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RESUMEN

ALFONSO TOLEDO JORGE ALBERTO. Identificacion morfolégica y molecular de
acaros ectoparasitos (Parasitiformes: Mesostigmata) infestando una poblacién de
serpientes (Reptilia: Squamata) en cautiverio (bajo la direccién de Bidl, Dr. Ricardo

Paredes Ledn y MVZ Dra. Evangelina Romero Callejas).

Las colecciones herpetoldgicas de ejemplares vivos de México representan una
parte de su patrimonio natural. Uno de los problemas mas usuales y de mayor
importancia para las colecciones herpetoldgicas vivas, es la presencia del acaro
Ophionyssus  natricis  (Gervais, 1844) (Parasitiformes: Mesostigmata:
Macronyssidae), ectoparasito ampliamente distribuido en todo el mundo y vector de
agentes etiologicos causantes de enfermedades en reptiles. El presente estudio da
a conocer los hallazgos de especies de acaros en una poblacién de serpientes en
cautiverio, en donde, utilizando métodos de caracterizacion morfolégica y el andlisis
de secuencias moleculares de ADN (Acido Desoxirribonucleico) del gen
mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad | (COI) y de los genes nucleares 28S
(regién D3-D5) y 18S (region variable 4, V4). Los resultados muestran que la
especie de acaro presente en la mayoria de las serpientes de la coleccidon
pertenecen a Hemilaelaps triangulus (Ewing, 1923) (Parasitiformes: Mesostigmata:
Ixodorhynchidae), especie ectoparasita permanente y obligada de serpientes, la
cual pertenecen a una de las familias de acaros escasamente estudiada. Se

describe por primera vez el macho, dos estadios ninfales y se redescribe la hembra



de H. triangulus Este reporte es el primero en registrar a H. triangulus en México y
el primero en registrar un brote de acariosis causado por este acaro en herpetarios.
Ademas se da a conocer por vez primera, la secuencia molecular del gen COI para
las especies O. natricis y H. triangulus, asi como las secuencias moleculares
parciales de los genes 28S y 18S de algun miembro de la familia de acaros

Ixodorhynchidae.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las colecciones bioldgicas representan parte del patrimonio natural de un
pais o region, y tiene entre sus objetivos el almacenamiento, mantenimiento,
identificacion y preservacion de estructuras organicas (piel, pelo, exuvias o mudas,
etc.) o especimenes vivos!. Especificamente las colecciones destinadas a preservar
especies de reptiles (colecciones herpetologicas) juegan un papel fundamental para
el conocimiento de la biodiversidad? y siendo México el segundo lugar en cuanto a
riqgueza de especies en reptiles®# toma una gran relevancia contar con un acervo
que resguarde la riqgueza y variabilidad genética y especifica de las comunidades.
Uno de los problemas mas usuales y de mayor importancia para las colecciones
herpetolégicas vivas, es la presencia de &caros ectoparasitos que pueden ser
vectores de agentes etiolégicos causantes de enfermedades en reptiles.

Los acaros son el grupo mas diverso de aracnidos (clase Arachnida) que
existen, hasta el momento se registran mas de 54600 especies®. Como
caracteristicas propias presentan la fusién de su cuerpo en un solo tagma o regién
corporal, conocido como idiosoma y una proyeccién anterior de éste llamado
gnatosoma, conformado por los queliceros y pedipalpos, apéndices involucrados
principalmente en funciones tréficas. En el idiosoma se presentan 3 pares de patas
en las larvas y 4 pares en adultos y ninfas; dichos apéndices cuentan con 6 artejos
(coxa, trocanter, fémur, genua, tibia y tarso) en la mayoria de las especies®’. Los
acaros se clasifican en dos grandes linajes: 1) Parasitiformes, que incluyen a los
grupos Opilioacarida, Holothyrida, Ixodida (garrapatas) y Mesostigmata (corucos) y
2) Acariformes integrado por los Trombidiformes y Sarcoptiformes®. Pueden

encontrarse en casi todos los ecosistemas terrestres y acuaticos del mundo,



ademas de presentar una amplia gama de formas y tamafos especializados en sus
diferentes estrategias de supervivencia y habitos alimenticios, siendo una de ellas
el parasitismo, presente en casi todos los grupos (excepto oribatidos, un grupo de
los Sarcoptiformes)®. La asociaciéon de &caros como ectoparasitos de reptiles es una
interaccidon comun, en el mundo se conocen alrededor de 73 especies de 16
géneros y cuatro familias de acaros registradas como parasitos permanentes de
serpientes?; para México se conocen 10 especies de 11 géneros y cinco familias
de &caros parasitando a serpientes en alguna etapa de su vida (cuadro 1)-13,
dentro de estos registros encontramos a especies pertenecientes de la familia
Macronyssidae (Parasitiformes: Mesostigmata) que incluye acaros causantes de
importantes parasitosis® y a miembros de la familia Ixodorhynchidae (Parasitiformes:
Mesostigmata) los cuales han sido escasamente estudiados'?. La presencia de
ectoparasitos es habitual en reptiles tanto de vida libre como en cautiverio, las
garrapatas y acaros son los que comunmente se registran en animales mantenidos
en cautiverio4,

El ectoparasito mas frecuente en serpientes es Ophionyssus natricis (Gervais
1844) (Macronyssidae) o también llamado “acaro de las serpientes”#, conocido por
gue tanto la protoninfa como los adultos se alimentan de la sangre del hospedero
causando cuadros de anemia, dermatitis, prurito, septicemia, disecdisis y
deshidratacion, ademas de ser vector de la hemorragia septicémica provocada por
Aeromonas hydrophilus?#16, para este acaro se ha registrado que tiende a
alimentarse de los tejidos suaves por debajo de las escamas, con preferencia en las
zonas de la cabezay cuello. También, se han registrado casos donde el humano es

un hospedero accidental causando vesiculas papulares en la piel*”18. Para México



la presencia de este acaro se registra desde el afio de 1985%>1° parasitando a por

lo menos 15 especies de reptiles en diversas colecciones herpetoldgicas?!?.

Cuadro 1. Especies de acaros y hospederos registrados en México en serpientes

de vida libre y cautiverio.

Familia Especie Hospedador
Argasidae Ornithodoros turicata Crotalus mitchell
C. ruber
C. durissus
Amblyomma dissimile Spilotes pullatus
Ixodidae Boa constrictor

A. elaphese Bogertophis subocularis
A. rotundatum S. pullatus
Ixodorhynchus leptodeirae Leptodeira maculata
Ixodorhynchidae l. liponyssoides N.D*

Ixoboides sp.

C. triseriatus

Macronyssidae

Ophionyssus natricis

C. triseriatus

C. durissus

Pituophis deppei

B. constrictor

C. cerastes

C. lepidus

Lampropeltis triangulum
C. atrox

C. ravus

Trombiculidae

Hyponeocula imitator

Chionactis occipitalis
Lampropeltis getula
Coluber flagellum

Eutrombiculai alfredduges

Leptophis mexicanus

Oaxacarus geophis

Geophis anocularis

*N. D: Especie no determinada

La co-adaptacion que han desarrollado reptiles y sus ectoparasitos ha

generado diversas estrategias de supervivencia para ambas partes, una de estas

es la seleccion del lugar donde se alimenta y se lleva acabo el ciclo de vida del

ectoparasito?®. Se ha registrado que existen areas sobre el hospedero preferidas



por ciertos estadios de vida del ectoparasito, esta eleccion puede deberse a la
facilidad para obtener su alimento, la forma y tamafio que puedan presentar las
escamas 0 que sean sitios favorables para la ovoposicion y fijacion de los huevos
del &caro?l. La mayoria de las observaciones de ectoparasitos en serpientes los
registran asociados a las escamas de la cabeza, el contorno de los ojos y cuello®,
La observacion dirigida hacia estos sitios de preferencia puede ser de gran ayuda
al realizar el diagndstico de acaros en animales de vida libre o en cautiverio.

El presente estudio incluye una aproximacién molecular, que busca la
caracterizacion de la secuencia genética del ADN mitocondrial codificante para una
porcidn del gen del citocromo C oxidasa | (COI), que consta de aproximadamente
648 pares de bases (pb). Esta secuencia es la principal que se usa para el proyecto
internacional llamado “Cdédigo de barras de la vida” (Barcode of life), que busca
desarrollar un método por el cual secuencias cortas de una region estandar del
genoma permita la identificacion de las especies conocidas y potencialmente el
descubrimiento de especies nuevas para la ciencia; y con esto facilitar y ampliar el
conocimiento sobre la diversidad de especies en el planeta??23. También se realiz6
la caracterizacion para la region variable 4 (V4) del gen nuclear 18S (aprox. 480 pb)
y el fragmento D3 a D5 del gen nuclear 28S (aprox. 400 pb). Estos genes son
ampliamente utilizados para estudios filogenéticos moleculares de artrépodos?4-2,
ya que se ha demostrado la estabilidad a cambios en su estructura, presentando
regiones menos variables para los analisis entre taxones a niveles de género o
superiores, y que en un grupo tan diverso como son los acaros, son utilizados
frecuentemente para realizar andlisis filogenéticos?’~2°. El uso de técnicas

moleculares en medicina veterinaria de reptiles esta apenas iniciandose, enfocada



a la vigilancia de enfermedades de relevancia medica en herpetarios o en algunos
casos aplicado a la clinica en centros especializados3%31,

Este trabajo busca dar a conocer los hallazgos suscitados en una poblacion
de diferentes especies de serpientes mantenida en cautiverio, a la cual le afecto un
brote de acariosis, asi como incluir las descripciones morfologicas de los diferentes
estadios del ciclo de vida de las especies de ectoparasitos que se identifiquen y su

caracterizacion molecular con 1 gen mitocondrial y 2 genes nucleares.

HIPOTESIS

El brote de acariosis surgido recientemente en una poblacion de serpientes
mantenida en cautiverio fue causado por Ophionyssus natricis, la especie de acaro

mas comun en herpetarios.

OBJETIVO GENERAL

Identificar taxonémicamente los &caros obtenidos de la recolecta de

serpientes mantenidas en cautiverio de los brotes acontecidos en el afio 2016.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ |dentificar morfol6gicamente las especies de &caros encontradas en las
muestras.
e Describir los estadios del desarrollo postembrionarios de los acaros

recolectados en este estudio.



e Diagnosticar molecularmente las especies de acaros encontradas en las
muestras, con base en los marcadores mitocondriales, citocromo C oxidasa
subunidad 1 (CO1), region V4 del 18S y D3-D5 del 28S.

e Evaluar si existen regiones corporales en las serpientes con mayor

preferencia por los 4caros, en donde se presenten infestaciones altas.

MATERIALES Y METODOS

Recolecta, preservacion e identificacion taxonémica

La poblacion de serpientes donde se realizo la recolecta de ectoparasitos del
brote ocurrido en 2016 se mantenia en el area de cuarentena, que constaba con un
total de 29 ejemplares. Esta area pertenece a la coleccién del Laboratorio de
herpetologia “Vivario”, de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (Lab. Herp.
FES-I UNAM), ubicada en: Avenida de los Barrios nim. 1, colonia Los Reyes
Iztacala, Tlalnepantla, Estado de México, México.

