que se alimentan del
hospedador y luego descienden para dejar a su descendencia y morir (Nufiez et
al., 1982).

Idiosoma: Es la parte principal del cuerpo de las garrapatas, contiene la mayoria
de los 6rganos internos y externos (Nuiiez et al., 1982).

Clado: Son todos los organismos agrupados que descienden de un mismo ancestro

comun (Castillo-Cer6on y Goyenechea, 2007).
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CAPITULO III

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS
3.1. Nivel de investigacion

La presente investigacion es de nivel descriptivo, dado que buscod describir una
caracteristica de la poblacion estudiada, especificamente la identidad a nivel de especie

de garrapatas en ganado vacuno de una region del Perti.

3.2. Tipo y Disefio de investigacion

3.2.1. Tipo de investigacion

Es de tipo basica, debido a que se enfocd en generar mayor conocimiento cientifico sobre

las especies de garrapatas que infectan el ganado vacuno en una region del Pert.

3.2.2. Diseiio de la investigacion

Es de corte transversal y de enfoque mixto, ya que se realiz6 en un periodo de tiempo
determinado y se combind datos cuantitativos como frecuencias y porcentajes y

cualitativos como la identificacion morfologica y molecular de las garrapatas.

3.3. Material bioldgico

El material biologico estuvo conformado por todas las garrapatas (110) que fueron
colectadas del ganado vacuno de ganaderos agremiados del departamento de San Martin

en el periodo entre los afios 2022 y 2024.
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3.4. Coleccion y transporte de las muestras

Las muestras fueron recolectadas de los bovinos en los predios ganaderos de las distintas
provincias del departamento de San martin (Apéndice 2), por el personal del Proyecto
Especial Alto Mayo (PEAM). El procedimiento utilizado incluyé la inmovilizacion
inicial del animal y luego a la inspeccion del pelaje y piel, desde la cabeza hasta la cola
con énfasis en las orejas, papada, cuello, region axilar, abdomen, glandulas mamarias,
cara interna de los muslos, flancos, dorso, region ano caudal y base de la cola (Anexo 4).
Pinzas planas fueron utilizadas para retirar con mucho cuidado las garrapatas del cuerpo
del bovido y colocarlas en microtubos tipo Eppendorf, de 1,5 mL, con etanol al 70%, para

su conservacion; todas las muestras fueron rotuladas.

Las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Biotecnologia en Sanidad Animal de la
Estacion Experimental Agraria de Bafios del Inca-Cajamarca del Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA), donde se almacenaron en refrigeracion de 4-8 °C, hasta su

analisis.

3.5. Identificacion morfologica de las garrapatas

Las garrapatas se extrajeron de los microtubos de 1,5 mL con pinzas de diseccion y se
transfirieron a una placa Petri para ser observadas bajo el estereoscopio (Nikon SMZ645).
Para la identificacion morfologica de las garrapatas fueron utilizadas las claves
taxonomicas descritas por Walker et al. (2003), descritas en el Anexo 1; y los datos se
anotaron en una ficha de identificacion (APENDICE 1). Una vez identificados, los
especimenes fueron devueltos a los microtubos y conservados en refrigeracion hasta su

uso en la extraccion de ADN gendmico.
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3.6. Extraccion de ADN gendmico de garrapatas

Se utiliz6 el kit de extraccion Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit para
extraer ADN de las garrapatas, siguiendo las especificaciones del fabricante. Para ello los
especimenes fueron extraidos a una placa Petri para que se sequen al ambiente. En un
mortero, una o dos garrapatas fueron trituradas usando un pilén y 15-20 mL de nitrégeno
liquido. El material triturado se transfirié a un microtubo de 1,5 mL estéril con 120 pL de
EDTA 0,5 My 500 pL de solucion de lisis nuclear enfriada en hielo, se adicion6 17,5 pLb
de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubd en agitacion a 55 °C por toda la noche. Al dia
siguiente, se agregd 3 uL de RNAsa, se mezclo por inversion 2-5 veces, se incubd durante
15 minutos a 37 °C y se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos. A
continuacion, se agregd 200 pL de solucion de precipitacion de proteinas y se mezcld en

vortex a maxima velocidad por 20 segundos para luego enfriarla en hielo por 5 minutos.

