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RESUMEN

Uno de los principales problemas de la ganaderia bovina en zonas tropicales y
subtropicales es la presencia de garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Estos ectoparasitos han tenido gran impacto en la salud del ganado debido a dafios
directos e indirectos y en la salud humana por la contaminacion por pesticidas de
los productos y subproductos de origen vacuno. Este conjunto de problemas, han
llevado a desarrollar nuevos métodos de control para estos parasitos hematéfagos,
sin embargo le han restado importancia a uno de los aspectos mas basicos de este
artrépodo: su embriologia, la cual es un conocimiento fundamental de su biologia
gue a la fecha se desconoce y que incluso, puede dar una vision amplia para
identificar nuevas alternativas que ayuden a frenar su ciclo biolégico y asi solucionar
este gran problema; es por ello que el objetivo de este trabajo fue estudiar y
caracterizar la embriogénesis de la garrapata R. microplus a partir de huevos recién
ovipositados hasta la eclosién de las larvas. Se obtuvieron huevos recién
ovipositados de garrapatas R. microplus y se mantuvieron a 28°C y 80% de
humedad relativa. Se fijjaron muestras de huevos cada 24hr y se tifieron con
Diaminofenilindol (DAPI), los huevos se visualizaron al microscopio de fluorescencia
y se obtuvieron imagenes de los eventos del desarrollo embrionario. Los eventos
fisiologicos observados desde la oviposicion hasta la eclosion se clasificaron en 14
etapas de desarrollo embrionario: primeras divisiones nucleares(1-3 dias),
blastodermo (dia 4), blastoporo (dia 5), engrosamiento primario (dia 5), formacion
del campo dorsal (dia 9), formacion de la banda germinal (dia 9), segmentacién de
la banda germinal (dia 9), brote de las extremidades (dia 9), diferenciacién de las
extremidades (12 dias), diferenciacion del sistema nervioso (dia 13), inversién (dia
14), cierre dorsal (dial5), cierre ventral (dia 16) y postembrion (20 dias). La
formacion del disco germinal caracteristico en otros artrépodos, no se observo como
tal. La gastrulacion se hizo evidente como en otros artropodos que si lo presentan.
Este trabajo da una visibn mas amplia de la biologia del desarrollo embrionario de
la garrapata, la cual nos ayuda a entender mas a este ectoparasito mostrandonos
su similitud con otros artropodos.

Palabras claves: Embriogénesis, garrapata, Rhipicephalus (Boophilus) microplus.



ABSTRACT

The cattle tick, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, is a major problem for the
tropical and subtropical cattle industry around the world. This blood sucking
ectoparasite have a major impact on cattle health due to direct and indirect harm on
the cattle as vector of bovine infectious diseases, and an indirect negative effect in
human health due to pesticide contamination of meat, milk and dairy products. For
these problems different methods for controlling ticks are being investigated but the
basic biology research such as tick embryology has being neglected. Embriology is
of great importance but still unknown for most of its details that could help envision
a wider scientific view in order to identify alternatives that may help arrest the tick’s
life cycle as a pest control alternative. The objective of this work was to study and
characterize the Rhipicephalus microplus embryogenesis from freshly laid eggs to
hatching larvae, for this purpose tick egg masses were collected and then incubated
in Petri dishes at 28°C and 80% relative moisture. Eggs were fixated every 24 hr and
stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (pAP/) to obtain images of embryo
development stages on a fluorescent microscope. Fourteen stages were identified
which represent the physiological events of embryonic development until larval
hatching: Early nuclear divisions (1-3 days), blastoderm (day 4) blastopore (day 5),
primary thickening (day 5), dorsal field (day 9), germ band formation (day 9), germ
band segmentation (day 9), limb buds (day 9) limb differentiation (day 12), nervous
system differentiation (day 13), inversiéon (day 14), dorsal closure ( dayl15), ventral
(dayl1l6) postembryo (day 20). The characteristic germinal disc present in other
arthropods was not well defined. The gastrulation stage was similar to other
arthropods. This work provides us with a wide vision of the tick embryology, which
helps us understand the similitude with other arthropods.

Key words: embryogenesis, tick, Rhipicephalus (Boophilus) microlpus.
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INTRODUCCION

Las garrapatas y las enfermedades transmitidas por ellas son uno de los grandes
problemas de salud publica y veterinaria en el mundo (Alonso et al., 2006). Las
garrapatas se consideran, después de los mosquitos, los segundos vectores mas
importantes de enfermedades en humanos y vectores de patdogenos causantes de

enfermedades en animales (Dominguez, et al., 2010).

Estos ectoparasitos pertenecen a un grupo de artrépodos hematéfagos que
actian como reservorio de organismos patdogenos que incluyen protozoarios como
(Babesia spp y Theileria spp), bacterias (Rickettsia spp, Ehrlichia spp y Anaplasma
spp), virus (Nairovirus, Flavivirus y Asfavirus) y nematodos (Acanthocheilonema)
(Quiroz, 1984).

A nivel mundial existen mas de 900 especies de garrapatas (Hoffmann y
Lopez-Campos, 2000). En México se han identificado 82 especies de garrapatas
tanto en hospederos silvestres como domésticos, ademas de 16 especies probables
en el territorio nacional, pero las cuales aun no han sido correctamente clasificadas
(Hoffman y Lopez-Campos, 2000). Entre las diferentes garrapatas, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus es especifica del ganado bovino, aunque se puede encontrar
en equinos y venados (Quiroz, 1984) y es responsable de la disminucién de la
productividad ganadera al transmitir al menos los tres agentes etiol6gicos
importantes de la ganaderia tropical: Babesia bovis, B. bigemina y Anaplasma
marginale (Jonsson et al., 2008), ademas destaca como causante de lesiones y
dafios en la piel bovina al perforar ésta al alimentarse (Buczen y Bartozic, 2006). Las
garrapatas consumen grandes cantidades de sangre inhibiendo funciones de
inmunidad y el apetito del animal causando debilitamiento y anemia (Alonso, 2006),
ademas limitan el uso de razas seleccionadas por susceptibilidad a la garrapatas y

a las enfermedades que producen (Alonso et al., 2007).



