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RESUMEN.

Con el objeto de desarrollar un modelo de simulacion para predecir la evolucion
de la resistencia a flumetrina en B. microplus, primero se examino su modo de herencia,
mediante un modelo F; con cruzas F, reciprocas, de las cepas Aldama (resitente) y
Chiapas (susceptible). Se infestaron aleatoriamente becerros con larvas de seis cepas:
SS (susceptible), RR (resitente), las cruzas reciprocas F2 (RS , SR) y las F2 (RSRS,
SRSR). Estas se probaron con concentraciones seriadas de flumetrina (0.00075, 0.0015,
0.003, 0.006 y 0.012 pg/g). Se probo la hipétesis de herencia monogénica y se
calcularon los factores de resistencia y dominancia efectiva. La resistencia en esta cepa
resultdo autosomica y controlada por mas de un gen. La dominancia dependi6 de la
concentracion: fue casi dominante a la concentracion mas baja y casi recesiva con la mas
alta. La estrategia alta dosis-refugio se examind con un modelo de simulacion
deterministico. Se probaron los porcentajes de refugio 4, 8 y 20, con migraciones de 2,
20, 50 y 100% con valores fijos de frecuencia del alelo de resistencia = 0.01, dominancia
efectiva = 0.1, fertilidad = 50%, supervivencia de 91.98% y 0.01% para los resistentes y
susceptibles respectivamente. Ademas se probo una respuesta inmunologica de 80% (por
seleccion o vacuna) en los no tratados (refugio). La evolucion de la resistencia se retraso
822 generaciones con 20% de refugio y 20% de migracion, mientras que con la
respuesta inmunoldgica se alcanzé la resistencia en solo dos generaciones, debido a la
perdida de susceptibles. Es necesario obtener valores reales para probar el modelo, asi
como evaluar el impacto econdomico y ecologico de esta estrategia. Aunque las
simulaciones proporcionan evidencias de sus ventajas para retrasar la resistencia a
acaricidas, se deben considerar las condiciones bajo las cuales aplican, para el manejo
integral de esta plaga.

Palabras clave: Resistencia a acaricidas, Boophilus microplus, garrapata del

ganado, modelo de simulacion, dosis alta-refugio, genética de la resistencia.



ABSTRACT.

In order to develop a simulation model to examine the acaricide resistance
evolution, firstly it was evaluated the inheritance mode of resistance to flumethrin in
the Mexican Aldama Boophilus m. strain. F; method was used, with reciprocal F,
crosses between susceptible (Chiapas) and resistant (Aldama) strains. Six steers
weighing 250 kg were randomly assigned for each six crosses: susceptible (SS), resitant
(RR), F, reciprocal crosses (SR, RS) and F; (SRSR, RSRS). Bioassays tested all strains
against the flumethrin concentrations (0.00075, 0.00150, 0.00300, 0.00600 and 0.012
ug/g). Single-gene hypothesis was test, and the resistant factor and effective dominance
obtained. Flumethrin inheritance in Aldama strain was autosomal and controled for more
than one gene. Flumethrin resistance depended upon the pesticide concentration used.
Resistance was almost dominant at the lowest dose, conversely, at the higher dose it was
almost completely recessive. Egg-mass shown maternal effects. A high-dose refuge
strategy was modeled with a simple deterministic simulation model. 4, 8 and 20% refuge
with different percentages of migration (2, 20, 50 and 100%) was tested with fixed 0.001
R allele frequencies, 0.1 dominance, 50% of female fertility, 91.98%, 0.01% resistant
and susceptible larvae survival respectively. Additionally an immunologic response
(from selection or vaccine) of 80% in refuge was tested with the same values for refuge
and migration. Results of simulations indicated that resistance was delayed as late as 822
generations with 20% of refuge and 20% of migration. Conversely, with 80% of
immunological response, only two generations was sufficient to resistance development.
It is necessary to obtain more realistic values for the simulations. Economic evaluation
and ecologic impact must be evaluated for this strategy. Although these simulations
provide some evidences for this strategy advantages it must be considered the conditions
upon that advantages apply for the Pest Integral Management in Mexico.

Key words: acaricide resistance, Boophilus microplus, simulation model, high

dose-refuge, resistance inheritance, cattle tick.
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UN MODELO PARA PREDECIR EL TIEMPO QUE TARDA PARA
DESARROLLARSE LA RESISTENCIA DE LAS GARRAPATAS Boophilus
microplus A LOS ACARICIDAS

I.  INTRODUCCION
El control quimico tradicional de las garrapatas mediante tratamiento con
acaricidas al ganado infestado, a tiempos regulares, ha traido como consecuencia una
quimioresistencia y a su vez una modificacion en las estrategias de control hacia una
combinacion de medidas médicas y agronomicas'. Boophilus microplus es una garrapata
del ganado comin en varios paises con climas tropicales y subtropicales. Esta garrapata
de un huésped transmite babesiosis al ganado y provoca pérdidas econémicas directas e

. . : 3
indirectas en la industria ganadera B

. Un objetivo importante en el manejo de
parasitos es retardar la aparicion de resistencia del parasito a los acaricidas de modo que
esto reditue en beneficio de la produccion. Los modelos de resistencia a plaguicidas

pueden ser herramientas Gtiles para trabajar en torno a esos objetivos °.

Se han usado modelos matematicos para describir la dinamica poblacional de los
parasitos, y también para simular el manejo integrado de plagas mostrando el papel de
algunas variables’. Algunos autores han estudiado la dinamica de poblaciones de
Boophilus a través de modelos matematicos, sin tomar en cuenta el desarrollo de

7.8.9.10 = +
219 Otros investigadores han usado modelos para evaluar la

resistencia a acaricidas
influencia de la resistencia a los acaricidas en la dinamica poblacional de la garrapata
del ganado Boophilus microplus, el tiempo de la dispersion de la resistencia a nuevos
acaricidas en poblaciones australianas de B. microplus se estimd en 4-7 afios ''. El
modelo TICK2 '°, considero Ila presencia o ausencia de resistencia a acaricidas en
garrapatas de 1 y 3 huéspedes en Australia para la dinamica poblacional. Con otro
modelo estocastico basado en la distribucion de Weibull se evaluaron los efectos del
nimero de aplicaciones del acaricida, el intervalo entre ellas y su efectividad residual '*.
El efecto de un reservorio de parasitos, se estudié con un modelo deterministico, en una
poblacion susceptible en Boophilus microplus, bajo tratamiento acaricida, asi como el

papel de la inmunidad natural o adquirida del ganado a este parasito ', pero este modelo



no considero la resistencia al acaricida en la poblacion tratada. Mas recientémente‘ se
evalud con un modelo deterministico el efecto de la resistencia de Boophilus spp. en la
dinamica de poblaciones del sur de E .U (Texas); ademas de probar el efecto del manejo
del ganado con rotacion y sin rotacion de potreros '*. En Boophilus microplus, no se ha
establecido el tiempo en que se desarrolla la resistencia a un acaricida, en presencia de

poblaciones susceptibles (refugios).

El conocimiento de las bases genéticas de la resistencia es critico para entender la

evolucion de esa caracteristica dentro de las poblaciones seleccionadas.

Cuando los pesticidas son agentes de seleccion, con igual eficacia de la droga y
una frecuencia inicial equivalente de alelos resistentes, la resistencia se desarrollara mas
rapidamente cuando esta determinada por un solo gen que si es poligénica. Esto ocurre
porque cuando la estructura es poligénica hay mas genotipos con alelos susceptibles (S)
que no son eliminados completamente por el tratamiento antiparasitario y pueden
contribuir a las generaciones futuras *'*. Los estudios en la biologia molecular de
Boophilus microplus realizados recientemente, muestran la variabilidad genética de los

mecanismos de resistencia en garrapatas mantenidas en laboratorio '*'*'"'* E

sa
variacion genética pudiera estar relacionada con los procesos evolutivos asociados con la
adaptacion al habitat que las garrapatas del género Boophilus han sufrido debido a la
separacion biogeégrziﬁca ' aunque también pudiera estar relacionada a los distintos
procesos de seleccion a los que han sido sometidas las diferentes cepas en los

laboratorios donde se conservan '>2%2" .

(3]



Hipotesis
La a los acaricidas en Boophilus microplus esta regulada por mas de un gen.
Dado que los acaricidas son agentes de seleccion, es posible estudiar la

resistencia a los acaricidas, mediante modelos matematicos deterministicos.

Los objetivos del presente estudio fueron:

i) Establecer la presencia de un gen mayor que regule la resistencia a la
flumetrina, un acaricida piretroide en la cepa Aldama de la garrapata del ganado
Boophilus microplus, por medio de un disefio F2, asi como determinar si la resistencia
esta ligada al sexo.

ii) Cuantificar los factores de resistencia de las cepas parentales de Boophilus
microplus Aldama (RR) y Chiapas (SS) y sus cruzas reciprocas F y Fa.

iit) Determinar la dominancia funcional de la resistencia a flumetrina.

iv)Examinar la aptitud de las cruzas reciprocas F, por medio de algunas
variables reproductivas.

v) Obtener un modelo genético, deterministico, para predecir el namero de
generaciones en que aparece la resistencia, basado en la frecuencia de los alelos
resistentes, en poblaciones de Boophilus microplus en presencia de una subpoblacion no
tratada con acaricidas (refugio), en el cual se pudieran evaluar diferentes dosis del
acaricida y los efectos de la inmunidad del huésped, iniciando con distintas frecuencias
del alelo resistente (R), con diferentes proporciones de apareamiento aleatorio entre los

dos habitats (migracion).



1. REVISION DE LA LITERATURA.

1.1 Caracterizacion de las garrapatas.

Las garrapatas son parasitos externos hematofagos de mamiferos, aves y reptiles
en todo el mundo. Se han descrito aproximadamente 850 especies

Hay dos familias de garrapatas, Ixodidae (garrapatas duras) y Argasidae
(garrapatas blandas). Ambos son transmisores importantes de agentes de enfermedades

tanto en humanos como en animales.

1.1.1 Garrapatas: Familia Ixodidae.

Las garrapatas Ixodidae tienen distintas etapas de vida. Las larvas que emergen
del huevo tienen seis patas y buscan a los huéspedes mediante una conducta llamada
"busqueda": hacen un arrastramiento a los tallos del césped o emperchan en los bordes
de hojas en la tierra en una postura tipica con las patas delanteras extendidas, sobre todo
en respuesta a un huésped que pasa. También el dioxido de carbono, el calor o el
movimiento, sirven como estimulo para desencadenar esta conducta. Enseguida estas
garrapatas suben a un huésped que roza sus patas delanteras extendidas. Después que se
alimentan de sangre de un huésped vertebrado, mudan a la fase de ninfa y adquieren
ocho patas. Las ninfas se alimentan y mudan a la etapa siguiente y ultima: el adulto.
Después de alimentarse una vez mas, la hembra adulta con un tamafio aumentado se
desprende y deposita miles de huevecillos en la tierra, muriendo después. Las garrapatas
duras solo se alimentan de sangre durante estas tres etapas de su vida (ninfa, metaninfa y
adulto). Estas garrapatas duras secretan una sustancia tipo cemento producida por las
glandulas salivales, que literalmente las pega en el lugar mientras se estan alimentando,
la sustancia se disuelve una vez que la alimentacion se ha completado. Las garrapatas
Ixodidae se alimentan de sus huéspedes en periodos de tiempo que varian desde dias a
semanas, dependiendo de factores como la etapa de vida, tipo de huésped y especie de

garrapata. La superficie externa, o cuticula de estas garrapatas crece para acomodar el



gran volumen de sangre ingerida, que, en las hembras adultas puede ser de 200-600

veces su peso sin alimentar”™.
1.1.2. Ciclo de vida de las garrapatas Ixodidae.

Estas garrapatas tienen una gran variedad de formas de vida con el objeto de
optimizar sus oportunidades de contactar con un huésped para asegurar su
supervivencia. Algunas de ellas se alimentan en un solo huésped en sus tres etapas de

vida. A estas se les denomina garrapatas de un huésped.

De la familia de garrapatas duras, el género Boophilus de un solo huésped,
completa su alimentacion en aproximadamente tres semanas, preferentemente en
ganado. De esas garrapatas la mas importante es Boophilus microplus. Tiene un
gnatostoma corto con pedipalpos pequefios que estan situados dorsalmente, queliceros y
un hipostoma central que penetra la piel”® El dafio que ocasionan es considerable pues
sus sitios preferidos de alimentacion son a menudo los de mayor importancia para
determinar el valor comercial de la piel. Se encuentra en México, la mayor parte de
Africa, América Central y Sur, Madagascar, Taiwan y Australia, mientras que en
Estados Unidos ha sido erradicada. Infecta una gran variedad de animales incluyendo
bovinos, ovinos, caprinos y caballos, aunque parece preferir a los bovinos. En Australia,
B. microplus se considera el ectoparasito que mas pérdidas causa en la produccion de

ganado ** .
1.2. Problemas causados por las garrapatas en la produccién animal.

El efecto directo de las garrapatas en la produccion resulta del dafio en las pieles
por la picadura, pérdida de sangre y el efecto de toxinas. El dafio directo de la piel
causado por la picadura y los abscesos que se desarrollan en esos sitios repercute en
pérdidas considerables del valor de las pieles. En el caso de las vacas productoras de
leche, estos abscesos generalmente estan involucrados en el dafio y la pérdida de uno o

mas cuartos de la glandula mamaria, con la consecuente pérdida de produccion lactea.