Se centrifugd a 16 000 g por 4 minutos, se transtirid el sobrenadante a un nuevo microtubo
de 1,5 mL estéril, se agregd 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente, se mezclo
por inversion, se centrifugé a 16 000 g por un minuto, y se decanto6 el sobrenadante con
cuidado de no perder el pellet de ADN. El lavado fue hecho con 600 pL de etanol al 70%
a temperatura ambiente y centrifugacion a 16 000 g por un minuto. El sobrenadante fue
retirado cuidadosamente y el ADN en el microtubo se dejé secar sobre papel absorbente
por 15 minutos. Finalmente, el ADN fue resuspendido en 100 pL de solucién de
rehidrataciéon de ADN con incubacion a 4 °C por toda la noche. La concentracion y
calidad del ADN extraido se midié por espectrofotometria (PCRmax Lambda 3-in-1
spectrophotometer) a través de absorbancia a 260 y 280 nm con 1 pL de muestra

(resultados en el Apéndice 2). E1 ADN gendmico fue almacenado a 2-8 °C hasta su uso.
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3.7. Amplificacion del gen COI

La Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) del gen Cox I se realizd en un
termociclador PCRmax, modelo: Alpha Thermal Cycler 1. Los iniciadores de PCR
fueron: LCO 1490 (Forward): 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ y
HC02198 (Reverse): 5’-AAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3". Los
componentes de la PCR fueron los siguientes: Solucion de Master Mix de Promega
GoTaq® Green Master Mix 1X (12,5 pl), iniciadores a concentracion final 10 mM, cada
uno (0,5 pL), 100 pg de ADN genémico (3,5 pul) y Agua libre de nucleasas para

completar un volumen de 25 pL.

Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 1,5 minutos, 35
ciclos de amplificacion, con desnaturalizacion a 94 °C por 20 segundos, alineamiento a
40 °C por 45 segundos y extension a 72 °C por 45 segundos; finalmente una extension
final a 72 °C por 10 minutos (Black et al., 1994). La amplificacion del gen fue confirmada
por electroforesis en gel de agarosa (al 1,5%). El corrido de las muestras se realizé a 100
V por 40 minutos en buffer TAE (Tris/Acetato/EDTA). El tamafio del amplicon esperado
fue de 710 pb (Silatsa et al., 2019), tamafio que fue confirmado en las bandas resultantes
con el programa GelAnalyzer 23.1.1 (disponible en www.gelanalyzer.com por Lazar Jr.
and Lazar Istvan Sr., PhD, CSc), el cual detecta automaticamente carriles y bandas a partir
de la intensidad de los pixeles. Usando un marcador de peso molecular de 100 pb, se
calibr6 el tamafo de los fragmentos mediante una relacion logaritmica entre la distancia

migrada y el tamafio de la banda.
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3.8. Secuenciacion y analisis de secuencias

Del producto de PCR sin purificar, 20 pL fueron colectados en un microtubo de 0,2 mL
que fue sellado con cinta Parafilm. Las muestras fueron enviadas al proveedor de
servicios de secuenciacion Macrogen (Chile) en una caja de poliestireno, con hielo seco.
Las secuencias de nucledtidos obtenidos fueron procesadas en los programas BioEdit
version 7.7 (Hall, 1999), y FinchTV version 1.5.0 (Geospiza, 2006) con el objetivo de
eliminar regiones de baja resolucion y generar una secuencia consenso, entre las

secuencias forward y el complemento reverso de la secuencia reverse.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se compararon con la base de datos Gen Bank
para identificar a las especies de garrapatas en base al porcentaje de similitud de las
secuencias nucleotidicas, considerando un porcentaje mayor al 90%. Para esto se utilizé
la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et

al., 1990).

Con el fin de clasificar y organizar evolutivamente las muestras obtenidas, se construyé
un arbol filogenético con sus secuencias nucleotidicas y otras secuencias de
Rhipicephalus microplus disponibles en Gen Bank con informacién anotada y
correspondientes a diferentes clados. Para esto, las secuencias fueron alineadas con el
programa ClustalW con el método de “Maxima verosimilitud” (Maximun Likehood) y el
modelo Tamura-Nei con 1000 réplicas (Bootstrap), todo esto dentro del programa MEGA

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2021).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

Un total de 110 garrapatas fueron recolectadas del ganado vacuno del departamento de
San Martin durante la etapa de colecta del presente estudio. La procedencia de las
muestras incluy6 a todas las provincias del departamento de San Martin; un mayor
nimero de especies fueron colectadas en los distritos de Moyobamba (n=28) y Calzada

(n=22) de la provincia de Moyobamba (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion del nimero de muestras de garrapatas (Orden Ixodida) en
el ganado vacuno del departamento de San Martin-Peru, 2024, por provincias y

distritos.

