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Resumen

El objetivo de este trabajo de tesis doctoral fue generar conocimientos sobre aspectos ecolégicos de las
dos especies de garrapatas del complejo Amblyomma cajennense presentes en Argentina, Amblyomma
tonelliae y Amblyomma sculptum, y también evaluar el rol potencial como vectores de

microorganismos rickettsiales.

La distribucion geogréfica de A. tonelliae en Argentina estd restringida a la eco-regién del Chaco Seco,
y A. sculptum a la Selva Pedemontana de las Yungas, a la eco-region del Chaco himedo y a zonas
aledafias a los humedales del Chaco Seco. Estas dos especies presentan dreas de parapatria
caracterizadas por temperaturas intermedias y mayor desarrollo de vegetacion que en las areas de
alopatria. Ambas especies mostraron tener especificidad por habitat y no por hospedador. El andlisis de
las secuencias del gen mitocondrial 16S, mostré diferencias intraespecifica inferiores a 0,5% y una baja

diversidad genética tanto en A. sculptum como en A. tonelliae.

Las dos especies presentaron estructuracion genética entre poblaciones, atribuyéndose el limitado flujo
de genes entre poblaciones a caracteristicas ecoldgicas microambientales. Tanto A. fonelliae como A.
sculptum tienen un ciclo de vida con una generacion anual, con larvas presentes de otofio a invierno,
ninfas de invierno a primavera y adultos todo el afo, pero con el pico de abundancia en primavera y
verano. Finalmente, se amplific6 ADN rickettsial de tres garrapatas, Rickettsia amblyommatis sp. nov y

Rickettsia sp. cepa “El tunal” de A. fonelliae y Rickettsia bellii de A. sculptum.



Abstract

The aim of this thesis was to generate knowledge on ecological aspects of the two species from the
Amblyomma cajennense complex present in Argentina, Amblyomma tonelliae and Amblyomma
sculptum. Additionally, the potential role of these two-tick species as vectors of rickettsial

microorganisms was also evaluated.

The geographical distribution of A. fonelliae in Argentina is restricted to the Chaco Seco eco-region,
and A. sculptum to the Yungas Piedmont, to the Humid Chaco eco-region and areas near the Chaco
wetlands. These two species are parapatric in areas characterized by intermediate temperatures and
greater vegetation development than in the allopatric areas. Both species showed habitat specificity but
not host specificity. Analyses of 16S mitochondrial gene sequences have shown intra-specific

differences lesser than 0.5% and low genetic diversity for both A. sculptum and A. tonelliae.

The two-species presented genetic structure attributed to low level gene flow among populations,
probably related to isolation due to difference in micro-environmental characteristics. Both A. fonelliae
and A. sculptum have a life cycle with one generation per year. Larvae are present from autumn to
winter, nymphs from winter to spring, and adults all year round, but with abundance peak in spring and
summer. Finally, rickettsial DNA was amplified in three ticks, Rickettsia amblyommatis sp. nov and

Rickettsia sp. strain "El tunal" of A. fonelliae and Rickettsia bellii of A. sculptum.
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Introduccion General

Las garrapatas son ectopardsitos hemat6fagos de relevancia sanitaria, por su rol como vectores de
microorganismos patégenos que afectan a los animales domésticos, silvestres y al hombre, ademas de
su potencial para provocar anemia, toxicosis, pardlisis, irritacion y alergia a sus hospedadores (Jongejan
y Uilenberg 2004; Parola y col., 2013; Remondegui 2012). Son consideradas, junto con los mosquitos,
como los mds importantes vectores de agentes patégenos (Sonenshine y col., 2002). Las garrapatas
pertenecen al Phylum Arthropoda, Clase Arachnida, Subclase Acari, Orden Parasitiformes, Suborden
Ixodidal. En la actualidad se conocen aproximadamente 933 especies de garrapatas en el mundo
(Labruna y col., 2016; Ash col., 2017; Nava y col., 2017). Existen tres familias de garrapatas, Ixodidae,
Argasidae y Nuttalliellidae. Esta tltima incluye una tnica especie, Nuttalliella namaqua. La familia
Ixodidae agrupa las especies de mayor importancia econdmica, ya que producen perdidas a nivel
productivo y tienen impacto sobre la salud publica (Jongejan y Uilenberg, 2004). Esta familia se divide
en dos grupos, Prostriata y Metastriata. El primer grupo estd compuesto unicamente por el género
Ixodes, el resto de los géneros pertenecientes a esta familia estdn caracterizados taxonémicamente
como Metastriata. Este tltimo dividido en 4 subfamilias, Amblyomminae, Haemaphysalinae,
Hyalomminae y Rhipicephalinae.

Las especies de la familia Ixodidae desarrollan en su ciclo de vida la hematofagia, que dura varios dias
y estd dividido en dos fases. Una primera fase, de crecimiento, donde la ingesta de sangre es minima y
los 6rganos van desarrollandose y una segunda fase donde la ingesta es mayor, conocida como fase de
expansion (Balashov, 1967). Esta constitucion anatémica de los ixddidos ha sido biolégicamente
configurada para desarrollar su habito hemat6fago continuo y es precisamente este héabito el que
permite el desarrollo de su ciclo de vida (Boero, 1957).

El ciclo de vida de la familia Ixodidae es de tres hospedadores, exceptuando algunas especies del
género Hyalomma Koch, 1844 y de la subfamilia Rhipicephalinae. En este tipo de ciclo, todos los
estadios evolutivos se alimentan de diferentes hospedadores que pueden o no ser de la misma especie.
El ciclo comprende huevo, larva, ninfa y adulto. Larvas y ninfas se alimentan por algunos dias y luego
se desprenden para mudar al préximo estadio. Las ninfas desarrollan un tnico estadio y los adultos
copulan generalmente sobre su hospedador. Las hembras desarrollan un periodo de alimentacion largo,
una vez pletoricas, se desprenden del hospedador, oviponen miles de huevos que dardn origen a larvas

y mueren (Sonenshine, 1991).
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La familia Argasidae estd compuesta por los géneros Antricola Cooley y Kohls, 1942, Nothoaspis
Keirans y Clifford, 1975, Argas Latreille, 1795, Ornithodoros Koch, 1844 y Otobius Banks, 1912
(Nava y col., 2017). El ciclo de vida de las especies de Argasidae comprende huevo, larva, dos o mds
estadios ninfales y adultos (machos y hembras). Ninfas de algunas especies mudan 5, 6, 7 y hasta 8
(Hoogstraal, 1985) veces antes de evolucionar a adultos. Los estadios inmaduros deben alimentarse
antes de mudar al préximo estadio, pero en algunas especies las larvas no alimentadas mudan a ninfas
y, en otras, ninfas del primer estadio sin alimentar mudan al segundo estadio ninfal. Los adultos son
longevos y desarrollan un periodo de alimentacién corto (horas) pudiendo volver a alimentarse tantas
veces como disponibilidad de hospedador tengan. A diferencia de esto, las larvas permanecen dias
prendidas a sus hospedadores. En cuanto al ciclo de vida, muchas de las especies que componen esta
familia tienen habitos nidicolas. Los adultos presentan escaso dimorfismo sexual (Sonenshine, 1991).
En Argentina han sido registradas 51 especies de garrapatas de las familias Ixodidae y Argasidae,
siendo Amblyomma el género con la mayor riqueza especifica, compuesto por 23 especies (Nava y col.,
2017).

El desplazamiento de los animales silvestres por la introduccion de animales domésticos, puede
eventualmente obliterar la relacion de una especie de garrapata con su hospedador silvestre original
(Hoogstraal y Aeschilmann, 1982; Oliver, 1989), creando las condiciones para el desarrollo de ciclos
sustitutos. Esto es reconocido en la Argentina, donde los artiodactilos nativos (Cervidae, Camelidae y
Tayassuidae) fueron desplazados con la introduccion de los bovinos y, en la actualidad, garrapatas
nativas como Amblyomma neumanni (Ribaga 1902) completan su ciclo parasitico sobre los bovinos
(Guglielmone y col., 1990; Nava y col., 2006). Otra garrapata establecida en la Argentina que
desarroll6 un ciclo sustituto parasitando a los bovinos y otros animales domésticos fue Amblyomma
cajennense sensu lato (Fabricius, 1787) (Guglielmone y col., 1990; Mangold y col., 1990). Este taxon
es originario de la region neotropical y nedrtica. El taxon A. cajennense s.1 ha sido considerado por
tener una distribucién desde el sur de los Estados Unidos hasta norte de Argentina (Estrada-Pefia y col.,
2004), donde se report6 establecida en las provincias de Chaco, Formosa, Jujuy, Salta, Santiago del
Estero y Tucuman (Guglielmone y Nava, 2006). Amblyomma cajennense s.1 ha sido considerada una
garrapata con relevancia sanitaria por su capacidad de parasitar al hombre (Guglielmone y col., 1991) e
infestar masivamente a los vacunos, otros animales domésticos y silvestres (Guglielmone y col., 1990;
Mangold y col., 1990). Amblyomma cajennense s.1 fue involucrado como el vector de Rickettsia
rickettsii, el agente causal de fiebre manchada en seres humanos (Labruna y col., 2011).

Particularmente en Argentina se detectaron casos letales de fiebre manchada en humanos en la
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provincia de Jujuy (Ripoll y col., 1999; Paddock y col., 2008), siendo A. cajennense s.1 sindicada como
potencial vector. Ademas, estudios realizados en otros paises incriminan a. cajennense s.1 como
potencial vector de arbovirus (Linthicum y col., 1991), Ehrlichia sp. (Widmer y col,, 2011) y en casos

de pardlisis en animales domésticos.

En el pasado, el estatus taxonémico de A. cajennense s.1 ha sido objeto de debate. Aragdo y Fonseca
(1953), y mas tarde Kohls (1958), concluyeron que un nimero de especies descritas y revalidadas por
Koch (1844) y Tonelli-Rondelli (1937) (Amblyomma mixtum Koch 1844, Amblyomma tenellum Koch
1844, Amblyomma finitimun Tonelli-Rondelli 1937, Amblyomma tapiri Tonelli-Rondelli 1937 y
Amblyomma sculptum Berlese 1888) eran sindnimos de A. cajennense. Las propuestas de Aragdo y
Fonseca (1953) y Kohls (1958) fueron corroboradas ademads, tiempo después, por un andlisis de los
hidrocarburos cuticulares de especimenes de A. cajennense s.1 de distintos origenes geograficos, en los
que no se revel6 ninguna diferencia significativa (Estrada-Pefia y col., 1993). Sin embargo, trabajos de
cruzamientos realizados en Argentina (Mastropaolo y col., 2011) y Brasil (Labruna y col., 2011),
sugirieron que posiblemente el taxén A. cajennense estaba conformado por un complejo de especies.
Posteriormente, un andlisis filogenético de A. cajennense s.1 basado en la comparacién de secuencias de
ADN de genes mitocondriales y espaciadores intergénicos nucleares de garrapatas colectadas en todo el
rango de distribucion del taxon mostro seis clados con una marcada divergencia en estructura genética

y delimitaciones geogréaficas (Beati y col., 2013).

Segun Beati y col. (2013), todos los clados corresponden a localidades alo y parapétricas caracterizadas
por rasgos ecolédgicos diferentes. El primer clado se relacioné con el Valle interandino del Perd, el
segundo clado se asocid con la parte seca de la regién Chaquefia de Argentina y Paraguay, el tercer
clado con dreas boscosas y himedas del norte argentino y la costa sur de Brasil, el cuarto clado con la
region amazonica, el quinto clado con zonas montafiosas de la cordillera oriental de Colombia y el
sexto clado abarca desde la costa del Pacifico de Ecuador, a través de América Central, hasta Texas

(EE. UU).

El estado taxonémico de A. cajennense y de las especies relacionadas sinonimizadas fue nuevamente
evaluado por Nava y col. (2014), estos autores examinaron la morfologia de las muestras
representativas de cada clado con el propdsito de verificar si la subdivisidn genética observada por
Beati y col. (2013) podria estar asociada con rasgos fenotipicos distintivos, comparando

morfolégicamente el material tipo y especimenes de diferentes colecciones del mundo. Es asi que,
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Nava y col. (2014) redescribieron y validaron a A. cajennense s.s, A. mixtum, y A. sculptum, y
describieron por primera vez Amblyomma tonelliae Nava, Beati, y Labruna, 2014; Amblyomma patinoi
Labruna, Nava y Beati, 2014; y Amblyomma interandinum Beati, Nava, y Céceres, 2014. En el caso
particular de la Republica Argentina, se demostré la presencia de dos especies del complejo en el norte
del pais: A. tonelliae asociada a zonas aridas de la provincia fitogeografica del Chaco y A. sculptum
distribuida en dreas mas humedas del norte argentino, principalmente en la provincia fitogeografica de

Las Yungas (Nava y col, 2014).

En Argentina, se ha producido un notable desplazamiento de la ganaderia hacia el norte debido a la
expansion de la frontera agricola en las regiones centrales del pais (Rossanigo y col., 2010). Esta
situacion ha conllevado a un aumento del nimero de bovinos en las zonas de distribucion de A.
tonelliae y A. sculptum. Sin embargo, la capacidad de cada una de estas especies para transmitir
enfermedades a los bovinos no ha sido estudiada en el pais. Del mismo modo, con la excepcion de
estudios focales realizados en la provincia de Jujuy, citados con anterioridad, tampoco se conoce con
precision el rol de estas especies de garrapatas como vectores de agentes potencialmente patégenos

para otros animales domésticos o para humanos a lo largo de su distribucién en el pais.

De esta nueva situacion surge la necesidad de enfocar nuevos estudios sobre ecologia y potencial
capacidad vectorial de las especies que forman este complejo, para valorar su potencial impacto sobre
la salud publica y de los animales domésticos. Para ello se debe tener en cuenta que, para conocer la
epidemiologia de una enfermedad transmitida por vectores es necesario conocer la ecologia, fisiologia,
inmunologia y genética del patégeno, del vector y del hospedador vertebrado y como estos interactiian

en el ambiente (Reisen, 2002).

En relacién a lo expresado anteriormente, el objetivo general de esta tesis fue obtener informacién
sobre aspectos ecoldgicos relacionados a distribucion geografica real y potencial, estacionalidad y
diversidad genética, y analizar el rol como potencial vector para transmitir bacterias de los géneros
Ehrlichia, Anaplasma y Rickettsia, de las dos especies del complejo Amblyomma cajennense presentes
en la Argentina, A. scuptum y A. tonelliae. La informacién proporcionada por el estudio eco-
epidemioldgico de las dos especies de garrapatas, es fundamental para disefiar estrategias de control y
realizar inferencias epidemioldgicas acerca de las enfermedades que pueden transmitir estas garrapatas.

Se considera entonces, que los resultados obtenidos en este trabajo de tesis tienen relevancia cientifica
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con impacto en la parasitologia y la medicina veterinaria en particular, y la salud ptblica y la

acarologia en general.

En la parte I de la presente tesis se aborda la distribucién y diversidad genética de A. tonelliae y A.
sculptum en la Argentina. Dividida, esta primera parte, en tres capitulos. En el capitulo 1 se estudia la
distribucién geogréfica y hospedadores de A. sculptum y A. tonelliae en Argentina y se aplica un
modelo de nicho ecolégico para inferir la distribucién potencial de ambas especies en Sudamérica. En
el capitulo 2 se describe la distribucion estacional de A. sculptum 'y A. tonelliae en Argentina y en el
capitulo 3 se estudia la diversidad genética y filogeografia de A. tonelliae y A. sculptum en Argentina

por comparacion de secuencias del gen mitocondrial 16S.