Los miembros pertenecientes al phylum Artrépoda incluyen a las langostas,
cangrejos, camarones, ciempiés, milpiés, insectos, garrapatas, acaros y arafias,
quienes se definen por ser bilateralmente simétricos, con un exoesqueleto de quitina
y patas articuladas; son metameéricos, es decir, el cuerpo exhibe segmentacion real
en la que no es la replicacién de partes del cuerpo, como los musculos y los ganglios
nerviosos, asi mismo muestran tagmatosis, fenomeno en que los segmentos del
cuerpo son modificados y agrupados para formar partes de la boca y las regiones

del cuerpo, como el térax de los insectos (Beaty y Marquardt, 1996).

Dentro de los quelicerados, la embriogénesis de los artropodos es la menos
conocida, por lo que de acuerdo a evidencias disponibles se puede tomar como
modelo basico de desarrollo de los quelicerados a Xiphosura, donde los diversos
patrones de desarrollo embrionario en los aracnidos son derivados de este modelo
(Gupta, 1979).

A pesar de su importancia, la embriogénesis de las garrapatas no ha sido
estudiada a detalle y por lo tanto la informacidén sobre el desarrollo y los eventos
involucrados en la formacion del embrion de la garrapata es apenas disponible
(Sonenshine, 1991 y Seixas, y col. 2012). En la actualidad se ha comenzado a
evaluar la morfologia de los embriones de garrapata sobre todo en las primeras fases

de su desarrollo (Campos y col. 2006).



REVISION DE LA LITERATURA

IDENTIFICACION Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Las garrapatas son ectoparasitos (parasitos externos) del Phylum Artropoda
que en griego significa “los que tienen patas articuladas”, Clase: Aracnida, Orden:
Acarina y de la superfamilia Ixodida. Las garrapatas se consideran el principal
ectoparasito del ganado en el mundo, pues son designados como ectoparasitos
obligados, es decir, que se sitian sobre la piel del hospedador alimentandose de la
sangre y otros fluidos de animales domésticos, silvestres y del hombre (Jongejan y
Uilenberg, 2004).

Se estima que el 80% del ganado en el mundo se encuentra en zonas
infestadas por garrapatas, en México se han identificado 82 especies de garrapatas
tanto en animales silvestres como domésticos, ademas de 16 especies probables en
el territorio nacional, pero de las cuales aun no se tiene evidencia (Rosario, et al.,
2006).

Las garrapatas se clasifican en tres familias: 1) ixodidae o garrapatas duras,
2) argasidae o garrapatas blandas y 3) Nuttalliellidae, presente solo en Africa de la
cual se ha identificado solo una especie, con caracteristicas intermedias entre las
dos familias anteriores (Rosario, et al., 2006), R. microplus es un miembro de la
familia Ixodidae, estas garrapatas anteriormente se clasificaban en el género
Boophilus, sin embargo, recientemente se propuso que las cinco especies del género
Boophilus se agruparan al género Rhipicephalus por presentar caracteristicas
filogenéticas estrechamente relacionadas y siendo considerados géneros
monofiléticos (Beati y Keirans 2001). Algunos investigadores sin embargo, estan en
desacuerdo y siguen manteniendo la distincién, ya que las garrapatas del género
Boophilus se encuentran entre los mas importantes en el mundo (Jongejan y
Uilenberg, 2004; Seixas, et al. 2010).



La garrapata Boophilus es conocida como la "garrapata comun del ganado
vacuno" o "garrapata comun con ojos" y R. microplus especificamente como
"garrapata tropical del ganado vacuno”. R. microplus (SENASA, 2006), se encuentra
principalmente en regiones tropicales (con lluvias regulares, alta humedad y clima
calido) y subtropicales (caracterizadas por temporadas de lluvias y sequias) en todo
el mundo (Williams, 2010).

En México se han establecido esfuerzos para paliar este problema mediante
una campafia contra la garrapata R. microplus, sin embargo algunos municipios
donde habia logrado erradicarse este ectoparasito, estan siendo reinfestados
(Rosario, 2006).

Actualmente en la republica mexicana, los estados de Aguascalientes, Baja
California, Chihuahua, Distrito Federal, Durango, Sonora y Tlaxcala se encuentran
libres de garrapata; Baja California Sur, Campeche, Colima, Chiapas, Coahuila de
Zaragoza, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan de Ocampo,
Morelos, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro de Arteaga, Quintana
Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan, Zacatecas,
se tiene control quimico de las garrapatas Fig. 1 (SAGARPA-SENASICA, 2014).

JOIRORR EL QUAL SE ESTABLECELA CAMPANA NACIONAL
¥ i NTROL DE LA GARRAPATA Boophilusspp

+ )\ 27DEENERODE2014

LIBRE
B ERRADICACION

CONTROL

Figura 1. Mapa de la campafia nacional contra la garrapata Boophilus spp. NOM-019-
Z00-1995. SAGARPA-SENASICA, 2014.



CICLO BIOLOGICO

Rhipicephalus microplus es una garrapata de un solo hospedador (Quiroz,
1984). Su ciclo bioldgico estd compuesto por cuatro estadios: huevo, larva, ninfa y
adulto. Las hembras se alimentan de sangre hasta repletarse, mientras que los

machos se alimentan por periodos cortos y no tan frecuente (Soulsby, 1987).

Su ciclo biolégico se divide en dos fases: 1) fase no parasitica o de vida libre
que inicia desde el desprendimiento de la teleogina (garrapata adulta ingurgitada)
hasta la aparicion de las larvas en la vegetacion; 2) fase parasitica o de vida
parasitaria, que comienza una vez que las larvas infestan al hospedero y termina con
el desprendimiento de las teleoginas (Fig. 2). El ciclo biolégico completo, que
comprende la fase de vida libre y la fase parasitica puede completarse entre 40 y

300 dias segun las condiciones climéticas (Rosario, 2006)

La garrapata R. microplus se alimenta del animal por un periodo de tres
semanas, pasa por los estadios de larva, ninfa y adulto y en las ultimas 24 horas de
la fase parasitica aumenta su tamafio mas de cinco veces, se llena de sangre, se
desprende y cae al suelo para buscar un sitio adecuado para ovipositar (Nufiez
1985).