El diagndstico de ectoparasitos sobre las serpientes se realizé al observar los
acaros en los ejemplares de la coleccion, dentro de sus bebederos, en el sustrato
(papel periddico) dentro de sus lugares de estancia o mediante bafios de agua y
jabén!4, éste ultimo utilizado por facilitar el desprendimiento de la capa cerosa de
los &caros®2.Por accién mecanica los ectoparasitos eran atrapados en la superficie
de guantes de latex, donde se recolectaron con hisopos no estériles impregnados
con etanol al 70% deslizandolos por la superficie del guante. Los ectoparasitos
atrapados fueron colocados en tubos de plastico eppendorf con etanol al 70% o al
96% vy rotulados con los datos de la especie huésped, tales como el nimero de

identificacion del ejemplar y fecha de recolecta. Mediante la utilizacion de un



microscopio estereoscopico los ectoparasitos fueron cuantificados. Se calcularon
los indices de prevalencia, densidad y abundancia seguin Bush et. al.33:34,

Numero de hospederos infectados

Prevalencia % = — -
Numero de hospederos examinados

Numero total de parasitos recolectados

Abundancia promedio = —
P Numero total de hospederos de la muestra

Numero de parasitos recolectados de una poblacion

Intensidad =
Numero de hospederos parasitados

Intervalos de intensidad = NUm maximo y minimo de parasitos en una poblaciéon

Para la preparacion de las muestras y su posterior identificacion taxonémica
se siguié el método propuesto por Krantz y Walter®®, que indica el aclarado del
ectoparasito sumergiéndolo en lactofenol por un periodo de 24 a 48 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, con ayuda de un microscopio
estereoscopico se realizaron preparaciones semipermanentes con portaobjetos y
cubreobjetos de vidrio utilizando medio Hoyer como preservador, las preparaciones
fueron colocadas en un horno de secado (Boekel ®, modelo 133730) a 30°C durante
al menos 72 horas hasta que sec6 el medio. Los ejemplares que no se conservaron
en lamillas fueron preservados en etanol al 100% en frascos de vidrio, cada muestra
fue rotulada con los datos del ejemplar, especie huésped, lugar y fecha de recolecta.

Para la identificacién taxonémica de ectoparasitos se utilizaron las claves

dicotbmicas para éacaros de serpientes de Fain®® y &caros de la familia



Macronyssidae (Mesostigmata: Dermanyssoidea) de Radovsky®’ con ayuda de un
microscopio Optico de contraste diferencial de fases (Nikon, Optiphot 2) para la
observacion de los ejemplares en preparaciones.

Se realizo la redescripcion de los estadios conocidos y la descripcion de
aguellos estadios postembrionarios de los acaros que no han sido previamente
descritos con base en los ejemplares recolectados, siguiendo el formato de las
descripciones realizadas por Fain®® y complementadas con descripciones
taxondmicas de especies nuevas y cambios nomenclaturales recientes de la
superfamilia Dermanyssoidea®®3°, Todas las mediciones son indicadas en
micrémetros (um), la nomenclatura para la quetotaxia es tomada de los trabajos de
Lindquist y Evans®?, asi como la modificacion posterior de Lindquist*.

Los acaros preservados en laminillas fueron fotografiados con una camara
fotografica de cabezal (AxioCam ® ICc 1) adaptada a un microscopio Optico de
contraste de fases (Zeizz ® serie AX10 modelo LAB.Al), en el Laboratorio de
Microscopia Electrénica y Fotografia de la Biodiversidad del Instituto de Biologia de
la UNAM (IBUNAM). Las preparaciones y ejemplares preservados en etanol al
100% quedaron a resguardo de la Coleccion Nacional de Acaros (CNAC) en el
IBUNAM.

Los nuevos registros y el material adicional revisado se indica en este trabajo
con los siguientes datos: numero de catalogo de la CNAC, la especie de acaro, la
especie del hospedador, localidad de recolecta, fecha y colector. Las abreviaturas
y simbologia utilizadas corresponden a: @: hembra adulta (plural 29); &: macho
adulto (plural 2&); DN: deutoninfa (plural DNN); PN: protoninfa (plural PNN); L: larva

(plural LL).
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Determinacion de areas de infestacion

La determinacion de las areas de preferencia de los ectoparasitos, se realizo
al observar los acaros sobre los ejemplares de la coleccién. La categorizacion de
las regiones corporales se realizo a través de la division de la longitud total de los
ejemplares en las categorias de primer tercio craneal, segundo tercio medio y tercer

tercio caudal.

Extraccion de ADN

Para la obtencion del material genético se utilizé un equipo de extraccion para
ADN DNeasy® Blood and Tissue (QIAGEN®)*?, utilizando la metodologia modificada
por Paredes-Le6n(43). Las modificaciones consisten en la obtencion de tejidos a
partir de 1 a 5 4caros que se maceran o cortan para exponer los tejidos internos. Se
agregaron 150 pl de solucion ATL junto con 4 ul de RNAsa (100mg/ml), mezclandolo
en un vortex hasta homogenizar e incubandolo por 2 minutos a temperatura
ambiente.

Se adicionaron 10 pl de proteinasa K y se dejaron incubar por 16 horas a
temperatura de 56° C. Se agregd 200ul de la solucion AL y se incuba a 56° C por
10 minutos. Se colocé la columna de extraccion en un tubo estéril de 2 ml, y se
agregaron 50 pl de solucién AE y se dejo incubar por 20 minutos.

Con fines comparativos, se realizo la extraccion de ADN para algunos acaros

parasitos de serpientes pertenecientes al acervo de la CNAC (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Datos de recolecta de las muestras de acaros parasitos de serpientes
procedentes de la Coleccion Nacional de Acaros.

Especie Numero de Especie Origen de la muestra
catalogo de huésped (Fecha de ingreso a la CNAC)
la CNAC
Ophionyssus  CNACO011061 Boaimperator UMA ubicada en Coquimatlan,
natricis Colima, México.
(Junio 2008)
O. natricis CNACO011064 Morelia sp. Ejemplar decomisado por parte
de SEMARNAT*.
(Junio-Julio 2008)
O. natricis CNACO011058  Agkistrodon Herpetario del IBt UNAM**,
bilineatus Cuernavaca, Morelos, México.
(2006)
O. natricis CNAC011057 Crotalus ravus Herpetario del IBt UNAM**,
Cuernavaca, Morelos, México.
(2006)
O. natricis CNACO011067 Phyton Ejemplar en cautiverio, Cd. De
bivittatus. México
(17 de Febrero 2017)
Ixodorhynchus CNACO011049 Leptodeira Ejemplar de vida libre, Carretera
leptodeirae maculata Tepic-Aguamilpa; Nayarit,
México.
(Junio 2003)
Ixodorhynchus CNACO011053 Thamnophis Ejemplar en vida libre, Edo.
sp. sp. Méx, México.
(2017)

* SEMARNAT: Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales.
** |Bt UNAM: Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Autbnoma de México.
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Lo resultante de la técnica de extraccion de las muestras fue colocada en un
espectrofotometro (NanoDrop 2000®, Thermo Scientific), para la cuantificacion del
material genético obtenido de las muestras. También, se utilizé el intervalo de
absorbancia 260/280 que indica el valor de pureza de una muestra de ADN. Las
muestras que presentan un valor = 1.8 se consideran bajas en cantidad de
particulas contaminantes (proteinas o sales disueltas), estas particulas tienen un
efecto inhibitorio para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas

en inglés)*4.

Técnica de PCR

Para la realizacién de la técnica de PCR, se prepararon las soluciones de
reactivos en un tubo eppendorf de 1.5 ml para cada muestra que contenia 3 pl de
Buffer 5x MyTaq (Reaction Buffer, Bioline®), oligonucledtidos o iniciadores (primers)
a 10 uM (0.25 pl) cada uno, 1 unidad de Taq polimerasa (1x100ul), 2 pl de la muestra
y se llevd a un volumen final de 15 pl empleando agua destilada, esto con base a
los protocolos del Laboratorio de Biologia Molecular, que forma parte del Laboratorio
Nacional de Biodiversidad (LaNaBio) del departamento de Zoologia del IBUNAM.
Los principales oligonucleétidos empleados para el gen COI son propuestos por
Folmer et al.*> y como alternativos se utilizaron los de Cywinska et al.*®¢ y Simon et
al.*’. Para la regién V4 del gen 18S los principales oligonucleétidos son los
propuestos por Otto y Wilson?®, como oligonucledtido alternativo se utiliz6 el
propuesto por Giribet et al.*8. Para la region D3-D5 del gen ribosomal 28S se
utilizaron los oligonucleotidos propuestos por Whiting et al.?8 y Angelini et al.*°; los

segmentos analizados en este estudio son frecuentemente utilizados para el
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analisis filogenético de acaros como también el de diversos artrépodos y otros phyla

(cuadro 3).

Cuadro 3. Oligonucleotidos utilizados para la secuenciacion del gen mitocondrial

COl, nucleares 28S y 18S.

Gen Nombre del Oligonucleétidos (5’ — 3’) Referencia
objetivo Oligonucleétido

LCO 1490 F— GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG (45,46)

G
Cl-J-1718  F-GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTT (47)
cc
ol LepF F— ATT CAA CCA ATC ATA AAG ATA (46)
TTG G
HCO 2198  R-TAAACT TCA GGG TGA CCA AAA (45,46)
AAT CA
Mite 28S a F— GAC CCG TCT TGA AAC ACG GA (28)
285 Mite 28SFF R- GTT ACA CAC TCC TTA GCG GA (49)
Mite 18S — IF  F— ATA TTG GAG GGC AAG TCT GG (29)
18S 18S — IR R- TGG CAT CGT TTATGG TTAG (29)
18S5R R - CTT GGC AAA TGC TTT CGC (48)

F = Oligonucledtido con sentido “forward”
R = Oligonucledtido con sentido “reverse”

Para la realizacion de la PCR, se utiliz6 el perfil térmico de 5 minutos (min) a
94 °C, 30 ciclos de 40 segundos (s) a 94 °C, 40 s con las temperaturas de 48, 50 0
52 °Cy 45 s a 72 °C, con un paso final de 72 °C 7min*3 para las regiones de los
genes nucleares 28S (D3-D5) y 18S (V4). Para el gen mitocondrial COI se utilizo el
perfilde 5 mina 94 °C, 5 ciclosde 40sa 94 °C,40sa45°Cy 1 mina 72 °C, seguido

por 30 ciclos 40 s a 94°C, 45 s a 50°C y 1 min a 72°C, con un paso final de 5 min a
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72 °C®0, Las reacciones fueron procesadas en termocicladores modelo Arktik™ del
LaNaBio del departamento de Zoologia del IBUNAM.

Posterior al proceso de PCR, se tomaron 2 pl de muestra junto con 1 pl tinte
marcador (GelRed™) y fueron colocados en un gel de agarosa al 1.5% para una
electroforesis de 25 min de duracion a 120 voltios. Para la observacion de las
bandas en el gel se utilizé un transiluminador MultiDoc-It™ UVP (Analytik Jena AG).

Las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Biologia Molecular y
Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y la Salud del IBUNAM donde se
realizé la purificacion y secuenciacion de las muestras en su sentido 5" - 3’ y vice
versa.

Se analizaron las secuencias de O. natricis disponible en la plataforma de
GenBank® para el gen 28S (FJ911788.1) y del gen 18S (FJ911853.1). Estas
secuencias son las unicas publicadas para las especies analizadas en el presente
estudio y se incluyeron en la elaboracion de las matrices de distancias y en el
analisis de distancia de minima evolucion. La clave de identificacion para estas
secuencias es la abreviatura de especie mas el numero de acceso de la plataforma

GenBank®.