Provincia

Distrito

Numero de muestras

Bellavista

Huallaga

3

San Pablo

El Dorado

Santa Rosa

Huallaga

Saposoa

Lamas

Chufiumbuqui

Mariscal Caceres

Juanjui

Huicungo

N [W N[ =

Moyobamba

Moyobamba

[\
o0

Calzada

[\
(\9]

Habana

Soritor

Yantalo

Picota

Buenos Aires

Rioja

Rioja

Elias Espolin Vargas

Nueva Cajamarca

Pardo Miguel

Yaracyacu

Yorongos

San Martin

Juan Guerra

Santa Rosa

Shapaja

Tocache

Polvora

Tocache

Uchiza

=W I[N =A== W[ (W
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4.1.1 Identificacion morfologica

De acuerdo al andlisis morfologico basado en las claves taxonomicas (Anexos 2 — 4), el
100% de las muestras fueron identificadas como Rhipicephalus microplus. Esta especie
se caracteriza por presentar un gnatosoma corto con base hexagonal y palpos cortos y
anchos, hipostoma con férmula dentaria 4/4 en adultos, 4 pares de coxas, 4 placas
adanales, el poro anal por debajo del cuarto par de coxas sin surco (vista ventral), escudo
corto no ornamentado de color marrdn, presencia de ojos pequefios en el borde posterior

del escudo y seta en forma de “S” en vista dorsal (Figura 2).

46



Figura 3. Caracteres morfologicos propios de la especie Rhipicephalus microplus
observados en los especimenes de garrapatas (Oreden: Ixodida) del ganado vacuno
del departamento de San Martin. A) Vista ventral del espécimen macho; se observa,
Gnatosoma corto (1), cuarto pares de coxas (2) placas adanales (3). B) Vista ventral
de espécimen hembra; se observa, el orificio anal (4). C) Detalle del gnatosoma en
vista ventral se observa hipostoma (5), palpos cortos (6) y base del capitulo (7). D)
Vista dorsal de espécimen hembra; se observa, escudo corto (8) ojos (9) y seta en
forma de “S” (10).
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El anélisis morfologico también permiti6 determinar el sexo y la fase de desarrollo de los
especimenes. Se obtuvo una mayor proporcion de hembras (n=93; 84,5%) frente a los
machos (n=17; 15,5%). En cuanto a las fases de desarrollo, 105 fueron catalogadas como

garrapatas adultas y las 5 restantes como telegonias, es decir, hembras gravidas (Tabla 2)

Tabla 2: Fase de desarrollo y sexo de los especimenes de Rhipicephalus
microplus identificados en el ganado vacuno del departamento de San Martin.

Variable Nivel Conteo Total  Proporcion

Estadio Adulto 105 110 95,5%
Telegonia 5 110 4,5%

Sexo Hembra 93 110 84,5%
Macho 17 110 15,5%

4.1.2. Identificacion molecular

Del total de muestras recolectadas, se logro extraer el ADN de 78, de las otras 32 muestras
no se logrd una extraccion eficiente por pérdida de la muestra o contaminacion. El gen
COl fue amplificado y visualizado en electroforesis en gel de agarosa (Figura 3), como
una banda de tamafo aproximado de 710 pb, segun el andlisis con el software
GelAnalyzer version 23.1.1. (Apéndice 2), lo cual coincidi6 con el tamafio tedrico del

amplicon
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MP 55 58 61 63 93 94 97 101 102

710 pb — — — — — — — — —

Figura 4. Amplicon del gen COI en muestras de garrapatas (Orden: Ixodida) de
ganado vacuno del departamento de San Martin. MP es el marcador de peso
molecular, y los nimeros del 55 al 102 son los codigos de las muestras. Tamafio
aproximado del amplicon ~710 pb.