’:’:::::::zz:‘:‘ Fecudacién de las rea
i sobre el huésped hembras antes de la
(Diferenciacién de sex SucEONTe a0gte

Larva se
adhiere
al huésped

Hembras repletas
de sangre se dejan
caer al suelo

Larva saflendo e

del huevo
Oviposicién en el suelo

Figura 2.Ciclo biolégico de Rhipicephalus microplus. Rodriguez-Vivas, et al., 2006.
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Clasificacion del ciclo de vida libre o fase no parasita:

a) Prootoquia o preoviposicion: el cual comprende desde el desprendimiento
de la teleogina hasta la oviposicion; en verano con una humedad relativa mayor al
80% y una temperatura de 28-30°C, tiene una duracién de 2-4 dias mientras que en

invierno se amplia hasta 90 y 97 dias (Rosario, et al., 2006).

b) Ootoquia u oviposicion, la cual transcurre desde el desove del primer huevo
hasta el ultimo; ésta fase dura de 13-15 dias en verano y de 35-45 dias en invierno
(Ndfiez, 1985), aunque Rosario (2006) menciona que varia de 4 a 60 dias
dependiendo de factores ambientales notandose en promedio 20 dias en laboratorio.
Ademas, los factores climatoldgicos tienen efecto directo sobre los huevos y las fase
no parasitica de la garrapata; se ha reportado que R. microplus oviposita 4.400
huevos aproximadamente (Quiroz 1984). Normalmente estos huevos se colocan en

grietas o escombros, incluso debajo de las piedras (Soulsby, 1987).

c) Metatoquia o postoviposicion, es la fase que ocurre entre el cese de la
oviposicion y la muerte de la teleogina, este periodo varia de 2 a 15 dias siendo muy

raros los especimenes que rebasan los ocho dias (Nufiez, 1985).

d) Incubacién, se define como el periodo desde que inicia la oviposicion hasta
el momento en que emergen las larvas, este es el estado del ciclo mas susceptible
a los factores ambientales debido a que la temperatura y humedad pueden acértalo
o alargarlo; se ha descrito un promedio de incubacién de 15 dias en verano y un
méaximo de 51 dias en invierno y, en relacién a lo reportado por Rosario (2006), este
periodo varia de 14 a 68 dias; Nufiez (1985) menciona que en condiciones de

laboratorio el periodo de incubacién dura 24 dias.

e) Eclosidn, es la etapa en donde la larva emerge del huevo. Bajo condiciones
controladas de laboratorio con temperatura de 25-35°C y una humedad relativa del
95%, el porcentaje de eclosion es superior al 80% (Rodriguez-Vivas, et al., 2006).



f) Vida de la larva libre, es el tiempo que ocurre desde la eclosion de la larva
hasta el encuentro del hospedero; poco después de eclosionar las larvas suben al
pasto ascendiendo hasta el extremo de las hojas donde se ubican preferentemente
en la cara sombreada para evitar la luz solar, en este momento la larva espera la
llegada del hospedero, quien es detectado mediante quimiorreceptores (Rosario,
2006) y se adhiere con las uias (Soulsby, 1987). Se ha observado que en los meses
hamedos ocurre una mayor viabilidad larvaria comparado con los meses secos,
variando desde 22 dias hasta 240 dias y en estudios realizados in vitro el tiempo
fluctia entre 10 a 70 dias en verano y hasta 250 dias en invierno y otofio (Nufiez,
1985).

Clasificacién del ciclo de vida parasita.

El proceso que completa el ciclo de desarrollo de la garrapata lo constituye la
fase parasitica que corresponde a una serie de eventos que ocurren en el hospedero
y dura en promedio 21 dias (Rosario, 2006); es la fase en donde la garrapata se
alimenta de sangre del hospedero, realizdndose también los procesos de muda o
cambio de estadio de larva a ninfa y de ninfa a adulta. Esta fase es poco variable y

se divide en tres etapas:

A) Etapa Larval, dura en promedio de 7 a 12 dias y se caracteriza
morfolégicamente por la presencia de tres pares de patas y un hipostoma con doble
hilera dentaria, una vez sobre el hospedero, las larvas se mueven rapidamente sobre
de la piel del hospedero buscando los lugares mas apropiados para fijarse
generalmente en las zonas de piel laxa y con rica vascularizacion tales como la crural
interna, flancos, patas delanteras, papada, cuello y borde anterior de las orejas
donde en conjunto se localizan normalmente el 95% de la poblacién parasitaria de
R. microplus, en las primeras 24 horas la mayoria de las larvas se fijan en minutos y
mas del 90% comienzan a alimentarse de liquidos tisulares (Quiroz 1984, Nufez,
1985)).

B) Etapa ninfal, comprende desde la muda de larva a ninfa asi como la

replecion de ésta para la segunda muda, la cual se da en un tiempo 5 a 17 dias en



promedio respectivamente, en esta etapa se hacen presentes cuatro pares de patas
y triple hilera dentaria en el hipostoma. Al final de esta etapa el dimorfismo sexual es
evidente y las ninfas, después de alimentarse permanecen en el hospedero y

emergen como adultos (Quiroz 1984, Nufiez, 1985).

C) Etapa adulta, llegando a esta etapa, la hembra adulta se alimenta por
un periodo de 5 a 23 dias, al igual que en la etapa ninfal las garrapatas presentan
cuatro pares de patas con la diferencia que en ésta etapa existen ya cuatro hileras
dentarias en el hipostoma. Después de 5 dias comienzan a evidenciarse las hembras
semirepletas y en un periodo de 0.5 a 2 dias, se repletan por completo las hembras
(Nufiez, 1985); se conoce que en las ultimas 24 horas de esta etapa, la hembra emite
feromonas para atraer al macho y llevar a cabo el apareamiento el cual es esencial
para que las hembras se repleten por completo de sangre y se desprendan del
hospedero para que pueda iniciar un nuevo ciclo; por otra parte el macho succiona
sangre, sin repletarse, se aparea y huevamente vuelve a comer para después buscar
una nueva hembra para la reproduccién, en forma sucesiva hasta su muerte
(Rosario, 2006); cada macho puede fertilizar 18 hembras y permanecer en el
hospedero hasta 48 dias posterior a la muda. De las metaninfas de mayor tamafio y
peso (50% de la poblacion) y, posterior a la fecundacién (4-6mm) ocurre el
desprendimiento después de alcanzar un tamafio de 7-13mm de largo por 4-8mm de
ancho (Nufez, 1985).