Las picaduras de las garrapatas son una puerta de entrada a bacterias y moscas,
predisponiendo al ganado a miasis e infecciones. La irritacion causada por su picadura
tiene un efecto depresivo sobre la produccion de carne, reduciendo la ganancia de peso
de 0.28 a 0.8 kg por garrapata por afio en animales en crecimiento > .

Boophilus micropius transmite enfermedades como la babesiosis, causada por
Babesia bovis y Babesia bigemina ,conocida también como ‘fiebre de garrapata’,
todavia es una de las enfermedades mas importantes del ganado bovino en climas
tropicales, y ha causado grandes pérdidas economicas. La distribucion de Babesia spp.

627 La importancia

sigue la distribucion de los vectores como Boophilus microplus.
economica de la enfermedad transmitida por esta garrapata no se limita a las pérdidas
causadas directamente por la pérdida de produccion debida a mortalidad, o
indirectamente por los costos de su control. Otro punto es la disminucion de la
produccion potencial, pues, no obstante en algunas regiones el ganado se ha adaptado a
los hemoparasitos locales, la produccion es baja. Esta enfermedad también es una
barrera para mejorar la productividad del ganado por la via de introducir ganado
genéticamente superior, debido a la susceptibilidad de éste a los hemoparasitos que
causan una gran mortalidad, sobre todo en el ganado lechero importado de areas libres
de Babesia spp. *** .

En Meéxico se estim6 en el afio 1969, que las pérdidas anuales debidas a las
garrapatas y a la babesiosis ascendian a unos 110 millones de kg de came y 110 mil
cabezas de ganado vacuno *’. En el afio 1983, en Australia, se encontro que las pérdidas
de produccion en la ganancia diaria debidas a Boophilus microplus en becerros en
crecimiento F; (Bos indicus x Bos raurus) eran menores en otofio e invierno (0.47
g/garrapata repleta), cuando el ganado crece mas lentamente (90 g/dia), que en verano
(0.72-1.52 g /garrapata repleta), cuando los becerros crecen mas rapidamente (310-590
g/dia)*®. En el ganado productor de leche en lactacion, se estimo que por cada hembra
repleta de B. microplus se pierden 89 ml de leche y un gramo de peso’. En
Queensland, Australia, el costo estimado por la infestacion de garrapatas en la industria

lechera (excluyendo costos asociados especificamente a babesiosis) fue en el afio 2001,



de US $4, 096, 000 anuales. Cerca del 49% de este costo esta relacionado con costos de
control y el 51% a perdidas en produccion * De acuerdo con el manual oficial de la
campaia contra la garrapata, en el siglo XIX se identiticaron en México dos especies de
garrapatas Boophilus (microplus y annulatus) y se declaro a la babesiosis como una

barrera para el desarrollo de la ganaderia ** .

1.3. Distribucion de Boophilus microplus en México.

Aproximadamente el 40% del territorio mexicano (197 255 000 Ha), esta
cubierto de pastos naturales y se aprovecha para la cria de ganado, principalmente para
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la produccion de carne™ .

El norte del pais es arido, con precipitaciones que oscilan entre 250 y 400 mm al
aiio’', en esta zona la cria eficaz del ganado requiere una elevada inversion para cubrir la
alimentacion suplementaria de los animales y el riego de los pastos. Mientras que en el
area tropical del Golfo, la costa del Pacifico y las regiones del sudeste, con abundantes
precipitaciones hasta de 3000 mm al afio, permiten el establecimiento de pastos y la cria
de la mayor parte del ganado vacuno en el pdis. Desafortunadamente las condiciones
ecologicas en estas areas favorecen el desarrollo de muchos parasitos externos e internos

del ganado, entre las que destaca Boophilus microplus.

En la Figura | se muestran las predicciones de distribucion en México de habitats
para Boophilus microplus, trazado a través de un método geoestadistico, utilizando
imagen satelital. Aunque en este modelo no se tomarcin en cuenta los tratamientos con
quimicos que se llevaron a cabo en esas zonas, el clima fue el factor que mayormente

determino la distribucion geografica de esta especie’.



Figura 1. Mapa de Meéxico mostrando el habitat favorable estimado para
Boophilus microplus en la zona. También se incluye el sur de EUA en la parte superior

de la figura. Lo mas oscuro es lo mas favorable™.



Los mejores habitats comprendieron dos bandas que siguen la Sierra Madre
‘oriental y la occidental, extendiéndose hacia las costas del Atlantico y Pacifico. Con
excepcion de algunas zonas poco propicias observadas alrededor del sur en las partes
altas de la Sierra Madre, las zonas favorecedoras se extendieron desde Veracruz,
Tabasco, Chiapas, Quintana Roo, y la Peninsula de Yucatan. Los cambios mas drasticos
en la densidad del parasito se observaron en el este de Meéxico, a lo largo de Tamaulipas,
Hidalgo, Puebla y San Luis Potosi. Exceptuando la peninsula de Baja California, el
desierto de Sonora y una gran parte de la region central del pais, México es un pais con
grandes areas cuyo habitat favorece la proliferacion de B. microplus. Estos resultados

son muy parecidos a los que se encontraron en 1987, en México™.
1.4, Control de la garrapata Boophilus microplus en México.

En Meéxico, el control de este parasito comenzo oficialmente en 1924, cuando el
articulo 92 del Reglamento de Policia Veterinaria Sanitaria establecio la necesidad de
controlar el desplazamiento del ganado vacuno desde las areas infestadas hacia las zonas
libres de infestacion de garrapatas Boophilus spp., mediante la utilizacion de baiios
parasiticidas estratégicamente dispuestos en estaciones de cuarentena. Mas tarde, en los
ultimos afios del decenio 1920-29, los granjeros, con la aprobacion de los gobiernos de
los Estados de Chihuahua, Sonora y Tabasco, intentaron combatir las garrapatas
haciendo pasar el ganado por bafios de una solucion de trioxido arsenioso al 0.18-
0.22%. En la década de 1960, los ganaderos de estos y otros Estados, principalmente
" Coahuila, Durango, Zacatecas, Guanajuato, Aguascalientes y Colima, quedaron

totalmente convencidos de las ventajas técnicas y economicas que se podian derivar de
un programa de erradicacion de las garrapatas Boophilus spp. En 1969 Jalisco,
Michoacan, San Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas y Yucatan se unieron a los ya >> de
comprometidos en la campafia, y durante los primeros afios de la década de 1970 los
Estados del sur y sureste entraron también en el programa que abarcaba asi a toda la
Republica Mexicana, creandose en 1975 el Fideicomiso Campafa Nacional Contra la

Garrapata'”. La Campaia se baso en la lucha quimica a traveés de la aplicacion de



acaricidas mediante bafios en el caso de los bovinos productores de carne, y mediante
rociados en los bovinos productores de leche, a intervalos de 14 a 21 dias, segu'n las
condiciones climaticas de la zona. Los acaricidas fosforados organicos fueron los
principales productos utilizados para combatir las garrapatas. El programa establecio
estaciones de cuarentena con bafios a lo largo de las principales vias comerciales por las
que circulaba el ganado® (Figura 2).

En los primeros afos de la campafia se logro reducir las perdidas de carne
debidas a la infestacion de garrapatas, de 30 806 toneladas en 1975, a 7 227 toneladas en
1979** . Entre 1975 y 1985 se incremento considerablemente el numero de bafios de
inmersion con un promedio anual de 2 253 unidades, lo que aumento la cantidad de
tratamientos de ganado infestado y el porcentaje del territorio nacional considerado libre
de garrapata paso del 36.6% en 1975 a 47.9% en 1985 con un avance de 22 millones de
Hectareas. A partir de 1984 las estrategias de la Campaifia cambiaron como consecuencia
de la extincion del Fideicomiso y la aparicion de poblaciones de garrapatas resistentes a
productos organofosforados en una region del Golfo de México y en la Peninsula de
Yucatan®

Desde entonces, el control de las garrapatas Boophilus se ha realizado en forma
individual, por los productores, con asesoria del Gobierno Federal. Actualmente se
consideran libres de garrapatas Boophilus Aguascalientes, Sonora, Tlaxcala y el D.F. y
parcialmente libres a Baja California, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leon, Tamaulipas,
Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Guanajuato, Hidalgo, Estado de Meéxico, Puebla,
Querétaro y Sinaloa™

La erradicacion de este parasito es muy dificil, excepto en islas, donde las
camparias han tenido éxito. En islas grandes o en continentes la situacion es diferente,
aunque la erradicacion en EUA es una notable excepcion. En este caso, la erradicacion
fue posible a través de la aplicacion de medidas legislativas severas. Una de las razones
mas importantes por las que falla un programa de erradicacion es, tal vez, la resistencia

de las garrapatas a los acaricidas®’.
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Figura 2. En 1981 el Programa de la Campaia Nacional Contra la Garrapata™

establecio estaciones de cuarentena con bafios a lo largo de las principales vias

comerciales por las que circulaba el ganado®



1.5. Modo de accion de los acaricidas.

Los modos de accion de los acaricidas varian desde su efecto fisico y metabolico

hasta la interferencia de la conduccion nerviosa.

1.5.1. Organofosforados. Son compuestos que poseen un atomo de fosforo en el
centro de la molécula, son derivados del acido fosforico, cuyos grupos hidroxilo estan
sustituidos por elementos como flior, azufre, cloro, grupos amino y radicales organicos.
Su principio activo esta basado en el bloqueo de la enzima acetilcolinesterasa, mediante
una fosforilacion irreversible, la cual interviene en reacciones de impulsos nerviosos,

z Sy T . s kS
impidiendo su transmision normal desde las fibras nerviosas hasta los tejidos™.

1.5.2. Organoclorados. Los convulsivos que bloquean los canales de cloro,
representan uno de los grupos mas antiguos de insecticidas comerciales. Estos
compuestos originalmente fueron policlorocicloalkanos lipofilicos ambientalmente
estables, tales como el dieldrin y el endrin. De ellos, hoy solo se usan en cantidades
apreciables los materiales mas biodegradables, tales como lindano y endosulfan. La
principal accion téxica de los organoclorados la ejercen sobre el sistema nervioso,
interfiriendo con el flujo de iones a través de las membranas de las células nerviosas,
aumentando de esta forma la irritabilidad de las neuronas, siendo ademas inductores
enzimaticos. El DDT y analogos prolongan el tiempo de apertura de los canales de Na'.
El lindano, el toxafeno y los ciclodienos inhiben el flujo de cloro regulado por el acido
gamma amino butiico (GABA). Los organoclorados, a diferencia de los

i . 38
organofosforados y los carbamatos, no inhiben las colinesterasas™ .

1.5.3. Piretroides. Las piretrinas naturales son extractos de las flores del crisantemo
(Chrysanthemum cineranaefolium). Existen seis piretrinas naturales que son ésteres de
tres alcoholes ciclopentenolones (piretrolona, cinerolona y jasmolone). Los analogos
sintéticos de ‘primera generacion’ resultaron inestables a la luz, en la década de 1960-70
se lograron piretroides fotoestables como la permetrina cipermetrina y fenilvalerato,

llamados de ‘segunda generacion’, la deltametrina y flumetrina fueron piretrinas
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logradas a partir de una sustitucion en los componentes de la formula; la introduccion
del fenoxibencil (por ejemplo, permetrina) o ciertos alcoholes halogenados (por ejemplo,
teflutrina) mejoraron la estabilidad quimica y permitieron el uso del los piretroides en el
campo. Estos piretroides son mas toxicos a menores temperaturas una propiedad Unica
entre los acaricidas. El DDT vy los piretroides tienen dos tipos de efectos en los insectos:
un efecto inicial rapido de abatimiento o derribo conocido como kd (knockdown),
peérdida de movimiento y un efecto letal subsecuente. Los piretroides y el DDT son
neurotoxinas. Producen lesiones similares en las terminales de los nervios motores de
una variedad de especies de insectos, y pueden actuar tanto en los nervios periféricos
como en el sistema nervioso ceniral (la mayoria de los acaricidas pierden accion en los
axones periféricos). Los piretroides que actuan preferentemente en los nervios
periféricos se conocen como tipo I, mientras que aquéllos con accion central
(principalmente los piretroides con el grupo a-ciano) son conocidos como tipo II. A
nivel molecular, los piretroides pueden interactuar con los canales de sodio. Un
incremento en la permeabilidad al sodio esta correlacionado con lesiones funcionales de
los canales de cloro controlados por GABA (acido y-amino butirico) y en el limite

membranal de ATPasas” .

1.5.4. Amidinas. Debido a sus propiedades insecticidas y acaricidas, se han usado
varios compuestos amidinas. El principal compuesto de esta serie era el clordimeform,
pero se ha limitado su uso por su carcinogenicidad. El principal compuesto del grupo
que se usa ain hoy es el amitraz, el cual pasa por una conversion metabolica y se
convierte en un metabolito activo llamado U-40481 o BTS-27271, es ligeramente
soluble en agua, pero es soluble en solventes organicos. Estos compuestos imitan la
accion del neurotransmisor octopamina, el cual regula el comportamiento de excitacion
dentro del SNC y tambien tiene acciones sobre los tejidos periferales. La octopamina se
liga a un receptor que eleva los niveles del segundo mensajero, el monofosfato de
adenosina ciclico (MFA). Entonces, el MFA ciclico inicia procesos que originan
excitacion de las neuronas. En los artropodos, las amidinas causan una

sobreestimulacion de las sinapsis octopaminérgicas, lo cual resulta en temblores,
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convulsiones en los adultos. Estos compuestos causan una verdadera anorexia en los

artropodos y también bajan la reproduccion®™

1.6. Importancia de la resistencia de Boophilus microplus a los acaricidas en

Meéxico.