Todas las secuencias obtenidas del gen COI fueron comparadas con el banco de genes de
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), dando como resultado que todas
pertenecen a la especie de Rhipicephalus microplus, con porcentajes de identidad entre
99,82%-96,75% siendo la de mayor porcentaje de identidad la muestra N° 61 y la de

menor porcentaje la muestra N° 45, con una cobertura del 100% al 94% (Tabla 3).
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Tabla 3: Identificacion a nivel de especie de las muestras de garrapatas (Orden: Ixodida) de ganado vacuno del departamento de San Martin, segin el

analisis BLAST.
CO:lgO Accesion en Genbank Cobertura | Porcentaje de Identidad de la muestra
mue§ tra Descripcion de la accesion (%) identidad
MHS513251.1: Rhipicephalus microplus isolate microplusN1608 cytochrome 0 o . .
45 oxidase subunit 1 (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 9% 96,75% Rhipicephalus microplus
KT906178.1: Rhipicephalus microplus haplotype RmicColTolC cytochrome ¢ o 0 .. .
>3 oxidase subunit [ (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 100% 98,90% Rhipicephalus microplus
KT906178.1: Rhipicephalus microplus haplotype RmicColTolC cytochrome ¢ o 0 - .
>3 oxidase subunit [ (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 100% 99.47% Rhipicephalus microplus
KT906178.1: Rhipicephalus microplus haplotype RmicColTolC cytochrome ¢ o 0 .. .
61 oxidase subunit [ (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 100% 99,82% Rhipicephalus microplus
KT906178.1: Rhipicephalus microplus haplotype RmicColTolC cytochrome ¢ o o - .
63 oxidase subunit I (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 9% 97.:43% Rhipicephalus microplus
93 55;3(1121982481} b lillilépllcgzﬂil:llsc (riI;lcroplus Rm_1FA mitochondrial COX1 gene for cytochrome 97% 97.86% Rhipicephalus microplus
KT906178.1: Rhipicephalus microplus haplotype RmicColTolC cytochrome ¢ o 0 . .
o4 oxidase subunit I (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 100% 97.40% Rhipicephalus microplus
KT906178.1: Rhipicephalus microplus haplotype RmicColTolC cytochrome ¢ o o . .
o7 oxidase subunit I (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 100% 99,65% Rhipicephalus microplus
PQ425341.1: Rhipicephalus microplus voucher M45 NE Sn cytochrome ¢ o o . .
101 oxidase subunit I (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 100% 98,54% Rhipicephalus microplus
OR334946: Rhipicephalus microplus haplotype RmicColTolC cytochrome ¢ o o . .
102 oxidase subunit I (COX1) gene, partial cds; mitochondrial 4% 98,16% Rhipicephalus microplus
103 MT549810.1: Rhipicephalus microplus isolate 445 cytochrome oxidase subunit 1 (COX1) 99% 99.02% Rhipicephalus microplus

gene, partial cds; mitochondrial
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4.1.3. Analisis filogenético

El arbol filogenético generado con las secuencias de ADN de garrapatas del departamento
de San Martin y un grupo de secuencias COI de R. microplus pertenecientes a los clados
de ubicacion geografica distinta, ubico a los especimenes analizados de San Martin en el
clado A, que contiene a las secuencias COI americanas (Figura 4). Cabe sefialar que en
pocos casos los valores de Bootstrap son altos (>70), algunos son moderados (50-69) y

otros son bajos (<50).

En base a la topologia del arbol, las secuencias COI de las muestras 101, 102, 93, 63, 55,
58 y 61 se agrupan en la sub-rama que contiene a R. microplus — USA y las muestras 45;

94, 97 y 103 se agrupan en una sub-rama que contiene a R. microplus - Colombia (Figura

4).
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Figura 5. Analisis filogenético basado en las secuencias del gen COI de las muestras obtenidas de las provincias de Mariscal Caceres (61
y 63), Moyobamba (93; 94; 97; 101; 102 y 103), Rioja (45) y Tocache (55 y 58) con secuencias de diferentes clados de R. microplus y un
grupo externo.
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4.2. Discusion

La identificacion taxondmica de los especimenes de garrapatas colectadas en el presente
estudio se baso en gran medida en el andlisis de caracteres morfologicos. Este método
tradicional es rapido, de bajo costo y puede aplicarse en condiciones que no exigen
infraestructura o equipamiento especializados. Sin embargo, la determinacién basada
unicamente en caracteres morfologicos puede verse limitada por la variabilidad
intraespecifica o el deterioro de estructuras diagndsticas (Nava et al., 2019a). Debido a
esto, utilizar la secuenciacion del gen COI se considero relevante para reforzar el analisis

taxondmico de los especimenes de garrapatas.