Andlisis de distancia por el método Neighbor-joining (NJ)

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Geneious®
version 5.25%(Biomatters Ltd., Auckland, Nueva Zelanda), para posteriormente
compararlas con las secuencias disponibles en GenBank® utilizando la
“Herramienta Basica de Busqueda de Alineacion Local” (BLAST, por sus siglas en

inglés)5253,
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Las secuencias obtenidas y las que se encuentren publicadas en la
plataforma electrénica GenBank® fueron alineadas utilizando los algoritmos de
ClustalW>* en el programa MEGA7 (version 7)°°, usando los pardmetros de serie
(penalizacion por espacio o gap abierto = 15, extension de penalizacidén por espacio
0 gap = 6.66) y analizadas mediante la elaboracién de una matriz de distancias o
disimilitud genética utilizando delecién completa de los espacios en las secuencias.
Posteriormente se realizO un analisis de agrupamiento mediante el método
Neighbor-joining®® utilizando el modelo Tamura 3-parametros®’ el cual presento los
valores mas bajos del criterio de informacion Bayesiano (BIC, por sus siglas en
inglés)®8 y el criterio de informaciéon de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés)®°. El
método NJ permite establecer relaciones basadas en similitud de secuencias de
genes mediante las matrices de distancia y representandolas en un arbol de
distancias®®. Ademas, se calcularon los valores de soporte de los grupos obtenidos

con el método de arranque o agrupamiento (Bootstrapping) con 1000 replicaciones.

RESULTADOS

Se realiz6 el diagndstico a un total de 29 serpientes pertenecientes al area
de cuarentena del laboratorio de herpetologia de la FES- | UNAM, las especies de
serpientes pertenecientes a la coleccion aparecen en el cuadro 4. Un total de 22
serpientes resultaron positivas a la presencia de ectoparasitos. Fueron recolectados
un total de 314 ectoparasitos los cuales fueron preservados en laminillas,
conservados en etanol o utilizados para la extraccion de ADN. Se obtuvo una

prevalencia del 76% de las serpientes con ectoparasitos, una abundancia de 10.8
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parasitos por hospedero y una intensidad de 14.3 acaros por hospedero infestado

con un intervalo que va de 6 a 69 ectoparasitos.

Cuadro 4. Numero de ejemplares totales por especie y los diagnosticados positivos
a la presencia de acaros, del area de cuarentena de la Facultad de Estudios

Superiores Iztacala.

Especie Numero de Ejemplares positivos a la
ejemplares presencia de acaros

Boa imperator 8 7
B. constrictor 2 2
Corallus caninus 2 2
Morelia spilota 3 3
Epicrates maurus 1 1
Drymarchon melanurus 1 1
Pituophis deppei 7 5
Python regius 1 1
Lampropeltis getula 3 0
L. triangulum 1 0
Total 29 22

Identificacién Morfologica

A partir de los acaros recolectados, se elaboraron 52 laminillas microscopicas
de ectoparasitos obtenidos de las serpientes. Se identificaron 2 especies: 1)
Hemilaelaps triangulus (Ewing, 1923), diagnosticada en todos los ejemplares y 2)
Ophionyssus natricis (Gervais, 1844), s6lo en un ejemplar de Corallus caninus
causando una coinfeccién junto con H. triangulus. A continuacion se indica su

clasificacion®, asi como las descripciones realizadas.
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LISTADO TAXONOMICO Y CLASIFICACION DE LAS ESPECIES
ENCONTRADAS
Superorden: Parasitiformes Reuter, 1909
Orden: Mesostigmata Canestrini, 1891
Suborden: Monogynaspida Camin y Gorirossi, 1955
Cohorte: Gamasina Kramer, 1881
Subcohorte: Dermanyssiae Evans y Till, 1979
Superfamilia: Dermanyssoidea Kolenati, 1859
Familia: Ixodorhynchidae Ewing, 1923
Género: Hemilaelaps (Ewing, 1923)
Especie: Hemilaelaps triangulus (Ewing, 1923)
Familia: Macronyssidae Oudemans, 1936
Género: Ophionyssus (Gervais, 1844)

Especie: Ophionyssus natricis (Gervais, 1844)

Familia Ixodorhynchidae Ewing, 1923

Diagnosis. Acaros de talla pequefia o mediana, en la mayoria de las
especies el cuerpo es aplanado, corto y en forma de cuchilla, de forma eliptica, o
mas ovalado en la parte posterior del idiosoma. IDIOSOMA. Dorsal: con una placa
grande o dos separadas (placa podosomal y opistosomal) que cubre la mayor parte
del cuerpo. Ventral: la placa anal, habitualmente estd muy desarrollada,
relativamente bien esclerosada con ornamentacion variada, y presentando tres
sedas anales (dos paranales y una postanal), criba (cribrum) siempre presente.

Placas metapodales reducidas. Estigmas situados lateralmente o ventro-
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lateralmente a la altura de las coxas IV y se extienden hacia la parte anterior por un
peritrema de longitud variable. GNATOSOMA: Pedipalpos con 5 artejos, tarso con
un apotele esclerosado frecuentemente bicornuado, cuando existe. Los dientes
deuteroesternales siempre presentes dispuestos en una fila longitudinal o formando
peines compuestos con 5 a 20 dientes. Los mala externa o corniculos siempre
largos, curvados hacia adentro y se dirigen hacia la linea media hasta el punto de
gue en algunas especies los extremos apicales se tocan. En algunas especies la
punta de los mala externos tiene uno o dos ganchos en forma de arpdn. Estas
puntas en forma de arpdn estan ausentes en los machos. Presenta un tritosterno
(tritosternum) con 2 lacinias usualmente desarrolladas y finamente sedosas.
PATAS: Generalmente cortas, todos los tarsos terminan en una ventosa y ufas
poco desarrolladas, simples o ligeramente gruesas. Algunas especies poseen
fuertes espolones en las coxas ya sea con su apice redondeado o bifido, o
remplazado por una seda ordinaria. Los fémures de estas especies generalmente
presentan sedas largas y gruesas en la parte dorsal.

Las hembras presentan una placa esternal de apariencia escamosa, o lisa
poco esclerosada, o bien, en la parte anterior esta fuertemente esclerosada
formando una banda transversal que continua a veces entre las coxas I-ll. Se
presentan sedas esternales en todas las especies. Placa epiginial relativamente
bien desarrollada pero poco esclerosada, generalmente en forma de lengua con un
par de sedas genitales, rara vez estas sedas se encuentran por fuera de la placa
epiginial. Los queliceros son variables; las quelas o pinzas pueden estar formadas
por un dedo fijo y un dedo mévil con dientes, o bien solamente el dedo movil muy

desarrollado con dientes en forma de gancho, o también, con un dedo movil
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desarrollado con dientes y un dedo fijo rudimentario. La base del dedo mévil esta
rodeada por una membrana articular y reforzada por una hilera de espinas muy finas
(sedas o brocha artrodial).

Los machos presentan una placa holoventral variable. Queliceros: el dedo
movil es estrecho, y relativamente largo con la presencia de un espermatodactilo; el

dedo fijo es mas corto o rudimentario.

Hemilaelaps triangulus (Ewing) (Figuras 1-6)

Liponyssus triangulus Ewing, 1923: 18; Turk, 1947; Fonseca, 1948: 321.

Hemilaelaps triangulus Johnston, en Strandtmann y Wharton, 1958: 140; Fain,
1962: 43.

Hemilaelaps americanus Ewing, 1933: 8, Fain, 1962: 43.

Hemilaelaps distinctus Ewing, 1993: 8, Fain, 1962: 43.

Diagnosis:

Esta especie se distingue de otras de su mismo género por presentar solo un
fuerte espolén en la coxa I, la ausencia de espoldn en la coxa lll, la placa dorsal es
completa y no posee invaginaciones laterales y la placa esternal esta poco
esclerosada®.

Descripcion

Hembra (n = 26) (Figura 1)

GNATOSOMA: 85-135 ancho, 150-200 desde su base a las punta de los
pedipalpos y 115-145 desde la base a la punta de los mala externos, el largo de la
seda 1 del hipostoma (hypl) 7-10, hyp2 4-6, hyp3 4-10 y seda capitular (c.s) 5-10.
El hipostoma es bicornual y contiene a las sedas hipostomales, la corniculos
terminan en forma de arpén. Queliceros 145-160 de largo y poseen pinzas, el dedo
movil tiene 20-40 de largo y presenta 3 dientes (Figura 2A), el dedo fijo tiene el

mismo tamafo y posee 2 dientes, las quelas presentan una brocha artrodial con 4
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a 6 sedas gruesas en la base y delgadas en la punta. Tritosterno presente con base
de 15-20 y terminado en 2 lacinias libres que alcanza hasta hyp3. Los artejos libres
de los pedipalpos miden 70-90 de longitud, y presentan un apotele bicornual.
IDIOSOMA. Oval, 530-670 de largo y 290-400 de ancho a la altura de la seda r1.
Dorsal: placa completa sin invaginaciones, con poca ornamentacion, 510-555 de
longitud y 270-330 de ancho a la altura de la seda rl (Figura 2B). La placa posee
33 pares de sedas simples de 15-20 de largo, exceptuando j1 10-25, j2 12-30y Z5
15-20. Ventral: la placa esternal posee tres pares de sedas esternales (st) las cuales
miden stl 15-25, st2 20-30, st3 15-30 (Figura 2C). La placa epiginial es piriforme
de 210-390 de longitud y 75-105 de ancho a la altura de la seda genital (sg), ésta
mide 16-30 (Figura 2D). La placa anal 95-110 de longitud y 70-115 de ancho, con
un margen lateral al perimetro de la placa, las sedas paranales miden 15-30 y la
seda postanal mide 10-30 (Figura 3A).

PATAS. Pata | 305-360 de longitud y la pata IV 315-360, las sedas
modificadas (espolones) de las coxas | y Il miden 15-30 y 20-25 respectivamente.
La seda mas desarrollada presente en el fémur Il mide 25-45. (Figura 3B)

En el cuadro 5 se indican las medidas de estructuras morfologicas de los
acaros H. triangulus recolectados en este trabajo comparados con las reportadas

por Fain® para las hembras de la especie.
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Figura 1. Hemilaelaps triangulus, hembra, vista completa del ejemplar adulto
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Cuadro 5. Principales mediciones morfolégicas de Hemilaelaps triangulus registradas por Fain3¢y de ejemplares hembras

obtenidas en este estudio.

H. triangulus H. triangulus

(Ewing)®8(um)** (Brote 2016, Lab. Herp. FES-I* UNAM)

Media (um) S (um) Cv

Largo del idiosoma 597 582.4 36.58 6.28
Ancho del idiosoma 362 345.6 28.72 8.31
Largo de la placa dorsal 530 529.4 12.35 2.33
Ancho de la placa dorsal 316 311.5 13.97 4.48
Largo de la placa epiginial 218 256.5 37.19 14.50
Ancho de la placa epiginial 87 91.4 6.69 7.32
Largo de la placa anal 115 115.6 16.87 14.59
Ancho de la placa anal 117 111.4 10.22 9.17
Largo del gnatosoma 171 177.2 13.53 7.64
Ancho del gnatosoma 90 100.8 12.71 12.61
Largo del pedipalpo 86 87.2 5.13 5.88
Largo del quelicero 144 156.4 5.73 3.66
Largo del dqdo movil del 30 354 3.66 10.34

guelicero

Largo de la pata | 343 335 15.23 4.55
Largo de la pata IV 316 3385 10.16 3.00

* Lab. Herp. FES-I: Laboratorio de herpetologia de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
** Sintipos recolectados por Ewing®, registrados por Fain3¢

S: Desviacién estandar

CV: Coeficiente de variacion
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Figura 2. Hemilaelaps triangulus, hembra, A) vista del gnatosoma, B) vista dorsal,

C) y D) vista ventral. A) Dedo mévil (Dm) del quelicero; B) Placa podosomal (PD);
C) Placa esternal (PE), sedas esternales 1, 2 y 3 (st1, st2 y st3), tritosterno (Trit),

espolones 1y Il (espl y espll); D) Placa epiginial (PG) y seda genital (sg).
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Figura 3. Hemilaelaps triangulus, hembra A) Placa anal (PA), indicando la abertura

anal (aa), sedas paranal (spra); postanal (spst); B) Seda del fémur 1l (sfll).