En cada etapa de desarrollo (larva, ninfa y adulto) existe una sola alimentacion

que se realiza durante varios dias (Soulsby, 1987).



IMPORTANCIA DE LA GARRAPATA

De forma global, se estima que el 80 % del ganado bovino del mundo esta
infestado con garrapatas y esto provoca pérdidas de 2,000 a 3,000 millones de USD
(Botello et al., 2011).

Estos ectoparasitos son designados como: ectoparasitos obligados, es decir
que se situan sobre la piel del hospedador alimentandose de la sangre y tejidos
tisulares de animales domésticos, salvajes y del hombre; éstos artropodos
representan un gran impacto negativo en el aspecto econémico y zoosanitario en las
explotaciones ganaderas debido a que afecta a bovinos en todas sus edades

causando dafos directos e indirectos (Alonso, et al., 2006).

Dafios directos. Las garrapatas provocan lesiones por la accion de sus
piezas bucales en la piel induciendo efectos infecciosos ademas de una accion
expoliativa (Quiroz, 1984). Consumen grandes cantidades de sangre, inhibiendo
funciones de inmunidad y el apetito del animal causando debilitamiento y anemia
(Alonso, 2006).

El deterioro de la piel debido a las perforaciones producidas por el gnatosoma
y abscesos que se desarrollan afecta de manera importante la industria del cuero ya
qgue del ganado infestado se obtiene material de inferior calidad y en el caso de
ganado lechero, estos abscesos frecuentemente estan involucrados en el dafio y
pérdida de uno o mas cuartos de la glandula mamaria con la consecuente
disminucién de la produccién lactea (Rodriguez-Vivas, et al., 2006). Existe también
una disminucion de la produccién de carne por un efecto nocivo directo sobre la
ganancia de peso de los animales y por tanto su crecimiento retardado (Muro et al.,
2004).

De acuerdo a la FAO (2003) cada garrapata adulta repleta de sangre ha
demostrado reducir la ganancia de peso diaria en 0.6 g. en el ganado de engorda,
ademas las pérdidas economicas que ocasiona R. microplus, por disminucion en la
ganancia de peso, se han estimado en 7.3 US dolares/animal/afio. También se ha

reportado que los animales infestados con garrapatas, reducen su consumo



alimenticio (4.37 kg) en comparacion con animales no expuestos a garrapatas (5.66
kg) (Ojeda-Chi, et al., 2011).

En México se estimaron pérdidas a la ganaderia bovina de 48 millones de
dolares anuales causadas por las garrapatas y enfermedades que producen por lo
que se han utilizado farmacos para su control como organofosforados, piretroides,
amidinas y endectocidas, sin embargo su uso continuo ha ocasionado la generacion

de garrapatas resistentes (Rodriguez-Vivas, et al., 2010).

Dafios Indirectos. Son representados basicamente por la dificultad en la
aclimatacién de razas seleccionadas y por la predisposicion de este ganado a
contraer enfermedades transmitidas por las garrapatas como la babesiosis y la
anaplasomosis. Los protozoos y bacterias como Babesia bovis, B. bigemina y
Anaplasma marginale causantes de estas enfermedades penetran por las
perforaciones producidas en la piel, éstas enfermedades pueden llegar a ser agudas,
cronicas e incluso provocar la muerte del animal (Alonso et al., 2007). Las heridas
derivadas de las picaduras en la piel pueden atraer a las moscas causantes de
miasis, ademas existen restricciones comerciales por contaminacion de productos y

medio ambiente debido a la utilizacién de sustancias quimicas para su control.
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CONTROL

Existen dos formas de combatir al parasito, en el campo (fase de vida libre) y
otro sobre el ganado bovino (fase paréasita) sin embargo, el control se ha orientado
generalmente hacia el combate de las formas parasitas. Actualmente en México
existen seis grupos de productos quimicos que se utilizan para el control de
garrapatas en forma parasita: organofosforados, piretroides, amidinas, endectocidas,
fenilpirazonas e inhibidores del desarrollo (Soberanes et al.,, 2005 y Hernandez,
2011).

En el caso de los inhibidores del desarrollo, se caracterizan por interferir
principalmente en la formacion de la quitina, impidiendo la formacion de la cuticula
del ectoparasito, por lo que se les considera inhibidores de las mudas y del
crecimiento (Alonso-Diaz et al., 2008).

Como métodos de control biolégico se han empleado algunas especies de
hormigas (Pheidole megacephala), ya que tienen un efecto depredador en la
poblacidon de garrapatas. También se ha descrito que los hongos entomopatdgenos
poseen eficacia en el control de la garrapata R. microplus, en condiciones in vitro
(L6pez, Elkin et al., 2009).

Se han introducido vacunas contra R. microplus como opcién para el control
de este ectoparasito, éstas vacunas contienen la proteina Bm86, la cual se encuentra
en la superficie del intestino de la garrapata, por lo que cuando el bovino es vacunado
se produce una reaccion inmunolégica mediada por anticuerpos, asi, cuando la
garrapata ingiere sangre del animal vacunado, los anticuerpos especificos producen
lisis de las células del intestino de la garrapata (Willadsen et al., 1989). En México
se cuenta con la vacuna Gavac® que contiene el antigeno Bm86 recombinante
rBm86, encontrandose una efectividad entre el 51 y el 91% (Rodriguez-Vivas, et al.,
2006).
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RESISTENCIA DE LAS GARRAPATAS A LOS GARRAPATICIDAS

La aplicacién indiscriminada de garrapaticidas ha ocasionado la aparicion de
cepas de garrapatas resistentes a nivel de campo, asi como efectos perjudiciales
para los animales (problemas de contaminacion de la leche y de la carne con
residuos de medicamentos), seres humanos y el medio ambiente (Alonso, et al.,
2006).