El género Rhipicephalus presenta estructuras morfologicas distintivas. Por ejemplo, se
caracteriza por la presencia escudo corto no ornamentado, dos ojos pequeios en el margen
lateral, base del gnatosoma de forma hexagonal y con palpos més cortos que su base, con
formula denticulada 4/4 en adultos, el primer par de coxas con dos espuelas, una mas
desarrollada que la otra, y ademas posee dimorfismo sexual (Pratt y Littig, 1974). Por su
parte la especie R. microplus se diferencia de otras especies del mismo género por
variaciones en el gnatosoma, el color del espécimen y el desarrollo de las espuelas en el
primer par de coxas. Esta especie es bastante parecida y se puede confundir con R.
annulatus, ya que también infestan al mismo hospedero, pero se diferencian en la forma
de las placas adanales y el desarrollo de las espuelas del primer par de coxas, las cuales
son caracteristicas diagnosticas en estas especies (Estrada-Pefia, 2015; Walker et al.,

2003).
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En el presente estudio, el total de muestras analizadas fueron identificadas
morfoldgicamente como Rhipicephalus microplus. Si bien no se pudo observar las
espuelas en el primer par de coxas por la resolucion del instrumento de observacion, la
forma hexagonal de la base de gnatosoma con angulos laterales prominentes, la ausencia
de surco anal en los especimenes hembras y las placas adanales en forma de coma en los

machos permitieron su identificacion.

R. microplus esta ampliamente distribuida en la ganaderia de las zonas tropicales y
subtropicales. Segun Cortés (2010) y de Clercq et al. (2012), R. microplus es el agente
infeccioso mas importante en la crianza de ganado vacuno alrededor del mundo, puesto
que es vector de distintos patdégenos como Babesia bigemina, B. bovis y Anaplasma
marginale. Si bien en Estados Unidos, el control de R. microplus ha logrado erradicarla
casi completamente de su territorio salvo en zonas fronterizas, en el resto de América,
especificamente en centro y Sudamérica, es la especie mas distribuida en las zonas
ganaderas (Evans et al., 2000). A nivel nacional, Zambrano Morales (2023) y Rojas
Monzon (2022), también describen a R. microplus como la mas prevalente entre los
bovinos muestreados en sus respectivos estudios, esto concuerda con los resultados

obtenidos en el presente estudio.

Respecto a la proporcion de sexos observada, el haber obtenido una cantidad mayor de
especimenes hembras adultos se deberia al tipo de muestreo utilizado, puesto que se hizo
de forma manual, retirando a los ix6didos directamente de su hospedero. Son las hembras
adultas las que presentan mayor tamafio y son relativamente mas faciles de observar a
simple vista. Ademas, las hembras, especificamente las hembras ya fecundadas, necesitan

de una mayor demanda de alimento, por lo que pueden aumentar su tamafio y son
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facilmente observadas. En fases previas de desarrollo, las garrapatas suelen tener tamanos
muy pequefios (0,6-4,0 mm), casi imperceptibles, y estas etapas son de menor duracion
(1 a 9 dias), mientras que en fases adultas suelen durar de 16 a 23 dias y medir hasta 7

mm (Nufiez et al., 1982).

El gen COI es utilizado como un marcador de ADN para identificar especies animales,
incluidas las garrapatas, siendo utilizado como un cédigo de barras de ADN (DNA
barcoding). Se ha demostrado también su superioridad en la diferenciacion del complejo
de subespecies de R. microplus con respecto a los demds genes mitocondriales como 12s,
16s o el ITS2 (Sankar et al., 2024a). En el presente estudio el anélisis de la secuencia
nucleotidica del gen mitocondrial COI confirmo los resultados morfoldgicos. Aunque el
numero de muestras identificadas por el andlisis molecular fue reducido (11 muestras),
este fue realizada en muestras de especimenes que compartian los mismos caracteres
morfoldgicos, y que son propios de R. microplus. Estudios como el de Barraza Tizoc,
(2019), utilizé catorce muestras, de las cuales secuenci6 el gen 16s y demostré poca
variabilidad genética entre las poblaciones de diferentes regiones del estado de Sinaloa.
De igual manera, Guimaraes Csordas et al., (2016), utilizaron 22 secuencias del gen CO/
y demostraron la presencia de 10 halotipos en 5 regiones de Brasil sin una diferenciacion
clara en la distribucion de estos halotipos. De este modo, el anélisis del gen COI permitio
reforzar los resultados obtenidos por el analisis morfoldgico, confirmando que las

muestras trabajadas pertenecen a la especie R. microplus.