Finalmente, en la parte Il de esta tesis se evalia el rol potencial de A. sculptum y A. tonelliae como

vectores de microorganismos rickettsiales en Argentina.



Figura 1: Distribucion del taxén Amblyomma cajennense s.1. segin Estrada-Pefia y col. (2004).
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Figura 2: Vista dorsal de machos de: (A) Amblyomma cajennense s.s.; (B) Amblyomma tonelliae n. sp.;
(C) Amblyomma interandinum n. sp.; (D) Amblyomma patinoi n. sp.;(E) Amblyomma mixtum; (F)

Amblyomma sculptum (Nava y col., 2014).
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Figura 3: Vista dorsal de hembras de: (A) Amblyomma cajennense s.s.; (B) Amblyomma tonelliae n.
sp.; (C) Amblyomma interandinum n. sp.; (D) Amblyomma patinoi n. sp.; (E) Amblyomma mixtum; (F)

Amblyomma sculptum. (Nava y col., 2014)
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Figura 4: Distribucion de las 6 especies del complejo Amblyomma cajennense *Amblyomma
cajennense s.s.; + Amblyomma tonelliae n. sp.; ¥ Amblyomma interandinum n. sp.; # Amblyomma
patinoi n. sp.; m Amblyomma mixtum; O Amblyomma sculptum; X registro de A. sculptum en

departamento de Beni Bolivia (localidad desconocida) (Nava y col., 2014).
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Parte 1

Distribucion y diversidad genética de
Amblyomma tonelliae y Amblyomma sculptum en

la Argentina.
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Capitulo 1

Distribucion geografica y hospedadores de
Amblyomma sculptum y Amblyomma tonelliae en
Argentina, con un modelo de nicho ecolégico para
inferir la distribucion potencial de ambas especies en

Sudamérica.
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Introduccion

El concepto de distribucion de una especie se refiere al drea habitada por ésta o la superficie que
encierra el conjunto de localidades donde las poblaciones de una especie han sido observadas y
registradas. Puede caracterizarse en términos de su tamafo, ubicacién geogréfica y continuidad. La
distribucién actual de una especie es el resultado de su evolucion bioldgica y dispersion, de la
evolucion climética global y regional y de la evolucidn de la distribucién de tierras y mares (Cox y
Moore, 2000). La distribucion geogréfica de una especie estd directamente condicionada por los
requerimientos ecoldgicos de esa especie para persistir en determinadas dreas biogeograficas.
Asimismo, ciertos cambios en el paisaje, vegetacion y clima ocurridos en tiempos evolutivos recientes
se relacionan a una causalidad antrépica (Walker y Steffen, 1999; Fayer, 2000; Sutherst, 2001; Biello,
2011). Por ejemplo, se ha reportado un aumento de las temperaturas medias mundiales de 0,10- 0,16°C
por decenio, y se espera que aumente significativamente en los proximos 100 afios IPCC 2007). Estas
temperaturas tendrdan repercusion a largo plazo en los ecosistemas y, por consiguiente, en las especies
que habitan dichos ecosistemas (Thuiller y col., 2006; Fries y Mayer, 2009). Frente al cambio
ambiental los organismos pueden adaptarse a las nuevas condiciones, pasar a ocupar un hdbitat més
apropiado, o bien extinguirse debido a la ausencia de plasticidad ecoldgica para adaptarse a las nuevas

condiciones (Cox y Moore, 2000).

Como en otros pardsitos, la distribucion de las garrapatas no sélo estd estrechamente relacionada a las
caracteristicas climaticas de una region, sino también a la distribucion espacial de sus hospedadores y a
caracteristicas propias de la vegetacion que afectan el desarrollo de la fase no parasitica (Sonenshine y
Mather, 1994; Randolph, 2008). Y en el caso particular de los artrépodos vectores, los cambios
ambientales no s6lo modifican el patrén de distribucidn de garrapatas sino también el de los agentes
infecciosos que estas transmiten. Esto es de especial interés para desarrollar modelos epidemiolégicos
con capacidad predictiva con el fin de definir cémo los cambios ambientales modulan la distribucién y
abundancia no sélo de un vector determinado, sino también de sus hospedadores (Tagliapietra y col.,

2011).

Un parésito interactia con su hospedador, pero también con el medio ambiente, pudiendo este tltimo
afectar la fuerza y evolucion de la interaccion parasito-hospedador (Krasnov y col., 2008). La
especificidad de un parasito puede definirse como la medida en que el mismo esté restringido, en

alguna etapa de su ciclo de vida, a un determinado nimero de especies hospedadoras (Poulin, 2007). La
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especificidad estricta por hospedador no es comiin en la mayoria de las garrapatas duras del
Neotrdpico, ya que una gran proporcion de las especies neotropicales se asocian a hospedadores
pertenecientes a distintas familias u 6rdenes (Nava y Guglielmone, 2013). En este sentido, los trabajos
de Klompen y col. (1996), Cumming (2002) y Nava y Guglielmone (2013) concluyen que, en lineas
generales, las garrapatas son hdbitat-especialistas, y se asocian a los hospedadores competentes
disponibles que se encuentren en sus hdbitats preferidos. Un meta-andlisis de especificidad de
hospedador en garrapatas duras demostrd que las especies que conforman el complejo A. cajennense no
presentan una especificidad marcada por un grupo particular de hospedadores, lo cual indica que los
mismos no constituyen un factor determinante en su distribucion espacial. Las garrapatas del complejo
A. cajennense presentan plasticidad fisioldgica para alimentarse con éxito cuando se exponen a un
nuevo hospedador no relacionado con los hospedadores primigenios (Nava y Guglielmone, 2013). Sin
embargo, luego del reordenamiento taxondmico del complejo A. cajennense llevado a cabo por Nava y
col. (2014), no se han realizado andlisis para conocer con precision el uso de hospedadores de las dos

especies de este complejo presentes en Argentina, A. tonelliae y A, sculptum.

El drea de distribucion potencial de una especie es la superficie en la que un tax6n determinado tiene la
mayor probabilidad de establecerse (Espinosa y col., 2001). El concepto basico que subyace al
modelado de la ocurrencia de especies es la definicion del nicho ecoldgico. Hutchinson (1957) define el
nicho ecoldgico como un conjunto de variables ambientales en una regién determinada con valores
limites dentro de los cuales una especie sobrevive. Fuera de este nicho, una poblacién no puede
mantener una tasa neta positiva de aumento de la poblacién, debido por ejemplo, a temperaturas
minimas excesivamente bajas en invierno, insuficiente crecimiento en la estacion lluviosa, entre otras
causas. Diferentes tipos de interacciones entre las especies y su entorno pueden conducir a la co-
ocurrencia de taxones relacionados. Si los factores ambientales son los principales impulsores de los
rangos de especies, entonces las especies deben coexistir donde las condiciones se encuentren dentro
del nicho fundamental de ambas especies. Por ejemplo, si una especie requiere temperaturas mas frias y
la otra requiere temperaturas mds cdlidas, entonces la coexistencia ocurriria a temperaturas intermedias,

y s6lo una de las dos ocurriria a temperaturas mas extremas (Chunco y col., 2012).

En la literatura especifica suelen ser utilizados indistintamente los nombres “modelos de nicho
ecoldgico” y “modelos de distribucion”, que conceptualmente pueden ser muy semejantes. Los
modelos de nicho ecolégico son modelos usados para desarrollar relaciones entre los valores

ambientales y los datos de presencia, presencia-ausencia y/o abundancia conocida de las especies
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(Graham y col., 2004). Para modelar los requisitos ambientales de una especie (nicho) existen tres
principios fundamentales a la hora de escoger la variable predictiva (Anderson, 2013). El primero, es
usar solamente variables cuyos valores no son afectados por la especie que se estd modelando. Dichas
variables se califican como “escenopoyéticas”. El uso de una variable no escenopoyética requiere tener
en cuenta la retroalimentacion entre la variable predictiva y la abundancia de la especie que estd siendo
modelada mediante relaciones matematicas mas complejas que los algoritmos utilizados para el
modelado de nicho. El segundo, es evitar el uso de variables puramente espaciales (como latitud y
longitud), que se relacionan con distribucién de una especie, pero no con sus requerimientos
ecologicos. Y tercero, es preferible usar variables a las cuales la especie responde, es decir variables
causales. En un modelado de nicho cada registro de la especie en cuestion debe constituir una muestra
representativa de las condiciones ambientales requeridas por la especie (Peterson y col., 2011). Segun
Estrada-Pefia (2008) comprender el nicho ecoldgico de una garrapata es un ejercicio complejo debido a
la diversidad de variables, aparte de las variables climédticas, que operan en las diferentes etapas del
ciclo de vida de estos pardsitos, como la abundancia de garrapatas y hospedadores, la competencia con

otras especies de pardsitos y la vegetacion.

El objetivo de este capitulo es describir y analizar la distribucion geografica de A. tonelliae y A.
sculptum en relacion a las distintas eco-regiones de la Argentina, generando mapas de distribucion,
definir el gradiente de variabilidad en los nichos ecoldgicos en los que se ha registrado cada especie,
cuantificar los solapamientos de nichos y deducir dreas probables de alopatria o simpatria / parapatria y

recopilar registros de hospedadores, tanto silvestres como domésticos.
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Materiales y métodos

Distribucion geografica y hospedadores naturales de A. fonelliae y A. sculptum.

Para determinar la distribucion espacial de los dos taxones se utilizaron registros de adultos de A.
tonelliae y A. sculptum de 92 y 48 localidades, respectivamente. Para el caso de los hospedadores
naturales de preimagos y adultos de las dos especies, se utilizaron registros de 82 y 44 localidades para
A. tonelliae y A sculptum, respectivamente. Los registros se basaron en colectas realizadas por la
tesista, en informacion publicada en la literatura especifica y en registros de material depositado en la
Coleccion de Garrapatas del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA Rafaela, Santa Fe,
Argentina) y la Coleccién de Ixodidos de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional
del Litoral (Esperanza, Santa Fe, Argentina). Las colectas de garrapatas realizadas por la tesista se
efectuaron por el método de arrastre de bandera (método de dragging, ver capitulo 2) sobre vegetacion
(Sonenshine, 1993) y por examen de animales domésticos y de carcasas de animales silvestres a lo
largo de sitios dispuestos en transectas que atravesaron distintas unidades ambientales de las provincias
de Chaco, Formosa, Salta, Santiago del Estero y Jujuy. Los especimenes de garrapatas fueron

identificados morfolégicamente siguiendo Nava y col. (2014) y Martins y col. (2014).

Para cada dato de presencia se registr6 la localidad, provincia politica, coordenadas geograficas y
hospedadores. Cada localidad de hallazgo fue representada en un esquema de mapa de las Eco-regiones
de Argentina descritas por Burkart y col. (1999) para el caso de A. tonelliae. En el caso de A. sculptum
se decidi6 representar los hallazgos en dos esquemas de mapas; el primero, disefiado por la tesista
corresponde a una combinacién del esquema de Eco-regiones de Burkart y col. (1999) y del esquema
de provincias Fitogeografica de Argentina de Cabrera (1976). Se decidi6 utilizar este esquema porque
en el caso de la provincia de Corrientes la subdivision de Cabrera (1976) ofrece una mayor resolucion
para analizar las preferencias ecoldgicas de A. sculptum. El segundo, corresponde al esquema de
humedales del Chaco de Ginzburg y col. (2005), este esquema permite una explicaciéon mads precisa de
las preferencias ecoldgicas del taxon para los hallazgos en la Eco-region del Chaco Seco. Los mapas de
distribucion de los taxones se confeccionaron utilizando el programa DIVA-GIS 7.5 (Sistema de
Informacién Geogréfica para el Andlisis de Especies Datos de Distribucion). Las eco-regiones sensu
Burkart y col. (1999) involucradas en este estudio fueron las siguientes:

1. Yungas: El clima es cdlido y humedo a sub-humedo, las condiciones de temperatura y humedad

varian segun la altitud, latitud, posicion en relieve y exposicion de las laderas. Estas sierras
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condensan las corrientes himedas que provienen del anticiclon del atlantico sur. Las altitudes
varian entre 400 y 3.000 msnm y la precipitacién anual ronda entre 900 y 1.000 mm. A medida
que aumenta la altitud se reconocen cuatro diferentes subregiones: Selva Pedemontana, Selva
Montana, Bosque montano o nublado y Pastizales de altura.

2. Chaco Seco: Comprende una vasta planicie con una suave pendiente hacia el este. Ocurren
importantes procesos de origen aluvial y fluvial, vinculados al aporte de materiales del sector
montafioso andino. Aqui nacen las cuencas hidrograficas de los rios Pilcomayo, Bermejo,
Juramento y Dulce. El clima es célido subtropical, con dreas que presentan las maximas
temperaturas del continente y las precipitaciones, marcadamente estivales, varian entre 500 y
700 mm anuales. En razén de las variaciones climdticas y geomorfoldgicas se reconocen cinco
subregiones: Chaco de derrame fluvial, Chaco Semiérido, Chaco Arido, Chaco Subhumedo y
Chaco Serrano.

3. Chaco Humedo: Esta region presenta una suave pendiente hacia el este, en la que predominan
ambientes deprimidos. La temperatura media anual disminuye de norte a sur, desde 23°C a
18°C. Las lluvias anuales rondan entre 1.300 mm anules en el borde oriental disminuyendo
hacia el oeste hasta 750 mm. Predominan modelados de tipo fluvial y fluvio-lacustres
organizédndose una red de drenaje paralela a los cauces de los rios Pilcomayo y Bermejo con
desagiie en el rio Paraguay y Parand. El paisaje es un mosaico de franjas de tierras altas, bien
drenadas, con bosques acompafiando el curso de los rios y alternando con interfluvios bajos de

esteros y cafiadas con fisonomia de pastizal, sabana y pajonal.

Modelado de nicho ecolégico.