En México los primeros problemas de resistencia a los ixodicidas aparecieron
en 1981 en el Estado de Veracruz a los siete afios de iniciados los tratamientos
intensivos con los ixodicidas oganofosforados, este problema obligd a realizar un
cambio en los productos a utilizar en esas regiones, dando lugar al uso de los
piretroides y amidinas. El uso de estos garrapaticidas se intensifico desde 1985 hasta
1993 en donde se detectd la doble resistencia a piretroides y organofosforados en

Tamaulipas y posteriormente en toda la costa del Golfo de México (Fragoso, 2006).

La resistencia a ixodicidas es un problema creciente que necesita ser atendido
ya que en este momento estd afectando la competitividad de la ganaderia y la
economia de miles de productores en México (Dominguez, et al., 2010). Todos estos
aspectos refuerzan la necesidad de enfoques alternativos para el control de
garrapatas (Canales, et al., 2008). Para lograr nuevos enfoques es necesario ampliar
el conocimiento en aspectos basicos de la biologia, desarrollo y fisiologia de la
garrapata para, una vez entendido bien estos procesos se puedan desarrollar nuevas

formulaciones que alteren el desarrollo y la fisiologia de la garrapata.
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MORFOLOGIA DE LAS GARRAPATAS

La alimentacion de las garrapatas es muy importante para la descripcion de
su tamafio y forma, ya que debido a ello varia su descripcion (Cordero, et al., 2002),
estos ectoparasitos tienen morfologia diferenciada entre familias, géneros y
especies, asi como entre las fases de su ciclo de vida (Cupp, 1991). Las garrapatas
adultas son de forma oval, aplanadas dorso-ventralmente en estado de ayuno y
globosas cuando estan repletas, con un tamafio corporal que varia de 2-8mm hasta
2cm, y con una variacion en su color de amarillo al café oscuro (Fig. 3) (Cupp, 1991
y Cordero, et al., 2002).

‘o '3

Figura 3.Rhipicephalus microplus (CaribVET, 2011).

Estos ectoparasitos presentan dos partes diferenciales visibles: el tronco
globoso y extremidades articuladas (Beati y Keirans, 2001). En el extremo anterior
del cuerpo tienen el capitulo o gnatosoma (Fig. 4), la cual no es una cabeza
propiamente dicha, ya que el cuerpo de la garrapata es una sola masa, asimismo la
forma de los apéndices bucales varia mucho entre géneros, especies e incluso,
segun la fase evolutiva dentro de una misma especie (Beati y Keirans, 2001; vy
Cordero, et al., 2002).

QUEL|CEROS
Az .y HIPOSTOMA

PALPOS
BASE DEL 4

ESCUDO

PERITREMA

Figura 4. Morfologia externa de la garrapata hembra Rhipicephalus microplus, vista dorsal.
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De acuerdo a varios autores, el gnatosoma, antes llamado capitulo, es
conocido como la cabeza falsa de la garrapata, el cual se compone de la base del
capitulo, palpos, queliceros e hipostoma (Don, 1960). La figura 5 muestra la base del
capitulo por la cara dorsal de las hembras, donde se observan dos depresiones
llamadas &reas porosas, que contienen las aberturas de unas glandulas cuya
secrecion interviene en la impermeabilizacion de los huevos (Cordero, et al., 2002),
en estas areas sobresalen dos ganchos denominados queliceros que ayudan a
romper la piel del hospedero (Beati y Keirans, 2001); estas estructuras aparecen en
namero par, en forma de hoz, sobresalen de la parte dorsal del capitulo y se
componen de un par de ejes, cada uno encerrados y rodeados de una cubierta
interior, las cuales son invaginaciones de la cuticula producida a partir de la parte

anterior del capitulo (Nufiez, 1985).

DIGITOS DE LOS QUELICEROS
A

-~

SEGMENTO 1l

PALPOS
SEGMENTO Il

SEGMENTO |

AREAS
POROSAS

b)
Figura 5.Gnatosoma de larva de Rhipicephalus microplus, a) Vista frontal del gnatosoma
usando MEB b) Esquema vista dorsal del gnatosoma.

GNATOSOMA

Por debajo de los queliceros, se observa una prolongacién de la base de
gnatosoma llamado hipostoma (Fig. 6); esta situado en la parte ventral del capitulo,
entre los palpos y constan de dos piezas unidas en la linea media, su tamafo varia
de una etapa a la siguiente, generalmente el hipostoma es aplanado dorso-
ventralmente y su borde anterior es redondeado y se caracteriza por presentar en
una posicién subapical una corona dentada, y detras de ella, filas de dientes, el
namero y la forma de las cuales varian en las diferentes etapas del ciclo de vida, asi,
en la larva hay cuatro filas (dos en cada una de sus partes) o 5-6 dientes cada uno,

de los cuales los situados hacia el hipostoma base son mas redondeado que el resto.
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En la ninfa la férmula es de 3/ 3 filas de 5-7 dientes cada uno. Para el caso de las
hembras, la formula dentaria es de 4/4 filas de dientes con 11 a 12 elementos cada
uno. Dentro de sus funciones en el hospedero, es perforar la piel ademas de

participar como 6rgano de fijacion (Nufiez, 1985 y Voltzit, 1996).

DIENTES DE LOS QUELICEROS

SEGMENTO IV

SEGMENTO Il HIPOSTOMA

PALPOS

SEGMENTO Il

SEGMENTO | QUELICEROS DIENTES DEL

HIPOSTOMA

k

HIPOSTOMA
b) c)
Figura 6. Extremo anterior de Rhipicephalus microplus. a) Esquema mostrando el hipostoma
de una hembra, b) Esquema mostrando el hipostoma de una larva. c) Micrografia del
hipostoma de larva usando MEB.