El analisis molecular permitio generar informacion adicional respecto a la relacion entre
las garrapatas procedentes del ganado vacuno del departamento de San Martin y de otras

partes del mundo. El arbol filogenético generado con las secuencias de R. microplus y
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otras especies de garrapatas (Figura 4), demuestra una estrecha relacion entre las muestras
de San Martin con las de los paises como Colombia y Estados Unidos (USA), las cuales
han sido previamente agrupadas como parte del Clado A (Sankar et al., 2024b). En este
clado se encuentran agrupadas las subespecies de R. microplus pertenecientes a regiones

como Sudamérica, Africa y Asia (Guimardes Csordas et al., 2016).

Diferentes estudios han demostrado una baja variabilidad genética entre poblaciones
pertenecientes a diferentes regiones geograficas (Barraza Tizoc, 2019; Guimaraes
Csordas et al., 2016). Las secuencias obtenidas estan estrechamente relacionadas con las
secuencias de Brasil, Panamé y Colombia, lo que demuestra una estructura geografica
clara que podria estar relacionada con el comercio de ganado y, por consecuencia, el
traspaso de sus garrapatas. Para Sattler et al., (1986), el movimiento constante de ganado
entre regiones puede dar lugar a un flujo de genes suficiente como para evitar una
divergencia genética sustancial entre poblaciones geograficamente distantes. Si bien el
gen COI ha sido ampliamente utilizado por su alta efectividad para identificar clados de
R.  microplus, presenta una resolucion limitada para identificar variaciones
intraespecificas y puede no detectar divergencias poblacionales recientes, es por ello que
se recomienda la incorporacion de otros marcadores moleculares (12s, 16s, ITS2 y Bm86)

en proximos estudios para un analisis mas robusto (Berry, 2017; Sankar et al., 2024a).

Las pequetias diferencias dentro de los subgrupos de R. microplus se deben
principalmente a adaptaciones ambientales (condiciones de humedad y temperatura),
ademas del creciente aumento de la resistencia a acaricidas con las que se controla
(Dominguez-Garcia et al., 2010; Rodriguez-Vivas et al., 2012). La aplicacion extensiva

e indiscriminada de acaricidas ha guiado el aumento de la resistencia a los acaricidas
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quimicos debido a la presion selectiva. Los polimorfismos de un solo nucledtido en genes
diana son uno de los mecanismos més comunes responsables del desarrollo de la

resistencia adquirida a los acaricidas quimicos (Johnson, 2023b).

Las limitaciones, desde el lado de la identificacion morfoldgica fueron principalmente la
resolucion de los instrumentos de laboratorio y la falta de experiencia previa que podria
inducir errores en la identificacion, puesto que existen especies con caracteristicas
similares, es por ello que se utilizo la caracterizaciéon molecular, con el fin de confirmar
la identificacién morfologica. A nivel molecular, la resolucion del gen COI puede no ser
suficiente para comprender todas las relaciones intraespecificas de R. microplus, es por
ello que actualmente se recomienda utilizar analisis multilocus para comprender mas a

fondo estas relaciones.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Rhipicephalus microplus es la Unica especie identificada en el conjunto de
muestras colectadas en el ganado vacuno del departamento de San Martin-Peru,
durante el presente estudio, lo que confirma su alta prevalencia en zonas tropicales

y subtropicales de Sudamérica.

e El analisis molecular fue congruente con la identificacién morfoldgica con lo cual
se respalda la validez del enfoque combinado como un método confiable para la

caracterizacion taxondmica de las garrapatas.

e Las variantes genéticas del gen COI de R. microplus pertenecen al Clado A, del
cual son parte especimenes presentes en diferentes zonas de América, lo cual
sugiere una baja variabilidad genética y una posible dispersion reciente y

homogénea en la region.

e Lamayor cantidad de hembras podria estar relacionada con el método de muestreo

y la estrategia reproductiva de la especie.

e Lapoca resolucion del gen COI para detectar variaciones intraespecificas, resalta
la necesidad de incorporar otros marcadores moleculares para una mayor
comprension de la diversidad y resistencia a los acaricidas de Rhipicephalus

microplus.
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5.2. Recomendaciones

Implementar programas de monitoreo epidemiolodgicos en el ganado del
departamento de San Martin, a fin de detectar oportunamente la presencia de otras

especies y la presencia de patdgenos transmitidos por vectores.

Realizar estudios multilocus utilizando marcadores adicionales, con el fin de
evaluar la variabilidad genética regional y la posible aparicion de cepas resistentes

a acaricidas.