Macho (n = 6) (Figura 4A)

GNATOSOMA. 135-185 de largo y 65-75 de ancho desde su base a la punta
del pedipalpo (Figura 4B), y 105-125 de la base a la punta de los corniculos. Sedas
hypl 5-7, hyp2 3y hyp3 3y c.s. 7-8. El hipostoma y los corniculos mas delgados y
alargados que en la hembra. Queliceros con longitud de 105-160, el dedo movil es
robusto en su base y presenta un espermatodactilo con longitud de 30-45 con un
canal interno que recorre desde la base hasta la punta formando una ligera
proyeccién tubular, presenta una brocha artrodial con 6 sedas (Figura 4C). El dedo
fijo carece de dientes. Tritosterno de 10-15 de ancho en su base, pedipalpos de 75-
80 de largo, con un apotele bicornual.

IDIOSOMA. Oval de 440-460 de largo y 220-300 de ancho. Dorsal: placa
holodorsal con 420-450 de largo y 450 de ancho sin invaginaciones ni
ornamentacion. Las sedas de la placa holodorsal miden 10 de largo exceptuando j1

con 15-20 y j4 10-15 de largo. Ventral: La placa holoventral 110-115 de ancho a la
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altura de las patas Il - Ill, y 395-415 de largo, presenta cuatro sedas esternales y
una genital, que miden stl 15, st2 15-20, st3 10-15, st4 15-20 y sg 10-15 (Figura
4D). Las sedas paranales y postanales con 10 y 15-20 de largo respectivamente.
PATAS: Similares a las de la hembra, longitud de 285-300 para la patal y IV
de 275-300 de largo. Presentan en el féemur Il una seda mas desarrollada con 15-

20 de longitud. Los espolones miden 10-15 en coxa | y 15 en coxa Il.

Deutoninfa (n = 2) (Figura 5A)

GNATOSOMA. 80-85 de ancho, 155-165 de largo desde la base hasta la
punta de los pedipalpos y 120 de la base al 4pice de los mala externo. Sedas del
hipostoma; hypl 6, hyp2 5, hyp3 3-5y c.s. 6-7. Dedo movil 25-30 con 3 dientes y el
dedo fijo con 2 dientes. Brocha artrodial con 5 sedas, quelicero 125-155 de largo.
Pedipalpo mide 70 y presenta un apotele Unico. El tritosterno mide en su base 15-
20.

IDIOSOMA, 420-490 de largo y 270-330 de ancho. Dorso: Placa holodorsal
410-415 de largo y 270-330 de ancho, la placa presenta 33 pares de sedas de 10
de longitud, excepto por j1 10-15y Z5 25-35. Ventral: Placa esternogenital 210-220
de largo y 80-85 de ancho a la altura de las patas Il y Ill, con cuatro pares de sedas;
stl 10-15, st2 13-14, st3 15-20, y st4 7-11; sg mide 5-15 (Figura 5B). Las sedas
ventrales miden 15. Placa anal 80-85 de largo y 75-85 de ancho. La seda postanal
mide 10-15.

PATAS. Longitud pata | 280-290 y IV 260-275, seda mas desarrollada del
fémur Il 15-20 (Figura 5D). Los espolones en las coxas | y IV miden 10-15 y 15-20

respectivamente (Figura 5C).
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Figura 4. Hemilaelaps triangulus, macho, A) ldiosoma completo; B) Gnhatosoma
(Gn), indicando el pedipalpo (pdp) y espermatodactilo (epd); C) Espermatodactilo
en el dedo movil del quelicero; D) Placa holoventral (PHV), abertura genital (ag),

sedas esternales 1, 2, 3y 4 (stl, st2, st3 y st4) y seda genital (sg).
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Figura 5. Hemilaelaps triangulus, deutoninfa, A) Idiosoma completo, indicando la

seda dorsal de mayor tamaiio (Z5); B), C) y D) Vista ventral, B) Placa esternogenital
(PEG), sedas esternales 1, 2y 3 (stl, st2 y st3), genital (sg), y espolon 1l (espll); C)

Tritosterno, espolon | (espl), y espoldn Il; D) Vista de la seda del fémur 11 (sfll).

Protoninfas (n = 4) (Figura 6A)

GNATOSOMA. 65-70 de ancho y 115-130 de longitud de la base a la punta
del pedipalpo, y 120 de la base a la punta de la cornicula. Sedas del hipostoma hypl
6, hyp2 5, hyp3 3-5 y c.s. 6-7 de longitud. Queliceros 100-110, el dedo movil

presenta 3 dientes y mide 25-30, el dedo fijo presenta 2 dientes, la brocha artrodial
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con 3 sedas. Los pedipalpos miden 60-65 de longitud. El tritosterno mide en la base
10-15.

IDIOSOMA. Longitud de 310 y 200-220 de ancho. Dorsal: Placa podosomal
170-205 de largo y 210-220 de ancho, las sedas de esta placa miden 7-10 excepto
j1 con 10-15. Placa opistosomal 100-125 de longitud, las sedas de esta placa miden
7, excepto Z5 con 25. Divisién incompleta entre estas placas (Figura 6C). Ventral:
Placa esternogenital 140-170 de largo y 110-155 de ancho a la altura de patas Il y
[Il con 3 pares de sedas esternales, las cuales miden: 10-15 cada una (Figura 6B).
Placa anal mide 45-55 de largo, y 40-50 de ancho, sedas paranales 10 y postanal
10-15 de longitud.

PATAS. Longitud de la pata | 225-230 y pata IV 200-205, la seda mas
desarrollada del fémur Il mide 17. Los espolones de las coxas | y Il miden 10-15y

15 respectivamente (Figura 6D).

Material Examinado

Material estudiado: Hemilaelaps triangulus. Nuevos registros: ESTADO
DE MEXICO: 5 2. 1 PN ex B. imperator [ejemplar mantenido en cautiverio],
Laboratorio de herpetologia “Vivario”, de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
Avenida de los Barrios num. 1, colonia los reyes Iztacala, Tlalnepantla, Junio-2016,
J. A. Alfonso Toledo [CNAC011001]. 7 22, 1 &, 2 DNN, 1 PN ex B. imperator,
mismos datos [CNACO011008]. 4 9% ex B. imperator, mismos datos excepto 10-
Agosto-2016 [CNACO011023]. 8 9 ? ex M. spilota, mismos datos excepto 17-Agosto-

2016 [CNAC011028].1 9,1 &, ex C. caninus, mismos datos excepto 10-Noviembre-
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2016 [CNAC011038]. 4 22, 3 4, ex B. constrictor, mismos datos excepto 29-
Diciembre-2016 [CNAC011041].

Material adicional revisado: Ixodorhynchus leptodeirae. NAYARIT: 2 99, 1
L, ex Leptodeira maculata, carretera Tepic-Aguamilpa, 79 msnm, 16-17-Junio-2003,
J. A. Campbell [CNAC011049]. Ixodorhynchus sp. ESTADO DE MEXICO: 3 DNN,
ex Thamnophis sp. Municipio de Apaxco, 15-Octubre-2016, J. L. Mucifio

[CNAC011053].

30



Figura 6. Hemilaelaps triangulus, protoninfa, A) Idiosoma completo, indicando la

seda dorsal de mayor tamafio (Z5); B) y D) Vista ventral y C) vista dorsal. B) Placa
esternogenital (PEG), tritosterno (Trit), sedas esternales 1, 2 y 3 (stl, st2 y st3) y
espolones | y Il (espl y espll); C) Placa podosomal (PP) y placa opistosomal (PO);
D) Placa esternogenital, sedas esternales 1, 2 y 3 (stl, st2 y st3), espolones | y I,

placa anal (PA) y abertura anal (aa).
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Familia Macronyssidae Oudemans, 1936

Diagnosis: Acaros de tamafio medio a pequefio a mediano. Queliceros con
quelas, sin dientes, pero con espinas, ganchos, I6ébulos o costillas hialinas.
Trocanter pedipalpal con un proceso ventral acanalado, generalmente presente en
las hembras y algunas veces en el macho y la protoninfa. Machos con queliceros
quelados; espermatodactilo largo, una o dos veces la longitud del dedo movil,
tritosterno con dos lacinias, apotele del pedipalpo con dos ramas (bicornuado).
Protoninfa con placa pigidial, con dos a sietes pares de sedas. Ectoparasitos de

mamiferos, aves y reptiles alrededor del mundo.

Ophionyssus natricis (Gervais) (Figuras 7)

Dermanyssus natricis, Gervais, 1884: 223

Liponyssus, autores varios, en parte, no Kolenati, 1858.

Ichoronyssus, autores varios, en parte, no Kolenati, 1858

Ophionyssus, Megnin, 1884: 107; Piekarski, 1936: 615; André, 1937: 63; Cooreman,
1943: 1; Fonseca, 1948: 312; Camin, 1949:583; 1953: 1; Zemskaya, 1951
51; Bregetova, 1956: 160; Till, 1957: 126; Womersley, 1956: 599; Strandtmann
y Wharton, 1956: 97; Baker et coll., 1956: 33; Strandtmann et Wharton, 1958:
97; Evans y Till, 1966: 335; Micherdzinski, 1980: 209; Domrow, 1987: 856;
Micherdzinski y Lukoschus, 1987: 421; Fain y Bannert, 2000: 41; Fain y
Bannert, 2002: 361; Radovsky, 2010: 105.

Liponyssus natricis, Berlese, 1918: 55.

Liponyssus arabicus, Hirst, 1921: 365.

Liponyssus serpentium, Hirst, 1921: 773

Serpenticola, Ewing, 1923; 6 [especie tipo: (Ichoronyssus serpentium Hirst, 1915 =)

Serpenticola easti, Ewing, 1925: 18; Camin, 1949: 587; 1953: 4.

Liponyssus monodi, Hirst, 1925: 95.

Sauronyssus, Sambon, 1928; 106 (especie tipo: Liponyssus saurarum Oudemans,
1901, por monotipia).

Neoliponyssus, Ewing, 1929; 187 (especie tipo: Liponyssus gordonensis Hirst, 1923,
por designacion original y monotipia).

Ophionyssus arabicus, Camin, 1949: 584.

Oudemansiella, Fonseca, 1948; 269 (especie tipo: Liponyssus saurarum
Oudemans, 1901, por designacion original).
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Diagnosis: Hembras 600-800 de longitud, Dorsal: Placa podosomal reducida
con diez u once pares de sedas, posteriormente se encuentran dos pares de placas
mesonotales y una pequefia placa pigidial (Figura 8A y 8B). Ventral: Placa esternal
reducida con el borde anterior difuso o poco delimitada con 2 pares de poros, 2
pares de sedas dentro de la placa st1-st2, mientras que st3 y st5 se ubican fuera de
la placa. Placa epiginial alargada y delgada (Figura 8D). Placa anal redondeada en
su borde anterior y con 3 sedas (Figura 8C). Los queliceros largos y con quelas
dentadas. Pedipalpos con 6 artejos, apotele bicornual y corniculos membranosos.

Tritosterno con dos lacinias con margen dentado®®3’.

Figura 7. Ophionyssus natricis, hembra, vista completa del ejemplar.
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Figura 8. Ophionyssus natricis, hembra, A) y B) Vista dorsal, C) y D) Vista ventral,
A) Placa podosomal (PP); B) Placa pigidial (PO); C) Placa anal (PA), abertura anal

(aa) y seda postanal (spst); D) Placa epiginial (PG) y seda genital (sg).