La resistencia se define como la capacidad de un individuo para sobrevivir a
concentraciones altas de algun toxico que es letal para el resto de la poblacion. La
evolucion de la resistencia ocurre a traves de un proceso de acumulacion genética
(seleccién) cuya consecuencia es que una poblacion se vuelva gradualmente menos
susceptible al toxico***".

Las garrapatas son importantes en la lista de organismos resistentes a pesticidas y.
desde los primeros informes de resistencia a una variedad de arsenicales, se han
publicado ejemplos de resistencia a acaricidas de todas clases, incluyendo los
organoclorados, los organofosforados, los piretroides y las amidinas en una extensa

distribucion geografica mundial **%*.

En Meéxico, la resistencia de Boophilus microplus a los acaricidas
organofosforados se hizo evidente a los pocos afios de que comenzaron a utilizarse en
forma extensiva y periodica, en 1981 (siete afios después del establecimiento de la
Campana) se demostro el primer caso de resistencia al purificarse y caracterizarse la
cepa “Tuxpan” resistente a organofosforados **'”. Posteriormente se caracterizo otra
cepa resistente a organofosforados y organoclorados denominada “Tempoal”. En 1986
se autorizo el uso de los acaricidas piretroides y amidinas para el control de la garrapata.
Ocho afios después se detectaron los primeros casos de resistencia a piretroides en cuatro
Estados de Meéxico con la purificacion de dos cepas denominadas “San Jorge” y “La
Mora” con una marcada resistencia a piretroides y media a organofosforados °.

A partir de estos hallazgos, se inicio un Programa Nacional de monitoreo, con el
objeto de evaluar la situacion de la resistencia en zonas ganaderas consideradas de alto
riesgo. Como resultado de este programa se encontraron otros dos patrones de respuesta.

El primero proveniente de una muestra de la zona sur de Veracruz con resistencia a
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cipermetrina se denominé “Coatzacoalcos™ y otra, con altos niveles de resistencia a
flumetrina se denomin6 “Aldama” *'. En Australia estos mismos patrones de resistencia
habian aparecido hacia 1988 con la cepa “Lamington”, con resistencia especifica a
flumetrina y “Parkhurst” a cipermetrina, deltametrina, fenvalerato y flumetrina'

Entre 1994 y 1999 se hizo un seguimiento de 21 estados en Mexico, de los cuales
15 tuvieron el mayor nimero de casos de doble resistencia, de los cuales Veracruz,
Tamaulipas, San Luis Potosi, Tabasco y Chiapas obtuvieron la mayor cantidad de estos

casos®’.

Recientemente se ha informado sobre el primer caso de resistencia de la
garrapata Boophilus microplus al amitraz en México, la cepa fue denominada “San

Alfonso” y es resistente también a organofosforados y piretroides™.

Factores ambientales, cientificos y econémicos limitan a la industria quimica
para desarrollar y comercializar una sucesion infinita de quimicos con nuevos modos de
accion para reemplazar a los que pierden valor por el desarrollo de resistencia de los
parasitos. Como el problema de la resistencia a acaricidas se ha convertido en un gran
obstaculo para los esfuerzos de control de las garrapatas y las enfermedades que
transmiten en el ganado, es prioritario el desarrollo de estrategias y tecnologia para su

- 47
manejo*’.

1.7. Herencia de la resistencia a acaricidas.

Dos preguntas importantes al respecto son; /cuantos genes se relacionan con la
resistencia? ;hay muchos genes que confieren resistencia para algunos acaricidas, o solo
unos cuantos genes confieren resistencia a un amplio rango de acaricidas? Si hubiera
solo pocos genes principales que confieren la resistencia a acaricidas, seria posible
caracterizar los mecanismos controlados por cada gen y una vez que esto se haya hecho,

r 2 = . 5 5 . ol AT,
seria posible visualizar soluciones para las poblaciones resistentes al control quimico™".



Primero se propuso que la resistencia era debida a varios loci en algunos casos,

. 449 = )
pero en otros podia estar gobernada solo por un gen mayor™ . Durante los afios 60's, se
reconocio que la resistencia a acaricidas se debia a variantes alélicas en uno o dos

. 50.5
i()CJ'"O" 1‘52.53_

Mas adelante, en la década de 1980, por un lado, se declaraba que en
poblaciones de campo, la resistencia casi invariablemente era debida a uh solo gen
mayor ', mientras que por otro lado se sugeria que los cambios ocurrian como resultado
de la acumulacion de mutaciones multiples, cada una de ellas contribuyendo un poco al
total, esto es, la resistencia a acaricidas deberia ser poligénica®. A esta confusion se le
dio una explicacion en el sentido de que los estudios acerca del niumero de genes
involucrados en la resistencia, se realizaban bajo seleccion en laboratorio; como los
alelos que confieren altos niveles de resistencia son raros, para asegurar muestras de
estos alelos a tan pequefias frecuencias iniciales, seria necesario colectar billones de
individuos™, por ello seria improbable que alguna cepa de laboratorio tuviera un alelo
principal para resistencia a un pesticida al cual sus ancestros no se han expuesto, por lo
que una cepa de laboratorio no desarrollaria resistencia monogénica. Mientras que en el
campo, las intensidades de seleccion tan altas a que estan expuestos los insectos
favorecerian alelos de resistencia con efecto mayor °~*. Estas hipotesis se refutaron tras
una revision bibliografica exhaustiva, al observarse que las intensidades de seleccion en
el campo varian ampliamente, llegandose a traslapar con las de laboratorio, y de acuerdo
con resultados basados en un modelo matematico *°, las intensidades de seleccion
tipicas de laboratorio favorecieron la resistencia conferida por genes mayores. Otra
explicacion se ha dado en el sentido de que la evolucion de la resistencia depende de
como se canaliza la variacion fenotipica y la genotipica subyacente durante una
respuesta selectiva. Se favoreceria una respuesta poligénica si la seleccion actuara
dentro de la distribucion fenotipica de los susceptibles, mientras que se podria predécir
una respuesta monogenica si la seleccion se enfocara a mutaciones raras con fenotipos
fuera de la distribucion de susceptibles®®. Los entomoélogos han discutido si la
resistencia es causada por un solo gen o muchos, y una propuesta razonable es que la

resistencia es afectada por muchos genes, pero que la distribucion de sus efectos a lo
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largo de los loci no es uniforme, solo uno o unos pocos /oci dan cuenta de la mayoria de

. .14
la resistencia '*.

1.8.  Estudios de herencia de la resistencia a acaricidas en garrapatas Boophilus

microplus.

Los primeros autores que trabajaron con dos cepas Australianas de Boophilus
microplus; una resistente a diazinon y otra a clorpirifos (organofosforados), encontraron
que la resistencia se debio a dos genes complementarios que mostraron dominancia
incompleta®. Mientras que otros investigadores sugirieron que en una cepa de
garrapatas Boophilus microplus, de origen mexicano, la resistencia fue multigénica
debido a que en su estudio de seleccion la resistencia llegd arriba de la concentracion
que originalmente eliminaba al 100% de las garrapatas, con el argumento de que este
resultado solo pudo darse por una recombinacion de genes que causaron un efecto
aditivo® .

Sin embargo, investigadores que trabajaron con las cepas mexicanas Tuxpan,
resistente a acaricidas organofosforados, y Tempoal, resistente a organofosforados y
clorinados ciclodienos, encontraron una resistencia autosomica controlada por un gen
simple®, lo cual coincide con los estudios donde se ha encontrado un sélo mecanismo de

resistencia en la cepa Tuxpan, por la via metabolica SR

1.8.1. Mecanismos de resistencia a los acaricidas.

La resistencia a acaricidas es basicamente el resultado de varios mecanismos, de
los cuales los mas importantes son: la reduccion de penetracion del toxico por una
accion fisica y los que tienen bases bioquimicas. Las dos maneras mas importantes de la

resistencia bioquimica son:



a) Un aumento de la detoxificacion por enzimas, que ocurre cuando se evita
que el insecticida alcance su sitio de accion debido a que las actividades de las enzimas
esterasas, oxidasas y glutation S-transferasas (GST) se encuentran modificadas®’ y

b) Insensibilidad en el sitio blanco, que ocurre cuando el insecticida ya no se
une a su blanco debido a que los aminoacidos responsables de que el insecticida enlace
en su sitio de accion, se encuentran alterados, por lo cual éste es menos efectivo o
incluso inefectivo; el blanco de los organofosforados (Ops) (ej.: malation) y carbamatos
(ej: propoxur) es la acetilcolinesterasa en las sinapsis de los nervios, mientras que el
blanco de algunos organocloradés, DDT vy piretroides sintéticos son los canales de sodio

de la vaina de los nervios®®.

1.8.2.  Mecanismos de resistencia en garrapatas.

En Boophilus microplus, la reduccion en la penetracion del compuesto solo se ha
observado en una cepa de laboratorio y sélo con isomeros de cipermetrina. Sin embargo,
no se ha observado con isomeros de permetrina® . Este mecanismo no parece ser
importante en organofosforados debido a que las cepas resistentes y susceptibles de 5.
microplus han mostrado proporciones similares de penetracion cuticular de

7
Coumafos’™”!

. En cuanto a los mecanismos de detoxificacion, se propuso que la baja de
sensibilidad a los acaricidas y reduccion en la reactividad normal hacia el sustrato
pueden estar intimamente relacionadas y podrian estar controladas por el mismo sitio

alterado en AchE (acetilcolinesterasa)’”.

Otros autores, plantearon que el incremento en la detoxificacion metabolica
puede estar relacionado con un aumento de la actividad de esterasa en B. microplus
resistentes a organofosforados ""**. Aunque encontraron que la cantidad de productos
metabolicos en una cepa resistente de B. microplus fue mayor que en la susceptible,
ellos explicaron que la diferencia era insuficiente como para vincularla con la magnitud

de la resistencia observada.

La insensibilidad del sitio blanco en la resistencia al efecto knockdown (kdr) se

ha detectado en cepas de B. microplus resistentes al DDT, con resistencia cruzada con
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piretroides”’, este mecanismo parece ser comun en poblaciones resistentes a

2 7374
organofosforados ™"

1.8.3. Estudios sobre mecanismos de resistencia en cepas mexicanas de garrapatas

Boophilus microplus.

Las diferentes cepas de Boophilus microplus tienen varios grados de resistencia
a los diferentes acaricidas. Las cepas Tuxpan y Coatzacoalcos (Cz) son altamente
resistentes a coumaphos, pero la primera ha sido seleccionada para resistencia a este
organofosforado'”, mientras que la Coatzacoalcos se seleccioné para resistencia al

piretroide, permetrina’’.

Como resultado, en la cepa Tuxpan el mecanismo de resistencia al
organofosforado parece deberse mayormente a una actividad aumentada de esterasa®,

especificamente carboxilesterasa®®

. En esta cepa no existen evidencias de cambios
estructurales que le confieran la caracteristica de insensibilidad de sitio blanco a los

acaricidas organofosforados®’.

Por otro lado, en la cepa Coatzacoalcos se han encontrado dos mecanismos de
resistencia a acaricidas. El primero debido a una sustitucion Phe—lle en el canal de
sodio dominio III segmento S6, con un efecto kdr™: el segundo, debido a una sustitucion
G—A en el nucledtido 1120, que probablemente codifique la esterasa CzEst9, que
muestra una elevada actividad en esta cepa de Boophilus microplus, y que tiene como
resultado una substitucion del aminoacido Asp — Asn y la creacion de un sitio de
restriccion Eco RI'*; es probable que esta mutacion esté relacionada con un aumento
de la hidrolisis de permetrina mediada por esterasa’®. Mediante analisis de PCR-RFLP se
detecto este alelo mutado en garrapatas individuales, la frecuencia de este alelo fue mas
alta en la cepa Cz”°, a partir de estos hallazgos, se sugirio que la resistencia a piretroides

en la cepa Cz debida a la esterasa CzEst9 puede depender mas de la concentracion de

esta esterasa que de la presencia de un alelo mutado’®,
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El mecanismo que interviene en la resistencia a organofosforados en la cepa
Tuxpan es diferente del que confiere a la cepa Cz un nivel bajo de resistencia a
coumaphos®® .

El mecanismo de insensibilidad de sitio blanco que consiste en una sustitucion
Phe—lle en el canal de sodio dominio Il segmento S6 ***' se ha detectado
primordialmente en dos cepas altamente resistentes a permetrina: Corrales y San Felipe,
que mostraron patrones polimorficos, estas cepas han sido seleccionadas para
resistencia a permetrina durante varias generaciones °, y tienen una alta incidencia del

alelo sustituido en el canal de sodio, lo cual indica un fuerte mecanismo kdr *%'.

La cepa Mora, altamente resistente a piretroides (cipermetrina, permetrina) vy
medianamente a organofosforados (coumaphos)®®, muestra una actividad de esterasas
aumentada, en comparacion con la cepa suscep{ibleﬁs, aunque no se ha estudiado si en

esta cepa también esta presente la mutacion del gen en el canal de sodio.

La cepa Cz tiene un nivel moderado de resistencia a permetrina comparada con
las cepas que poseen la mutacion del canal de sodio: San Felipe y Corrales”. La
sustitucion en el gen hipotético codificante de carboxylesterasa en B. microplus,
conocido ahora como CzEst9 ocurre a mayor frecuencia en la cepa Cz que en la San
Felipe”®, la incidencia de este mecanismo de resistencia a piretroides mediado por
esterasa en la cepa Cz”° podria sugerir que garrapatas Boophilus microplus resistentes a
organofosforados cuya resistencia es debida a un aumento de la actividad de
carboxilesterasa, al ser seleccionadas con un acaricida de diferente mecanismo de
accion, como lo es un piretroide, desarrolla la resistencia a este ultimo a partir de un
mecanismo mediado por esterasas, aunque también puede estar presente el mecanismo

de resistencia de insensibilidad de sitio blanco.