BASE DEL

vV
Y
NATOSOMA v
< V)
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CCCCCC

Los palpos, como se muestra en la (Fig. 7) son otro tipo de apéndice,
producidos en los angulos antero-lateral de la cabeza, en ambos lados del
hipostoma, de los cuales cada uno consta de cuatro segmentos cilindricos. En la
larva estas estructuras se observan uniformes sin separacién remarcable, en una
vista ventral, no es posible distinguir una unién entre los segmentos | y Il de los
palpos, pero si la unién entre el Il y el Ill segmento pedipalpal, asi como una
membrana interarticular que une el Il segmento del IV (Nufiez, 1985). Los
segmentos, por ser distintos a los de las garrapatas blandas, su estructura es rigida
para servir de estuche y proteger a los queliceros e hipostoma, durante la toma de
sangre se apartan a los lados, no interviniendo en la perforacion de los tejidos
(Voltzit, 1996).
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4
Figura 7.Extremo anterior de larva Rhipicephalus microplus, vista ventral mostrando los
palpos usando MEB.

En las larvas, ninfas y hembras, la parte anterior de la cara dorsal del idiosoma
esta cubierta por el escudo (Fig. 8); éste en los machos, cubre toda la cara dorsal, lo
gue permite reconocerlos a simple vista. Los 0jos, se sitian uno a cada lado de los
margenes del escudo a la altura aproximada del segundo para de patas (Cordero, et
al., 2002). En las larvas el escudo ocupa cerca de tres quintas partes de la longitud
del cuerpo, con una longitud de 0.29-0.33mm y ancho de 0.40-0.43mm
aproximadamente, tiene surcos cervicales cortos y profundos, con superficie lisa y
brillante (Don, 1960).

QUELICEROS

BASE DEL GNATOSOMA
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Figura 8.Rhipicephalus microplus. a) Escudo de hembra, b) capitulo y escudo de larva, c)
vista dorsal del macho mostrando el gnatosoma y escudo y d) Vista dorsal de hembra
(modificado de Nufiez, 1985) e) Vista dorsal de larva mostrando el escudo usando MEB.

Enseguida aparecen las extremidades con seis artejos: coxa, trocanter, fémur,
tibia, pretarso y tarso, los adultos y las ninfas poseen estigmas y se sitlan en el

altimo par de coxas, mientras que las larvas carecen de ellas (Cupp, 1991).

La garrapata R. microplus presenta espina caudal por el dorso, que puede
observarse desde el vientre, la coxa |, presenta dos espolones en forma de triangulo;
el interno es mas ancho y largo que el externo, Las coxas Il y lll, presentan dos
espolones de borde redondeado y una escotadura profunda. La figura 9 muestra las
coxas en las hembras, en la cual la coxa | es triangular mas larga que ancha con sus
dos espolones redondeados casi iguales, que se dividen por una profunda hendidura
en forma de V invertida, la coxa Il tiene dos espolones ampliamente redondeados y
mas separados. Para el caso de las larvas, las patas son cortas y pesadas (Don,
1960).
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c) d) k e A i
Figura 9.Extremidades de Rhipicephalus microplus. a) Extremidades podales de hembra de
| — IV Vista ventral (modificado de Nufiez, 1985), b) Esquema de coxas de hembra de | -1V,
c) Esquema gnatosoma y coxas de una larva, d) Vista ventral de la coxa de la primer pata
de garrapata (Modificado de Nufiez 1985).

La fase larvaria presenta tres pares de patas, como los insectos, en cambio
en las fases de ninfa y adulta poseen cuatro pares de patas que la distinguen de los
insectos (Fig. 9) (Cupp, 1991). De estas extremidades, el primer par, ademas de
tener una funcion locomotora tienen otra sensorial, incluyendo algunas ocasiones la
funcion de antenas, es por ello que llevan en el tarso el llamado 6rgano de Haller
(Fig. 10), en el que se concentran varios tipos de sedas (pelos) que perciben la
temperatura, humedad, olor y vibraciones, entre otros estimulos. En todas las fases
evolutivas de las garrapatas, pero particularmente en las fases inmaduras, la
morfologia de las sedas y su distribucién son los caracteres mas importantes en la
clasificacion de las especies (Cordero, et al., 2002).
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a) B by :
Figura 10.Primera extremidad podal de Rhipicephalus microplus. a) Tarso de la primer
extremidad podal de larva Rhipicephalus microplus y b) 6érgano de Haller (modificado de
Nufiez, 1985).

i

En los adultos, por la cara ventral, se observan dos aberturas; la anterior es
la genital y la posterior, el ano. En los postriata (Ixodidae) el ano esta rodeado
anteriormente por el denominado surco anal como se muestra en la figura 11, que
tiene forma de U invertida. Los machos, en los alrededores del ano pueden
encontrarse placas esclerosadas, que se utilizan también en la diferenciacién de

especies (Cordero, et al., 2002).

HIPOSTOMA

Segmento 4
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Segmento 1
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c)

Figura 11.Morfologia externa Rhipicephalus microplus. a) Vista ventral, caracteristicas de
hembra b) Vista ventral caracteristicas de macho adulto, (modificado de P. Arrieta, citado en
Nufiez, 1985). c¢) Vista fronto-ventral de larva usando MEB.

Las placas adanales presentan en su borde posterior una escotadura, de
donde se origina una espina hacia el extremo interno; las placas accesorias son
agudas en su borde posterior y dejan visible la espina caudal, se puede sefialar que
entre la hembra y el macho existe diferencia en la coxa I, ya que en la hembra, es
casi tan larga como ancha y los espolones son redondos. Por otra parte, la coxa IV

puede poseer un pequefio espolon o carecer de él (Cupp, 1991).

Las placas espiraculares, placa estigmal o peritrema, son un par de placas
respiratorias situadas ventro-lateral y posterior de la coxa IV a cada lado del cuerpo,
las cuales pueden ser circulares, ovaladas o en forma de coma si se observa debajo
de la prolongacién dorsal (fig. 11). Estas placas espiraculares o canales se aprecian
como poros en la cuticula, cuya funcién es de proteccion, esta Ultima estructura
mencionada, posee tres capas:. epicuticula, mesocuticula y endocuticula, este
sistema de proteccion tiene la particularidad de sufrir elongaciones de hasta 20 veces

su tamafio original cuando esta repleta de sangre (Spickett, 1994).
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EMBRIOLOGIA EN ARTROPODOS.

El subphylum Chelicerata es un grupo importante desde el punto de vista
evolutivo, ya que se han encontrado muchos fésiles de este grupo que demuestra la
evolucion de los artropodos (Beaty y Marquardt, 1996).