Integrar la informacion generada en este estudio con programas nacionales de
control sanitario bovino, de manera que sirva como base para el desarrollo de
estrategias sostenibles de prevencion de control de garrapatas en el tropico

peruano.
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APENDICES

Apéndice 1: Ficha de identificacion morfoldgica de garrapatas
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Apéndice 2: Mapa de la ubicacion de estudio
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Apéndice 3: Analisis de bandas de electroforesis en el software de GelAnalyzer

23.1.1 - PCR Coxl 30 uL(SYBR® Safe).jpg = (=l X
indows Settings Help

] Profile - Lane #1 Cll=3

- (A 16 BT ER TS rsone |- [R5 I

ganoaE @ @ @

Intensity

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 60O 625 650 675 700 725 750 775

703 035 04 045 05 055 06 065

y = 7012.931° exp(-5 45 *x) - 149,633
R2=10

77



Apéndice 4: Alineamiento de las secuencias del gen COI en MEGA

m M11: Alignment Explorer (Consensus.fasta)

Data Edit Search Alignment Web Seguencer Display Help
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DNA Sequences Protein
Species/Abbrv EEERREENEENEEREE ERE
1.45
2.55
3.68
4. 61
563
6.93
794
8 97
9.101
10.102
11.103
12. 1. ricinus
13 R microplus USA
14.R. simus -
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18. R. australis
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Figura 5. Alineamiento de las muestras con las secuencias obtenidas de
NCBI con ClustalW.
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Figura 6. Alineamiento de las muestras por Clustal W
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Apéndice 5: Parametros de analisis para la construccion del arbol filogenético

r

M11: Analysis Preferences
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ANEXOS

Anexo 1: Clasificacion de las garrapatas segun Walker et.al

Tabla I: Clasificacion de las garrapatas segin sus caracteristicas
morfolégicas (Walker et al., 2003).

Grupo
Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3
Grupo 4

Grupo 5

Tamano*

Grande

Grande

Mediano
Mediano

Pequeno

Aparato bucal
Posicion

Ventral

Anterior

Anterior

Anterior

Anterior

Tamano

Corto

Largo

Largo
Corto

Corto

Otras caracteristicas

Ausencia de suctum (escudo
dorsal) y pulvillus.

Presencia de ojos.

Patas adornadas con franjas
blanquecinas.

Ausencia de ojos.

Patas totalmente oscuras.
Ojos largos.

Primera coxa con espuelas.
Ojos pequeios o ausentes.
Primera coxa con o sin
espuelas

*Tamaifio grande: 6 a 8§ mm; mediano 4 a S mm; pequefio 2 a5 mm
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Anexo 2:

Figura 6. Vista dorsal de la garrapata Ofobius megnini. Fuente: Alec
Gerry (Smythe and Gerry, 2017).

Macho vista dorsal Hembra vista dorsa |

Figura 7.  Vista dorsal del macho (izquierda) y hembra (derecha) de

Amblyomma triste. Fuente: Zambrano-Morales (Zambrano Morales, 2023)
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Figura 8. Ixodes ricinus. A la izquierda hembra adulta; a la derecha macho adulto.
Fuente: Alan Walker (Walker, 2012).

Figura 9. A. vista dorsal y ventral de macho, B. vista dorsal y ventral de la hembra
de Dermacentor nitens. Fuente: Bermudez et.al (Bermudez et al., 2018b).
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Figura 10. Vista dorsal y ventral de macho (A) y hembra (B) de Rhipicephalus
sanguineus. Fuente: Bermudez et.al (Bermudez et al., 2018b).

Figura 11. Vista dorsal y ventral de A. macho y B. hembra de Rhipicephalus
microplus. Fuente: Bermudez et.al (Bermudez et al., 2018b).
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Anexo 3: Procedimiento técnico para la inspeccion del ganado (Rojas Monzon, 2022)

Boophilus Amblyoma Ixodides

Todo el cuerpo del bovino Principalmente tren posterior,  Principalmente cabeza y cuello,
Mayor porcentaje de vulva, zona perineal, cabezay  menos intensidad de infestacion
infestacion en las areas del tren cuello. en el tren posterior.

posterior, regién inguinal y
glandula mamaria.