Los estudios de los mecanismos genéticos de la resistencia en cepas mexicanas
de Boophilus microplus arriba mencionados indican que la resistencia presenta

65,66,75.81 .
. Lo cual sugiere que la

heterogeneidad genética entre las diferentes cepas
resistencia se desarrolld independientemente en esas poblaciones™ con distintas

soluciones genéticas® .



De acuerdo con lo anterior, en las cepas mexicanas de laboratorio resistentes a
los acaricidas orgaﬂotbsforados y piretroides, existen al menos dos mecanismos de
resistencia, mediados por al menos dos genes; ademas, pareciera ser que la presencia de
estos genes depende de la manera en que ocurre la seleccion, ya sea seleccionar para la
resistencia a un solo acaricida o, una vez que la cepa es resistente a un acaricida,

P 5 . s i ww Th
seleccionar para su resistencia a otro, con diferente mecanismo de accion .

1.9. Genética poblacional de la resistencia.

Dentro de cualquier ecosistema integrado por parasitos, existen dos sub-
poblaciones®. Una de ellas se encuentra desarrollando su fase parasitaria, la otra es la
que se mantiene en estado libre. Ambas sub-poblaciones son interdependientes. La sub-
poblacion de estadios libres (huevo y larvas) no esta directamente afectada por la
aplicacion de acaricidas, o antihelminticos, por lo cual se dice que se encuentra en
‘refugio’™.

Esto ocurre siempre independientemente de la composiciéon genotipica de la sub-
poblacion y de que existan individuos en muy baja frecuencia capaces de resistir niveles
mas altos del quimico (etapa de desarrollo).

Muchos individuos en estado libre, pueden perderse como consecuencia de
condiciones ambientales (calor, rayos solares, déficit de humedad), depredadores o,
simplemente por que no tuvieron éxito con el huésped (bovino). Una vez en el animal,
los individuos resistentes estaran tambien sujetos a pérdidas provocadas por la
inmunidad del mismo. Finalmente, solo aquellos individuos que han sido expuestos a
quimicos y que han desarrollado exitosamente su fase parasitaria, tendran relevancia
epizootioldgica ya que produciran nuevas generaciones que aumentaran la frecuencia de
resistentes.

Es muy importante considerar la resistencia como un fenémeno de poblacion mas
que individual. Dentro de la poblacion de individuos resistentes pueden encontrarse
individuos sensibles. Esto significa que, cuando la poblacion en ‘refugio’ es pequenia, el

uso de quimicos puede llevar a una rapida seleccion de resistencia y al contrario, cuando
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la poblacion en ‘refugio” es grande, la seleccion para resistencia es menor, de forma que
los individuos susceptibles produciran un mavor efecto de dilucion de la resistencia.

Ambas sub-poblaciones son dinamicas y varian cualitativa y cuantitativamente
en sucesivas estaciones y afios. La emergencia de la resistencia a quimicos no solo
depende de la poblacion de individuos sobrevivientes a los tratamientos, sino también
del tamafio y la composicion de las poblaciones en ‘refugio’ (susceptibles) o

El tipo de evolucion genética que sigue a la resistencia puede ser poligénica o
monogénica, en el primer caso, la evolucion es mas gradual y lenta, mientras que si es
determinada por un solo gen la seleccion es subita y de aparicion mas rapida, esto ocurre
porque cuando la estructura es poligénica hay mas genotipos con alelos S (susceptibles)
que no son eliminados completamente por el tratamiento antiparasitario y pueden
contribuir a las generaciones futuras® .

Si se parte del criterio que la resistencia es monogénica, o sea que esta ligada a

un solo gen, pueden existir tres genotipos en una poblacion:

1. Homocigodticos susceptibles (SS). Presentes muy frecuentemente en

aquellas poblaciones donde no existe historia de aplicacion del producto

quimico.
2. Heterocigoticos susceptibles-resistentes (SR).
3, Homocigoticos resistentes (RR). La frecuencia de individuos resistentes

se incrementa de manera progresiva y el insecticida pierde su efectividad.

La resistencia a acaricidas, es entonces, una respuesta fenotipica resultado de la
seleccion mediante los pesticidas, de genotipos especificos que regulan o refuerzan un
mecanismo de defensa particular®

No se sabe cuantos genes pueden causar resistencia. Los datos de esterasas y
citocromo P450s sugieren que muchos genes pueden producir el mismo tipo de
resistencia’®’. Como se distribuyen los genes resistentes dentro y entre poblaciones

tampoco es claro y requiere mas estudios.
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El cambio en la tasa de la frecuencia alélica en una poblacion, depende de la
frecuencia alélica inicial, la dominancia, la adaptacion relativa de los distintos genotipos
y la estructura de la pobIacién“T.

De particular importancia es entender el flujo de los genes de resistencia y los
costos biologicos de la resistencia porque sin esta informacion no sera posible disefiar
programas de control®*.

Medir la frecuencia inicial de los alelos de resistencia en una poblacion antes de
la seleccion a un acaricida es muy dificil. El fenotipo de resistencia, se detecta solo
cuando la resistencia se ha desarrollado ya, es decir una vez que el acaricida se ha
utilizado. Basandose en la teoria de que la frecuencia de cualquier alelo previa a la
seleccion se mantiene en equilibrio entre la generacion de nuevos alelos por mutacion y
la seleccion es en contra de los genotipos heterocigéticos (porque los homocigotos
resistentes son tan raros que no se toman en cuenta), algunos autores han supuesto
frecuencias iniciales del alelo R de 0.001%”, o de 0.005™.

El nivel de dominancia a un pesticida puede cambiar, dependiendo de algunas variables
ambientales, como la dosis. La mayoria de los genes que contribuyen a la resistencia de
las toxinas son recesivos o muestran dominancia incompleta; y, tanto los individuos SS,
como los SR son generalmente susceptibles a los acaricidas, solo los homocigotos (RR)
son dificiles de eliminar. La dominancia efectiva, determina el grado de dominancia a
través del nivel de mortalidad (ML) para una concentracion dada de acaricida’.

Dy = (MLgs — MLss) / (MLgr — MLgs). Dy varia entre 0 y 1 (0= la resistencia es
recesiva y 1= la resistencia es dominante)”' .

En una escala de evolucion en el tiempo, aparentemente las plagas desarrollaran
multiples y diversos mecanismos para sobrevivir a temperaturas extremosas, quimicos y
otras tensiones medioambientales. De esta manera, se esperaria que la mayoria de las
plagas desarrollen resistencia a la mayoria de los plaguicidas si se sujetan a una
seleccion sostenida y adecuada’. Se puede suponer que el desarrollo de la resistencia es

casi inevitable y el punto no es si se desarrollara resistencia sino, cuando tendra lugar.



1.10. Simulacion de resistencia a acaricidas en Boophilus microplus.

En el caso de Boophilus microplus, los modelos desarrollados para la dinamica

1297 muestran la importancia de las medidas de control en las plagas.

de las poblaciones
Sin embargo no se han desarrollado modelos para conocer la evolucion de la resistencia
de este parasito a los acaricidas, como en otro tipo de plagas donde han sido utilizados

para evaluar diferentes opciones para el manejo de la resistencia®’***%

. A través de
ellos se ha mostrado por ejemplo que reducir el uso de pesticidas es uno de los
elementos esenciales en cualquier programa de manejo de resistencia.

Con los resultados de los modelos de simulacion en 5. m:’crop!u.s‘?‘s‘g'w'”’ se
puede decir que cuando no hay resistencia a acaricidas, ni la migracion ni la induccion
de inmunidad por parte del huésped son importantes’, sin embargo, cuando existen
garrapatas resistentes a un acaricida, el que sobrevivan parasitos susceptibles, a partir de
migraciones desde poblaciones no tratadas, es crucial para mantener la efectividad del
mismo"?.

El proceso de estimacion de la influencia de los factores biologicos y
operacionales que aumentan los genotipos resistentes en la poblacion expuesta a
acaricidas valora el riesgo de la evolucion de resistencia”. Dentro de los factores
genéticos y biologicos que no pueden manipularse estan el numero de genes de
resistencia, su frecuencia en la poblacion y otras caracteristicas biologicas de la
garrapata y el huésped. Solo pueden controlarse las dosis del acaricida (concentracion y
frecuencia), la proporcion de las garrapatas expuestas a los acaricidas (a traves de la
proporcion de animales tratados) y otras practicas que pueden alterar el crecimiento y
adaptabilidad de los genotipos resistentes, como por ejemplo disminuir la ‘tasa de
encuentro’ de las garrapatas con el huésped (bovino), o mantener poblaciones

susceptibles” .
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1.11. La estrategia Dosis alta-Refugio.

La estrategia dosis alta-refugio, consiste en exponer una parte de la poblacion
de garrapatas a una concentracion alta de acaricidas, mientras se mantiene otra parte de
la poblacion en un refugio donde no se trata con acaricidas. Si estas poblaciones estan a -
una distancia cercana, se espera que las garrapatas susceptibles (SS) que sobreviven en
los huéspedes no tratados se apareen con los resistentes (RR) sobrevivientes de los
huéspedes tratados, de forma que las crias heterocigoticas (SR) al ser tratadas con una
dosis alta de acaricida no sobrevivan. Segin la teoria de genética de poblaciones *”** y
experimentos con la toxina de Bacillus thuringiensis™°, esta estrategia retardara la
resistencia si se implementa apropiadamente. Asi, la estimacion del riesgo de resistencia

a un agente acaricida es similar a predecir la vida efectiva de una tecnologia dada para

controlar las garrapatas.

La estrategia dosis alta-refugio tiene tres supuestos esenciales'™":
i. Los genes de resistencia deben ser tan raros que mas bien provengan de
los individuos heterocigéticos (un individuo heterocigoto RS solo tiene una
copia de el gen de resistencia)
ii. Los genes de resistencia deben ser casi recesivos en presencia de dosis
altas del acaricida (dominancia efectiva)’’. La supervivencia de los RS es
baja.
iii. Los adultos se aparean aleatoriamente, de forma que se obtenga una gran
cantidad de heterocigoticos RS.

La meta de la estrategia dosis alta-refugio es asegurar que la dominancia efectiva
de todos los alelos resistentes se aproxime a cero. Si el acaricida no elimina a los
heterocigoticos, estos individuos seran mas numerosos en la poblacion, aumentando la
tasa de evolucion de la resistencia. Bajo estas circunstancias, los heterocigoticos se
convierten en una gran fuerza para el desarrollo de la resistencia, a menos que se
produzca un gran numero de adultos susceptibles (SS) en refugios, para reducir la

frecuencia de los alelos R. La idea es que se elimine a los RS, si estos individuos no se
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aparean, entonces los adultos RR tendran mas posibilidades de aparearse con los
individuos SS, dando como resultado individuos SR que pueden eliminarse por medio de
la dosis alta del acaricida '*'

Los factores criticos del sistema son entonces, el tamano del refugio con respecto
a la poblacion tratada, la cantidad de garrapatas que se aparean aleatoriamente y que
ovipositan aleatoriamente (distancia entre las dos poblaciones), la frecuencia de los
alelos resistentes R y la mortalidad de los tres genotipos (SS, RR y RS) causada por el
acaricida (dosis).

En Boophilus microplus no se ha desarrollado ningun modelo para probar esta
estrategia de dosis alta-refugio, para lo cual es primordial determinar si en estas
garrapatas se puede considerar también la dominancia efectiva, de tal forma que al
aumentarse la dosis de un acaricida la resistencia a ese acaricida sea casi recesiva. En tal
caso podria intentarse esta estrategia para retardar la aparicion de resistencia.

De los modelos desarrollados para probar esta estrategia para retardar la resistencia de
los parasitos del maiz y algodon transgénico para las toxinas de Bacillus turingiensis
ITI02103.104.103 o] modelo mas acorde a la dinamica del ciclo de Boophilus microplus es
el desarrollado para Ostrinia.nubilalis'® que maneja parametros como la migracion
tanto de machos como de hembras antes del apareo y la de hembras después del apareo,
situacion semejante a la de Boophilus microplus, pues las hembras repletas al
desprenderse pueden distribuirse en el terreno de la misma manera en que se distribuyen
los animales tratados o no tratados y las larvas en fase parasita pueden subir a los
animales tratados o no tratados dependiendo de la manera en que estén distribuidos.
Ademas en este modelo es posible introducir el efecto inmunolégico natural o por
vacuna en los animales no tratados con el acaricida, ya que este factor no influye en la

seleccion de la resistencia al acaricida en cuestion.
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1. MATERIAL Y METODOS

El proyecto se llevo a cabo en dos fases; primeramente se caracterizo mediante
un experimento, el tipo de herencia de la resistencia a flumetrina. Esta fase se
desarrollo en el Centro nacional de Parasitologia ubicado en Jilotepec, Morelos.
Posteriormente se elabord un modelo deterministico con objeto de predecir el nimero
de generaciones que tarda el alelo R (de resistencia) en alcanzar una frecuencia de

alrededor de 0.5, que indica que la poblacion es resistente'””.
1. PRIMERA FASE.

Modo de herencia de la resistencia a flumetrina en la cepa Aldama de

Boophilus microplus.