Existen diferentes quelicerados que han sido estudiados entre ellos, los
acaros, escorpiones y el quelicerado mas ancestral, el cangrejo Limulus polyphemus,
(Mittman y Wolff, 2012). Se informa que los crustaceos pertenecen al conjunto de
segmentacion espiral y que algunas caracteristicas basicas de desarrollo de los
quelicerados muestran semejanza con las caracteristicas correspondientes en
crustaceos, sin embargo, estos rasgos son aislados y que pueden ser el resultado
de una evolucion convergente (Gupta, 1979). En las garrapatas no se encuentra
segmentacion espiral (Schwartz, 1977); por lo que el desarrollo de crustaceos no

puede ser utilizado para apoyar una afinidad con otros artrépodos.

La clase Arachnida incluye arafias, escorpiones y acaros, parientes mas
cercanos a la garrapata, ademas, hay que tener en cuenta que el término acaro
incluye tanto las garrapatas como a los acaros a pesar de que generalmente se
clasifican por separado, ya que las garrapatas son acaros gigantes y aungue tienen
algunas caracteristicas distinguibles, se les conoce por separado sélo por ser tan

grandes (Beaty y Marquardt, 1996).

Una estrategia comun en el campo de la investigacion de la evolucién del desarrollo,
es comparar dicho desarrollo de organismos modelo debido a su posicion
filogenética (Wolff y Hilbrant, 2011).

Drosophila melanogaster, artrépodo conocido popularmente como “mosca
de la fruta”, es uno de los principales modelos para el estudio de la embriologia,
puesto que se conocen mejor los detalles moleculares de este fenémeno que en

ningun otro animal (Watson, et al., 2004).

El hecho de escoger a Drosophila melanogaster como modelo experimental
para estudiar los fenébmenos basicos del desarrollo ha sido debido a la confluencia

de los estudios de embriologia, genética y biologia molecular; ademas, la amplia
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conservacion de los genes clave en vias de desarrollo identificados en Drosophila,
refuerzan la conjetura por la cual los mecanismos basicos que rigen el desarrollo

son de relevancia general (Robin, et al., 1999).

En general no hay comparacion embriologica de los 4caros con otros grupos
de artropodos, esta escasez se debe en gran parte a los problemas técnicos y
bioldgicos, por ejemplo el tamafio pequefio y la estructura centrolécica de los huevos
de muchas especies, lo que ha retrasado la preparacion (fijacién, seccionamiento),

el examen y la descripcion (Beaty y Marquardt, 1996).

Sin embargo, una vision general de la embriologia de Ornithodoros moubata
esta disponible en la cual se proporcionan datos comparativos, pero también se
describen las diferencias en la embriogénesis entre los acaros y los insectos (Beaty
y Marquardt, 1996).

No obstante, en la actualidad existen dos especies de arafias (Cupiennius
salei y Parasteatoda tepidariorum) consideradas como organismos modelos para el
estudio de la evoluciéon y desarrollo, debido a sus ventajas en cuanto a
mantenimiento, nimero de capullos producidos por unidad de tiempo y la duracion
del tiempo de desarrollo, en la cual P. tepidariorum ofrece una mayor ventaja
(Mittmann y Wolff, 2012), debido a la expresion de genes en embriones de arafas,
se ha propuesto que, el limite parasegmental es un rasgo conservado en el desarrollo
de los artrépodos, ademas de que las dos especies se complementan una a otra,
como organismos modelo de laboratorio para la comparacion de la embriologia de
guelicerados, con las de otros grupos taxonémicos principales de artropodos (Wolff
y Hilbrant, 2011).

En Drosophila melanogaster el nuevo individuo es producto de la fecundacion,
por parte de un espermatozoide procedente de un macho al évulo maduro de una
hembra, para dar lugar a un cigoto diploide con sus propias caracteristicas. Tras la
fecundacion, el cigoto inicia una sucesion de divisiones casi sincronicas en las
regiones centrales del huevo, que dan lugar a la aparicion de un sincitio y, tras
nuevas divisiones se establece una monocapa de células en la periferia del
agregado, que albergan al vitelo central, esta membrana en insectos es denominada
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blastodermo sincitial, el cual ya determinado es responsable de que el desarrollo

temprano sea bidimensional. (Wolpert et al., 2002).

El huevo en acaros esta encerrado por un corion exterior y una membrana
vitelina interior, el huevo es normalmente centrolécito (la yema se concentra en el
centro del huevo) con un periplasma distinto, es decir el nucleo del oocito esta
rodeado de citoplasma que conecta al exterior con un reticulo citoplasmatico interno

al que estan unidos granulos de yema (Krantz y Walter, 2009).

De la informacién que se conoce sobre la garrapata del ganado R microplus
es gue durante su embriogénesis, no sintetiza hemo para hacer sus hemoproteinas,
sino que se basa Unicamente en la recuperacion de la hemo de la dieta, por lo que
ésta es una reserva para el desarrollo del embrién en forma de granulos de yema
(Logullo, et al., 2002).

En O. moubata, después de la division nuclear de la fertilizacion se producen
divisiones nucleares sincronicas y migran a la superficie del huevo en donde se forma
un blastodermo celular uniforme que rodea el saco vitelino; los vitelofagos primarios
permanecen en la yema. En garrapatas, el blastodermo se refiere a menudo como
una periblastula, y la cavidad llena de yema, el blastocele. Aeschlimann (1985)
(citado por Beaty y Marquardt, 1996) sugiri6 que los viteléfagos primarios
permanecen intactos durante la embriogénesis y contribuyen a la formacion del

epitelio intestinal.

Cada nucleo de migracién estd rodeado por un halo de citoplasma no
encerrada por una membrana celular, los nucleos que se mueve a la superficie de la
masa de yema de huevo y forman el blastodermo, posteriormente da lugar al
ectodermo. Las células inicialmente tienen forma de huso bien separados, pero con

el tiempo forma una capa de células cubicas (Krantz y Walter, 2009).