En el cuadro 6 se muestran las mediciones para las hembras de O. natricis

recolectadas en este estudio.
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Cuadro 6. Medidas de estructuras morfoloégicas para los ejemplares de

Ophionyssus natricis hembras identificados en este estudio.

O. natricis

(Brote 2016, Lab. Herp. FES-I* UNAM)

Media (um) S(um) Ccv

Largo del idiosoma 790.9 86.0 10.87
Ancho del idiosoma 492.2 64.6 13.12
Largo de la  placa 238.9 81.1 33.95
podosomal

Ao gl lm gl 201.8 115.4 57.19
podosomal

Largo de la placa pigidial 43.8 11.4 26.03
Ancho de la placa pigidial 74.2 57.7 77.76
Largo de la placa epiginial 268.4 15.1 5.63
Ancho de la placa epiginial 38.8 3.2 8.25
Largo de la placa anal 108.3 11.5 10.62
Ancho de la placa anal 75.2 12.8 17.02
Largo del gnatosoma 231.9 28.5 12.29
Ancho del gnatosoma 100.2 9.6 9.58
Largo del pedipalpo 219.0 26.1 11.92
Largo del quelicero 168.7 20.0 11.86
Largp del artejo movil del 29 3 10.6 36.18
guelicero

Largo de la pata | 430.7 78.6 18.25
Largo de la pata IV 452.1 59.7 13.21

* Lab. Herp. FES-I: Laboratorio de herpetologia de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala

S: Desviacién estandar

CV: Coeficiente de variacion

Material Examinado

Material estudiado: Ophionyssus natricis. MORELOS. 2 92, ex A. bilineatus
[ejemplar mantenido en cautiverio, procedente de Nayarit], Herpetario del Instituto
de Biotecnologia, UNAM, Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa, Cuernavaca, 2006,

A. Carbajal [CNAC011058]. COLIMA. 2 99, ex B. imperator. Parque ecolégico UMA

35



El Palapo, parcela No. 75 Z-1 P2/2, predio Las Cuevas, ejido Agua Zarca,
Coquimatlan. Junio-2008, V. Ledn [CNACO011061]. CIUDAD DE MEXICO. 2 99, ex
Morelia sp. ejemplar decomisado por parte de SEMARNAT [sin datos de
procedencia]. Junio-Julio-2008. D. Osorio S [CNACO011064]. 1 2, ex Phyton
bivittatus. [ejemplar mantenido en cautiverio]. 17-Febrero-2017. J. Martinez-Molotla
[CNAC011067].Nuevos registros: ESTADO DE MEXICO: 14 22, ex C. caninus
[ejemplar mantenido en cautiverio], Laboratorio de herpetologia “Vivario”, de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala Avenida de los Barrios num. 1, colonia los
Reyes lIztacala, Tlalnepantla, 10-Noviembre-2016, J. A. Alfonso Toledo

[CNAC011038].

CARACTERIZACION E IDENTIFICACION MOLECULAR
Extraccion de ADN

Las concentraciones de material genético obtenidas estan en el intervalo 0.1

- 6.2 ng/ul (anexo 1).

Resultados de la amplificacion de ADN por PCR

Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de cada muestra se
encuentran en el anexo 2. Las secuencias obtenidas y editadas se muestran en el
anexo 3.

Se obtuvo un éxito de amplificacion de los genes de 54% de las muestras
para COly 28Sy 77% para 18S (anexo 2). Para las muestras OphinatrCNAC11057,
OphinatrCNAC11058 y OphinatrCNAC11064 ninguna reaccion resulto positiva para

la amplificacion de los genes seleccionados, esto puede estar relacionado con la

36



antigiiedad de las muestras, o una inadecuada preservacion de las muestras que
ocasiono la degradacion del ADN.

El analisis de las secuencias fue realizado con un solo sentido de la cadena
de ADN (strand) para las secuencias de la especie O. natricis en el gen COl y la
region V4 del gen 18S en las muestras OphinatrCNAC11038.2 vy
OphinatrCNAC11038.3 respectivamente, para la muestra de la especie |.
leptodeirae (IxoleptCNAC11049) ocurre lo mismo para la regiéon D3-D5 del gen 28S.
Esto debido a que en los resultados de la secuenciacion, solo un sentido de la

cadena pudo ser secuenciado con suficiente calidad para ser incluido en el analisis.

Andlisis de distancias de minima evolucion

Se obtuvieron las matrices de distancia por medio del algoritmo de disimilitud
Tamura 3-parametros (Anexo 4), los resultado son representados mediante arboles
de distancias para los genes COI, 28S y 18S (figuras 9, 10 y 11), para la
identificacion de las muestras se utilizaron los sinbnimos del anexo 1.

Para el gen COI, el arbol construido (figura 9) se obtuvo analizando 307
posiciones, el resultado arrojé dos grupos, uno de ellos representado por las
muestras de O. natricis mientras que el otro nos agrupa las muestras de los
representantes de Ixodorhynchidae incluidos: H. triangulus e I. leptodeirae. Las
distancias entre los géneros Hemilaelaps e Ixodorhynchus se calcula en 23.2%, y
entre las familias Ixodorhynchidae y Macronyssidae la distancia se estima en 50%
Todas las muestras utilizadas en este trabajo pertenecen a la superfamilia

(Dermanyssoidea).
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Las secuencias de las regiones analizadas para los genes 28S y 18S de las
muestras de este estudio se muestran en las figuras 10 y 11. Para el gen 28S, se
analizaron 562 posiciones, y se obtuvo de nuevo los dos mismos grupos, uno con
las muestras de O. natricis incluyendo las obtenidas del brote suscitado en el
herpetario de la Fes-lztacala, las muestras de la CNAC y las obtenidas de la
plataforma GenBank®. El segundo grupo incluye, las cuatro muestras analizadas de
los integrantes de Ixodorhynchidae (H. triangulus e I. leptodeirae), para la regién
analizada del gen 28S la distancia entre las familias es de 2.6%. Para los acaros
integrantes de la familia Ixodorhynchidae la distancia que existe entre ellos es de

0.9% en las muestras utilizadas.

HemriaCHACI1037.1 ]
99
HemtriaCHACL 1037 2
0.107
100 Ixodorbynchidae
HemtriaCHACL 1037 3
0.134
[xoleptCHAC1 1049
0.125

OphinatrCNAC110382

100

OphinatrCNAC110383  |Macronyssidas

0.259

CphinatrCNACI1067

0.050
Figura 9. Arbol de distancia por el método NJ para el gen COI para las especies
encontradas. Los nimeros por encima de las ramas indican los valores de soporte

de Bootstrap y por debajo el largo de las ramas.
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HemtriaCNAC11037.2
63
HemtriaCHNAC11037.3

100 0.002 Ixodithynchidae

HemtriaCHMACI1037.1

0.00&

[xoleptCHACL1049

0.007
CphinatrCNACI10381 17

100 | OphinatrCHNACL 1061

Macronyssidae

0.016 OphinatrCHAC1 1067

CphinatrF19117881

0.0020
Figura 10. Arbol de distancia por el método NJ para el gen 28S (region D3-D5) de
ectoparasitos obtenidos en este estudio y la secuencia de O. natricis de la
plataforma Genbank®. Los nimeros por encima de las ramas indican los valores de

soporte de Bootstrap y por debajo el largo de las ramas.

Con respecto al andlisis de las 286 pares de bases (pb) de la regién V4 del
gen 18S, se observan dos agrupamientos, por un lado las muestras de O. natricis
(Macronyssidae), mientras que las muestras de las especies H. triangulus e |I.
leptodeirae (Ixodorhynchidae) representan otro grupo, entre ambos existe una
distancia del 6.2%. Dentro del grupo que comprende la familia Ixodorhynchidae los
analisis de distancia entre los géneros Hemilaelaps e Ixodorhynchus se calcula una

distancia del 0.7%.
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OphinatrCHACL1067
OphinatrF1911853.1
100 | OphinatrCNAC1 1061

Macronyssidae

0.031 OphinatrCHAC110383
OphinatrCHACL1038.2
OphinatrCHAC11038.1

[xoleptCHACI 1049

[odCNACL1053
HemtriaCHACI1037 1  |1xodarhyehidae
HemtriaCNACLI1037.2
HemtriaCMNACLI1037 3

100|

0.023 75{0.003

0.007

00050
Figura 11. Arbol de distancia por el método NJ para el gen 18S (region V4) de
ectoparasitos obtenidos en este estudio y la secuencia de O. natricis de la
plataforma Genbank®. Los nimeros por encima de las ramas indican los valores de

soporte de Bootstrap y por debajo el largo de las ramas.

Determinacion de areas de infestacion

Las zonas de preferencia se determinaron por la observacion de los 4caros sobre
las serpientes (figura 12). Se observo que el ectoparasito H. triangulus fueron mas
abundantes en la region dorsal del primer tercio de la serpiente, incluyendo cabeza

y cuerpo.
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Figura 12. Hemilaelaps triangulus, A) Ectoparasitos sobre el dorso de Boa

imperator; B) Sobre el dorso de Corallus caninus.

Los acaros de la especie O. natricis se observaron en la region del primer
tercio de las serpientes, tanto en las escamas ventrales como en las de dorso y bajo

las escamas y en estructuras como las fosetas termo-receptoras (figura 13).

Figura 13. Ophionyssus natricis, A) Ectoparasitos dentro de las fosetas

termorreseptoras de Corallus caninus; B) Acaros sobre el dorso del mismo huésped.
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DISCUSION

Determinaciéon morfologica de ectoparasitos

Ophionyssus natricis es el acaro de reptiles que posee la mas amplia
distribucion a nivel mundial en colecciones herpetoldgicas y es la Unica especie del
género que es considerada cosmopolita®®2, Este 4caro posee una importancia
meédica por el riesgo que conlleva la infeccion, por su papel como vector de
diferentes agentes infecciosos y por el posible riesgo hacia las personas que tienen
contacto con los ejemplares infestados'’. Sin embargo, en este estudio, este acaro
fue solo diagnosticado en un ejemplar de Corallus caninus (el 2.5% del total de la
poblacién) durante el periodo de muestreo. Algunas de las caracteristicas que hacen
a O. natricis un riesgo en colecciones herpetoldgicas es que posee un periodo de
prepatencia muy corto (de 17 a 26 dias) y una estrategia que incluye reproduccion
asexual por partenogénesis arrenotoquia, en donde las produccion de machos
ocurre por haploidia y las hembras nacen cuando ocurre la fertilizacion por parte de
los machos. Estos atributos son factores importantes para el rapido establecimiento

de colonias en las colecciones de reptiles en cautiverio462,

Una posible explicacion del hallazgo de una baja prevalencia y que todos fuesen del
mismo género en O. natricis en la poblacién de serpientes estudiada, es que esta
especie fue introducida al area de cuarentena del laboratorio dentro del periodo de
prepatencia del &caro, por lo que una segunda generacién se encontraba en estado
de desarrollo cuando se realiz6 la recolecta y el posterior tratamiento del huésped.
Otra hipétesis alternativa es la potencial competencia entre especies por los

recursos que proporciona el huésped, una especie limitara el crecimiento de la otra
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por la utilizacion de los mismos medios que pueden utilizar las poblaciones de
pardasitos, por lo que la coinfeccién pudo haber limitado el desarrollo de O. natricis.
Esta es la idea central que propone Guégan® sobre la saturacién interespecifica en
infracomunidades, que explica el comportamiento que toman diferentes poblaciones
parasitarias en un espacio limitado como lo es un huésped.