1.1.  Cepas de garrapatas: Se utilizaron dos cepas de Boophilus microplus. La cepa
susceptible (SS) se aislo de una poblacion de campo en Chiapas y mostro ser susceptible
a organofosforados y piretroides. La cepa resistente (RR) Aldama fue aislada
originalmente de una poblacion resistente a flumetrina en Tamaulipas, México, que
desarrollo resistencia en respuesta a los tratamientos intensivos con flumetrina en esa
zona®. Esta cepa se cultivd en el laboratorio del Centro Nacional de Parasitologia
ubicado en Jiutepec, Morelos, durante nueve generaciones, bajo presion de seleccion con
flumetrina para eliminar los individuos susceptibles y mantener la resistencia. En cada
generacion se utilizaba para seleccionar la CLsp (Concentracion Letal 50%.
Concentracion del toxico que elimina el 50% de los individuos) calculada con las larvas
obtenidas. Las sobrevivientes continuaban su ciclo sobre un bovino.

1.2 Acaricida: Se utilizo flumetrina, un piretroide de tercera generacion'”. Se
eligio este acaricida debido a que en las pruebas con paquete de larvas, hechas para los
piretroides cipermetrina, deltametrina y flumetrina asi como para el organofosforado

coumaphos; la cepa Aldama solo mostro resistencia a flumetrina.

(9]
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Para formular las diferentes dosis utilizadas en el experimento se uso
flumetrina en grado técnico de pureza al 58.78%. Primero se prepard una solucion
madre del acaricida, con una mezcla de aceite de olivo (solvente primario) y
tricloroetileno (solvente volatil) a razon dé 1:2. La dosis mas alta utilizada para el
bioensayo se prepard diluyendo la solucion madre con el volumen adecuado de la
mezcla aceite de olivo-tricloroetileno y las subsecuentes dosis se prepararon a traves de
diluciones en serie con la mezcla disolvente.

1.3. Cruzas. Con las larvas de las cepas Susceptible (SS), Resistente (RR), las
cruzas reciprocas F, (RS, SR) y las F» (RSxRS y SRxSR), se aplicaron aleatoriamente'
a un total de seis bovinos machos con un peso de 250 Kg. (Cuadro 1). Las cruzas
reciprocas tuvieron como objetivo evaluar efectos maternos y de ligamiento sexual.
Dado que se requeria analizar las seis cepas al mismo tiempo, se obtuvieron en dos

etapas:

1.3.1. Cruzas. Primera etapa. Se infestaron dos bovinos con 1 g de larvas (20 000
aproximadamente) cada uno ', de las cepas Chiapas (SS) y Aldama (RR), con un
pincel de pelo de camello diferente para cada cepa, en la linea media del lomo de cada
animal. Las larvas tenian 21 diés de edad al momento de la infestacion. Cada bovino se
aislo en un corral individual dentro de un cobertizo. Siete dias después se colectaron las
metaninfas de cada una de las cepas, éstas se alojaron por separado en cajas de petri de
9 cm de diametro, previamente marcadas con la cepa correspondiente, que se incubaron
a 25%2°Cy 90 % HR (Humedad Relativa) hasta que mudaron a adultas. Se separaron
por sexos en frascos marcados con la cepa correspondiente, para hacer los
cruzamientos; el sexo se determind visualmente con ayuda de un microscopio de
diseccion, durante ocho dias consecutivos, conforme iban mudando a adultos, se fueron
haciendo los cruzamientos entre 204 machos RR con 464 hembras SS (1: 2.27) (RS) y
226 machos SS con 494 hembras RR (1: 2.18) (SR), en otros frascos previamente

marcados con la cruza correspondiente.

' Los numeros aleatorios se obtuvieron con una calculadora cientifica HP® modelo 308
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Cuadro 1. Cruzas entre las cepas de Boophilus microplus Aldama (resistente a

flumetrina) RR y Chiapas (susceptible a flumetrina) SS.

Cepa Cruzas
Machos Hembras

Aldama (Resistente) RR R R
Chiapas (Susceptible) SS S S

F|RS* R S

FiSR” . S R

F; RSXRS* RS RS

Fy SRXSRY SR SR

“F\: Progenie de cruzas entre 203 machos RR con 414 hembras SS (1: 2.06)
°F: Progenie de cruzas entre 193 machos SS con 388 hembras RR (1: 2.01)
“F,: Progenie de cruzas entre machos RS con hembras RS.

“F,: Progenie de cruzas entre machos SR con hembras SR.



Los adultos marcados como RS y SR fueron transferidos a otros dos bovinos
machos a los que previamente se les habia colocado una manga en cada lado a la altura
de la sexta costilla en la parte dorsal, con objeto de reducir el area de infestacion y tener
mayor control de las hembras repletas. Las mangas, de tela de jersey, se colocaron sobre
un trayecto en la piel rasurada con una navaja de 3 c¢m del perimetro del circulo con un
diametro de 20 cm; los bordes de la tela y la piel del animal se impregnaron con Resistol
5000®. Por ultimo se cerraron con una liga.

Ocho dias después de la infestacion con las cmias mencionadas, se comenzaron
a colectar las hembras repletas de los cuatro bovinos, esto se hizo durante los nueve
dias siguientes. Las hembras repletas se alojaron individualmente para su oviposicién,
en cada uno de los 24 pozos de cajas de policarbonato con tapa, que se incubarona 25
+ 2° C y 90% HR durante los 20 dias siguientes. El dia 21 después de la recoleccion, se
seleccionaron aleatoriamente las masas ovigeras de 48 hembras en cada uno de los
grupos geneticos, se pesaron con una bascula analitica y fueron colocados en viales de
vidrio de 5 ml etiquetados y cubiertos con una torunda de algodon. Los huevos se
incubaron en las mismas condiciones que las hembras hasta que eclosionaron, y se
conservaron en la incubadora hasta que las larvas tuvieron 21 dias de edad, para iniciar
la segunda etapa.

1.3.2. Cruzas. Segunda etapa. Se infestaron cuatro bovinos machos de

aproximadamente 250 Kg. con lg de larvas (20,000 larvas)'®’

de las cepas Aldama
(RR) y Chiapas (SS) y las cruzas F, (cepas RS y SR), una cepa distinta en cada bovino.
Las larvas, de 21 dias de edad se colocaron a lo largo del dorso de cada animal sobre la
linea media utilizando un pincel de pelo de camello. Cada bovino fue colocado en un
corral individual dentro de un cobertizo. Las metaninfas de las cepas SS y RR se
colectaron siete dias después, fueron incubadas en cajas de perri de 9 cm de diametro a
25+ 2° C y 90% HR hasta que mudaron a adultas, después de separarlas por sexos, se
hicieron las cruzas reciprocas entre 203 machos RR con 414 hembras SS (1:2.06) (RS)
y 193 machos SS con 388 hembras RR (1: 2.01) (SR). Estos cruzamientos se
transfirieron a otros dos bovinos utilizando el mismo procedimiento que en la primera

etapa.



Ocho dias despues de la infestacion con los adultos, se procedio a recolectar las
hembras repletas de los seis animales con las cepas RR, SS, RS, SR, RR x RS y SR x
SR, siguiendo el procedimiento descrito en la primera etapa, cuando las larvas tuvieron
14 dias de edad, se llevaron a cabo los bioensayos con flumetrina utilizando la prueba

de paquete de larvas recomendado por la FAQ '%*!%

1.4. Bioensayos. Las larvas de las cepas susceptible, resistente y su progenie hibrida
Fi vy F2 se probaron con cinco concentraciones de flumetrina (0, 0.0075, 0.00150,
0.00300, 0.00600 y 0.01200 pg/g) de la manera siguiente: para cada bioensayo se
hicieron dos réplicas de cada dosis junto con el testigo que sélo contenia la mezcla
aceite de oliva-tricloroetileno. Con estas concentraciones se impregnaron recté.ngulos
de papel filtro Whatman No 1 cortados a 9 x 8 cm. Se identificaron cada uno de los
papeles con la dosis respectiva y su réplica, la solucion fue dispersada sobre €l con una
pipeta de 1 ml. Cada rectangulo se colocd en una charola sosteniéndose con una pinza
tipo ‘Bulldog’, las charolas se pusieron a secar bajo una campana de aislamiento
durante 2 h para que el solvente volatil (tricloroetileno) se evaporara totalmente y sélo
quedara la mezcla aceite de oliva-flumetrina. Una vez secos los papeles se doblaron en
el centro y se cerraron con pinzas ‘Bulldog’ en tres lados para formar asi un paquete.
Dentro de cada uno de estos paquetes se colocaron aproximadamente 100-200 larvas de
14 dias de edad utilizando pinceles de pelo de camello. Se utilizaron diferentes pinceles
para cada una de las distintas cepas. La base del pincel fue rodeada con cinta engomada
(masking-tape) para evitar que las larvas subieran por el mango, el pincel se sacudia
para que las larvas cayeran directamente al papel sin que el cepillo tocara el paquete,
para evitar contaminacion. Una vez dentro las larvas, el lado abierto se sello con otra
pinza ‘Bulldog’ formando asi un sobre totalmente cerrado. Los sobres se colocaron en
charolas y se incubaron a 25 + 2° C y 90% HR por 24h. Después de este tiempo, se
abrieron los paquetes para registrar la mortalidad y supervivencia de las larvas. Todas
las larvas activas se atraparon con el lado pegajoso de un rectangulo cinta engomada de
aproximadamente 2 x 3 c¢cm y se contaron con ayuda de un contador manual. Las
larvas que quedaron en el papel filtro, se examinaron cuidadosamente, estimulandolas,

ya sea con la punta de un lapiz o soplando muy levemente sobre ellas, si se movian,

-
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eran contadas como vivas, las demas se contabilizaron como muertas. Para cada una de
las cepas se registro el numero de vivas y muertas en cada una de las dosis y sus

réplicas.

1.5. Variables reproductivas. Para estimar el porcentaje de eclosion, todo el resto
de la masa ovigera dentro de cada vial se congeld y homogeneizd. Después se tomo una
muestra de aproximadamente 100 huevos de cada vial y se contaron los huevos
eclosionados y no eclosionados, con ayuda de un microscopio de diseccion. Todos los

conteos se llevaron a cabo por la misma persona.
1.6. Analisis de los datos.

1.6.1. Modo de herencia de la resistencia a flumetrina de la cepa Aldama de B.
microplus. Para probar la hipotesis de un solo gen de resistencia, se utilizo la prueba no
paramétrica de cruzamientos F propuesta por Collins''’. Este método no requiere
supuestos acerca de normalidad, interacciones epistaticas, homogeneidad de varianzas
ni de escala Optima. Por lo cual el analisis de caracteristicas cualitativas en
cruzamientos entre dos lineas puede hacerse con los datos sin transformar. Los valores
esperados para mortalidad bajo la hipotesis de un gen simple se calcularon para las F;

en cada dosis siguiendo la ecuacion siguiente:

E(piF2)= NF; [piP1 + 2piF+piP2]/4

Con la variable dicotomicai=0, 1;

piP; y piP; = las proporciones del parental 1 (resistente) y 2 (susceptible);
piF; = las proporciones de los hibridos;

NF; = el total de individuos en F,

Se calculo el valor del estadistico de prueba:

zz = Z( O(pF:) -E(pF:) )le(pF:) que se distribuye como Ji-

cuadrada con 1 grado de libertad.

e
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Los resultados de los bioensayos se sometieron a un analisis probit'"" con el
paquete SPSS Version 10 que involucra la transformacion probit del porcentaje de

M3 para establecer los valores de la CLsg

mortalidad y la transformacion logq (dosis)
y la CLg, junto con sus limites de confianza al 95%. Ademas se calcularon las
amplitudes de estos limites, para establecer la precision de los valores de las

Concentraciones Letales.

Las lineas de mortalidad se consideraron idénticas cuando no se rechazo la
prueba de paralelismo a un nivel de probabilidad P> 0.05. Después de que se
determiné la concentracion letal de cada cepa, se calculo el factor de resistencia (FR),
dividiendo los valores de CLsy de RR, RS, SR, RSxRS and SRxSR en'tre la CLspdela

cepa susceptible Chiapas (SS) utilizada como valor base.

Se obtuvo la dominancia efectiva’ para la resistencia a flumetrina en la cepa

Aldama de B. Microplus:

Dy = (MLgs — MLsgs) / (MLgr — MLgs). Dy varia entre 0 y 1 (0= la resistencia es
recesivay 1= la resistencia es dominante)’' .

1.6.2. Variables reproductivas. Los pesos de la masa ovigera de cada hembra se
examinaron mediante un analisis de varianza simple y prueba de Tukey de separacion

de medias. El mismo procedimiento se aplico al porcentaje de eclosion pero con la
transformacion arcsen./p para obtener normalidad y homogeneidad de varianzas, se

llevaron a cabo pruebas de normalidad de Lilliefors, con el procedimiento Explore del
paquete SPSS Version 10 para las variables peso de masa ovigera y porcentaje de
eclosion transformado ''*. La homogeneidad de varianzas se probo con el estadistico

Levene dentro del procedimiento ANOVA del mismo paquete estadistico.
2. SEGUNDA FASE.

Modelo de simulacién de resistencia de la cepa Aldama de Boophilus

microplus a acaricidas.

Para analizar el proceso de la evolucion de la resistencia a los acaricidas en las

garrapatas Boophilus microplus, se utilizo un modelo adaptado de Ives y Andow'”, con



una poblacion dividida en dos subpoblaciones de ammales (habitats), donde una de ellas
no es expuesta a los acaricidas (refugio), mientras que la otra se trata con acaricidas.

2.1. Ei modeio. Cuando ias hembras repietas caen. ovipositan indistintamente, y al
eclosionar las larvas machos y hembras pueden migrar a ambos habitats de acuerdo con
su proporcion. En los animales tratados existe una seleccion y una supervivencia
dependiente del genotipo, mientras que en los animales no tratados la supervivencia es la
misma ademas de no existir seleccion, aunque puede darse un tipo de inmunidad natural
o por vacuna que no produce seleccion, pero disminuye la tasa de supervivencia (Figura
3).