Se construy6 un modelo de nicho ecoldgico para A. sculptum y A. tonelliae usando el software MaxEnt
version 3.0 (Phillips y col., 2004). MaxEnt crea modelos de distribucion de especies mediante la
combinacion de datos de presencia en un punto geografico dado con distintos niveles de variables
ambientales explicativas, utilizando un método estadistico conocido como méxima entropia, que estima
la distribucién mas uniforme a lo largo del drea de estudio con la restriccion de que el valor esperado
para cada variable ambiental en una distribucioén concuerda con su promedio empirico (Phillips y col.,
2004). Es asi que, la complejidad del modelo se limita por medio de una penalizacion que en inglés se
llama regularization, y que se aplica a cada variable incluida en el modelo (Phillips y Dudik, 2008;

Merow y col., 2013). Entre mas alto sea el valor de penalizacién, mas sencillo tendera a ser el modelo
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(por ejemplo, tenderd a ser menor el nimero de variables incluidas en el modelo). Varios estudios
recientes han mostrado que modelos con diferentes niveles de complejidad pueden variar
tremendamente en sus predicciones de las dreas adecuadas para la especie (Elith y col., 2010; Anderson
y Gonzalez, 2011) Este software fue corrido utilizando puntos de colectas que se definieron como datos
de presencia (256 registros de A. sculptum y 103 registros de A. tonelliae), variables asociadas a
temperatura (minimas, méximas y medias) y el indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI).
La distribucién potencial de A. sculptum y A. tonelliae fue calculada a través de un algoritmo basado en

los coeficientes de una regresién arménica de los valores mensuales de las temperaturas y el NDVL

Las variables climaticas utilizadas, obtenidas de WorldClim (Hijmans y col., 2005), fueron datos de
temperatura de superficie (TS) biol6gicamente relevantes a una resolucidén de aproximadamente 1 km,
relevadas por un periodo de 30 afios desde 1960 a 1990 (Hijmans y col., 2005). E1 NDVI es un
parametro calculado a partir de los valores de la reflectancia a distintas longitudes de onda, y es
particularmente sensible a la cubierta vegetal, permite identificar la presencia de vegetacion en la
superficie y caracterizar su distribucion espacial. Su rango de valores va de 0 a 1, lo que equivale a
superficies descubiertas o de cuerpos de agua hasta suelos con vegetacion densa, himeda y bien

desarrollada.

Las variables utilizadas para el anélisis derivan de regresiones armoénicas de datos de temperatura y
NDVI de imédgenes de satélite con las fechas. El resultado es una serie de coeficientes de la ecuacion,
cuatro para la temperatura y cuatro para el NDVI. Las variables relacionadas a las temperaturas son: T1
explica la media de temperatura dentro de un periodo dado de tiempo, T2 y T3 explican la amplitud y
la pendiente de las temperaturas de los seis primeros meses del afio, T4 explica la amplitud y la
pendiente de las temperaturas del segundo semestre del afio. En el caso de la vegetacion, V1 explica la
media del NDVI del periodo considerado, V2 y V3 explican la amplitud y la pendiente del NDVI de
los seis primeros meses del afio, V4 explica la amplitud y la pendiente del NDVI del segundo semestre
del afio. La ventaja de utilizar estos coeficientes es que se suprimen problemas de correlacién entre las
variables, y que tienen la capacidad de explicar toda la variabilidad de las temperaturas y de NDVI a lo

largo del periodo de tiempo que se esta estudiando.

Los factores que se analizaron para los distintos coeficientes fueron marginalidad y especializacion. La
marginalidad se define como el cuadrado de la distancia desde la media del espacio disponible hasta la

media del espacio utilizado. Esta mide una posicién y expresa la magnitud de la desviacién del nicho
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en relacion con el espacio disponible. Cuanto mayor sea la marginalidad, mas el nicho se desvia de las
condiciones medias del darea de estudio. Cuando es alta, la especie estd presente en dreas que muestran
caracteristicas muy diferentes del habitat en comparacion con la de su nicho promedio. La
especializacion mide la amplitud del nicho. Una alta especializacion, positiva o negativa, corresponde a

un nicho estrecho o limitado.
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Resultados

Amblyomma tonelliae

Los hallazgos de A. fonelliae fueron realizados en las provincias de Chaco (7 localidades), Formosa (7
localidades), Jujuy (5 localidades), Salta (59 localidades) y Santiago del Estero (3 localidades). Los
registros de A. tonelliae plasmados en el mapa de Eco-regiones forman dos grupos, uno con
distribucion este (11% de los registros) y otro con distribucién oeste (89% de los registros). La
distribucién oeste de A. tonelliae se encuentra representada por poblaciones de garrapatas distribuidas a
lo largo de la porcidn noroeste de la subregion del Chaco Serrano y Chaco semidrido (provincias de
Jujuy y Salta) y el ecotono o zona de transicion entre Chaco serrano y Selva Pedemontana de La
Yunga. La distribucidn este de A. tonelliae estd representada por poblaciones de garrapatas distribuidas
a lo largo del extremo este de la subregion Chaco Semidrido (provincias de Formosa, Chaco y Santiago
del estero) (Figura 5). Los dos grandes grupos de poblaciones (este y oeste) se encuentran separados; al
norte por aproximadamente 200 km entre la localidad de Morillo, Salta y la localidad de Puesto Campo
del Cielo, Formosa y al sur por aproximadamente 300 km entre la localidad de Talayato, Salta y PN

Copo, Santiago del estero (Ver coordenadas en Tabla 1).

Las proyecciones espaciales de distribucién potencial para A. fonelliae obtenidas con el modelado de
nicho se visualizan en la Figura 6. Este analisis no es una evaluacion explicita del rango probable de
colonizacion de las garrapatas, sino una proyeccion de las areas con las condiciones climdticas
adecuadas para la persistencia de la especie. De acuerdo a los resultados del andlisis, A. tonelliae tiene
un nicho ecolégico reducido, en comparacion con A. sculptum, extendiéndose por el Chaco Seco de
Paraguay, Bolivia y Norte de Argentina y zonas de ecotono entre Chaco Seco y Selva Pedemontana y
montana de la Yunga. Se predijo que A. fonelliae puede estar presente en sitios con temperaturas
elevadas (35°C) y con un periodo sostenido de baja temperatura media (semanas 11-26), asi como en
sitios con fuerte estacionalidad de NDVI, con un minimo profundo alrededor de la semana 41 (Figuras

11y 12).

Los principales hospedadores silvestres naturales de adultos e inmaduros de A. tonelliae para Argentina
registrados en este estudio fueron especies de mamiferos de las familias Cervidae, Tayassuidae,
Myrmecophagidae y Canidae. Ademds, adultos y ninfas de A. tonelliae se registraron parasitando una

amplia variedad de hospedadores domésticos y al humano (Tabla 1).



Figura 5: Distribucion de Amblyomma tonelliae en relacién a las Eco- regiones de Argentina de
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acuerdo con Burkart y col. (1999): 1, Altos Andes; 2, Puna; 3, Selva de las Yungas; 4, Chaco Seco; 5,

Chaco Humedo; 6, Selva Paranaense; 7, Campos y Malezales; 8, Esteros del Iberd; 9, Espinal; 10,

Delta e Islas del Parand; 11, Pampa. Los puntos negros indican localidades de hallazgos de

Amblyomma tonelliae.
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Figura 6: Proyeccion del nicho ecoldgico de preferencia para Amblyomma tonelliae obtenido usando
las mejores variables discriminadoras. Puntos negros representan los registros de ocurrencia para la
especie; Aéreas grises representan las dreas de proyeccién del modelo en las dreas ambientalmente

adecuadas.
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Tabla 1: Localidades de colecta y hospedadores de Amblyomma tonelliae en Argentina. Las

coordenadas geogréficas se muestran en grados sexagesimales.
M=macho; H=hembra; N=ninfa; L=larva

INTA= Coleccion de garrapatas del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (Rafaela, Santa Fe,
Argentina); FCV-UNL=Coleccién de Ixodidos de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad

Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe, Argentina)



Chaco

Formosa

Jujuy

Localidad

Toba Muerto
PN EI Impenetrable
12 km al NO de Las Hacheras

7 km al S de comunidad Wichi El Pintado

La Armonia

Mira Flores

20 km N Rio Muerto
RN. Formosa

RN. Formosa

El Simbolar

El Simbolar

El Simbolar

Laguna Yema

Puesto Campo del Cielo
Ingeniero Judrez

Las Lomitas 30 km al NO de

La Linea

Saladillo

Ingenio Ledesma
La Ronda

Palma Sola

15km al NE de Palma Sola

Coordenadas
25°04°S 61°15°0
25°10'S 61°3'0
25°18'S 61°03'0
24°45'S 61°26'0
25°10'S 61°05'0
25°38'S 60°55'0
26°08'S 61°34'0
24°17'S 61°48'0
24°17'S 61°48'0
24°16'S 61°08'0
24°16'S 61°08'0O

24°16'S 61°08'0

24°13'S 61°17'0
24°20'S 60°22'0
23°55'S 61°52'0
24°31'S 60°52'0
24°12'S 60°39'0

24°02'S 64°15'0
23°49'S 64°46'0
24°3'S 64°14'0

24°1'S 64°19'0
23°52'S 64°15'0

Hospedadores
Equino
Equino
Equino
Equino
Equino
Humano
vida libre
Equino
Humano
Burro

Humano

vida libre

Equino
Equino
Equino
Equino

Humano

vida libre
Equino

vida libre
vida libre

vida libre

Estadio

HM
HM

HM
HM
HM

HM
HM
HM
HM
HM

Referencia

INTA/2323

En este estudio
INTA/2342
INTA/2344
INTA/2345

En este estudio
En este estudio
INTA/2266
En este estudio
INTA/2346
FCV-UNL/FO
00003?
FCV-UNL/FO
00014
INTA/2347
INTA/2348
INTA/2349
INTA/2350
FCV-UNL/FO
00005
INTA/2352
En este estudio
En este estudio
En este estudio

En este estudio



Pais/Provincia

Salta

Localidad

25 de junio

Agua Muerta
Aguas Calientes
Apolinario Saravia
Apolinario Saravia
Campo Alegre
Campo Redondo
Campos del Norte
Canada Honda
Ceibalito

Ceibalito

Coronel Juan Sola Morillo

Coronel Olleros
Coronel Olleros
Coronel Vidt
Cruz Quemada
Cruz Quemada
Cruz Quemada
Cruz Quemada
Cruz Quemada
Cruz Quemada
Divisadero
Dragones

Dragones 20 km N

Coordenadas

24°55°S 63°59°0
24°11°S 62°41°0
25°25°S 64°45°0
24°25°S 64°02°0
24°25°S 64°02°0
23°24°S 62°48°0
25°01'S 64°33'0
25°01°S 63°56°0
23°47°S 63°23°0
25°05°S 64°19°0
25°05°S 64°19°0
23°28'S 62°52'0
25°05°S 64°15°0
25°05°S 64°15°0
24°56°S 64°13°0
25°02°S 64°58°0
25°02°S 64°58°0
25°02°S 64°58°0
25°02°S 64°58°0
25°02°S 64°58°0
25°02°S 64°58°0
25°20°S 64°48°0
23°16°S 63°21°0
23°04°S 63°20°0

Hospedadores

Humano
Catagonus wagneri
Bovino

Equino

Humano

Bovino

vida libre

Bovino

Humano

Humano

Mazama sp
Equino

Humano

Equino

Canino domestico
Bovino

vida libre

Equino

Cabra

Cerdo domestico
Canino domestico
Bovino
Myrmecophaga tridactyla

Bovino

Estadio

HM
HM

Referencia

Nava y col., 2014
INTA/2005

Nava y col., 2014
Nava y col., 2014
INTA/853
Navay col., 2014
INTA/708

Nava y col., 2014
Nava y col., 2014
Nava y col., 2014
INTA/842
INTA/2351

Nava y col., 2014
INTA/599

Nava y col., 2014
Navay col., 2014
INTA/1147
INTA/469
INTA/1071
INTA/1068
INTA/1065
Navay col., 2014
Nava y col., 2014
Navay col., 2014
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Pais/Provincia

Salta

Localidad

Finca La Rubia
Finca Yatasto
Guayacan
Giiemes
Giiemes
Horcones
Horcones
Joaquin V. Gonzélez
Juramento
Juramento
Juramento

La Estrella
La Estrella
La Poblacién
La Poblacién
La Salada

La Salada
Las Lajitas
Las Lajitas
Las Lajitas
Luis Burela
Maravilla

Maravilla

Coordenadas
24°33'S 63°25'0
25°35°S 64°56°0
25°34°S 64°48°0
24°41°S 65°02°0
24°41°S 65°02°0
25°43°S 64°55°0
25°43°S 64°55°0
25°05°S 64°11°0
25°10°S 64°58°0
25°10°S 64°58°0
25°10°S 64°58°0
23°49°S 64°05°0
23°49°S 64°05°0
25°20°S 64°37°0
25°20°S 64°37°0
25°46°S 64°30°0
25°46°S 64°30°0
24°41°S 64°15°0
24°41°S64°15°0
24°41°S 64°15°0
24°22°S 64°02°0
25°36°S 64°38°0
25°36°S 64°38°0

Hospedadores

vida libre
Humano

Bovino

Humano

Bovino

Humano

Bovino

Bovino

Humano

Bovino

vida libre
Lycalopex gymnocercus
vida libre

Bovino

Canino domestico
Bovino

Humano
Tamandua tetradactyla
Bovino

Humano

Humano

Bovino

vida libre

HMN

HM
HMN

T
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Referencia

INTA/813

Nava y col., 2014
Nava y col., 2014
INTA/299
INA/916

Navay col., 2014
INTA/1110
INTA/760

Nava y col., 2014
INTA/1143
INTA/1785
Navay col., 2014
INTA/2068
INTA/789
INTA/847
Navay col., 2014
INTA/1049
Navay col., 2014
INTA/961
INTA/1154
INTA/396
Navay col., 2014
INTA/1086



Pais/Provincia

Salta

Localidad

Metan

Metan

Morillo

Moromuerto

Palma Horqueta

Palma Horqueta

Palma Horqueta
Palomitas

Palomitas

Palomitas

Puesto Buen Lugar
Puesto Buen Lugar
Puesto Buen Lugar
Puesto Cabeza de Toro
Puesto Lloran los Toros
Puesto Lloran los Toros
Puesto Picaflor

Puesto San Joaquin
Puesto San Vicente
Rio Medina

Rio Piedras

Rio Piedras

Rivadavia Banda Sur
Rivadavia Banda Sur

Rivadavia Banda Sur

Coordenadas

25°30°S 64°58°0
25°30°S 64°58°0
23°28°S 62°53°0
25°24°S 64°40°0
24°12°S 63°11°0
24°12°S 63°11°0
24°12°S 63°11°0
24°54°S 64°57°0
24°54°S 64°57°0
24°54°S 64°57°0
24°42°S 63°51°0
24°42°S 63°51°0
24°42°S 63°51°0
24°58°S 64°01°0
24°57°S 64°01°0
24°57°S 64°01°0
25°03°S 64°10°0
24°14°S 62°48°0
24°39°S 63°57°0
25°16°S 64°32°0
25°17°S 64°55°0
25°17°S 64°55°0
24°11°S 62°53°0
24°11°S 62°53°0
24°11°S 62°53°0

Hospedadores

Bovino

vida libre

Bovino

Bovino
Catagonus wagneri
Pecari tajacu
Tayassu pecari
Bovino

Humano

vida libre

Equino

Humano

Bovino

Bovino

Bovino

Canino doméstico
Equino

Tayassu pecari
Bovino

Bovino

Bovino

Humano
Catagonus wagneri
Tayassu pecari

vida libre

Estadio
HM

HM

HM
MN

HM

HM

HM

HMN

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

HM

Referencia

INTA/618
INTA/1092

Nava y col., 2014
Nava y col., 2014
Nava y col., 2014
INTA/1991
INTA/1992
INTA/1160
INTA/1526
INTA/1587

Nava y col., 2014
INTA/898
INTA/893
INTA/886
INTA/812
INTA/885
Navay col., 2014
Navay col., 2014
Navay col., 2014
Navay col., 2014
Nava y col., 2014
INTA/62
INTA/2000
Navay col., 2014
INTA/2003
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Pais/Provincia