El hallazgo de Hemilaelaps triangulus como el principal agente causal es
inusual, ya que para México los Unicos registros conocidos de la presencia de la
familia Ixodorhynchidae (Parasitiformes: Mesostigmata) son los trabajos aportados
por Fain3® para la especie Ixodorhychus leptodeirae parasitando a Leptodeira
maculata (Colubridae) sin ninguna locaciéon asociada, Fain y Yunker®* con el reporte
de I. liponyssoides en un hospedero no identificado taxondmicamente en el estado
de Chihuahua, México y la mencién de una supuesta nueva especie por parte de
Quintero et al.*3% en la Cd. México, la cual hasta la fecha sigue sin describirse. La
familia Ixodorhynchidae, actualmente, estd compuesta por 31 especies clasificadas
en seis géneros. Son considerados ectoparasitos obligados de serpientes y han sido
reportados en las familias Colubridae, Viperidae, Lamprophiidae, Natricinae,
Dipsadinae y Elapidae'®%, Su distribucion abarca todos los continentes
exceptuando a Oceania (solo en Australia) y la Antartida. H. triangulus es conocido
como un acaro permanente de serpientes®3, sin embargo, este estudio registra la
presencia de este ectoparasito sobre el hospedero y el sustrato en los que los
ejemplares se desarrollaban, esto posiblemente plantear que esta especie o
similares puedan abandonar al hospedero en alguna etapa de su ciclo de vida.

En cuanto a la comparacion de las medidas de estructuras morfologicas

obtenidas en este estudio con las reportadas para las hembras de la especie H.
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triangulus por Fain®®, encontramos que son muy similares, ya que con respecto a
los promedios y la desviacion estandar, estas se encuentran dentro de los intervalos
reportados para la especie. Ademas, este estudio brinda la primera descripcion de
los machos de la especie, asi como de los estadios ninfales para la especie.

Con los resultados de este estudio se incrementa el nimero de huéspedes
para H. triangulus, incluyendo nuevos registros para Boa constrictor, B. imperator,
C. caninus, Epicrates maurus, Drymarchon melanurus, Morelia spilota, Pituophis
deppei y Python regius en cautiverio. La mayoria de estas especies de serpiente
presentan una distribucién natural a través de Norte América, Centro América y
Sudamérica, que es donde el ectoparasito ha sido reportado anteriormente sobre
otros huéspedes®. Sin embargo, las especies P. regius y M. spilota, especies
procedentes del continente Africano y Oceania respectivamente?, se encuentran
fuera de la posible area de distribucion del ectoparasito, estas serpientes son
usualmente comercializadas como mascotas exoéticas y son especimenes
frecuentes en colecciones herpetoldgicas. La interaccidn que surge del parasitd con
estos huéspedes, puede estar indicando que este 4caro, dadas las condiciones
puede tener un comportamiento generalista hacia cualquier especie de serpiente
gue sea susceptible a la infestacion. Por lo que H. triangulus puede tener un gran
potencial para la generacion de infestaciones en condiciones similares a las que se
dan en este estudio.

A nivel clinico las dos especies de acaros recolectadas presentan marcadas
diferencias morfolégicas que ayudan al diagnodstico, el cual debe enfocarse
preferentemente hacia las hembras adultas, ya que son las mas abundantes en la

poblacion. Ambas se pueden detectar a simple vista en serpientes con una gran
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cantidad de ectoparasitos y observandolas con un microscopio estereoscépico
pueden reconocerse facilmente sus caracteristicas morfolégicas diagnésticas®’. En
el Anexo 5 se incluye una comparacion de los principales rasgos morfoldgicos,
considerando diferentes estrategias e instrumentos de observacion, entre las dos

especies causantes de este brote infeccioso.

Determinacion molecular de ectoparasitos

En el presente estudio se obtuvieron las secuencias genéticas para los genes
COl, 28S y 18S para un total de 13 muestras, resultando en la amplificacion de 23
secuencias (59%) con suficiente calidad para ser utilizadas como herramientas en
el diagndéstico molecular de las especies de acaros analizadas. El hecho de que se
haya tenido poco mas de la mitad del total de las muestras puede estar asociado a
muchos factores que intervinieron en la conservacion del material genético, tales
como la antigliedad de las muestras, la temperatura a la que estaban preservadas,
la concentracion de soluciones utilizadas para su preservacion, entre otros. En el
campo de estudio de la acarologia (y en general) estos factores son sumamente
importantes ya que en ciertas ocasiones se cuenta con muy pocos ejemplares que
puedan ser procesados, 0 es necesaria la destruccion de las muestras para su
extraccion®8°. Se observa que el mayor éxito en la obtencion de secuencias fue
para las muestras recolectadas en este estudio o muestras de reciente anexion a la
coleccion (como OphinatrCNAC11067), esto puede ser consecuencia directa, de
que al momento de la recoleccion de muestras, estas se preservaron
adecuadamente para la extraccion de ADN, a diferencia de las muestras de la

CNAC70.7L,
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El método de NJ es ampliamente utilizado en los estudios del “codigo de
barras” (Barcoding), por presentar las ventajas de ser un método rapido y de facil
utilizaciéon para sefalar la divergencia entre especies a nivel de su secuencia’?’3,
Para este trabajo la representacion en grupos en el arbol de NJ para cada especie
utilizando el gen COI, es otra evidencia que confirma que en el brote de acaros
estuvieron involucrados dos especies distintas, en la cual predomino la presencia
de H. triangulus. Los esfuerzos que involucran la utilizacion de varias herramientas
de diagndstico, que brindan mas confiabilidad a la identificacion de especies, es
esencial para realizar un manejo integral de infestaciones parasitarias y una
temprana deteccién de nuevas especies que son introducidas a las poblaciones’7°,
Para el caso de garrapatas y acaros, se sabe que algunas especies (e.g. O. natricis)
han tenido una propagaciéon fuera de su distribucion natural y el comercio legal o
ilegal de especies de reptiles ha intervenido con ello. Como resultado algunas
poblaciones de estos ectoparasitos pueden adaptarse a nuevos entornos y ser
causantes de brotes en animales y humanos, asi como el aumento de casos de
enfermedades trasmitidas por vectores, lo que nos llevaria a un importante
problema epidemiolégico 1076,

Los genes que codifican para las regiones nucleares 28S y 18S son
usualmente utilizados para el andlisis de categorias taxonémicas de géneros o
superiores. Sin embargo, estudios realizados sobre garrapatas por Lv’3 plantea que
el uso de genes nucleares puede funcionar para el analisis de géneros de acaros.
En el andlisis de las muestras de O. natricis se observa, tal y como se esperaba que
las secuencias procedentes de Genbank (FJ911788.1 y FJ911853.1, para 28S y

18S respectivamente) se agrupan con las secuencias de las muestras obtenidas en
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este estudio para las misma especie. Las secuencias de H. triangulus,
Ixodorhynchus sp. e I. leptodeirae se anidan en la misma rama, para los genes

utilizados. Esto es congruente ya que pertenecen a la misma familia.

Determinaciéon de zonas de preferencia

Existen en diferentes especies de lagartijas (Squamata, no Serpentes)
estructuras especializadas llamadas “bolsillos de acaros” (de su traduccion del
inglés “mite pockets”), estos se encuentra localizado en la base del cuello, zonas
axilares de las patas y a los costados del cuerpo. Estas estructuras estan
comunmente habitadas por acaros ectoparasitos en estadio de larva (i. e.
Trombiculidae) adultos, o ninfas. Se ha propuesto que estas estructuras se
desarrollaron para limitar la parasitosis, con los acaros para que de manera
especializada solo prefieran concentrarse y desarrollarse dentro de estas
estructuras, minimizando el dafio comparado con un escenario en el que se alojaran
en alguna otra parte del cuerpo?®’’. Para las serpientes no se conoce la existencia
de alguna estructura similar a estos “bolsillos”, y los datos sobre lugares de
preferencia en las infestaciones sélo se obtienen por observacion directa.

Se ha documentado que O. natricis, se alimenta de los tejidos suaves
alrededor del 0jo, debajo de las escamas de la cabeza, cuello y maseteros, ademas
sobre estructuras especializadas como las fosetas termorreseptoras'® 1476, Durante
este estudio los acaros fueron observados principalmente en las estructuras de la
cabeza y gastropegios (escamas ventrales ensanchadas), el hecho de que esta
especie de acaro no haya sido encontrada en otros lugares puede haber ocurrido

gracias a que la infestacion no era demasiado elevada. Para los miembros de la
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familia Ixodorhynchidae, solo se ha registrado que habitan debajo de las escamas
de la cabezal®. Los resultados de este estudio, coinciden con dichas observaciones
previas, ademas de avistarlos a lo largo del dorso de los animales, preferentemente
en el primer tercio de su largo total.

Los métodos de diagnodstico de ectoparasitos que existen para serpientes
estan mas enfocados a la observacion directa, o son de indole cualitativos. Como
es el caso para nuestro estudio, el método de bafio con soluciones jabonosas puede
proporcionar una gran cantidad de ectoparasitos en su recoleccion, pero no puede
ser utilizado para cuantificar la cantidad total de acaros que puedan estar infestando
a un ejemplar, ya que algunos ectoparasitos pueden buscar refugio al internarse
debajo de las escamas o en estructuras anatdmicas que ofrezcan proteccion (e.g.
fosetas termorreseptoras). Métodos similares son recomendables al aplicar algun
tipo de tratamiento acaricida, ya que un descenso en la cantidad de acaros que
causan dafios a la piel de los animales mejorara el éxito de eliminarlos de nuestra

poblacion.

CONCLUSIONES

En este trabajo se da a conocer los agentes etioldgicos del brote de acariosis
suscitado en el afio 2016 en el laboratorio de herpetologia de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala.

e Se documenta el hallazgo de Ophionyssus natricis (Gervais, 1844) parasito
comunmente registrado para diferentes reptiles en herpetarios, para este estudio el

acaro solo fue diagnosticado en una Unica serpiente de la colecciéon. También se

48



aporta por primera ocasion la secuencia del gen mitocondrial COl, la cual servira de
referencia como una herramienta alternativa de identificacion de esta especie

e Como agente causal del brote, se identifico la especie de 4caro Hemilaelaps
triangulus, para la cual se estd documentando por primera vez su presencia en
México. También se describen morfologicamente por primera ocasion la morfologia
gue presentan los machos y dos estadios ninfales: protoninfa y deutoninfa. Ademas,
por primera vez se obtuvieron y caracterizaron las secuencias moleculares para esta
especie, asi como de otros integrantes de la familia Ixodorhynchidae previamente
depositados en la CNAC.

e Se amplia el numero de huéspedes posibles para este parasito, con las
especies Boa constrictor, B. imperator, Corallus caninus, Epicrates maurus,
Drymarchon melanurus, Morelia spilota, Pituophis deppei y Python regius.

e La presencia de ectoparasitos como O. natricis es un riesgo para colecciones
herpetoldgicas, ya que se conoce su papel como vector de agentes patdgenos tales
como protistas, bacterias y virus. Hasta la fecha no se conocen agentes patdogenos
asociados con la familia Ixodorhynchidae, grupo de parasitos poco conocido. Para
H. triangulus y otros miembros de la familia Ixodorhynchidae es necesario generar
el conocimiento en varias ramas de la ciencia, como son la biologia y medicina
veterinaria, ya que como se documenta en este estudio del brote en la FES-I, estos
acaros pueden verse favorecidos por las condiciones brindadas a las serpientes de
cautiverio, y por lo tanto convertirse en un gran problema para colecciones de

reptiles a nivel regional, nacional e incluso internacional.
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ANEXOS

Anexo 1. Concentraciones de ADN y proporcion 260/280 obtenidos por
espectrofotometria para las muestras de ectoparasitos de este estudio.