,'[Pdfﬂ

| i) el vector de frecuencias del alelo de resistencia en los
\ Pl

Sea P(1) =

animales tratados y no tratados (refugio) en la generacion t (p,(1) vy p.(0)

respectivamente). Similarmente sea

xl(‘)
x: (1)

tratados y no tratados (refugio) en la generacion t antes de su migracion, donde se

X(r):[

J el vector de las garrapatas en fase parasita en los animales

supone una proporcion de sexos 50:50.

2.2.  Migracion. El movimiento (migracion) de machos y hembras entre los animales
tratados y refugio esta dado por las matrices My, y My, cuyos elementos ij-ésimos (i,j = 1
para los tratados y 2 para los no tratados) de acuerdo con la proporcion de la poblacion

de machos y hembras en los animales tipo i que se mueven a los animales tipo j,

o = = Z
especificamente: |f =| =" < =¥ <V (S1)

donde zi son el nimero de machos provenientes de los habitats tratados que se suben en

los animales tratados y z son el numero de machos provenientes de los habitats no
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tratados que se suben en los animales no tratados, z;q y 24 son el numero de machos que
se dispersan hacia los animales tratados y no tratados respectivamente. El nimero de
machos que se quedan y se van de los habitats tratados y no tratados son:

zis = (1-rmH(1-Q)rim)x1(t)

z1g = (1-Q)ramxa(t)

23 = (1-ra;m + Qram)xa(t) (52)

Z2d = QrimXi(t)
donde r;m y r2m son las proporciones de machos que se dispersan de las areas natales

tratadas y no tratadas respectivamente, y Q es la proporcion de animales no tratados. La

matriz M, se define similarmente para el movimiento de las hembras.
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Animales tratados (1-Q) Animales no tratados Refugio

Q)

Ty fh 1-rap

Q
)
RR: L Z
RS: hL+(1-h)k RR: g
SS:k RS: g
SS: g

Figura 3. Modelo para evolucion de resistencia en garrapatas Boophilus
microplus con estrategia de alta - dosis refugio.
Una proporcién del ganado no se trata con acaricidas (Q), son los llamados ‘refugio’.
Una proporcion de machos rim y ram y hembras ry, v ran migran desde sus habitats
originales, estas larvas en estado parasita se redistribuyen entre los animales tratados y
no tratados en proporcion a la cantidad de animales en cada grupo. Mudan a adultos y se
aparean aleatoriamente en sus habitats, de las hembras repletas, una fraccion ryy
proveniente de los animales tratados y otra rz, proveniente de los no tratados se
dispersan y se redistribuyen para ovipositar en proporcion a los habitats. Las hembras
producen huevos de acuerdo con su fecundidad F, y F», éstos eclosionan y las larvas que
suben a los animales que son tratados con acaricida sobreviven de acuerdo con su
genotipo, los homocigoticos resistentes tienen una supervivencia de L, los
homocigoticos susceptibles SS de k, y los heterocigoticos RS tienen una supervivencia
de hL+(1-h)k, donde h es la expresion de dominancia de la resistencia. Las larvas de
todos los genotipos en los animales no tratados tienen la misma supervivencia: g.




2.3. Supervivencia. La seleccion para resistencia esta determinada por la supervivencia

de las larvas RR, RS y SS en las areas tratada y no tratada dado por:

Genotipo SS RS RR

Supervivencia k Lh +k(1-h) L
(tratados)

Supervivencia g g g

(no tratados)

Donde L y k son las supervivencias respectivas de los fenotipos resistente y
susceptible en los animales tratados , h es la dominancia funcional a la dosis dada y g es
la supervivencia (debida a inmunidad del ganado natural, por seleccion o por vacuna) de
ambos fenotipos en los animales no tratados. A ., A,V A, son las matrices cuyos
elementos diagonales iésimos son las supervivencias de las larvas RR, RS y SS en los

anirnales de tipo i (i = 1, 2; l:tratados; 2:refugio).

ol

(Lh+(-hk 0 X
Aﬂs“[o g] (SJ)
(k0
ASS_ 0 g

Sean Wgr, Wgrs vy Wss los vectores de los numeros relativos de las
supervivencias de las larvas RR, RS y SS en los animales tratados y no tratados. Si se

asume apareamiento aleatorio entre los genotipos de cada tipo de animales;



WRR = A M A (P(0) < (M, P(1)))
W s = Aas M (1= P(0)) < (M o P(1)) + P(1) x (1 = M, P(1))) (S4)
W o = AssM (1= P(1) < (1 =M . P(1)))

« donde xdenota el producto Hadamard'".

La ecuacion S4 se puede explicar de la siguiente forma. Considere la primera
linea (Wgrg): MP(t) es el vector de las frecuencias de resistencia en garrapatas machos
en ambos tipos de habitats (tratados y refugio) cuando se dispersan, mientras que P(t) es
la frecuencia de resistencia en hembras al momento de aparearse (antes de que se
dispersen) en sus respectivos habitats. Entonces, M,P(t)xP(t) es la frecuencia de
hembras que produciran huevos homocigoticos RR en ambos tipos de habitats. Durante
la caida de las hembras, antes de la oviposicion, las hembras se dispersan a través de los
habitats de acuerdo con My, por Jo que la distribucion de de los huevos homocigoticos es
Mu(MyP(t) = P(t). La supervivencia de los huevos RR esta dada por Agg. Las dos lineas
que quedan se derivan similarmente de los genotipos heterocigoticos y homocigoticos
susceptibles.

El cambio en las frecuencias de los alelos resistentes esta dado por la ecuacion

recurrente

P(I+I)=(Wm+ WRSIZ}X(WRR+WRS+WSS)inv (S5)

donde inv denota el reemplazo de los elementos p; del vector P(t+1) por sus
reciprocos (1/p;).
2.4. Tamaiio de poblacion. La tasa de evolucion de la resistencia (ecuacion S5)

depende de los tamafios de las poblaciones tratada y en refugio, como los tamafios de



poblacion aparecen en en las matrices dado el movimiento de los machos y hembras a
través de los dos tipos de habitats, My, y M, El vector de numeros de larvas dentro de
los habitats tratado y no tratado de acuerdo con la migracion y seleccion X'(t), esta dado

por,

X'(t) = (DX(1))* (Wrr +Wrs +Wss) (S6)

Donde D es la matriz de la migracion entre los tipos de habitats y su fecundidad:

B [ (-rD+-Qr)F (1-Q)ry
\ QrufF- ((I=rap) +Qraf) Fs
Q es la proporcion de animales en refugio o no tratados. (S7)

DX(t) es la distribucion de las hembras (por lo tanto de los huevos) después de la
migracion, y Wgg, Was ¥ Wss dan los numeros relativos de cada grupo después de la
mortalidad debida al tratamiento.

2.5.  Supuestos del modelo. El modelo supone que no existen interacciones por
dependencia de la densidad. Otro supuesto del modelo es que en ausencia del acaricida,
la aptitud de los individuos asociada con los alelos susceptible y resistente no difiere. Un
supuesto importante es que la supervivencia de los individuos susceptibles es tan baja
que casi todos los alelos resistentes R provienen de los heterocigoticos RS. Aunque para
el modelo se asume que el tamafio de la poblacion de garrapatas no afecta la evolucion
de la resistencia "%, las simulaciones fueron hechas con una poblacion total de 350 000
larvas en fase parasita (Anexo 1). Sin embargo, para probar este supuesto se ensayaron

tamarios de poblacion de hasta 5 000 000, que no cambiaron los resultados.



2.6.  Simulaciones. Para probar este modelo se utilizaron las condiciones expuestas en
el Cuadro 2. El modelo de simulacion para la figura 3, se desarrollo con el programa
MATLAB® version 5.2 (Anexo 2)

El modelo se corrid con Q = 4 %, 8% y 20% de animales en refugio (no
tratados), con distintos porcentajes de apareamiento aleatorio y de migracion
preoviposicion (ri,= rim, para todai): 0.02, 0.2, 0.5, 1.0.

En la primer situacion, la supervivencia de las garrapatas en los individuos no
tratados fue de 95%. Mientras que en la segunda situacion, con una vacuna con 80% de
eficacia, la supervivencia de los no tratados fue de 20. Se contdo el numero de

generaciones hasta que la frecuencia del alelo R llegé a 0.5 en el habitat tratado (1-Q)
103, 105
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Cuadro 2. Condiciones iniciales utilizadas para probar el modelo de Dosis alta-refugio

en garrapatas Boophilus microplus.

Condicion Valor

Frecuencia inicial del alelo R Pi(t) = 0.001%
Densidad de los habitats tratado y no 125 halcabeza (unidad
tratado animal)’
Numero de larvas en fase parasita ;
totales/ha SR
Distribucion de sexos de larvas en fase 5

; 50:50
parasita
Supervivencia de garrapatas en animales
no tratados con acaricida con vacuna g=itg”
(80% eficacia)
Supervivencia de garrapatas en animales
no tratados con acaricida sin vacunar (5% g=0095
mortalidad)
Proporcion de migracion lim=Tin para toda i'"
Fecundidad de las hembras Fi=F=50%’
Supervivencia de garrapatas tratadas con E—
una dosis alta
Dominancia efectiva. h=p1"% 11

*Anexo 1
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Ill.  RESULTADOS
1. PRIMERA FASE.

Caracterizacion de la resistencia a flumetrina en la cepa Aldama de

Boophilus microplus.

1.1.  Nidmero de genes controlando la resistencia. La resistencia a flumetrina en la
cepa Aldama de Boophilus microplus estuvo problablemente controlada por mas de un

110
rechazaron la

gen. Los valores de Ji-cuadrada resultantes de la prueba de Collins
hipotesis de un gen, excepto en la dosis 0.006 (P=0.301) (Cuadro 3).
1.2.  Efectos maternos y ligamiento sexual. Las CLs; de las cruzas reciprocas RS y
SR fueron similares (0.004 y 0 .0031 ug/g, respectivamente), lo mismo que las
pendientes de regresion (2.69 vs 2.10)(P>0.05), por lo que no hubo evidencia de efectos
maternos ni ligamiento sexual (Cuadro 4). Los bioensayos en las progenies de las cruzas
F, entre RR y SS mostraron que a altas concentraciones, las mortalidades de F; y Fz son
parecidas a la cepa susceptible. Por el contrario, a menores concentraciones son mas
similares a la cepa resistente. En el punto medio del eje de las X de la grafica, la
mortalidad fue intermedia comparada con las cepas parentales (Figura 4).

1.3. Dominancia efectiva. El cuadro 5 muestra los resultados para el promedio de la
dominancia efectiva Dy, la dosis comercial (0.003ug/g) tuvo una dominancia
incompleta (D = 0.594), mientras que fue casi recesiva (0.1376) en la dosis mas alta y
casi dominante (0.874) en la dosis mas baja.

1.4.  Variables reproductivas. Los analisis de normalidad y de homogeneidad de
varianzas de los pesos promedio de masa ovigera resultaron convenientes para ser

analizados con un analisis de varianza, asi como los porcentajes de eclosion
transformados a arcsen-/ p (cuadro 6). Los promedios de los pesos de la masa ovigera y

el porcentaje de eclosion, de las cepas susceptible, resistente y sus cruzas reciprocas se
muestran en el cuadro 7. Las diferencias observadas en la masa ovigera se debieron a la

cepa de las hembras. Las hembras susceptibles y sus cruzas (RS) tuvieron pesos
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(P<0.01) mas altos que los de las hembras resistentes y sus cruzas (SR), ademas en esta
cepa solo 16 de las 24 masas ovigeras eclosionaron (66.6%). Los porcentajes de eclosion
fueron significativamente (p<0.05) mas bajos en las cruzas F; (SR y RS) que los de las

cepas parentales.



Cuadro 3. Valores esperados de supervivencia obtenidos por el método de Collins''’ y
valores observados, y las pruebas de hipotesis para un solo gen controlando la
resistencia de la cepa Aldama de Boophilus microplus a flumetrina en cada una de las

dosis ( Ji-cuadrada y sus valores de P).

Valores Observados en F;

Numero

de
Dosis supervi- Numero de%
(ng/g) vientes muertos Mortalidad E(PiF)"  E(PoF2)*X*° P
0.01200 217 636 74.5 250.17 60283 622  1.20x10°
0.00600 446 644 59.0 42932 660.68 1.07  3.01x 10"
000300 714 271 27.5 581.16 403.84 7407 7.55x10"®
0.00150 754 175 18.8 641.01 28799 6425 1.09x10™
0.00075 965 47 46 91933 92.67 2478 6.43x107

0 486 4 0.8 46435 25.65 1929 1.12x10°

*Valores esperados : E(piF2)= NF: [piP1 + 2piF\+piP2]/4 dondei=0, 1. pP, y
piP2: son las proporciones de los parentales 1 (resistente) y 2 (susceptible). piF: las
proporciones de los hibridos. NF;: el total de individuos en F;

b2 = £( O(pF:) ~E(pF:) F/E(pF) = X0,

i=1
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Cuadro 4.