Salta

Santiago del Estero

Localidad

Rodeadero

Rosario de la Frontera
Saladillo

Saladillo

Saladillo

Saladillo

San Lorenzo-Rosario de la Frontera
San Luis-Metin

San Luis-Metan

Santa Rita

Tala Yaco

Talamuyo

Tolloche
Yaquiasmé-Desmonte
Yaquiasmé-Monte
Las tortugas

9km NO Gral. Pizarro
Villa Aurelia

Oran

Virgilio Tedin
Sachayoj

Pampa de Los Guanacos 14 Km al N de
PN. Copo

Coordenadas
25°19°S 64°48°0
25°48°S 64°58°0
24°50°S 64°55°0
24°50°S 64°55°0
24°50°S 64°55°0
24°50°S 64°55°0
26°06°S 64°40°0
25°35°S 64°42°0
25°35°S 64°42°0
24°40°S 64°59°0
25°52°S 64°47°0
25°05°S 64°15°0
25°31°S 63°33°0
24°36°S 64°45°0
24°41°S 64°46°0
24°14'S 64°7'0
24°10'S 64°3'0
24°36'S 64°15'0
23°8'S 64°19'0
25°3'S 64°58'0
26°41°S 61°50°0
26°08°S 61°48°0
25°55'S 61°43'0

Hospedadores

Bovino
Bovino
Bovino
Humano
Equino
vida libre
Equino
Bovino
Humano
Equino
Equino
Equino
Bovino
Bovino
Bovino
vida libre
vida libre
Bovino
vida libre
vida libre
Bovino
vida libre

vida libre

Estadio

HM
H
HN
M
HM
N
HM
HM
N
H
N
HMN

HM
HM
HM
HM
HM
HM
HM
HM
HM

Referencia

Nava y col., 2014
Nava y col., 2014
INTA/1597
INTA/1704
INTA/1693
INTA/1568

Nava y col., 2014
Nava y col., 2014
INTA/1083
INTA/1765

Nava y col., 2014
Navay col., 2014
INTA/155
Navay col., 2014
INTA/308

En este estudio
En este estudio
En este estudio
En este estudio
En este estudio
Nava y col., 2014
INTA/2146

Nava y col., 2014
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Amblyomma sculptum

Los hallazgos de A. sculptum fueron realizados en las provincias de Chaco (5 localidades), Corrientes
(1 localidad), Formosa (12 localidades), Jujuy (8 localidades) y Salta (18 localidades). La distribucién
de A. sculptum en Argentina se enmarca en tres grandes dreas, una distribucion oeste, que abarca la
Selva Pedemontana y selva montana de la Yunga y la transicion entre estas tltimas y el Chaco serrano,
una distribucién a lo largo de los bosques de albardones a la vera de los rios Bermejo, Teuco y
Pilcomayo y sus afluentes en la subregiéon de Chaco semidrido y subhimedo del Chaco Seco, y una

distribucion este que abarca el Chaco Himedo (Figuras 7 y 8).

A. sculptum tuvo un amplio nicho ecolégico en comparacion con A. fonelliae. Su distribucion potencial
abarca desde los biomas de la Selva Mata Atldntica, Yunga y Chaco Himedo en areas de Brasil,
Paraguay y norte de Argentina (donde existen datos de presencia), hasta la Selva Paranaense, Catinga
de Brasil, Bosque Chiquitano de Bolivia, Valle interandino de Colombia, Bosque pacifico del Ecuador
y Valle interandino de Pert, como areas de distribucidn potencial (Figura 9). A. sculptum se registr6 en
areas con temperaturas medias relativamente calientes (>27°C) durante las semanas 21-41 (semana 1 a
partir del 01 de enero) y la temperatura mds baja (<21°C) para las semanas 24-36. Al igual que A.
tonelliae, A. sculptum mostr6 una fuerte estacionalidad en NDVI, con un minimo profundo alrededor

de la semana 41 (Figuras 11y 12).

Los principales hospedadores silvestres naturales de adultos y preimagos de A. sculptum para Argentina
registrados en este estudio fueron especies de mamiferos de las familias Cervidae, Tayassuidae,
Canidae, Caviidae, Tapiridae y Chinchillidae. Ademads A. sculptum se registr6 parasitando una amplia

variedad de hospedadores domésticos y al humano (Tabla 2).



38

Figura 7: Distribucion de Amblyomma sculptum en relacion a compilacion del esquema de Eco-
regiones de Burkart y col. (1999) y del esquema de provincias Fitogeogréfica de Argentina de Cabrera
(1976). Se decidio utilizar este esquema porque en el caso de la provincia de Corrientes la subdivision
de Cabrera (1976) ofrece una mayor resolucion para analizar las preferencias ecoldgicas de la especie.
1, Altos Andes; 2, Puna; 3, Selva de las Yungas; 4, Chaco Seco; 5, Chaco Himedo; 6, Selva
Paranaense; 7, Campos y Malezales; 8, Espinal; 9, Delta e Islas del Parand; 10, Pampa. Puntos negros
indican sitios de colecta de A. sculptum.
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Figura 8: Distribucién de Amblyomma sculptum en relacién a esquema de humedales del Chaco de
Ginzburg y col. (2005). Se decidié utilizar este esquema porque explica mejor las preferencias
ecoldgicas del taxon para los hallazgos en la Eco-region del Chaco Seco. Puntos negros representan

registros de localidades de A. sculptum en Argentina.
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Figura 9: Proyeccion del nicho ecoldgico de preferencia para Amblyomma sculptum obtenido usando
las mejores variables discriminadoras. Puntos negros representan los registros de ocurrencia para A.
sculptum;, areas grises representan las areas de proyeccion del modelo en las dreas ambientalmente

adecuadas.
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Tabla 2. Localidades de colecta y hospedadores de Amblyomma sculptum en Argentina. Las
coordenadas geograficas se muestran en grados sexagesimales.

M=macho; H=hembra; N=ninfa; L=larva

INTA= Coleccion de Garrapatas del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (Rafaela, Santa Fe,
Argentina); FCV-UNL=Coleccién de Ixodidos de la Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad

Nacional del Litoral (Esperanza, Santa Fe, Argentina).



Pais/Provincia

Argentina
Chaco

Corrientes

Formosa

Localidad

La Eduvigis

PN. El Impenetrable

El Sauzalito

Toba Muerto

Villa Rio Bermejito
Paso Florentin

Paso Florentin

San Hilario

Pozo del Tigre

Puesto Campo del Cielo
Apeadero Bruchard
Ingeniero Juarez

RN. Formosa

RN. Formosa

ruta 95 km 1267, Pozo del tigre
Las Lomitas 30 km NO
Las lomitas 10 km N

RP. El Bagual
RP. El Bagual

Coordenadas

26°54'S 59°00'0

25°10'S 61°3'0

24°25'S 61°41'0
25°04'S 61°15'0
25°37'S 60°23'0
27°45'S 57°46'0
27°45'S 57°46'0
26°03°S 58°38°0
24°58'S 60°10'0
24°20'S 60°22'0
25°08'S 59°58'0
24°12'S 62°07'0
24°17'S 61°48'0
24°17'S 61°48'0
24°47'S 60°17'0
24°31'S 60°52'0
24°37'S 60°31'0

26°10°S 58°56°0
26°10°S 58°56°0

Hospedadores

Humano

Equino

Equino

Equino

Equino

vida libre
Humano
Hydrochoerus hydrochaeris
Equino

Equino

Equino

Cerdo domestico
Equino

vida libre
Equino

Equino

vida libre

Humano

vida libre

Estadio

MH

MH

MH

MH
MH

MH
MH
MH

MH

Referencia

FCV-UNL/CH
00001
INTA/2307
INTA/2308
INTA/2309
INTA/2310
INTA/2282
INTA/2356
Nava y col., 2014
INTA/2311
INTA/2312
INTA/2313
Ortiz y col., 2011
INTA/2265

En este estudio
En este estudio
INTA/2314

En este estudio

INTA/2148

En este estudio
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Pais/Provincia

Formosa

Salta

Localidad

Campo La Elisa
Campo La Elisa
El Simbolar

PN. Rio Pilcomayo
Coronel Cornejo
El Oculto
Estancia Gonzilez
La Caldera

PN. El Rey

PN. El Rey

PN. El Rey

PN. El Rey

PN. El Rey

PN. El Rey

PN. El Rey

PN. El Rey

Santa Rita

Santa Rita

Villa Aurelia

40 km O Las Lajitas
El Galpén

Coordenadas

25°08°S 58°06°0
25°08°S 58°06°0
24°16'S 61°08'0
25°03'S 58°08'0
22°45°S 63°51°0
23°06’S 64°32°0
24°54°S 64°39°0
24°37°S 65°23°0
24°41°S 64°36°0
24°41°S 64°36°0
24°41°S 64°36°0
24°41°S 64°36°0
24°41°S 64°36°0
24°41°S 64°36°0
24°41°S 64°36°0
24°41°S 64°36°0
24°40°S 64°59°0
24°40’S 64°59°0
24°36°S 64°17°0
25°03’S 64°39°0
25°24°S 64°39°0

Hospedadores

Mazama gouazoubira

Tapirus terrestris
vida libre

vida libre
Bovino

Canino doméstico
Bovino

Humano

Tapirus terrestris
Cerdo domestico
Bovino

Humano

Equino

Mula

vida libre

Mazama gouazoubira

Equino
Mula

Bovino
Equino

Cerdo doméstico

Estadio

H
MH
M
HMN
MH

MH
MH
MH
MH
MH
MHN
MH
MH
MH
N
MH
MH

MHN

Referencia

INTA/2155
INTA/2158

En este estudio
INTA/2359
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
INTA/2057
INTA/2358
Nava y col.,2014
INTA/297

Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
INTA/985
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Pais/Provincia

Salta

Jujuy

Localidad

Rio Piedras

Pocoy

30 km E Lumbreras
Tobantirenda

Campo Duran

Tartagal 10 km N

49 km NE Apolinario Saravia

General Ballivian
Laguna del Cielo

Ingenio Ledesma
Santa Bérbara

Santa Bérbara

Santa Bérbara

San Pedro 60 km N
Palma Sola 26 km O
El Piquete
Villamonte zona baja

Puesto La Quinta

Coordenadas

25°17°S 64°55°0
22°45°S 64°01°0
25°07°S 64°43°0
22°08'S 63°42'0
22°12'S 63°39'0
22°26'S 63°48'0
24°19'S 63°31'0

22°56°S 63°53°0

22°26°S 63°57°0

23°50°S 64°47°0
23°36'S 65°01'0
23°36'S 64°44'0
23°36'S 64°44'0
24°00'S 64°59'0
24°03'S 64°34'0
24°13°S 64°39°0
24°07'S 64°24'0
23°52°S 64°27°0

Hospedadores

Bovino

Humano

Lagostomus maximus

Equino
Equino
Equino

vida libre
vida libre
vida libre

Equino

Tapirus terrestris
Tayassu pecari
Humano

Humano

Equino
Cerdocyon thous
Bovino

vida libre

Estadio

H
N
N
MH
MH
MH
HN

M

M

MH
MH

MH
L*
MHN
N

Referencia

INTA/1039
INTA/1015
INTA/1368
INTA/2315
INTA/2317
INTA/2316

En este estudio
En este estudio
INTA/1330

Nava y col.,2014
Nava y col.,2014
INTA/1440
INTA/1441
INTA/1361
INTA/2318
INTA/2258
INTA/2298
INTA/1988
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*Larvas colectadas en Cerdocyon thous mudaron a ninfas en laboratorio, se confirmé el diagnostico morfolégico y fueron depositadas como

ninfas en la Coleccién de garrapatas del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.
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Distribucion parapatrica de Amblyomma sculptum y Amblyomma tonelliae

La coincidencia de nicho ambiental entre A. fonelliae y A. sculptum fue de 73,5%. Se abord¢ la
distribucién parapdtrica de A. sculptum y A. tonelliae en el norte de Argentina evaluando la
estacionalidad ambiental a una resolucién de 5,8 km y comparando sitios asociados de alopatria y
parapatria (Figura 10). Los sitios donde se colectaron juntamente ambas especies tuvieron una
fenologia diferente de TS que los sitios en los que las dos especies estaban en alopatria. En los sitios de
parapatria, la TS fue menor durante la mayor parte del afio (hasta aproximadamente la semana 41), y
las temperaturas minimas promedio estaban por debajo de la TS minima registrada para los sitios de
alopatria. Ambas especies compartieron el hédbitat s6lo donde los valores NDVI estuvieron muy por
encima de los valores registrados para los sitios de alopatria. Por lo tanto, el hdbitat parapétrico no es
intermedio a las condiciones preferidas para ambas especies en alopatria, sino que existen en el
extremo de estas condiciones. Los valores NDVI en dreas de parapatria fueron de 15-20% més altos
que los valores medios de NDVI en las areas alopatria. Es decir que, la parapatria se presenta en
regiones con TS inferiores y un alto NDVI relativo en comparacion a las regiones alopétricas. Las
Figuras 11 y 12 muestran que la superposicion de nichos maxima entre A. tonelliae y A. sculptum se

mostraron para los coeficientes T1 y V4.
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Figura 10: Reconstruccion comparativa de la fenologia de las variables ambientales en las zonas de
alopatria y parapatria de Amblyomma tonelliae y Amblyomma sculptum en términos de (A) indice de
vegetacion diferencial normalizado (NDVI) y (B) Temperatura de superficie terrestre (TS). Los
coeficientes de la regresion armonica de las variables ambientales se utilizaron para reconstruir la serie
promediada de valores ambientales en la cual A. tonelliae y A. sculptum estan en alopatria (A) o

parapatria (S). La semana 1 comienza el 01 de enero.
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Figura 11: Ocupacién de nicho por Amblyomma cajennense, Amblyomma mixtum, Amblyomma

sculptum y Amblyomma tonelliae basado en temperatura de superficie (TS). Los cuatro coeficientes de

la regresion armoénica de TS (T1-T4 de la A a la D, respectivamente) se representan como el porcentaje

de ocupacioén en los rangos de cada variable. T1 se expresa en grados Kelvin, pero las cifras restantes

son sin unidades.
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Figura 12: Ocupacién de nicho por Amblyomma cajennense, Amblyomma mixtum, Amblyomma

sculptum y Amblyomma tonelliae basado en el indice de vegetacion diferencial normalizado (NDVI).