Numero de catalogo Clave de Concentracion Intervalo

de la CNAC IBUNAM identificacion (ng/ul) 260/280
CNACO011057 OphinatrCNAC11057 1.2 4.26*
CNACO011058 OphinatrCNAC11058 1.4 4.00*
CNACO011061 OphinatrCNAC11061 2.5 2.06*
CNACO011064 OphinatrCNAC11064 5.1 1.20
CNACO011067 OphinatrCNAC11067 3.8 1.82
CNACO011049 IxoleptCNAC11049 2.5 3.59*
CNACO011053 IXodCNAC11053 0.5 1.21
CNACO011037 HemtriaCNAC11037.1 3.1 1.85
CNACO011037 HemtriaCNAC11037.2 6.2 1.62
CNACO011037 HemtriaCNAC11037.3 5.1 1.52
CNACO011038 OphinatrCNAC11038.1 14 1.04
CNACO011038 OphinatrCNAC11038.2 0.1 0.17
CNACO011038 OphinatrCNAC11038.3 0.2 0.33

* Valores considerados como lecturas erréneas por las especificaciones del
equipo*.

60



Anexo 2. Reacciones positivas con su respectivos oligonucleétidos indicando el

sentido de la cadena de ADN amplificado.

COl

28S

18S

OphinatrCNAC11038.1 - -

OphinatrCNAC11038.2

== —a|

OphinatrCNAC11038.3

HemtriaCNAC11037.1

HemtriaCNAC11037.3

u

T +

T +
HemtriaCNAC11037.2 T s

T +

T +

OphinatrCNAC11067

O O O O O © ©O ™M

= =2 =4 =

OphinatrCNAC11057 - -

OphinatrCNAC11058 - -

OphinatrCNAC11061 - -

O]

OphinatrCNAC11064 - -

IxoleptCNAC11049

<&
+

IXodCNAC11053 - -

- = Reaccién negativa

F = Oligonucledtido con sentido “forward”
R = Oligonucledtido con sentido “reverse”
1 = Oligonucle6tido LCO1490

T = Oligonucleétido HC0O2198

m = Oligonucledtido CI-J-1718

¢ = Oligonucledtido LepF

A = Oligonucleétido Mite 28Sa

A = Oligonucleétido Mite 28SFF

O = Oligonucledtido 18S-F

9 = Oligonucledtido 18S-1R

2 = Oligonucleotido 18SR5

61



Anexo 3. Secuencia genéticas para los genes obtenidos en este estudio para las
especies Hemilaelaps triangulus y Ophionyssus natricis.
A)  Secuencias moleculares obtenidas para el gen COI

10 20 30 40 50
HemtriaCNAC11037.1 AAGATATTGGAACAATTTATTTAATTTTTAGAATATGATCAGCAATTTTA
HemtrioCNACII037.2 & o o v i o i e et e e e e e s e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

HemiriaCNACII037.3 . . . o i i it e it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
e b L e i i
OphinatrCNACII038.2 - - - - - = = = = = = = = = = = = = = = = = = - - - - oo oo oo oo oo - - - - -
OphinatrCNAC11032.3 - - . . .. . ... TT..C....... T...... TCTC..... A...G...CACC
OphinatrCNAC11067 Tt e e e TT..C....... T...... TCTC..... A...G...CACC

HemitriaCNAC11037.1 GGAACATCTTTAAGATTAATAATTCGAGTAGAATTAGGTCAACCTGGGAG
HemitriaCNACII037.2 . & o o o o i e e ot e e s et e et m s e e e e e e e e e e e e e e e e e e

HemiriaCNACII037.3 . o o o o i v e e e et m e et m e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
IxoleptCNACI1049 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - e TALT . oo s G..... A..
OphinafrCNACIIO38.2 - = = = = = = = = = = = = = & = s s e = e s e s e s e s s s ssssss s
OphinatrCNAC11032.3 . . . . . TG....... CA..C.T...... T.C...... AA. .. ... A..CTC
OphinatrCNAC11067 . . . . . TG....... CA..C.T...... T.C...... AA. .. ... A..CTC

110 120 130 140 150
HemitriaCNAC11037.1 ATTTATTAATGATGATCAAATTTATAATACCATTGTCACTTCTCATGCTT
HemitrigCNACII037.2 & v i v i o e e et e m e et s e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

HemiriaCNACII037.3 . o o o o i v e e e et m e et m e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
IxoleptCNAC11049 AL LUGGEAL. LD L s e T..... T oo i
OphinaftrCNACIIO38.2 - = = = = = = = = = = = = = & = s & = e e e s e s e e s s smsssss -
OphinatrCNAC11032.3 . . . . .. . ... A....C..6C.C........ T..... T oo i i c.
OphinatrCNAC11067 . . . .« .« « . A....C..GC.C........ T..... L C.

160 170 180 150 200
HemitriaCNAC11037.1 TTATTATAATTTTTTTTATAGTCATACCTGCTATAATTGGTGGGTTTGGA
HemitrigCNACII037.2 . . o it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

HemiriaCNACII037.3 . o o o o i v e e e et m e et m e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
xoleptCNACII0ET . L o ot e i e e e e e e e e e T o e e e e AT ..o .. T
OphinaftrCNACIIO38.2 - = = = = = = = = = = = = = & = s s s e e e s e s e s s s ssssmss .-
OphinatrCNAC11032.3 . A . . . . . v o v v v v v o T....T..... CA.A...T.A..... AL
OphinatrCNAC11067 AL e T....T..... CA.A...T.A..... AL

210 220 230 240 250
N T O e N R R
HemitriaCNAC11037.1 AATTGATTGGTTCCTTTAATAATTTCAGCTCCTGATATGGCTTTTCCCCG

HemMIGCNACIZ037.2 v v e v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
HemriaCNACIZ037.2 . o o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
KolEpECNACII09 . o i e e e e e L Ao .. T..
Ophin@trCNACII038.2 - - - = = = = = = = = = = = = = = m m s o e oo oo oo
OphinatrCNAC11038.3 . . . . . . C.TA....CA..C.T AAT . ..o vn .. A..C..... T..
OphinatrCNAC11067 . . . . . . C.TA....CA..C.T...AAT..C........ A..C..... T..

260 270 230 230 300

S e L It LT e L (TR T IR I
HemiriaCNAC11037.1 TTTAAATAATATAAGATTTTGACTACTAATTCCTTCAATTATTTTGTTAA

HemiriaCNACII037.2 . o o o o it e et e e n e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
HemiriaCNACII037.3 . o o o o i v e e e et m e et m e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
xoleptCNACII049 . . o ot s e e e e e e s GT. .T. ..o AL ... A...T
OphinaftrCNACIIO38.2 - = = = = = = = = = = = = = & = s s s e e e s e s e s s s ssssmss .-
OphinatrCNAC11038.3 AA. . .. ... CC. ..o vi v v v TT....... A,..TT.C...C.TA.T.
OphinatrCNAC11067 AA. ... ... CC. ... i TT....... A..TT.C...C.TA.T.

310 320 330 340 350

S B e I i R o I

HemiriaCNAC11037.1 TTTTTTCTTCTTTTGT TGAAAGAGGTGTAGGAACAGGTTGAACAGTTTAT
HemitrigCNACII037.2 . . . . i i it i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e



Anexo 3A (Continuacién)

HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11067

HemtriaCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11067

HemtriaCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11067

HemtrigCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxpleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrcNAC11032.3
OphinatrCNAC11067

HemtrigCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxpleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrcNAC11032.3
OphinatrCNAC11067

HemtrioCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11032.2
OphinatrCNAC11038.3
OphinatrCNAC11067

HemtrioCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11032.2
OphinatrCNAC11038.3

- S A - T.. A, . ... 1 TA. . ...
C.C...... CA..A.C.......c.. AC T ] A.. ...
c.Cc...... CA..A.C......... AC P AL ... A.. ...
360 370 380 350 400

| p ! - EEERE | T | l

......... G. GAAT....T.........TAT P - T
----------- ATAAT..C. . .A.....T C CACL Lo T
AL LC L ATAAT..C..A..... T C CAC . e T.
AL LCL Lo ATAAT. .C. .A..... T C CAC L e T.
410 420 430 440 450

| T ! - BERE | T | u

- GT.A..... A,.T..AG T AL T .o
Al .o oo C..A..CA.T........ c..c..Cc..C..... T..T
- C..A..CA.T........ c..c..C..C..... T..T
Al .o oo C..A..CA.T........ c..c..Cc..C..... T..T
460 470 430 450 500
| T ! - BERE | T | .

................... L - 1 . O A
............. T. LG6T .. 0.0 .. AALAAA cc. TCTT.T A
............. T. LGT........AA.AAA ccC. TCTT.T A
............. T. LG6T .. 0.0 .. AALAAA cc. TCTT.T A
510 520 530 540 550

| T | P EERE | ap | y

B T..A...A.......... T...... T.A.....
CAAA.A cC..... A.T. . A..TA.C..A..... T......... cC.TT
CAAA.A C..... A.T..A..TA.C..A..... T oo oo C.TT
CAAA.A cC..... A.T. . A..TA.C..A..... T......... cC.TT

560 570 580 530 600

TTTATCTTTACCTGTATTAGCAGGAGCGATTACAATATTATTAACTGATC

A AGA........ T........ T T..... T .C..C.CT.G
A AGA........ T oo T T T .C..C.CT.G
A AGA........ T........ T T..... T .C..C.CT.G
610 620 630 640 650

GAAATTTTAATACATCTTTTTTTGATCCTAGAGGAGGGGGAGATCCTATT
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Anexo 3A (Continuacién)

OphinatrCNAC11067

HemtriaCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11067

HemtrigCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11038.3
OphinatrCNAC11067

TTATATCAGCATTT

860
[on e
ATTTT
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B) Secuencias moleculares obtenidas para el fragmento D3-D5 del gen 28S

10 20 30 40 | 5||}
HemtrioCNAC11037.1 - - ----- - - - GGAGTTCAAATGGTACGCGAGTCATTGGGTTTCAGCACCC
HemtrioCNACI1037.2 - - - - - - - - - - L i i e it s i s s e e e e e e s
HemtrigCNACII037.3 - - - - - - - - - - i i i e it e e e e i e e e e e e e e e e e
IxoleptCNAC11049 CACGGACCAA . . . e e e e s e e e e e
OphinatrCNACI1038.1 - - - - - - - - - - . . . . ..o e e T..T
OphinatrCNACI1061 - - - - - - - - - - . . . . .. et i e e e T..T....
OphinatrCNAC11067 - - - - - - - - - - . . L i i et n e C e e T..T....
OphinatrFi911788.1 CACGGACCAA. ..... ... C e e T..T

&0 70 20 50 100
I L N I B B N N FRE Py
HemtriaCNAC11037.1 GAAGGCGAAGTGAAATGCAAACATATTGTTATTTGTGGTTGTTCCATGA

HemirigCNACII037.2 . . . o v v i o i i e e i s s s o s s o s s o s st s s e s e
HemirigCNACII037.3 . . . o v o i s i i e e i s s s o s s o s s o s st st s s
oleptCNACIIOAT . o o o i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
OphinatrCNACI1038.1 . . . . o o o et e e e e e e e s L
OphingtrCNACI1061 . . . . o v v o e i e e e e e e s G . s e e e e e e e
OphingtrCNACI1067 .« . o o i o e e i e e e e e e e s B . s s e e e e e e e e
OphinatrF/9117881 . . . v v v v s e e e e e s G, s s i i aa

110 120 130 140 150
N R EE TN I I I T I R
HemtriaCNAC11037.1 TAAGCGATAAGCTACTAATGCTATCCGGCATTTGTAGACTACAAGCGTAA

HemtrioCNACII037.2 . . . o . o i e i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
HemtrigCNACII037.3 . . . o o o i e i i e i i e e e e e i e e e e e e e e e e e e
IxoleptCNAC11049 AL e Co. vt Tt s e s e s e s i s e e
OphinatrCNACI1038.1 G. . ... ..o v v v v C..... L G.
OphinatrCNAC11061 G. . v e cC..... G. . T e e e e G.
OphinatrCNAC11067 G. . v e cC..... G. . T e e e e G.
OphinatrFi911788.1 G. . e c..... G. . T e e G.