Valores de CLsy , CLgyo

(ng/g), intervalos de confianza 95% (para CLs), pendientes y factores de resistencia
utilizando flumetrina en contra de las cepas de Boophilus microplus, resistente (aldama), susceptible (Chiapas), sus cruzas
reciprocas F; y las I

Cepa CLso (ng/g) Limites de Amplitud de los limites CLyy" Pendiente de la xs,* Factor de
confianza  95% de confianza recta resistencia®
para la CLsg (paraCLso)"

Aldama  0.0900 0.0410 - 0.5970 0.5560 0.6500 1.49 15.15 0.056 8181

RR

Chiapas

B8 0.0011 0.0009 - 0.0012 0.0003 0.0027 3.30 16.00 0.042 1.00

F, RS* 0.0040 0.0033 - 0.0052 0.0019 0.0120 2.70 44.18 0.000 3.03

F, SR* 0.0031 0.0022 - 0.0042 0.0020 0.0120 2.10 148 4 0.000 2.81

F, 0.0047 0.0043 - 0.0053 0.0010 0.0180 2.30 14.9 0.061 4.27

RSxRS'

F, 0.0035 0.0044 - 0.0073 0.0029 0.0320 1.68 536 0.000 4.50

SRxSRE

* Nivel de concentraciéon en microgramos que elimina el 50%

99% de las larvas . * Si la Ji- cuadrada de bondad de ajuste es significativa. los

intervalos de confianza se calculan con un factor para heterogeneidad. ® (Limite Superior-Limite inferior) de Clys. © CLso de cada cepa dividida entre
CLs, de la cepa Susceptible (SS) Chiapas. dprogenie F\ de las cruzas entre 203 machos RR con 414 hembras SS (1 :2.06 ) (RS). ¢ progenie F, de las
cruzas entre 193 machos SS con 388 hembras RR (1 : 2.01) (SR). & progenic F, de las cruzas entre machos F, RS con hembras F; RS. #progenic F, de .
las cruzas entre machos F1 SR con hembras F1 SR
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__=——=u 100
d WX
—Cegas RR / 2 - 80
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- > - F1SR L 20
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—x—F2RSRS 0000  0.00075 0.00150 0.00300 000600  0.01200
Cosis(pg/g) flumetrina

Figura 4. Curvas dosis-mortalidad de las cepas de Boophilus m. Aldama
(resistente), Chiapas (susceptible), las cruzas reciprocas F1 vy las F2, con las
distintas dosis de flumetrina,

SS Cepa susceptible (Chiapas). RR Cepa resistente (Aldama). RS progenie F,
de las cruzas entre 203 machos RR con 414 hembras SS (1 : 2.06 ). SR
progenie F; de las cruzas entre 193 machos SS con 388 hembras RR (1:2.01).
RSRS progenie F, de las cruzas entre machos F; RS con hembras F; RS.
SRSR progenie F.de las cruzas entre machos F SR con hembras F; SR
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Cuadro 5. Mortalidad (%) v niveles de dominancia efectiva (Dny) en la cepas de
oophilus microplus Aldama resistente (RR), Susceptible (SS) Chiapas y sus hibridos
F\ para cada dosis de flumetrina.

Dosis(ug/g) % Mortalidad N(F)) Dy ®
Aldama RR  Chiapas SS F?

0.01200 8.02 100 87.30 821 0.138
0.00600 6.31 100 68.10 830 0.341
0.00300 0.84 90.06 36.60 933 0.599
0.00130 0.00 68.43 27.80 907 0.594
0.00075 0.00 29.94 3.70 758 0.874
0.00000 0.25 1.33 9.70 723

*F progenie F | acumulada de las cruzas reciprocas entre RR v §§

® Dominancia Efectiva Dyg= (MLgs-MLss)/(MLgr-MLss); MLgs , MLss v MLgg
son los niveles de mortalidad delos homocigoticos resistentes, heterocigbticos y
homocigdticos susceptibles, respectivamente. 0< Dy <1.
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Cuadro 6. Resultados de las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas
de las variables reproductivas.

Prueba Peso de la masa ovigera Porcentaje de eclosion
individual (g) (n = 192) transformado arcsenVp
(n=192)
Lilliefors 0.0128% (0.103)° 0.20 (0.106)
Levene® 1.367 (0.259) 2.057 (0.112)

*estadistico de prueba. Ho: la variable sigue una distribucién normal.

® valor de P

® prueba la hipotesis nula que la varianza del error de la variable dependiente es
igual para todos los grupos g.I. 1=3,g.1. 2= 188
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Cuadro7. Promedios de masa ovigera v porcentajes de eclosion de las hembras
Boophilus microplus susceptibles, resistentes v sus cruzas reciprocas.

Medias del peso de la Medias de porcentaje de

Cepa masa ovigera (g) eclosion®

(n) (n)
Aldama RR 0.148%(48) 75.5%(24)
Chiapas SS 0.195°(48) 79.0°(24)
RS* 0.184°(48) 60.6™(23)
SR® 0.165*(48) 43.3%(16)

** Literales distintas denotan diferencias significativas P<0.05. Se utilizé un Analisis
de varianza para un criterio de clasificacion con prueba de Tukey.

¢ El porcentaje de eclosion se transformé a arcsen J; para hacer el analisis de
varianza.

¢ progenie F, de las cruzas entre 203 machos RR con 414 hembras SS ( 1: 2.06 )
RS

5pro}genie F,de las cruzas entre 193 machos SS con 388 hembras RR (1: 2.01 ) (SR)
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2. SEGUNDA FASE.
Modelo de simulacion de resistencia de la cepa Aldama de Boophilus microplus

a acaricidas.

2.1 El modelo. El modelo esta desarrollado para el caso en que el alelo R es raro
(P—[0.0]) v la resistencia es recesiva (h—0). sin embargo. las exploraciones
numéricas con el modelo de simulaciéon, mostraron que la ecuacion [unciona bien

cuando la frecuencia inicial promedio de ambas poblaciones del alelo R p<0.2 yh<

0.1 y la supervivencia de los susceptibles (k—0).

2.2 Efecto del porcentaje de refugio y migracién sin vacuna en animales no
tratados. Las figuras 5 v 6 muestran los resultados de las simulaciones con 4, 8 v
20% de animales en refugio, sin vacuna (figura 5) y con vacuna de 80% de
efectividad (figura 6). En la figura 5 se muestran los resultados de las simulaciones
con el modelo descrito en la Figura 3. con la estrategia dosis alta-refugio indican que
retrasd hasta 822 generaciones la aparicion de la resistencia con 20% de animales en
refugio v una migracion del 20%, seguida por 791 generaciones con el 8% de refugio
v el mismo porcentaje de migracién, en cambio, con un porcentaje de migracion del
50% y con el 4% de refugio, después de 539 generaciones se presento la resistencia al

acaricida,

2.3 Efecto del porcentaje de refugio y migracion con vacuna en animales no
tratados. Por el contrario, al agregarse a esta estrategia la aplicacion de una vacuna
con 80% de efectividad en los animales no tratados con acaricidas (refugio), la
resistencia se desarrollo en dos generaciones (Figura 6), excepto cuando la migracion

llegé al 50%, en que el desarrollo de la resistencia fue de 22 generaciones.

2.4 Tamaiio de poblacién. El tamafio de la poblacion inicial de larvas influyé muy
poco en los resultados. Con una poblacion inicial de 10 000 larvas sdlo se tuvo una
diferencia de 4 generaciones menos que con 330 000 en la corrida con 20% de
migracion y 20% de amimales en refugio, sin embargo, con 5 000 000 de larvas

iniciales, el resultado fue el mismo que con 350 000.
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Figura 5. Numero de generaciones* que tarda en desarrollarse la resistencia a
acaricidas con estrategia dosis alta-refugio, con distintos porcentajes de refugio (4, 8
y 20%) y migracion (2. 20, 50 y 100%)**. Con 95% de supervivencia en refugio.

*El numero de generaciones requeridas para que la frecuencia del alelo R en el -
hébitat tratado (1-Q) vaya de 0.001 a 0.3.

**Las simulaciones se corrieron con la misma proporcion de migracion de machos y
hembras.

Los valores utilizados en el modelo fueron: dominancia efectiva (h) = 0.1,
supervivencia de los resistentes en la dosis alta (L) = 0.9198, supervivencia de los
susceptibles en la dosis alta (k) = 0.0001, frecuencia inicial del alelo R (p; = p2 =
0.001), nimero de larvas en fase parasita totales (X) = 350 000 (x1 = (1-Q)X; x2 =
QX) (Anexo 1), fecundidad de las hembras (F; = F2 = 50%)
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Figura 6. Namero de generaciones* que tarda en desarrollarse la resistencia a
acaricidas con la estrategia dosis-refugio, en distintos porcentajes de refugio (4,
8,y 20%) y migracién (2, 20, 50 y 100%)** con vacuna (80% efectividad).

*El nimero de generaciones requeridas para que la frecuencia del alelo R en el
habitat tratado (1-Q) vava de 0.001 a 0.5.

**Las simulaciones se corrieron con la misma proporcion de migracion de
machos y hembras.
Los valores utilizados en el modelo fueron: dominancia efectiva (h) = 0.1,
supervivencia de los resistentes en la dosis alta (L) = 0.9198, supervivencia de los
susceptibles en la dosis alta (k) = 0.0001, frecuencia inicial del alelo R (p; = p2=
0.001), nimero de larvas en fase parisita totales (X) = 350 000 (x1=(1-Q)X;
x2=QX) (Anexol), fecundidad de las hembras (F, = F2 = 50%).
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IV. DISCUSION.

1. PRIMERA FASE. Caracterizacion de la resistencia a flumetrina en la

cepa Aldama de Boophilus microplus.

1.1 Nimero de genes controlando la resistencia. Los resultados de la primera etapa
de este estudio indican que la resistencia a flumetrina en la cepa Aldama de B.
microplus fue autosomica v controlada por mas de un gen.

Esta cepa mostré el mismo patron de resistencia que la cepa Lamington
caracterizada en Australia. con resistencia especifica a flumetrina' . La hipotesis de
un gen mavor fue rechazada excepto para la dosis 0.006. Estos resultados coinciden
son el trabajo de Stone v Youlton®' quienes encontratron que la resistencia a
organofosforados se debio a dos genes complementarios que en conjunto exhibieron
dominancia incompleta. Lo sorprendente en este estudio fue que en la dosis 0.006 no
se rechazara la hipétesis de un gen mayor, dado que en la dosis mas altade 0.12 si
fue rechazada. Esto confirma la complejidad de los mecanismos de resistencia en
esta cepa de B. microplus. Aqui podrian haberse dado interacciones genéticas con
efectos en direcciones opuestas, que cancelaron los efectos individuales''. este
resultado puede deberse aun error tipo Il causado por muestreo.

Los mecanismos de resistencia de B. microplus hacia los piretroides parecen

21,66,76

ser multifactoriales v varian entre cepas lo cual sugiere que la resistencia se

desarrolla independientemente en las poblaciones *' con diferentes soluciones®. Esto

%% cuya evolucion de la resistencia al diazinon

ha sido visto en Lucilia cuprina
estuvo controlada por un gen cuando se utilizo una dosis alta para la seleccion,
mientras que cuando la seleccion para la resistencia se hizo con una dosis baja, la
respuesta fue poligénica. Estos estudios sustentan la existencia de al menos dos
diferentes genes''” . Coincidiendo con los estudios de genética molecular hechos en
B. microplus, donde se han encontrado al menos dos mecanismos de resistencia a

65,66,76,78,79.81,

piretroides en cepas mexicanas de laboratorio.

L
[F]



1.2 Efectos maternos y ligamiento sexual. Los resultados de los bioensavos en las
cruzas reciprocas entre las cepas Aldama v Chiapas mostraron que no hubo evidencia
de ligamiento sexual, va que las diferencias entre las CL30 v las pendientes de la
recta de las Fy no fueron diferentes estadisticamente (P<0.03). lo cual sugiere que la
resistencia a flumetrina en la cepa Aldama de B microplus fue autosomica. Esto
también se ha encontrado en trabajos previos con resistencia a la toxina de B.

82,118

turingiensis en Heliotis virencens™. P. xylostella v con Pectinophora

gossypiella ',

1.3 Factores de resistencia. El factor de resistencia para flumetrina de la cepa
Aldama de B. microplus (81.81) fue diferente al de la cepas Coatzacoalcos (15.7),
Corrales (>24,300) v San Felipe (>24,300), que fueron probadas con flumetrina
después de 15 generaciones de seleccion con permetrina *'. El factor de resistencia
obtenido en este estudio también fue mas alto que el obtenido después de siete
generaciones de seleccion con permetrina (20.9)"Las larvas F, y F1 tuvieron factores
de resistencia similares v mas bajos que la parental Aldama. Los valores de
resistencia bajos en la F; comparados con los de las cepas resistentes también se ha
observado en cepas resistentes a organofosforadosé' ;

Los factores de resistencia se calcularon con la CLsy de una poblacion
dividida entre la CLs; de la poblacion mas susceptible. Esta practica requiere que los
valores CLso para cada grupo se estimen con igual precision'''. En la cepa Aldama
RR, esto no es cierto, va que la amplitud del intervalo de confianza al 95% (0.556)
fue mas alto que el obtenido en la cepa susceptible. Chiapas (0.0003). Por lo cual
este factor de resistencia debe ser tomado con reserva.

1.4 Dominancia de la resistencia. La dominancia efectiva, determina el grado de
dominancia a través del nivel de mortalidad (ML) para una concentracion dada de
acaricida’’, y el problema de la precision de la CLsy no afecta su validez. En la
practica es mejor que usar la CLsp que tiene poco que aportar en el manejo de la
resistencia a un acaricida, debido a que las estrategias para retrasar la resistencia a los
acaricidas a menudo involucran el determinar si es factible técnicamente utilizar
dosis que eliminen todos los heterocigoticos '*°. En el presente estudio, el alcance de

la resistencia a flumetrina en la cepa Aldama de B. microplus dependid de la

Lh
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concentracion del acaricida utilizada. La resistencia fue casi dominante en la dosis
mas baja ensavada, mientras que fue casi completamente recesiva con la dosis mas
alta (Cuadro 3). Sin embargo en la dosis comercial. se observo una dominancia
incompleta. Resultados similares se observaron en la resistencia de P. xilostella

118,119 2 =
. El grado de dominancia afecta las

contra las toxinas de B. thuringiensis
estrategias de manejo de la resistencia a acaricidas, una estrategia de alta dosis-
refugio podria disminuir la resistencia pero sélo cuando los alelos resistentes estdn
presentes en la poblacion como heterocigoticos'”. De lo contrario sélo se
disminuiria el tiempo del desarrollo de la resistencia'".