Los cuatro coeficientes de regresion arménico de NDVI (V1-V4 de la A ala D, respectivamente) se

representan como el porcentaje de ocupacidn en los intervalos de la variable. Los valores son sin

unidades.
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Discusion

Del anélisis de los registros obtenidos por la tesista, de los registros en la literatura y de aquellos
disponibles en las colecciones de garrapatas revisadas, se refuerzan los enunciados previos de Beati y
col. (2013) y Nava y col. (2014) acerca de la distribucion de A. fonelliae en Argentina, la cual se
restringe principalmente a la Eco-region del Chaco Seco. Los dos grandes grupos de poblaciones (este
y oeste) se vieron delimitados por un drea de ausencia en el centro de la subregién del Chaco
semiarido, zona conocida coloquialmente como “El Impenetrable”. Ademas de no encontrarse registros
fehacientes de A. ronelliae en esta 4rea, y a pesar de encontrarse dentro de la Eco-region del Chaco
Seco, tampoco fue incluida en el drea de proyeccidn potencial para esta especie obtenida con el modelo
de nicho ecoldgico. Dos hipoétesis podrian explicar estos resultados. La primera se relaciona
directamente con una conjuncion de causas ecoldgicas que dificultan el establecimiento de poblaciones
de A. tonelliae. Esto puede estar asociado a que las condiciones del balance hidrico de esta zona son
negativas en relacion a otras dreas del Chaco Seco (Ledesma, 1992), a las caracteristicas de la
fisonomia vegetal de tipo pastizal pirdgeno (Torrella y Addmoli, 2006), y al hecho que la zona del
Impenetrable es la menos poblada del Chaco en relacion a su superficie, existiendo una débil
comunicacion terrestre entre localidades limitando el movimiento de hospedadores domésticos
(Alfonso, 2007). La segunda hipétesis que se plantea es que la ausencia de A. tonelliae en El
Impenetrable estd vinculada a un sesgo de muestro y no a una ausencia real. Por lo antes expuesto, son
necesarios estudios adicionales en dicha zona para comprobar estas hipétesis.

Amblyomma sculptum mostr6 una distribucion real para Argentina restringida principalmente a la
region del Chaco Himedo, Selva Pedemontana y selva montana de la Eco- regién de La Yunga y
bosques riberefios o de albardones que recorren la vera de los grandes rios que componen los
humedales del Chaco Seco (Ginzburg y col., 2005) y una distribucion potencial amplia para
Sudamérica. El hallazgo de A. sculptum en la provincia de Corrientes corresponde al registro mas
oriental de distribucidn para esta especie en el pais. Si bien la presencia de A. sculptum en esta
provincia ha sido previamente mencionada por Sarmiento y col. (2015), estos autores no especificaron
la ubicacion geografica de los registros. La localidad de este nuevo registro para Corrientes se
encuentra en el departamento de General Paz donde los especimenes hallados, en vegetacion y
parasitando humanos, fueron colectados en “islas” (o terrazas) con bosque caracteristico del Chaco
Humedo cercadas por bafiados que constantemente contienen agua y en donde los bovinos y bubalinos

suelen pernoctar. Estas “islas” actian como refugios ecoldgicos de Chaco Himedo (Carnevali, 1994).
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Dos hipdtesis se proponen para explicar este nuevo hallazgo: La primera se relaciona con propagacion
de la especie en un nuevo territorio asociado a movimiento de animales domésticos. Se constato, en el
sistema productivo donde fueron realizadas las colectas, el ingreso de ganado bubalino hace mds de
diez afios procedente de la provincia de Formosa, donde ya habia sido informada la presencia de A.
sculptum con anterioridad (Ivancovich y Luciani, 1992, mencionado como A. cajennense; Nava y col.,
2014). Es posible que los animales procedentes de Formosa hayan vehiculizado garrapatas de una
provincia a la otra y al encontrar en este nuevo sistema un drea ecolégicamente apta para su desarrollo
no solo se mantuvo esa poblacidn, sino que ademds se perpetud. Un ejemplo de propagacion de especie
fordnea asociado a movimiento de animales domésticos es la presencia de Rhipicephalus microplus
(garrapata comin del bovino) en Africa occidental. Algunos autores vinculan la presencia de R.
microplus con introduccion de ganado bovino a la region desde Sudafrica y Brasil. Sumando a esto
ultimo, que las cepas de R. microplus introducidas eran resistentes a acaricidas, las poblaciones
fordneas se adaptaron a la situacion ambiental del drea colonizada desplazando a especies nativas como
Rhipicephalus decoloratus (Madder y col., 2011). La segunda hip6tesis que se propone para explicar
este nuevo hallazgo de A. sculptum es de cardcter azaroso con sustento en un error por omision, es
decir, tomar como ausencia un drea donde en la especie estaba presente pero no fue previamente
registrada.

En cuanto a la distribucién de A. sculptum en la Eco-region del Chaco Seco, resulta pertinente
mencionar que, si bien los sitios de presencia se situan dentro de esta Eco-region, las colectas se
registraron en ambientes aledafos a los grandes cursos de agua de la region, conocidos como bosques
de albardones. Estos bosques que bordean rios como el Teuco y Bermejo presentan vegetacion no
caracteristica del Chaco Seco. Segtn Biani y col. (2006), el rio Bermejo seria la principal ruta de
reclutamiento de las especies selvaticas, ya que dicho rio transporta semillas, frutos y plantas jovenes
desde los bosques montanos de las Sierras Subandinas, ubicados en la parte superior de la Cuenca del
Bermejo. Es asi que, la vegetacion de los bosques de albardones del Chaco Seco presenta mas similitud
con la vegetacion de la selva Pedemontana que con el resto del bosque tipicamente Chaquefio. Tanto la
Selva Pedemontana, los bosques de albardones del Chaco Seco y el Chaco Himedo comparten
caracteristicas micro climéaticas que permiten el establecimiento de poblaciones de A. sculptum.
Martins y col. (2016) afirmaron que la distribucién de A. sculptum en Brasil abarca los biomas del
Cerrado, Pantanal y gran parte de Selva Mata Atlantica, coincidiendo esa distribucion con el clima
tropical. Dada la ausencia de A. sculptum en el sur de Brasil, donde el clima es subtropical, los autores

infieren que las temperaturas mds bajas durante el otofio e invierno en esta region podria ser el factor
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limitante para el establecimiento de A. sculptum. A raiz de los resultados obtenidos en este trabajo de
tesis, puede inferirse que, a diferencia de lo planteado por Martins y col. (2016), el principal factor que
modula el establecimiento de A. sculptum en el sur de Brasil son en realidad las condiciones de
microclima regional. En el presente trabajo de tesis no sélo se registran puntos de presencia en el sur de
Brasil, sino que ademas la distribucién potencial para la especie muestra un drea de ausencia real y
potencial que abarca el drea fronteriza del estado de Rio Grande do Sul y suroeste del estado de Santa
Catarina, a la vez que se muestra la provincia de Misiones de Argentina dentro del drea potencial de
distribucioén sin presencia real. Una hipétesis que puede ayudar a comprender la causa de ausencia real
y potencial en el sur de Brasil puede construirse en base a factores histéricos socio-econémicos
acaecidos en la frontera entre ambos paises en la cuenca del alto Parana- Uruguay. La llegada de
inmigrantes a finales del siglo XIX en la zona fue acompafiada no solo de urbanizacién sino también de
quema y desmantelamiento de la selva para la implementacion de précticas agricolas, sufriendo una
intensa sobre explotacion de la tierra acrecentdndose los procesos erosivos del suelo por la
implantacién de monocultivos y disminuyendo notoriamente el porcentaje de remanente selvético
(Reboratti, 1979). La situacion de Misiones fue diferente, los colonos locales se adaptaron a la
vegetacion selvitica explotando tierras con cultivos poco invasivos en coexistencia con la Selva tipica
Paranaense. Esto dltimo sumado a la creacién de corredores biolégicos en la provincia con un 92,82%
de cobertura selvética hacen que, a diferencia del 4rea brasilera donde la remanencia de Selva Mata
atlantica es infima, Misiones si constituya un drea de distribucion potencial de A. sculptum. El area de
ausencia en el noroeste de Rio Grande do Sul y suroeste de Santa Catarina acttia como parche que
fragmenta la selva impidiendo la distribucién de hospedadores silvestres de A. sculptum (Reboratti,
1979; Laclau, 1994). Es interesante destacar que, aunque en el presente trabajo se muestra la provincia
de Misiones como area de distribucion potencial de A. sculptum, relevamientos de distribucion y
hospedadores de garrapatas duras en el norte de dicha provincia no han constatado la presencia ésta
especie (Lamattina y col., 2014). Esto ultimo se relaciona con los principios basicos de la biogeografia
histérica que sugiere que las especies no habitardn todas las dreas que satisfacen sus requisitos de
nicho, sino que las barreras a la dispersion a menudo restringen a las especies a un subconjunto de estas
areas (Peterson, 2003; Peterson y col., 1999).

Martins y col. (2016) hipotetizan que la principal causa de expansion en la distribucion de A. sculptum
en Brasil se encuentra relacionada a la degradacion de las Selvas Mata atldntica y Amazoénica. Los
autores sustentan lo antes expuesto con el reporte de especimenes adultos de A. sculptum parasitando

un equino en el estado de Rondonia, perteneciente al bioma Amazonico y vinculdndolo de manera
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directa a que el estado de Rondonia ha sido uno de los estados de Brasil con mayor deforestacion y
degradacion forestal en las dltimas décadas. Inferir expansion poblacional a partir de un solo hallazgo
en hospedador doméstico puede ser algo apresurado debido a que A. sculptum es una garrapata de tres
hospedadores, que no fueron colectados especimenes de vegetacion y que la principal limitante en el
desarrollo de su ciclo bioldgico se encuentra justamente en la etapa no parasitica, es decir que, el
hospedador puede movilizar el parasito, pero sin necesidad que esos especimenes puedan perpetuarse
en el habitat introducido. A lo tdltimo expuesto se suma que los resultados obtenidos en la presente tesis
de distribucién potencial para A. sculptum en Sudamérica no muestran al estado de Rondénia como
area con caracteristicas ambientales compatibles a la presencia de esta especie, pero si para otra especie
del mismo complejo, A. cajennense s.s. que, ademds, estd establecida en este estado brasilero (Nava y
col., 2014; Martins y col., 2016)

El principio de exclusién competitiva establece que las especies pueden coexistir de manera estable
s6lo si difieren en el uso de recursos (Hardin, 1960; Arthur, 1982; Pianka, 2000). Por lo tanto, las
especies que interactian experimentan una fuerte presion de seleccién para evolucionar hacia formas
con un uso diferencial de recursos (Schluter, 1994; Pfennig y Pfennig, 2005). En el caso de la
distribucion parapatrica de las dos especies, se deduce que la temperatura no es estadisticamente
significativa para los sitios en los que A. fonelliae y A. sculptum se encuentran en parapatria, con
excepcion de un periodo aproximado de 12 semanas en primavera y verano, cuando la temperatura era
intermedia en parapatria en relacion con los sitios de alopatria. Esta observacion sugiere que esas 12
semanas son criticas en el ciclo de vida de A. sculptum y A. tonelliae y que por lo tanto sélo coexistiran
en sitios con las condiciones apropiadas. Sin embargo, en términos de NDVI, los sitios en los que se
pronosticé coexistencia de A. sculptum y A. tonelliae no eran intermedios en relacién con sitios en los
que se predijo que las especies estarian en alopatria. El NDVI para areas de parapatria fue de 15-20%
mas alto que en las dreas de alopatria en todo el afio. Se hipotetiza que las relaciones complejas (no
lineales) entre las variables abidticas pueden ser los factores primarios que modulan la co-ocurrencia
entre las dos especies. No se debe ignorar que la resolucién de este anélisis (5,8 km), es suficiente para
revelar patrones generales en areas de alopatria y parapatria pero demasiado grosera para definir
rigurosamente las distribuciones espaciales de estas dos especies. Estudios adicionales son necesarios
para aclarar esta cuestion centrandose en imagenes satelitales de alta resolucion y datos de dispositivos
que registren pardmetros cruciales para la supervivencia y reproduccion de garrapatas, relacionados a

temperatura y humedad a nivel de microambientes.
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Tanto A. tonelliae como A. sculptum demostraron una cierta coincidencia en el uso de hospedadores
silvestres y domésticos. Ademds, ambas especies se encontraron parasitando a humanos en todos sus
estadios. Los hospedadores silvestres no compartidos por las dos especies fueron: Catagonus wagneri'y
Myrmecophaga tridactyla para A. tonelliae e Hydrochoerus hydrochaeris 'y Tapirus terrestris para A.
sculptum. Si bien en este estudio no se ha reportado A. sculptum parasitando M. tridactyla, Martins y
col. (2016) han registrado el parasitismo en este hospedador en dreas de parapatria entre A. sculptum 'y
A. cajennense s.s. El resto de los hospedadores no compartidos se relacionan estrechamente con el
hébitat donde estos se distribuyen. Por ejemplo, es esperable que C. wagneri solo sea parasitado por A.
tonelliae ya que este hospedador tiene una distribucion restringida a las zonas més secas de la
subregion del Chaco semidrido en concordancia con la distribucién de A. fonelliae (Torres y Jayat,
2010). Una situacion similar ocurre con H. hydrochaeris y T. terrestris ambas especies relacionadas
con hébitat de extrema humedad en la interface acuatico-terrestre, como ser Chaco Himedo, riberas de
los grandes rios del Chaco y Yungas, compatible con la distribucién de A. sculptum (Chebez, 2008;
Moreira y col., 2013)

A partir de los registros de hospedadores reportados en este trabajo de tesis y en trabajos que lo
anteceden (Nava y col., 2014; Martins y col., 2016) se refuerza la hipdtesis planteada por Nava y
Guglielmone (2013), de que tanto A. sculptum como A. tonelliae no presentan especificidad por
hospedador. Ademads, las dos especies demostraron una eficiente capacidad para adaptarse a
hospedadores domésticos introducidos, si se tiene en cuenta que el ganado bovino ingreso a las
Américas alrededor de 400 afios atrds, y que estas dos especies de garrapatas ya estaban diferenciadas

en Sudamérica desde hace aproximadamente 5 millones de afios (Beati y col., 2013).



Capitulo 2

Distribucion estacional de Amblyomma sculptum y

Amblyomma tonelliae en Argentina.
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Introduccion

Los ciclos biolégicos de garrapatas estdn compuestos por dos fases: una fase parasitaria, que es el
periodo de tiempo que la garrapata transcurre parasitando a un hospedador vertebrado, y una fase de
vida libre o no parasitaria que constituye aproximadamente el 90% en la vida de una garrapata
(Sonensshine y Roe, 2014). Las garrapatas, sobre todo aquellas que habitan climas templados o
regiones subpolares, tienen un periodo estacional marcado que varia segun el estadio evolutivo y se ve
directamente influenciado por las condiciones micro-ambientales (Sonenshine y Roe, 2014). Durante la
fase no parasitaria, transcurren la muda de un estadio al préximo, la oviposicion de las hembras, la

incubacidn de los huevos, y la bisqueda de hospedador.

Los ritmos estacionales o actividad estacional de las garrapatas se caracterizan por la alternacion de
periodos de picos de actividad (busqueda de hospedador, alimentacion y comportamiento post-
alimentacion) y periodos de inactividad (quiescencia y diapausa) en sincronia con las temporadas del
afio. La diapausa es un estado dindmico mediado neurohormonalmente para reducir la actividad
metabolica y asi el gasto energético (Gray, 1991). Belozerov (1982) describe dos tipos de diapausa,
comportamental y morfogenética. La primera, caracterizada por supresion de la actividad de busqueda
de hospedador por garrapatas no alimentadas, y la segunda por retraso en la embriogénesis, en la
metamorfosis de larva a ninfa o en la ovogénesis por parte de hembras ingurgitadas. El mecanismo de
diapausa no solo sincroniza los ciclos de vida con las estaciones favorables del afio, sino que también

es una forma de resistencia a condiciones ambientales desfavorables (Belozerov, 1982).