160 170 180 150 200
S B N Ll I I I [P I
HemtrioCNAC11037.1 TGTTTGAGACCCGAAAGATGGTGACCTATGCCTAGTCAAGATGAAGCCA

HemtrioCNACII037.2 . & o o i i e e it e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e s
HemtrioCNACII037.3 . & & o i it e e i e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e s
olepECNACIIOHT o o o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
Ophin@trCNACIIO38.1 . & . ottt et ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
OphinatrCNACII0B1 . . . o v o o e o i e e i s s s o s s o s s e e e e s
OphinatrCNACII067 . . 0 o v o o e e i e e i s s s o s s o s s e e e e
Ophin@trFI911788.1 . & . o et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s

210 220 230 240 250
S B o [ e e I TN Iy
HemtriaCNAC11037.1 AGGAAACTCTGGTGGATGTCTGAAGTTATTCTGACGTGCAAATCGATAA

HemirigCNACII037.2 . . . o v v i o i i e e i s s s o s s o s s o s st s s e s e
HemtriaCNACII037.3 . o o o o i it e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
IolepECNACII0HT o o o o et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
Ophin@trCNACIIO38.1 . . . o ot e et ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
Ophin@trCNACII0BL . & & ottt e et e e e e et e m e e e e e e e e e e e e e e e e s
Ophin@trCNACII067  + v v v v v v s s v w s s m w e s n e e e e e e s
OphinatrFI811788.1 . . o o o i e i e e i e e e e e e e

N I N R Il PP [ I R
HemtriaCNAC11037.1 CTGATCTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGT

HemtrioCNACII037.2 . & o o o i e e it e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e s
HemirigCNACII037.3 . . . o v o i s i i e e i s s s o s s o s s o s st st s s
koleptCNACIIDT . . . e i i e e e e e e e e s
Ophin@trCNACII038.1 . & . o ot e e it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
Ophin@trCNACII061 . & . o ot e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
Ophin@trCNACII0B7 .« & ¢ o ot e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s
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Anexo 3B (Continuacion)

OphinatrFi911788.1

HemtrioCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrFi911788.1

HemiriaCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemtrioCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11032.1
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF1911788.1

HemtriaCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemiriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrFi9117288.1

HemtrigCNAC11037.1
HemtrioCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF1911788.1

HemtriaCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemiriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF1911788.1

HemtrioCNAC11037.1
HemtrioCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1

310 320 330 340 350
TCCTTCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAAGCGTACATTTTTAGTTTCATC

cee L EEEEN EEEEE RN P I I
CCGTAAAGCGAATGATTAGAGGTCTTGGGGCGTATATAGCCTCAACCTAT

410 420 430 440 450
S L T e e T TP I
TCTCAAACTTTTAATGGGTGTGAGTGTTCTTTCTCAATTGAAGAACGCTG

............................ T. ... oo AL
............................ T. ... oo AL
............................ LI
............................ LI

460 470 420 430 500

N B S LRl E I I LI [P I I
CTAAATAAGTGTGCTTAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGCT

510 520 530 540 550
TGGGTTGAACCAATTGTTGAGTTAAAGTGCCTAAAGCTGTAATGCGCATG

R N B N T B P P ey
AGATCTATAAAGGGTGTTAGTTGCTGAAGACAGCAGGACGGTGGCCATG
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Anexo 3B (Continuacién)

OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF/911732.1

HemtriaCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemirioCNAC11037.3
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF1911788.1

610
A I
AAGTCGGAATCCG- - -
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C) Secuencias moleculares obtenidas para la region V4 del gen 18S

HemtrigCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrFi911853.1

HemtrigCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrFi911853.1

HemtrigCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemiriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrFi911853.1

HemtrigCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemiriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrFi911853.1

HemtriaCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1

10 20 30 40 50
e R L e e I TP I
----AGAACTAGGGCGGTATCTGATCGCCTTCGAACCTCTAACTTTCGT
T e
e e
e e
e e

60 70 80 50 100

I - | - | - | - | - I - | - I - |

CTTGATCAATGAAAACATTCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTCGTCTT

110 110 130 140 150
S B I O E S TP [Py I
GCTGTGGTCTAAGAATTTCACCTCTCTCACAACAATACGAATGCCCCCA

160 170 120 150 200

210 220 230 240 250
R [ e N I L A I I
ACATATTCCATCATTCCATGCATTTATATCCAAGTAACACACTTGCTTTA
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Anexo 3C (Continuacion)

OphinatrCNAC11038.2
OphinatrcNAC11038.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF/911853.1

HemiriaCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11032.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11038.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF/911853.1

HemtriaCNAC11037.1
HemiriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11032.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11038.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF/911853.1

HemtriaCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemiriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11038.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF/911853.1

HemtriaCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemtriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrF/911853.1

260 270 280 290 300
R P e P T T N [ O
AGCACTCTAATTTAATCAAAGTGATATTTGATAACTCTTGTAAGCCCAA

....................................... A......A.
....................................... A......A.
....................................... A......A.
....................................... A......A.
....................................... A......A.
....................................... A..... . A,
310 320 330 340 350

R R Y EE R NI P P
AACTAAGTCGGCAAAAACAGTCATCTATATTTGCGCTCAGCAAACGGTAG

....................................... S
....................................... -
GTG. . ... ..o T, oo e C..AT.........
GTG. . . v s v s s e s s T e e s i a s C..AT.........
GTG. . .o v v i it T e C..AT.........
GTG. . ... v i e s T, oo e C..AT.........
GTG. . ... i it e s T, oo e C..AT.........
GTG. . . v s v s s e s s T e e s i a s C..AT.........
360 370 320 390 400

| I | | | - I | I -

T. B T T T T T T T
..... L
LGLGAL L T
LGLGAL L AL TG. . o e e e e e
CGLGAL L I
CGLGAL - S I
LGLGAL L T
LGLGAL L L

410 420 430 440 450

TTAGACGCAACAATTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAATTACCGCGGC
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Anexo 3C (Continuacion)

HemtrioCNAC11037.1
HemtriaCNAC11037.2
HemiriaCNAC11037.3
IxodCNAC11053
IxoleptCNAC11049
OphinatrCNAC11038.1
OphinatrCNAC11038.2
OphinatrCNAC11032.3
OphinatrCNAC11061
OphinatrCNAC11067
OphinatrFi911853.1
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Anexo 4. Matrices de distancias para las secuencias de genes de ectoparasitos

obtenidas con el modelo de sustitucion Tamura 3-parametros.

A) Matriz de distancia para las secuencias obtenidas del gen COI.

1 2 3 4 5 6
1.HemtriaCNAC11037.1
2.HemtriaCNAC11037.2 0.000
3.HemtriaCNAC11037.3 0.000 | 0.000
4.IxoleptCNAC11049 0.232 | 0.232 | 0.232
5.0phinatrCNAC11038.2 | 0.500  0.500  0.500 | 0.519
6.0phinatrCNAC11038.3 | 0.500 | 0.500 | 0.500 | 0.519 | 0.000
7.0phinatrCNAC11067 0.500 | 0.500 | 0.500 | 0.519 | 0.000 | 0.000

B) Matriz de distancia para las secuencias obtenidas del fragmento D3-D5 del

gen 28S.

1 2 3 4 5 6 7
1.HemtriaCNAC11037.1
2.HemtriaCNAC11037.2 | 0.000
3.HemtriaCNAC11037.3 | 0.000 | 0.000
4.IxoleptCNAC11049 0.009 | 0.009 | 0.009
5.0phinatrCNAC11038.1 | 0.026 | 0.026 | 0.026 A 0.032
6.0phinatrCNAC11061 0.026 | 0.026 | 0.026 | 0.032 | 0.000
7.0phinatrCNAC11067 0.026 | 0.026 | 0.026 | 0.032 | 0.000 | 0.000
8.0phinatrFJ911788.1 0.026 | 0.026 | 0.026 | 0.032 | 0.000 | 0.000 | 0.000
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Anexo 4 (continuacion)
C) Matriz de distancias para las secuencias obtenidas de la regidén V4 del gen
18S.

1.HemtriaCNAC11037.1

2.HemtriaCNAC11037.2 | 0.000

3.HemtriaCNAC11037.3 | 0.000 | 0.000

4.1x0odCNAC11053 0.011 | 0.011 | 0.011

5.1xoleptCNAC11049 0.007 | 0.007 A 0.007 | 0.004

6.0phinatrCNAC11038.1 | 0.062 | 0.062 | 0.062 | 0.057 | 0.053

7.0phinatrCNAC11038.2 | 0.062 | 0.062 | 0.062 | 0.057 | 0.053 | 0.000

8.0phinatrCNAC11038.3 | 0.062 | 0.062 | 0.062 | 0.057 | 0.053 | 0.000 | 0.000

9.0phinatrCNAC11061 0.062 | 0.062 | 0.062  0.057 A 0.053 ' 0.000 | 0.000 | 0.000

10.0OphinatrCNAC11067 | 0.062 | 0.062 | 0.062 | 0.057 | 0.053 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000

11.0phinatrFJ911853.1 | 0.062 | 0.062 | 0.062 | 0.057 | 0.053 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
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Anexo 5. Caracteres utiles para el diagnostico clinico entre hembras de
Hemilaelaps triangulus y Ophionyssus natricis.

Especie de ectoparasito
Caracteristicas

O. natricis H. triangulus

Caracteristicas observables a simple vista

Color del Usualmente de color negro, De cuerpo transparente con
cuerpo del rojo-obscuro o rojo-marrén. tonalidades amarillas,
acaro anaranjadas, o con algun patrén
(idiosoma) mas obscuro.
Alteracién Por el grosor y volumen, el

El acaro al resguardarse y

producida en alimentarse debajo de la escama

acaro puede “levantar” las

la escama del escamas corporales al no causa ninguna alteracion
huésped colocarse debajo para visible.

alimentarse.

Caracteristicas de los acaros observables a microscopio estereoscopico

Tamafo Longitud de 600 a 800 pum.
Numero de

Longitud de 530 a 670 um.

Una sola placa dorsal sin la

Cuatro: Una placa podonotal,

placas dos pares de placas presencia de invaginaciones o
dorsales mesotonales y la placa escotaduras.

pigidial.

NUumero y tipo Una o mas sedas simples Una seda modificada, gruesa y

de sedas en

corta
las coxas |y Il

Tipo de sedas

en el fémur Il

Simples Una seda claramente més

alargada y gruesa que el resto
Caracteristicas de los 4caros observables en microscopio Gptico posterior a

aclararlo con lactofenol*

NUumero de Dos pares de sedas

Tres pares de sedas esternales

sedas de la esternales

placa esternal
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Anexo 5 (Continuacién)

Morfologia de  Alargada y estrecha, con un

Piriforme, con un par de sedas

la placa par de sedas genitales fuera genitales dentro o fuera de la
epiginial y sus de la placa placa
sedas
asociadas
Pinzas de los Sin dientes Con tres dientes en el dedo

queliceros

movil y dos en el dedo fijo.

*Procedimiento recomendado
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