1.5 Variables reproductivas. Los pesos de las masas ovigeras mostraron un efecto
materno en este estudio. Los pesos de la cepa resistente v la cruza con hembras
resistentes Fy (SR), fueron mas bajos que sus contrapartes SS y RS, este resultado es
importante si se desea establecer la estrategia dosis alta-refugio, va que las
migraciones de las hembras susceptibles hacia los habitats resitentes serian mas
eficientes, debido a que se tendrian mas crias heterocigoticas RS'?', dado que sus
masas ovigeras son mas grandes que sus contrapartes (SR). Ademas se observo que
un 36% de masas ovigeras no fueron viables en la cepa SR, aunque al comparar las
que si eclosionaron, no se obtuvo evidencia estadistica de que los porcentajes de

eclosion son mas altos en las cepas RS que en SR (p>0.03).

2. SEGUNDA FASE.
2.1 Modelo de simulacién de resistencia a acaricidas.

Los resultados de las simulaciones con el modelo descrito en la Figura 3.
indican que con la estrategia dosis alta-refugio se retraso hasta 822 generaciones la
aparicion de la resistencia con 20% de animales en refugio y una migracion del 20%,

y el mismo porcentaje de

seguida por 791 generaciones con el 8% de refugio
migracion (Figura 3). Por el contrario, al agregarse a esta estrategia la aplicacion de
una vacuna con 80% de efectividad en los animales no tratados con acaricidas
(refugio), la resistencia se desarrolld en pocas generaciones (Figura 6), debido a la

: . ¥ ‘5 P TINE : 101
disminucién en la produccion de individuos susceptibles .
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La supervivencia de los individuos heterocigoticos (SR) impacta fuertemente
en la dinamica precoz de la evolucion de la resistencia. debido a que los alelos de
resistencia RR son muv raros en las poblaciones que no se han expuesto a
acaricidas'?, tanto los individuos susceptibles (SS) como los heterocigoticos (SR v
RS) son ficilmente eliminados por los insecticidas cuando el alelo R es recesivo.
pero si el acaricida no elimina a los heterocigoticos, estos individuos seran mas
numerosos en la poblacion, incrementando la tasa de evolucion de la resistencia”’.

2.2 Migracion. Las simulaciones también sugieren que el aislamiento entre los
animales tratados v no tratados. no debe ser completo (<2%), pero la mezcla
completa entre ellos (>50%) tampoco tiene buenos resultados, en el primer caso, se
incrementa la proporcion de larvas en fase pardsita que se quedan en sus propios
habitats v por lo tanto se aparean entre ellas mismas. Al reducirse la migracion, sin
llegar al completo aislamiento, se reduce la mortalidad de los susceptibles,
comparado con el caso de mezcla completa (100% migracion), debido a que pocas
larvas en estado parasita suben a los animales que van a ser tratados con acaricida a
dosis alta. Resultados similares se encontraron con otro modelo de simulacion para la
toxina de Bacillus turingiensis **.

2.3 Porcentaje de refugio. EI tamaio del refugio aqui también es esencial, para
producir estos adultos susceptibles que ovipositaran huevos de los cuales emergeran
larvas parasitas susceptibles. En todos los casos, excepto para cuando la migracion
fue de 50%, un tamario de refugio de 4% en los animales sin vacunar resulté ineficaz
(Figura 5).

2.4 Vacuna. El uso de una vacuna con un 80% de eficiencia resultd desalentador
debido al pequeiio nimero de garrapatas susceptibles que sobreviven en este caso.

A medida que la poblacién susceptible persiste en los refugios v que hav un
movimiento suficiente entre habitats (animales tratados v no tratados), el numero de
huevos susceptibles que son ovipositados por las hembras producirin un nimero
adecuado de adultos susceptibles para retrasar la resistencia. '

Las simulaciones en este estudio se hicieron con valores tomados de otros

Ll pero se recomienda hacer un anlisis de sensibilidad con valores

trabajos
obtenidos con Boophilus microplus en condiciones de campo. Para obtener la

frecuencia del alelo R. se podria utilizar alguno de los métodos recomendados por

n
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Andow and Alstad'® También se debe determinar la distancia adecuada entre los
ammales tratados v no tratados para asegurar que un 20% de las garrapatas migren
entre estos habitats. Asimismo se recomienda amphar las simulaciones con
migraciones distintas para cada uno de los habitats, asi como probar otros porcentajes
de animales en refugio (no tratados con acaricidas) v menores valores de dominancia
efectiva (h). que corresponderia con dosis mas altas a la probada aqui (equivalente a
un poco mas de cuatro veces la dosis comercial), con las que tal vez seria posible el
uso de una vacuna con una eficiencia del 80%, igualmente se debe probar el uso de
vacunas menos eficientes (60%) pues éstas producirian un mayor numero de
susceptibles sin comprometer tan fuertemente la produccion en los animales no

WSIZ12 - Asimismo es importante medir el efecto de costo de aptitud de los

tratados
genes de resistencia va que si los tiempos de desarrollo de las fases parasitas en los
animales tratados son distintos que los de los no tratados, no se podria asegurar un

21 Jgualmente, la

apareo aleatorio debido a una asincronia temporal de los adultos
tasa de mortalidad relativa de las garrapatas resistentes en ambos tipos de animales
durante el invierno, podria afectar por la pérdida de alelos resistentes en la poblacion
total. En la primera fase de este trabajo, se observé un costo de aptitud en los
hibridos, ya que las poblaciones SR (macho susceptible-hembra resistente), mostro
tener el peso de la masa ovigera v el porcentaje de eclosion mas bajos (cuadro 5).
Dado que la evolucion de la resistencia se debe principalmente a los
heterocigéticos*', un cambio en la subestructura de la poblacién puede llevar a
cambios en la homocigocidad que a su vez llevarian a cambios en la adaptacion al
acaricida utilizado”.

Por ultimo, se debe hacer una evaluacion economica de esta estrategia, con
respecto a mantener animales sin tratamiento, asi como evaluar su impacto
ecoldgico, ya que requiere utilizar dosis de acaricidas cuyos residuos podrian dafiar
el ambiente o volver resistentes otro tipo de plagas del ganado para las cuales la dosis
utilizada para Boophilus microplus no es suficientemente alta'> |

El modelo utilizado aqui supone que la resistencia a acaricidas es controlado
por un solo gen, pero en la primera parte del trabajo se encontré que en la cepa
Alama de Boophilus microplus la resistencia a flumetrina fue autosomica y

controlada por mas de un gen. En estudios de simulacion se ha mostrado que los



refugios son mas efecuvos para manejar la resistencia poligénica que la
monogénica™. por ello es prudente utilizar los modelos de un solo gen. en presencia
de refugio ™!

La resistencia a flumetrina en la cepa Aldama de Boophilus microplus parece
ser autosomica v estar gobernada por mas de un gen. Los resultados de la dominancia
efectiva de la resistencia a flumetrina v los de supervivencia de los hibridos SR,
cumplen con los supuestos para plantear su control a través de la estrategia dosis
alta-refugio.  Aunque los resultados de las simulaciones proporcionan alguna
evidencia de las ventajas de la estrategia dosis alta-refugio, deben ser consideradas
las condiciones bajo las cuales esas ventajas aplican, para su uso dentro del marco

del manejo integrado de esta plaga en México.
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ANEXO 1.

El nimero de larvas en fase parasita se obtuvo con un criterio adaptado de
Beugnet et al, (1998)".

Los animales (ganado) se encuentran en un sistema extensivo con una
densidad animal por hectdrea baja, 100-200 cabezas en 150 Has (1.5 cabezas/Ha).

Las hembras repletas caen de un hato de 150 cabezas, que adquirieron 1000
larvas en fase parasita cada una. La razon hembra:macho es de 50:50, y la
sobrevivencia sin vacuna y sin tratamiento de larva pardsita hasta adulto es del 50%.
El promedio de hembras repletas que caen y ovipositan es de 90%. Cada hembra
oviposita un promedio de 3000 (Aguilar et al, 1998) huevos. La supervivencia desde
huevo hasta fase pardsita es de 33%. La tasa de encuentro es de 0.01. La fertilidad de
las hembras de 50%.

Numero de larvas parasitas que sobreviven hasta adultas:

(150 X 1000)0.5 = 75000

Niimero de hembras repletas que caen:

75000/2 = 37500

Nimero de hembras que ovipositan en promedio:

37500 (.9) = 33750

Nimero promedio de huevos ovipositados:

33750 X 3000= 101250000

Numero de larvas que sobreviven hasta la fase pardsita;

101250000 (0.33) = 33 412 500

Numero de larvas en fase pardsita que suben a los animales:

33412500 (0.01)= 334125

Este nimero fue redondeado a 350 000 para iniciar las simulaciones
(generacion 0).

Lo anterior implica que en esta generacion cada animal tendria un promedio
de 400 000/150 = 2667 larvas en fase parasita, de las cuales sobreviven sin vacuna
2667(0.95)= un promedio de 2533 hasta adultos, de los cuales 2533(0.5)= 1266 son
hembras. Por lo tanto 1266(0.5) = 633 hembras repletas en promedio por animal, sin

tratamiento acaricida v sin vacuna.



ANEXO 2.

Programa de simulacién desarrollado con el programa Matlab® ver 5.2.

% designacion de valores de las variables del modelo

Q=input('Entre proporcion de animales en refugio: ')

rim=input('Proporcion de machos que migran de los animales tratados a los
no tratados: ')

rlh=input('Proporcion de hembras que migran de los animales tratados a los
no tratados: ")

r2m=input('Proporcién de machos que migran de animales no tratados a
tratados: ')

r2h=input('Proporcion de hembras que migran de animales no tratados a
tratados: ')

x1=input('nimero de larvas en animales tratados: ')

x2=input('nimero de larvas en los animales sin tratamiento: ")

L=input('Supervivencia de los resistentes en la dosis d: ')

k=input('Supervivencia de los susceptibles en la dosis d: ')

h=input('Dominancia funcional en la dosis d: ')

g=input('supervivencia de no tratados despues de inmunidad natural o por
vacuna: ')

Pt(1,1)=input('Frecuencia inicial del alelo R en tratados: ')

Pt(2,1)=input('Frecuencia micial del alelo R en no tratados: ')

F I=input('fecundidad de las hembras tratadas: ')

F2=input('fecundidad de las hembras no tratadas: ')

generacion=0

% while (Pt(1,1)<=0.5) and (generacion<5)

while (Pt(1,1)<=0.5) & (generacion<=5000);

generacion=generacion+1

% ahora designo la matriz de machos

zls=((1-rlm)+((1-Q)*rlm))*x1

z2s=((1-r2m)+(Q*r2m))*x2

z1d=(1-Q)* r2m*x2

74



#2d=Q*rIm*x|

Mm(1.1)=zls/(z1s+z1d)

Mm(l 2)=zld/(zls+zld)
Mm(2.1)=22d/(z2s+22d)
Mm(2,2)=72s/(72s+72d)

% ahora designo la matriz de hembras
z1dh=(1-Q)*r2h*x2

722dh=Q*r1h*xI
z2sh=((1-r2h)}+(Q*r2h))*x2
zlsh=((1-r1h)+((1-Q)*r1h))*x1
Mh(1,1)=z1sh/(z1sh+z1dh)
Mh(1,2)=z1dh/(z1sh+z1dh)
Mh(2,1)=z2dh/(z2sh+z2dh)
Mh(2.2)=2z2sh/(z2sh+z2dh)

% Ahora designo matrices de supervivencia
deltaRR(1,1)=L

deltaRR(1,2)=0

-deltaRR(2,1)=0

deltaRR(2,2)=g

deltaRS(1,1)=(L*h)+((1-h)*k)
deltaRS(1,2)=0
deltaRS(2,1)=0
deltaRS(2,2)=g

deltaSS(1,1)=k
deltaSS(1,2)=0
deltaSS(2,1)=0
deltaSS(2,2)=¢g
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%ahora los vectores de los numeros relativos de las larvas RR,RS y SS
que sobreviven en los dos hibitats

%Se asume apareo aleatorio entre los genotipos dentro de cada habitat

WRR=(deltaRR*Mh)*(Pt.*(Mm*Pt))

WRS=(deltaRS*Mh)*((1-Pt) *(Mm*Pt)+Pt.*(1-Mm*Pt))

WSS=(deltaSS*Mh)*((1-Pt).*(1-Mm*Pt))

%el cambio en la frecuencia de los resistentes esta dada por la ecuacién
recurrente:

1zq= (WRR+WRS/2)

der=(WRR+WRS+WSS)

ider=ones(2,1)./der

Ptl=izq.*ider

Pt=Pt]

% El vector del mimero de larvas después de la migracién de las
hembras ovipositando en los dos habitats es

X(1,1)=xl1

X(2,1)=x2

de(1,1)=((1-r1h)+(1-Q)*r1h)*F1

de(1,2)=(1-Q)*r2h*F2

de(2,1)=Q*rlh*F2

de(2,2)=((1-r2h)+Q*r2h)*F2

X1=(de*X).*der

x1=X1(1,1)
x2=X1(2.1)
end;

generaciones=generacion
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