Ciertas células a lo largo del blastodermo forman una agregacion distinta de
células (primordio germinal) que formara la parte ventral del embrién, esta masa

prolifera en la yema y se llama disco germinal, demarca el telson (somita que se
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encuentra al final del abdomen) del embridn; la apariencia y migracion de este disco,
indica gastrulacion (Beaty y Marquardt, 1996). Durante las primeras etapas de la
gastrulacion el disco germinal ventral se desarrolla como una banda en forma de
embudo en la masa de yema de huevo, el desarrollo de esta agregacion celular
representa la capa interna (mesodermo), mientras que las células blastodérmicas

exteriores forman el ectodermo.

El germen de la banda se alarga y da lugar a los I6bulos cefalicos, después
de lo cual los segmentos prosomaticos con yemas de las extremidades se
diferencian en segmentos de las patas I- Ill, después un pedipalpo, pata IV, y los
segmentos quelicerales; por otro lado aun no se tiene gran informacion del
metamerismo opistosomal, lo que se conoce a la fecha es que pueden presentarse
cinco segmentos y el telson (Krantz y Walter, 2009). La proliferacion celular se
produce en sentido anterior de manera que se forma un I6bulo cefalico (acron), los
vitel6fagos primarios y una capa de endodermo (derivado desde el disco germinal
como células proliferativas internas), posiblemente juegan un papel en la formacién

del intestino medio (Beaty y Marquardt, 1996).

La segmentacion comienza de forma anterior formando el prosoma que es la
porcidn locomotora del cuerpo, inicialmente se distinguen tres segmentos
ambulatorios después del pedipalpo y algunos segmentos secundarios ambulatorios,
asi como segmentos quelicerales, seguidos de cinco segmentos abdominales que
se unen con el telson para completar la formaciéon del opistosoma; la formacion del
corddn nervioso ventral es similar a la de los insectos y comienza en la etapa de
banda germinal a lo largo del surco neural central, conocido como surco ventral
(Beaty y Marquardt, 1996). El intestino medio y el estomodeo se unen y desplazan
el synganglion dorsalmente, se forma una hipodermis que posteriormente daréa lugar

a la cuticula embrionaria (Krantz y Walter, 2009).

La banda de germen se mueve sobre la superficie de la masa de yema de
huevo y conduce al esquema de desarrollo de la larva de seis patas, parte de este
proceso implica el fracaso del desarrollo de los “brotes” del cuarto par de patas en el

embridn, es decir que permanecen como brotes cuando los demas miembros
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comienzan a crecer y aunque la musculatura basal y los nervios de este 4to par de
patas desarrollan normalmente, la cuticula larval cubre las yemas de estas
extremidades. En muchas especies de acaros este par de terminales de patas
aparece en la muda de la larva hexapodo a ninfa octopoda (Beaty y Marquardt, 1996;
Krantz y Walter, 2009).

Las partes principales del cuerpo de los acaros generalmente difieren de la de
los insectos, pero también se pueden dividir en tres unidades: gnatosoma, prosoma
y opistosoma, los ultimos dos a menudo se fusionaron en una sola unidad funcional

nombrada como idiosoma (Beaty y Marquardt, 1996).

A pesar de su importancia, la embriogénesis de las garrapatas no se ha
estudiado a detalle y por lo tanto la informacién sobre el desarrollo y los eventos
involucrados en la formacion del embrion de la garrapata es apenas disponible
(Sonenshine, 1991 y Seixas, y col. 2012). En la actualidad se ha comenzado a
evaluar la morfologia de los embriones de garrapata sobre todo en las primeras fases

de su desarrollo (Campos y col. 2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las actividades primarias que se ha desarrollado con el paso del tiempo es
la ganaderia, la cual tiene un valor importante en el aspecto socioecondmico del pais
generando una importante cantidad de divisas que se obtienen de la venta de pie de
cria, ademas, las personas que se dedican a la ganaderia se ven beneficiadas por
la venta de sus diversos subproductos. Sin embargo la industria ganadera se ha visto
afectada por parasitos y las enfermedades que transmiten al ganado bovino,
especificamente la presencia de garrapatas causando dafios directos e indirectos;
ejemplo de ello es la baja produccién de leche y menor conversién alimenticia a
causa de la anemia provocada por la succion de sangre de estos artropodos, asi
como la transmision de patdgenos causantes de enfermedades al ganado como
Babesiosis y Anaplasmosis, las cuales originan grandes pérdidas econdémicas a los
productores y al pais. Otro de los problemas que se ha venido originando en relacién
a este ectoparasito es la aparicion de cepas resistentes a los métodos de control
quimico, pues en un principio se recurria a insecticidas inérganicos que en su
momento fueron remplazados por insecticidas organoclorados, organofosforados y
carbamatos, los cuales con el correr del tiempo, algunas cepas de garrapatas
adquirieron resistencias a estos productos incluso los mas recientes como el amitraz,
por lo cual deben sustituirse como tratamiento en el control de esta parasitosis. No
obstante la mayoria de los investigadores han trabajado en buscar una nueva
solucion al problema que causa este ectoparasito, sin detenerse a preguntar primero
cuestiones generales de la biologia de esta garrapata, pues es de considerar el
conocer primero su biologia, en especial aguellos aspectos basicos como es el caso
de la embriologia de R. microplus, pues a la fecha no se tiene gran informacién que
aborde los eventos por los que pasa durante su desarrollo como embrion, por otro
lado se puede tener una mayor profundizacién en el conocimiento de este organismo
gue ayude a identificar nuevos puntos criticos que ayuden a frenar su ciclo y tener

mayor control de esta plaga.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Conocer y caracterizar la embriogénesis de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus a partir de huevos ovipositados hasta la eclosion.

Objetivos Especificos
1. Obtener y cultivar huevos de garrapata Rhipicephalus microplus.

2. Estandarizar técnicas de microscopia que permitan la visualizacién
idénea de la morfogénesis de la garrapata.

3. Fijar y visualizar el desarrollo del ectoparasito en periodos de 24
horas desde el inicio de la oviposicion a la eclosion, mediante
técnicas de microscopia optica.

4. Determinar las fases de desarrollo del embrion con base en el
analisis de las imagenes obtenidas al microscopio.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de garrapatas repletas y huevos ovipositados.

Las garrapatas R. microplus que se utilizaron para este estudio, fueron
colectadas de bovinos previamen