La temperatura y la humedad son dos factores que condicionan las tasas de desarrollo interestadial y el
comportamiento de las garrapatas en su fase no parasitaria, y a su vez modificaciones en la fisonomia
vegetal provocan cambios en la temperatura y humedad en el microhabitat condicionando los procesos
fisiolégicos de las garrapatas (Adler y col., 1992; Schulze y Jordan, 1996). Ademads, el efecto de
predadores naturales de garrapatas, incluyendo otros artrépodos, insectos y aves (Wilson y col., 1993),

condicionan la abundancia.

En el caso puntual de las especies que componen el complejo A. cajennense, estudios realizados en
Brasil sugieren que A. cajennense s.1 (posiblemente A. sculptum) posee un ciclo de vida con una
generacion anual, donde las larvas predominan en otofio y comienzos del invierno, las ninfas en
invierno y comienzo de la primavera, y los adultos en primavera y verano (Oliveira y col., 2000,2003;

Labruna y col., 2002). Este ciclo aparenta estar regulado por una diapausa comportamental de las larvas
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(Labruna et al. 2003; Cabrera y Labruna 2009). De esta manera, las larvas originadas por las hembras a
fines de la primavera y durante el verano recién se activan en el otofio, previniendo de esa manera la
exposicion a las altas temperaturas del verano. Esto cobra sentido si se tiene en cuenta que las larvas
son sensibles a la desecacion. En Brasil, esta distribucién estacional es relevante, porque el pico de
transmision, en dreas endémicas de fiebre manchada, por esta especie de garrapata se produce cuando
predominan las ninfas (Pinter y col., 2011). Estudios realizados por Guglielmone y col., (1990)
reportan que poblaciones de A. cajennense s.1 del noroeste de Argentina (posiblemente A. fonelliae)

presentan actividad estacional similar a A. cajennense s.1 de Brasil.

El conocimiento de los patrones de actividad estacional de una especie de garrapata es esencial para
determinar los periodos en los que las personas o los animales domésticos estdn en riesgo de adquirir la
infeccién por patdgenos transmitidos por estas (Sonenshine y Mather, 1994). Es decir que, conocer las
dindmicas de distribucion estacional de garrapatas de importancia por su aptitud como vectores de
organismos patogenos, es indispensable para comprender los ciclos eco-epidemioldgicos de
enfermedades transmitidas por garrapatas y para desarrollar métodos de control de las mismas. De esta
manera, el objetivo de este capitulo es describir y analizar la distribucién estacional de A. tonelliae y A.

sculptum en sus fases de vida libre y parasitaria.
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Materiales y métodos

Aéreas de estudio

El estudio de distribucion estacional de preimagos y adultos de A. fonelliae y A. sculptum se realiz6 en
dos grandes dreas: la subregion de Selva montana dentro de la Eco-region de la Yunga sensu Burkart y
col. (1999), para A. sculptum y la subregién Chaco semidrido de la Eco-regién del Chaco Seco sensu

Torrella y Addmoli (2006) para A. tonelliae.

En el caso de A. sculptum el estudio se llevd a cabo en la Reserva privada "Eco- Portal de Piedra",
(REPP) en la localidad de El Fuerte de la provincia de Jujuy, Argentina (24 © 05'39.6 "S 64 © 23'54.0"
O). Esta reserva cuenta con diferentes estratos altitudinales, que oscilan entre los 400 y 3.000 metros
sobre el nivel del mar (msnm) y pertenece a la Eco-regién de La Yunga y zonas de transicidn entre esta
ultima y la eco-region del Chaco Seco. Las condiciones de temperatura y humedad varian a causa de la
altitud, latitud, relieve y pendiente de las laderas. Esta area presenta una condicion climatica
marcadamente estacional, con precipitaciones concentradas en verano (Burkart y col., 1999). Morales y
col. (1995) reconocen tres subregiones en la Yunga: a) Selva Pedemontana representada en la parte
inferior de 400 hasta 600 msnm, las especies dominantes son Tipuana tipu, Anadenanthera
macrocarpa, Enterolobium contortisiliquum, Tabebuia avellanedae, Patagonula americana. Segin
Cabrera (1976) corresponde al distrito de Selvas de transicion y comparte algunas especies de
vegetacion con el distrito chaquefo. Segiun Prado y Gibbs (1993) esta region muestra afinidades
floristicas con otros bosques secos estacionales del tropico de llanuras; b) Selva Montana es el piso
altitudinal con mayores precipitaciones de las Yungas, entre 1.500 y 3.000 mm anuales y el mas
diverso, desarrollandose entre los 600 y 1.500 msnm. Las especies dominantes forestales son
Blepharocalyx gigantea, Pogonopus tubulosus, Junglans australis, Cinnamomom porphyrium, varias
especies de Cedrela, entre otras; c) Bosques de Monte templado o Montano se encuentra entre 1500
hasta 1700 msnm pero se entremezcla con los pastizales y arbustos a casi 3000 msnm. Las especies

dominantes son Almus acuminados, Podocarpus parlatorei, Cedrella lilloi y Juglans australis.

En el caso de A. tonelliae el estudio se llevo a cabo en un establecimiento situado en la localidad de El
Tunal (ET) ubicado en el departamento Metan de la provincia de Salta (25°15°S 64°25°0). El mismo
pertenece a la Eco-region del Chaco Seco. Torrella y Addmoli (2006) reconocen tres subregiones del
Chaco Seco: a) Chaco semidrido es aqui donde el bosque chaquefio encuentra su mayor expresion por

la continuidad y la extension de la masa boscosa. Caracterizado por bosque xerdfilo y semicaducifolio,
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las especies de vegetacion caracteristicas son, Schinopsis lorentzii, Aspidosperma quebracho-blanco,
Schinopsis balansae, Bulnesia sarmientoi; b) Chaco serrano forma la mayor parte del limite oeste de la
region. Estd formado por elementos de Sierras pampeanas y las partes mds bajas de Sierras subandinas,
estas sierras constituyen una barrera orogréfica para los vientos himedos del este. La vegetacion esta
dominada por especies como Schinopsis hanckeana y Lithrea molleoides al sur y por gran cantidad de
cactdceas y leguminosas al norte; ¢) Chaco Arido ocupa el sudoeste de la regién. Esta rodeado por
sierras actuando como barreras y restringiendo las precipitaciones en esta subregion, lo que hace que la
evapotranspiracidn sea mayor al aporte de agua, creando salinas. Esa salinidad hace que se encuentren
arbustos de los géneros Suaeda sp. y Allenrolfea sp.

El sitio ET para A. tonelliae contd con presencia de bovinos durante los dos afios de muestreo. El sitio
REPP para A. sculptum solo tuvo presencia de ganado bovino durante el primer afio de estudio, el
segundo afo se clausuré el ingreso de bovinos al sitio.

Método de muestreo

Para determinar la variacion estacional de todos los estadios de A. sculptum y A. tonelliae en su fase de
vida libre se realizaron durante dos afios 24 muestreos con frecuencia mensual. Ambos sitios se
recorrieron arrastrando por la vegetacion, un pafio de tela de Im x1m (técnica denominada dragging)
por un tiempo de 30 minutos por sitio y ejecutados siempre a la misma hora por tres operarios, con el
fin de colectar garrapatas que se encontraran sobre la vegetacion. En el caso de A. tonelliae, ademas, se
determind la distribucion estacional de las formas parasitarias colectando garrapatas de bovinos en el
mismo sitio donde se realiz0 la colecta de garrapatas de vegetacion y en simultdneo con este ultimo.
Para el caso de A. sculptum, por cuestiones logisticas, solo se registré la infestacién con garrapatas en
equinos de REPP mensualmente en simultdneo con el primer afio del muestreo en vegetacion para este
sitio.

Las garrapatas en su fase de vida libre colectadas de la vegetacion fueron transportadas al Laboratorio
de Parasitologia e Inmunologia de la Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, EEA Rafaela) sede en la ciudad de Rafaela, donde
fueron identificadas utilizando una lupa estereoscopica binocular (Nikon SMZ800) de acuerdo con
Navay col. (2014) y Martins y col. (2014), y por comparacion con material de referencia depositado en
la coleccion de garrapatas de la EEA- Rafaela. Las garrapatas ingurgitadas colectadas sobre
hospedadores fueron colocadas en incubadoras a 25°C y 83-85% de humedad relativa hasta su muda al
proximo estadio (larvas y ninfas) o para oviposicion (hembras). Cabe mencionar que parte de las

garrapatas colectadas de vegetacion para este estudio se utilizaron, ademas, para el resto de los estudios
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de la presente tesis. En el caso de A. tonelliae se determiné correlacion entre las garrapatas
mensualmente colectadas de la vegetacion y sobre bovinos aplicando la correlacion de rango de
Spearman. En el caso de A. sculptum no se aplic6 correlacion por contar con registros de fase

parasitaria en hospedadores domésticos solo para el primer afio de estudio.

Datos climaticos

En cada drea de muestreo se registré diariamente la temperatura y humedad relativa. Para obtener
dichos registros se colocé a cinco centimetros del suelo, en cada sitio (ET y REPP) un dispositivo con
sensores externos de temperatura y humedad (Data Logger, Hobo ® Modelo U23-002 Pro v2). Estos
dispositivos tomaron registros de las dos variables cada una hora durante 730 dias. Adicionalmente, a
partir de los registros de temperatura (T) y humedad relativa (HR) se calcul6 el déficit de saturacién
(DS) para cada hora aplicando la formula DS = (1— HR/100) x4.9463x°%-9621D) degcripta por Randolph
y Storey, (1999). A partir de los registros por hora de T, HR y DS se calcularon las medias semanales.
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Resultados

Amblyomma tonelliae y Amblyomma sculptum

Las larvas de A. fonelliae se colectaron sobre los bovinos de abril a junio, con el pico de abundancia
observado en mayo y junio (otoflo), las ninfas se colectaron de junio a diciembre, con pico de
infestacion de septiembre a noviembre (primavera), y los adultos se colectaron sobre los bovinos a lo
largo de todo el afio, con el pico de abundancia de diciembre a febrero (finales de primavera y
principios de verano) (Figura 13). Larvas de vida libre se detectaron en la vegetacién de abril a julio y
alcanzaron su pico maximo de abundancia entre finales de junio y principios de julio (fin otofio y
principios de invierno), las ninfas de julio a diciembre con el pico entre agosto y septiembre (fin
invierno), y los adultos de octubre a mayo con el pico de abundancia en enero (verano) (Figura 14).
Inmaduros y adultos de A. tonelliae colectados en las dos fases, parasitaria y no parasitaria, mostraron
un patrén similar de estacionalidad (véase Figuras 13 y 14). El rango de correlacion de Spearman entre
la abundancia mensual de las garrapatas colectadas sobre el ganado y en la vegetacion fue
significativamente positivo para todos los estadios (larvas: rs = 0,74 y P <0,0001; ninfas: rs = 0,67 y P =
0,002; hembras: rs = 0,65 y P <0,002). Ademads, se encontraron co-parasitando a los bovinos
examinados en ET durante el periodo de estudio, ejemplares de R. microplus (inmaduros y adultos), A.

neumanni (inmaduros y adultos) y A. parvum (adultos).

Las larvas de A. sculptum se colectaron en su fase de vida libre sobre la vegetacion desde marzo a
septiembre durante el primer afio de muestreo y de julio a agosto en el segundo afio de muestreo, con el
pico de abundancia detectado a finales de julio (invierno). Las ninfas se colectaron de la vegetacién de
junio a febrero, con el pico maximo de abundancia a finales de octubre (primavera). Finalmente, los
adultos se colectaron de la vegetacion desde agosto a abril durante los dos afios de muestreo, con pico
maximo en diciembre para el primer afio de muestreo y fines de febrero en el segundo afio de muestreo
(verano) (Figura 16). Las larvas de A. sculptum se colectaron sobre los equinos desde marzo a
septiembre con el pico de infestacion en mayo (otofio). Las ninfas se registraron de junio a diciembre
con el pico de infestacion en septiembre (primavera) y los adultos se encontraron infestando equinos
todo el afo con un pico de infestacion en octubre (primavera) (Figura 18). Ademads, se encontraron co-
parasitando a los equinos examinados en REPP durante el primer aiio de estudio ejemplares de A.

neumanni (inmaduros y adultos)
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En las Figuras 15 y 17 se muestra como fueron las fluctuaciones de T y DS en las dos dreas de estudio.
Para el caso de REPP se observaron dos baches sin registros de variables ambientales, el primero desde
22/01/2014 hasta 27/02/2014 y el segundo desde 27/07/2014 hasta 03/09/2014, debido a fallas técnicas

de los sensores.
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Figura 13: Distribucién estacional de larvas, ninfas y adultos de Amblyomma tonelliae colectados sobre

desde enero de 2010 a diciembre de 2011.
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Figura 14: Distribucién estacional de larvas, ninfas y adultos de Amblyomma tonelliae colectados de la

Salta desde enero de 2010 a diciembre de 2011.
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Figura 15: Medias semanales de temperatura en grados Celsius (Temp °C) y déficit de saturacién (DS) en El Tunal, Salta (ET) durante el

periodo del 1° de octubre del 2010 hasta el 1° de agosto del 2012.
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Figura 16: Distribucion estacional de larvas, ninfas y adultos de Amblyomma sculptum colectados de la

vegetacion en la Reserva Eco-Portal de Piedra, Jujuy, desde octubre 2013 a octubre de 2015.
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Figura 17: Medias semanales de temperatura en grados Celsius (Temp °C) y déficit de saturacion (DS mmHg) en la Reserva Eco-portal de

Piedra, Jujuy (REPP) desde octubre de 2013 hasta octubre de 2015. Con flechas negras se indican los baches sin registros de variables

ambientales.
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Figura 18: Nimero de larvas, ninfas y adultos de Amblyomma sculptum colectados sobre equinos en la

Reserva Eco-Portal de Piedra, Jujuy, desde octubre 2013 a octubre de 2014.
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Discusion

Los resultados de este estudio sugieren que tanto A. fonelliae como A. sculptum tienen un ciclo de vida
con una generacion por afio, en coincidencia con lo descrito para las especies del complejo A.
cajennense presentes en Brasil (Oliveira y col., 2000, 2003; Labruna y col., 2002). Las larvas de las dos
especies estdn activas desde el otofio hasta mediados del invierno, con el pico de abundancia a finales
de otoino y mediados de invierno, para A. ronelliae y A. sculptum respectivamente. Las ninfas se
encuentran activas desde principios del invierno hasta finales de la primavera con el pico de
abundancia en el comienzo de la primavera en ambas especies. Las hembras de las dos especies se
encuentran en la vegetacion durante todo el afio, pero el pico de abundancia se da a principios y
mediados del verano. Es asi que las garrapatas adultas predominan durante la estacion lluviosa y las
etapas inmaduras lo hacen en las temporadas mas secas. En consecuencia, la oviposicion de las
hembras ocurre en temporadas de lluvias, permitiendo probablemente, que durante los periodos de
incubacidn los huevos no sean expuestos a un estrés por desecaciéon. Dado que tanto en ET como en
REPP, en general, los valores del DS durante mediados de verano y otofio fueron bajos, con alto
porcentaje de HR y T medias por encima de los 17°C. Este hallazgo tiene significacion biolégica ya
que se ha demostrado que porcentajes bajos de HR, T medias bajas y DS altos resultan perjudiciales
durante el periodo de incubacion de huevos de garrapatas, (Randolph, 1999; Sutherst y Bourne, 2006,
Nava y col., 2013; Canevari y col., 2017). Este comportamiento tanto de A. tonelliae como de A.
sculptum puede impedir la oviposicion bajo condiciones ambientales desfavorables para el desarrollo

de los huevos.