Figura 6. Ubicacion anatémica referencial de las garrapatas Boophilus,

Amblyoma e Ixodes en el ganado.
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Anexo 4: Claves taxonomicas para la distincion de géneros de garrapatas. Traducido

de Pratt (Pratt and Littig, 1974)

PICTORIAL KEY TO GENERA OF ADULT TICKS IN UNITED STATES
By Harry D. Pratt

L}
Capitulum anterior; scutum present

r
Capitulum inferior; scutum absent
FAMILY IXODIDAE ~ HARD TICKS

FAMILY ARGASIDAE - SOFT TICKS

Female, dorsal

Ventral 1 Dorsol Male, dorsal
r 1 LI 1

Surco anal delante del ano
1

Segundo segmento de palpos

producidos lateralmente.

Margen del cuerpo con
linea sutural definida.

Margen del cuerpo grueso,
redondeado, sin lineas suturales
definidas.

Surco anal detras del ano,
indistinto o ausente.

) &

 — 1 )

Hipostoma con dentadura
bien definida, tegumento
mamilado.

Hipostoma vestigial o sin
dentadura efectiva.
Tegumento tuberculado o

granulado
’ %«
1

Segundo segmento de palpos
no producidos lateralmente.

ORNITHODOROS
L

Tegumento en adultos granular, en
ninfas (estadio habitualmente visto)
muy espinoso. Hipostoma vestigial
en adultos. Habitualmente en
ganado, caballos o conejos

Tegumento en adultos y
ninfas tuberculado.
Hipostoma en adultos en
forma de piramide. Asociado
fon mirridlanne

-

Piezas bucales mucho mas largas
que la base del capitulo.

ﬁﬁ

Piezas bucales del mismo tamafio
que la base del capitulo.

| 0TOBIUS I | ANTRICOLA I

U. S. DEPARTMENT OF HEALTH, EDUCATION, AND WELFARE|
PUBLIC HEALTH SERVICE. COC
ATLANTA, GA., AUGUST 1961

Base del capitulo producido
lateralmente.

| I
=\ <%® >h
o
[apowouns ] '

Base del capitulo no producido
lateralmente.

Escudo con ojos Escudo sin ojos

e

Palpos surcados dorsal y Festones ausentes Palpos no surcados  Festones presentes

ventralmente

o
£ e ° o °
g : \
(rrieicepnatus] (Coermacentor]
X-30
Google INIVERSITY OF MINNE

Once festones Siete festones

ANOCENTOR
=(OTOCENTOR)

e

Figura 7. Claves pictoricas de los géneros de garrapatas adultas en Estados
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Anexo 5. Claves taxonOmicas para la identificacion de Dermacentor nintes y
Rhipicephalus spp. Traducido de Barros-Battesti (Barros-Battesti et al., 2006).

l. Surco anterior al ano, ojos y festones ausentes............. Ixodes.

Surco anal posterior al ano o indistinto, ojos y festones presentes o ausentes

.................................................... 2.

2. Segundo articulo de palpos con una proyeccion saliente externa, ojos ausentes,

escudo no ornamentado...............oeiiiiiiiiiia. Haemaphysalis

Segundo articulo de los palpos sin proyeccion saliente externa, ojos presentes, escudo

ornamentado o no ornamentado......................oeennL. 3
3. Rostro corto, base del capitulo hexagonal, placas ventrales en los
00 o] £ T 1t Rhipicephalus

Rostro largo o mediano, base del capitulo no hexagonal, escudo ornamentado o no

4. Siete festones, escudo no ornamentado, placa espiracular con 6 - 7

POTOS . ettt ettt e et et et et e e e Dermacentor nintes

Once festones, escudo ornamentado o no, placa espiracular con muchos
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Anexo 6. Claves taxonomicas para la identificacion de garrapatas de la especie
Otobius megnini. Traducido de Barros-Batestti (Barros-Battesti et al., 2006)

O 10T o) (<) 1t PP Otobius

OJOS AUSEIILES . . .. v ettt ettt et et et et et e et et et e et et et et e 2

2. Segmento IV de los palpos igual o mas largo que le resto de los

] 018157 411 Argas
Segmento IV de los palpos mas corto de los segmentos I y I1I............... 3

3. Presencia de 3 pares de setas postcoxales.........coovveiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. Antricola
Presencia de 1 par de setas postcoxales o ausentes.................c.evenn... 4

4. Presencia de 3 a 4 pares de setas circumanales.......................... Ornithodorus
Presencia de 5 pares de setas circumanales................cccoeeeeiiininn... Nothoaspis
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