En estudios previos realizados en Argentina sobre ecologia de garrapatas del complejo A. cajennense
en el noroeste del pais, posiblemente A. tonelliae, Guglielmone y col. (1990) encontraron que, las
larvas se concentraban entre junio y agosto, ninfas de agosto a noviembre, y adultos con el pico de
abundancia entre noviembre y enero. Con algunas variaciones, los resultados sobre la estacionalidad de
A. cajennense s.l. (probablemente A. sculptum) obtenidos en el sur de Brasil fueron similares a lo
descripto en Argentina. Labruna y col. (2002) encontraron larvas concentradas entre abril y junio,
ninfas entre junio y octubre y adultos entre octubre y marzo. Oliveira y col. (2000, 2003) encontraron
alta abundancia de larvas entre abril y julio, ninfas concentradas entre junio y octubre, y los adultos
entre septiembre y marzo. El mismo patrén de distribucion estacional fue descripto por Szabd y col.
(2007) también en Brasil. Por otro lado, en la region Nedértica (Texas, EE. UU) el patrén general de

estacionalidad registrado para otra especie del complejo A. cajennense, A. mixtum (mencionado como
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A. cajennense) (Beck y col., 2011), fue similar a los patrones descritos en Argentina y Brasil. La tnica
diferencia observada se vincula a una prolongada actividad de larvas y ninfas a lo largo del afo en el
caso de A. mixtum (Beck y col., 2011). Todos los resultados de estos estudios sobre especies del
complejo A. cajennense realizados previamente en otras regiones coinciden en rasgos generales con el
patrén de estacionalidad descripto en el presente trabajo tanto para A. tonelliae como para A. sculptum.
Lo antes expuesto refuerza la hipétesis de que las diferentes especies del complejo A. cajennense se

comportan bajo patrones de estacionalidad similares.

Como era esperable, los resultados de este trabajo también muestran una marcada correlacion entre la
abundancia de A. tonelliae en su fase de vida libre y en su fase parasitaria. Por otro lado, los resultados
obtenidos mensualmente durante el primer afio de colecta de garrapatas en equinos de REPP,
concuerdan con resultados previos de prevalencia estacional de A. sculptum infestando cerdos y
equinos domésticos en los biomas del Cerrado y Mata Atlantica de Brasil (Osava y col., 2016; Labruna

y col., 2002).

Si bien se desconoce cudles son los factores que modulan la actividad estacional de A. tonelliae y A.
sculptum, un trabajo realizado por Tarragona y col. (2015) sugiere la ausencia de diapausa
morfogenética en todos los estadios; pero, considerando que Labruna y col., (2003) y Cabrera y
Labruna, (2009) registraron el desarrollo de diapausa de comportamiento en larvas de A. cajennense s.1.
(probablemente A. sculptum), se considera necesario evaluar si este proceso biolégico también modula

el ciclo de vida de A. fonelliae y A. sculptum en la Argentina.

Debido a que tanto las fases inmaduras como adultas de las dos especies parasitan a los seres humanos
y animales domésticos como bovinos, equinos y cerdos, entre otros (ver capitulo 1), y a que tanto A.
tonelliae como A. sculptum son vectores competentes del microorganismo patégeno de humanos R.
rickettsii (Soares y col., 2012; Tarragona y col., 2016), se puede inferir de acuerdo a la informacion
sobre distribucion estacional de ambas garrapatas obtenida durante este estudio, que el riesgo de
transmision de R. rickettsii estd presente durante practicamente todo el afio. Finalmente, el
conocimiento sobre la distribucién estacional generado en este trabajo puede ser de utilidad para
disefiar un esquema de aplicacion de acaricidas quimicos para controlar la infestacion de A. sculptum 'y

A. tonelliae en bovinos.
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Capitulo 3

Diversidad genética y filogeografia de Amblyomma
tonelliae y Amblyomma sculptum en Argentina por

comparacion de secuencias del gen mitocondrial 16S.
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Introduccion

La diversidad genética es un concepto central de la biologia evolutiva que se ha relacionado con la
complejidad de los organismos. Todas las especies de reproduccién sexual, comprenden una o mas
poblaciones de individuos que se cruzan entre si, formando una comunidad de intercambio genético
denominada poblacién mendeliana (Dobzhansky, 1950). Dentro de esa poblacion algunos individuos
dejan mds descendientes que otros, esto implica que sus variantes génicas (alelos) estardn mas
representadas en la siguiente generacion. De este modo, las frecuencias de los distintos alelos
cambiardn de una generacion a otra. La proporcidn a la cual esa frecuencia ocurre se denomina indice
de fijacion (Lemey y col., 2009). Existen distintos factores que modulan la genética poblacional, como
por ejemplo la seleccion natural, la deriva génica, el flujo génico y las mutaciones (Avise, 2000). Es
decir que, la diversidad genética es un prerrequisito para la evolucion ya que esta tltima requiere
cambios. Una de las principales fuentes de estos cambios son las mutaciones. Las mutaciones en un gen
que se transmiten a la descendencia y que coexisten con el gen original dan lugar a polimorfismos
(Lemey y col., 2009). Un haplotipo es una combinacion tnica de marcadores genéticos presentes en un
cromosoma (Hartl y Clark, 1997). Existen varias formas de mutacion, como ser la sustitucion
nucleotidica, inserciones, deleciones, inversiones y transposiciones que originan sitios polimoérficos
(Templeton, 2006). Es asi que el grado de variacién genética puede ser estimado a partir de dos
parametros, el nivel de polimorfismo en la secuencia de nucleétidos (proporcion de sitios nucleotidicos
que son polimérficos en el muestreo de una porcion del genoma) y la diversidad nucleotidica, la cual es
definida como la proporcién media de las diferencias nucleotidicas entre todos los pares de secuencias
(Hartl, 2000). En el caso de las garrapatas, debido a la incapacidad de dispersion independiente, el flujo
génico se define en gran parte por la vagilidad de sus hospedadores. Sin embargo, el comportamiento y
estrategias del ciclo de vida pueden limitar su dispersion incluso en el caso de hospedadores con alta
vagilidad, y conducir a un aumento en la estructura genética (Araya-Anchetta y col., 2015). Dos
factores no menos importantes pueden condicionar la estructura genética de una poblacién, como son el
aislamiento geografico (vicarianza y aislamiento por distancia) y requerimientos ecoldgicos (Prince,
1977). Prince (1980) predice que las poblaciones de pardsitos son en gran parte homocigotas y con baja
diversidad genética. La percepcion de Price (1980) posiblemente surgi6 de la idea de que la diversidad
genética de una poblacién de parasitos de una especie dada sobre un hospedador (infracomunidad) se
rige sobre todo por la fuerza de deriva génica. En contraste a lo expuesto por Prince, la mayoria de los

macropardsitos, como helmintos y artropodos, liberan su descendencia en el ambiente, mezcldndose y
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luego reclutdandose en un nuevo hospedador (Criscione y col., 2005). El tamafo poblacional efectivo
(Ne), es el tamafio de una poblacién ideal que tiene la misma tasa de endogamia que la poblacién de
interés. Generalmente, el N es menor que el nimero de individuos en la poblacién (N) porque algunos
padres contribuyen con muchos mds hijos a la préxima generacion que otros (Lemey y col., 2009). Si
bien el N ha sido tenido poco en cuenta en el drea de la parasitologia, Criscione y Blouin (2005)
presentan un modelo conceptual para hacer estimaciones demograficas del N. en parésitos. Este
modelo destaca varios factores tales como distribuciones agregadas, efectos de exclusién e inmunidad
del hospedador que pueden modificar el N de las poblaciones de los parasitos a través de los efectos

sobre el sexo y variacion en el éxito reproductivo.

La filogeografia es el estudio de los principios y procesos histéricos que determinan la distribucion
geografica de linajes de genes (genealogia), dentro y entre especies relacionadas (Avise y col., 1987).
Es decir que esos procesos histdricos podrian ser responsables de la distribucion geografica
contempordnea de una especie. Los procesos historicos que pueden inferirse incluyen la expansion de

la poblacidn, los cuellos de botella poblacionales, vicarianza y migracion.

El foco central de cualquier estudio de genética poblacional y filogeogréfico radica en la eleccion de un
correcto marcador molecular con una tasa mutacional acorde a la escala evolutiva que se desea
estudiar. Un marcador molecular es un gen o segmento de ADN con ubicacion fisica conocida en un
cromosoma (Freeland, 2005). Por lo general, existen genes conservados que cambian lentamente con el
tiempo y son los més adecuados para estimar divergencias antiguas entre especies o subespecies y
marcadores con mayor velocidad de mutacién que son mds apropiados para evaluar diferenciaciones
recientes entre poblaciones (Avise, 2004). Los genes cominmente utilizados para estudios
filogenéticos y de genética de poblaciones de garrapatas se diferencian en genes ribosomales nucleares
y genes mitocondriales. Los genes ribosomales nucleares 5,8S, 18S, 28S son apropiados para resolver
relaciones a nivel de familias y suborden (Murrell y col., 2005; Klompen y col., 2007; Burger y col.,
2014). Por otro lado, los espaciadores de transcripcion internos (ITS1 e ITS2 en sus siglas en inglés)
son utilizados en estudios a nivel intragenérico e intraespecifico de especie y estimacién de poblaciones
hibridas (Beati y col., 2013; Lado y col., 2016; Kovalev y col., 2015 y 2016). Los genes mitocondriales
(ADNmt) han sido utilizados en muchos taxones para inferir relaciones filogenéticas y para analizar la
diferenciacion genética. E1l ADN mitocondrial es de herencia materna, sufre poca o ninguna
recombinacién y se caracteriza por altas tasas de mutacion y abundantes polimorfismos inter e intra-

especificos (Avise y col., 1987). Los genes mitocondriales como 16SrARN (gen ARN ribosomal sub-
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unidad mayor), 12SrARN (gen ARN ribosomal sub-unidad menor), COI (citocromo oxidasa subunidad
I), COII (citocromo oxidasa subunidad II) y d-loop (regién control DL) de garrapatas de la familia
Ixodidae han sido utilizados como marcadores moleculares adecuados para establecer relaciones
filogenéticas a nivel intra-genérico e intra-especifico y en ecologia de poblaciones de garrapatas (Beati
y Keirans, 2001; Beati y col., 2012, 2013; Lado y col., 2016; Mangold y col., 1998). Dentro de los
genes mitocondriales el 16SrADN ha sido frecuentemente utilizado para determinar relaciones
filogenéticas a nivel intra-genérico e intra especifico en garrapatas (Black y Piesman, 1994; Klompen y
col., 2000) y como marcador molecular en el estudio de genética poblacional y filogeografia de algunas
especies de garrapatas de los géneros Amblyomma e Ixodes de importancia médica (Guglielmone y col.,
2013; Krakowetz y Chilton, 2015; Mixon y col., 2006; Qiu y col., 2002;Trout y col., 2010). Mixon y
col. (2006) estiman la tasa de mutacion del gen 16S en garrapatas del género Amblyomma en 4,13 x 10

8 sustituciones por sitio por afio.

Otro tipo de marcadores moleculares son los microsatélites o secuencias simples repetidas

(SSR o STR), que consisten en secuencias de ADN en las que un fragmento se repite de manera
consecutiva (Gemayel y col., 2010). Debido a la alta tasa de mutacién y al cardcter no codificante de
los SSR, cada vez mas asiduamente son utilizados en estudios sobre estructura poblacional y diversidad
poblacional de garrapatas y su relacion con la ecologia de algunas enfermedades por estas transmitidas

(Ogrzewalska y col., 2016).

A partir de la evidencia genética proporcionada por estudios realizados por Beati y col. (2013),
mediante el uso de genes mitocondriales y nucleares, los autores proponen que las seis especies que
componen el complejo de especies A. cajennense evolucionaron separadamente en alopatria desde hace
aproximadamente 10 millones de afos. Estos autores suponen que la distribucion del antepasado de las
especies del complejo A. cajennense, durante el mioceno temprano, abarcaba un rango mayor que el de
las especies actuales. Segun Beati y col. (2013), A. tonelliae demostrd ser mds cercana genéticamente a
A. interandinum que a A. sculptum. Esto dltimo, plantean los autores, estaria relacionado a que A.
tonelliae compartiria un ancestro mas reciente con A. interandinum (mioceno tardio) que se habria
aislado en el suroeste, mientras A. sculptum lo tendria con A. mixtum, A. cajennense y A. patinoi,

aislado en el noreste.

El objetivo de este capitulo es conocer la diversidad genética de poblaciones argentinas de A. tonelliae

y A. sculptum utilizando para ello secuencias de un fragmento de 400 pares de bases del gen


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0890850814000590
https://es.wikipedia.org/wiki/ADN

mitocondrial 16S, y estimar la estructura genética poblacional de ambas especies, relacionando el

patrén observado con la distribucién geogréfica de ambos taxones.

74



75

Materiales y métodos

La extraccion de ADN se llevé a cabo utilizando adultos de A. sculptum y A. tonelliae colectados sobre
hospedadores y en su fase de vida libre en la vegetacion. Los especimenes fueron identificados
taxondmicamente siguiendo a Nava y col. (2014). Las garrapatas fueron sometidas a extraccion de
ADN mediante la digestion proteolitica con la enzima proteinasa K, colocando cada espécimen en una
solucién formada por: 340 ul de una solucién (TRIS 10 mM a pH 8; EDTA 100 mM; NaCl 100 mM),
40 ul de SDS (sodio-dodecil fosfato) al 20 % y 20 ul de proteinasa K, 500 pg/ml (Invitrogen®). La
purificacion del ADN se realizé con fenol y cloroformo-alcohol isoamilico para desnaturalizar y
precipitar las proteinas, la precipitacion se hizo con etanol absoluto y finalmente el ADN extraido se

reconstituy6 en una solucion amortiguadora TE (10nM Tris a PH 7,6; 0,1 mM EDTA).

El ADN obtenido fue amplificado para el gen mitocondrial 16S, con la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con el siguiente protocolo: un ciclo de desnaturalizacion inicial del ADN
durante 1 minuto a 94 °C; - un ciclo con desnaturalizacién a 94 °C por 45 segundos, hibridacién a 47
°C por 45 segundos y polimerizacién a 72 °C durante 45 segundos; - 6 ciclos con un incremento
sucesivo de la temperatura de hibridacion de 0,3 °C en el ciclo siguiente; - 28 ciclos con
desnaturalizacion a 94 °C por 45 segundos, hibridacion a 50 °C por 45 segundos y polimerizacion a
72°C durante 45 segundos; - un ciclo de polimerizacién final de 7 minutos a 72 °C. La reaccion se
llevé a cabo con la enzima Tag DNA Polymerase producida por Promega y los cebadores (primers)
utilizados fueron: 5-CCG GTC TGA ACT CAG ATC AAG T-3'y 5'-GCT CAA TGA TTT TTT AAA
TTG CTG T-3' (16S — 1) (Mangold y col., 1998). Los productos de PCR fueron purificados con
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) y la secuenciacion fue llevada a cabo en la
Unidad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia del INTA Castelar. Las secuencias obtenidas se
alinearon con el programa BIOEDIT SEQUENCE ALIGNMENT EDITOR (Hall, 1999) aplicando el
programa CLUSTAL W (Thompson y col., 1994) y se compararon entre si y con aquellas depositadas
en el GenBank usando el programa MEGA versién 5.0 (Tamura y col., 2011). Al grupo de secuencias
obtenidas de garrapatas pertenecientes a una misma localidad geografica se le asign6 el nombre de
poblacién. Se construyé una red de haplotipos para cada especie utilizando el programa Network 5.0
(Bandelt y col., 1999) para obtener una representacion gréfica de las relaciones genealdgicas
intraespecificas. Para el andlisis de las secuencias, se construy6 una matriz de divergencia con el
modelo de Tamura-Nei excluyendo las posiciones con “gaps” entre los pares de secuencias para

exponer las diferencias en la composicion de nucledtidos. La variabilidad genética molecular explicada
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por distintos niveles jerdrquicos de organizacion (dentro de poblaciones, entre poblaciones y entre
grupos de poblaciones), fue estimada por el andlisis de varianza molecular (AMOVA) basado sobre
1000 permutaciones, y se calcul6 el indice de fijacion (Fst), que determina la diferenciacién genética
entre pares de poblaciones, cuyos valores significativamente diferentes de 0 indican escaso flujo génico
o interrupcidn del mismo conforme se acerca a 1. Estos procedimientos se ejecutaron con el programa
ARLEQUIN 3.11 (Excoffier y col., 2005), y la significancia estadistica de los indices se determiné por
los métodos no paramétricos descritos en Excoffier y col. (1992). El anélisis filogenético para
determinar las relaciones entre las diferentes secuencias del gen mitocondrial 16S se realiz6 utilizando
métodos basados en caracteres y de distancia. En el primer caso se aplic6 el método de maxima
verosimilitud (ML) con el programa MEGA 5.0 (Tamura y col., 2011). El modelo de sustitucién
nucleotidica seleccionado para la construccion del arbol filogenético fue Tamura 3- pardmetros
utilizando la distribucién gamma (+ G) que se determin6 siguiendo el criterio de Akaike. Se excluyeron
las posiciones con gaps entre los pares de secuencias y la fiabilidad de las filogenias se evalué
mediante el procedimiento de muestreo repetitivo (bootstrap test) con 1000 repeticiones. Las
secuencias utilizadas como grupos externos (outgroups) fueron aquellas pertenecientes a Amblyomma
americanum (Linnaeus), (n° GenBank 1.34314), A. sculptum (n° GenBank. KM519934), A. tonelliae (n°
GenBank KF179349) y A. mixtum (n° GenBank KM519935). Las secuencias también se utilizaron para
construir un arbol filogenético basado en el método de distancia neighbour-joining (NJ). También se
calcularon la diversidad de haplotipos (h) (definida como la probabilidad de que dos secuencias, dentro
de las muestras tomadas al azar, sean haplotipos diferentes (Rozas, 2009)) y la diversidad nucleotidica
() (definida como la proporcion media de diferencias de nucledtidos entre todas las posibles pares de
secuencias de la muestra (Hartl y Clark, 1997)) utilizando el programa DnaSP Versién 5.10 (Librado y
Rozas, 2009). Se consideraron haplotipos diferentes aquellas secuencias que difirieron en al menos una
base. Dentro del total de haplotipos se selecciond como haplotipo ancestral aquel que, segun la
topologia de la red de haplotipos, tenia mds conexiones con el resto de los haplotipos (Templeton,

2006).
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Resultados

Amblyomma tonelliae

Se analizaron 41 secuencias nucleotidicas del gen mitocondrial 16S obtenidas de garrapatas
pertenecientes a 11 poblaciones de Argentina y dos secuencias originadas de una poblacién de A.
tonelliae de Paraguay (n° de Genbank: KF179348 y KF179349) (Tabla 3). Se encontraron 5 haplotipos
tnicos (nimeros de acceso en GenBank: haplotipo I KM507359; haplotipo II KM507360; haplotipo III
KM507361; haplotipo IV KM507362; haplotipo V KF179349), agrupados en el mismo clado
monofilético (Figuras 20 y 21). La topologia de la red de haplotipos y su relacion con la distribucion
geografica de las poblaciones mostré la existencia de un haplotipo ancestral (haplotipo I) que
hipotéticamente dio origen al resto de los haplotipos (I, III, IV, V), presente en cuatro poblaciones de
la distribucion este (ver capitulo uno) de A. tonelliae y de Paraguay, un segundo haplotipo (haplotipo
IT) de alta frecuencia presente en ocho poblaciones de la distribucion oeste de A. tonelliae, un tercer y
unico haplotipo (haplotipo III) obtenido de un individuo perteneciente a una poblacién de la
distribucién oeste, un cuarto haplotipo (haplotipo IV) compuesto por un tnico individuo de una
poblacién de la distribucion este, y finalmente un quinto haplotipo (haplotipo V) obtenido de un
individuo de la poblaciéon PN Teniente Agripino de Paraguay (Tabla 3). El haplotipo I ancestral
coexiste con el haplotipo IV en la distribucién este y el haplotipo V, pero no coexiste con los

haplotipos II (de alta frecuencia) ni III caracteristicos de la distribucion oeste (Figura 19).

La variabilidad entre las secuencias fue escasa. La divergencia nucleotidica entre todas las secuencias
nunca super6 el 0,5 % (Tabla 5). El total de las secuencias analizadas mostrd una diversidad de
haplotipos (h) de 0,489 y una diversidad nucleotidica (m) de 0,00147. La frecuencia media de cada base
nucleotidica fue de 42,07% para citosina, 32,93% para timina, 0,61% para adenina y 24,39% para
guanina. El nimero medio de diferencias de nucle6tidos para todas las secuencias fue de 0,58915. El
andlisis de AMOVA revel6 que el 76,74% de la variaciéon molecular fue atribuible a diferencias inter-

poblacionales y el 23,26% a diferencias intra-poblacionales (Tabla 4). El valor del Fst fue 0,76.

En el andlisis filogenético, si bien los arboles construidos con los métodos NJ (Figura 20) y ML (Figura
21) mostraron topologias algo diferentes, tanto para el arbol inferido por distancia como para el arbol
inferido a partir de caracteres, no se observaron clados correlacionados con la distribucién geogréfica

de los haplotipos de A. ronelliae.
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Tabla 3: Poblaciones geogréficas de Amblyomma tonelliae incluidas en el andlisis de las secuencias de

16S ADNr. Coordenadas se muestran en grados decimales.

Pais Provincia Localidad

Argentina @ Salta
Salta
Salta
Salta
Salta

Jujuy

Jujuy
Jujuy

Santiago

del Estero
Formosa

Chaco

Paraguay ' Boquer6n

La Estrella (LE)
Las Tortugas (LT)
Virgilio Tedin (VT)
El Tunal (ET)

Oran

20 km N Palma Sola
(NPS)

Saladillo (S)
Palma Sola (PS)

PN. Copo (PNC)

El Simbolar (ES)

PN. El Impenetrable
JJO)

PN. Teniente Agripino

Latitud

-23,8144

-24,2478

-25,0500

-25,2484

-23,1370

24,0244

-23,9787

-25,6561

-24,2705

-25,1797

-21,2000

Longitud

-64,0044
64,1037
64,9833
64,3943

-64,3242

-64,2542
-64,2875

-61,9969

-61,1492

-61,0967

-61,6500

Secuencias

/)

16S ADNr
haplotipos

II
II
II
II
II

IL III

II
II

LIV

LV
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Figura 19: Relacion entre la distribucion geografica y la genealogia de los cinco haplotipos de
Amblyomma tonelliae. La topologia de la red de haplotipos refleja la frecuencia de cada haplotipo
(tamafo de circulos) y su composicion poblacional (cada poblacion estd representada por un color).
Mapa adaptado de Eco-regiones de la Argentina de Burkart y col. (1999) y de Provincias
Biogeogréficas de América Latina y el Caribe de Morrone (2004).
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Tabla 4: Resultados del analisis de varianza molecular (AMOV A) mostrando el porcentaje de variacion

en secuencias del gen mitocondrial 16S entre poblaciones y dentro de poblaciones de Amblyomma

tonelliae.
Fuentede  Grados Suma delos Componentes Porcentaje de variacion
variacion de cuadrados de la Varianza
libertad
Entre 11 10,122 0,23950 Va 76,74
poblaciones
Dentro de | 31 2,250 0,07258 Vb 23,26
poblaciones

Total 42 12,372 0,31208
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Tabla 5: Matriz de divergencia nucleotidica (%) entre las secuencias del gen mitocondrial 16S
obtenidas de especimenes de Amblyomma tonelliae pertenecientes a distintas poblaciones de

Argentina. NP: 20 km N Palma Sola; PS: Palma Sola; LT: Las Tortugas; LE: La Estrella; S: Saladillo;
VT: Virgilio Tedin; ES: El Simbolar; ET: El Tunal; PNC: PN. Copo; JJC: PN. El Impenetrable;
ORAN.
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LEl12 |0 05 0 0 0 0 O O O O _
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Figura 20: Arbol filogenético obtenido con el método de distancia “Neighbor joining” y usando el
modelo de Tamura-Nei a partir de secuencias del gen 16S de distintas poblaciones de Amblyomma
tonelliae de Argentina y Paraguay. Los nimeros sobre las lineas indican los valores porcentuales de
bootstrap generados con 1000 repeticiones. Detalles de cada secuencia se presentan en la Tabla 3.

Entre paréntesis, nimeros de acceso de genbank de outgroup.
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Figura 21: Arbol de maxima verosimilitud construido a partir de secuencias del gen mitocondrial16S de
Amblyomma tonelliae. Los nimeros representan el apoyo de arranque generado a partir de 1000

repeticiones. Los detalles de cada secuencia se presentan en la Tabla 3. Entre paréntesis, nimeros de

acceso de genbank de los outgroups.
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Amblyomma sculptum

Se analizaron 40 secuencias del gen mitocondrial 16S de garrapatas determinadas como A. sculptum
colectadas en 14 localidades de Argentina, a la que se adicionaron cuatro secuencias de especimenes de
A. sculptum originarios de Brasil (localidades de Chapada dos Guimaraes, Pirizal y Pocone estado de
Mato Grosso, (n° de Genbank: KT722808, KT238826, KJ557134), y Perdizes, estado de Minas Gerais
(n° de Genbank KP686061)) (Tabla 6). Se encontraron 5 haplotipos tnicos: haplotipo I; haplotipo II;
haplotipo III; haplotipo IV; haplotipo V (n° de Genbank: KT722808), que se agrupan en el mismo
clado monofilético (Figuras 23 y 24). La topologia de la red de haplotipos y su relacién con la
distribucion geografica de las poblaciones mostré la existencia de: 1) haplotipo I ancestral y de alta
frecuencia que da origen a los haplotipos II, III y IV, presente en once poblaciones de Argentina y en
dos de Brasil; 2) haplotipo II presente en tres poblaciones de Argentina; 3) haplotipo III presente en dos
poblaciones de Argentina y una de Brasil; 4) haplotipo IV obtenido de un unico individuo de la
poblacion Eco-Portal de Piedras, Argentina; y 5) haplotipo V perteneciente a individuos de la

poblacién Chapada dos Guimaraes de MT, Brasil.

Al igual que en A. fonelliae, 1a matriz de divergencia nucleotidica arrojé una escasa variabilidad entre
las secuencias de Argentina, la cual nunca superé el 0,5 % (Tabla 8). El total de las secuencias
analizadas mostré una diversidad de haplotipos (h) de 0,386 y una diversidad nucleotidica () de
0,00117. La frecuencia media de cada base nucletotidica fue de 2,44 % para citosina, 0,61% para
timina, 49,39% para adenina y 47,56% para guanina. El nimero medio de diferencias de nucleétidos
para todas las secuencias fue de 0,45253. Para A. sculptum, del total de la variabilidad genética, el
65.21% fue atribuible a diferencias inter-poblacionales y el 34,79% a diferencias intra-poblacionales

(Tabla 7). El valor del Fst fue 0,65.

En el andlisis filogenético, los arboles construidos con los métodos NJ (Figura 23) y ML (Figuras 24)
mostraron topologias similares, sin la formacion de clados correlacionados con la distribucion de

haplotipos de las distintas poblaciones de A. sculptum.
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Tabla 6: Poblaciones geogréficas de Amblyomma sculptum incluidas en el andlisis de las secuencies del

gen mitocondrial 16s. Coordenadas se muestran en grados decimales.

Pais

Argentina

Brasil

Provincia

Chaco
Chaco
Chaco
Corrientes
Formosa
Formosa
Formosa
Jujuy

Jujuy

Jujuy

Jujuy

Salta

Salta

Salta

Mato Grosso
Mato Grosso
Mato Grosso

Minas Gerais

Localidad

Fortin Lavalle (FL)

PN. Chaco (PNC)

PN. El Impenetrable (JJC)
Paso Florentin (PF)

El Simbolar (ES)

RN Formosa (RNF)

RP. El Bagual (RPB)
Palma Sola (PS)

La Ronda (LR)
Eco-Portal Piedras (REPP)
Santa Clara (SC)

Las Tortugas (LT)
Tartagal (TA)
Tobantirenda (TO)
Chapada dos Guimaraes
Pirizal

Pocone

Perdizes

Latitud

-25,6972

-26,8327

-25,1797

-27,7500

-24,2705

-24,28889

-26,18139

-24,02221

-24.06083

-24,09417

-24,30417

-24,24873

-22,51444

-24,30417

-15,46056

-16,21333

-16,25694

-19,16667

Longitud Secuencias, n
-60,19056 1
-59,66667 4
-61,0967 3
-57,7667 1
-61,1492 1
-61,84556 5
-58,94417 4
-64,32661 4
-64.24777 2
-64,39833 5
-64,65861 4
-64,11981 2
-63,80278 1
-64,65861 4
-55,74972 1
-56,37167 1
-56,62278 1
-47,10000 1

16S ADNr
haplotipos

III
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Figura 22: Relacion entre la distribucion geografica y la genealogia de los cinco haplotipos del gen

mitocondrial 16S de Amblyomma sculptum. La topologia de la red de haplotipos refleja la frecuencia de

cada haplotipo (tamao de circulos) y su composicién poblacional (cada poblacion estd representada

por un color). Valores en rojo representan el nimero de base nucleotidica donde se produce el paso

mutacional. Mapa adaptado de Eco-regiones de la Argentina de Burkart y col. (1999) y de Provincias

Biogeogréficas de América Latina y el Caribe de Morrone (2004).
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Tabla 7: Resultados del analisis de varianza molecular (AMOV A) mostrando el porcentaje de variacion

en secuencias del gen mitocondrial 16S entre poblaciones y dentro de poblaciones de Amblyomma

sculptum.
Fuentede  Grados Suma delos Componentes Porcentaje de variacion
variacion de cuadrados de la Varianza
libertad
Entre 16 7,690 0,15983 Va 65,21
poblaciones
Dentrode | 26 2,217 0,08526 Vb 34,79
poblaciones

Total 42 9,907 0,24508



89

Tabla 8. Matriz de divergencia nucleotidica (%) entre las secuencias del gen mitocondrial 16S
obtenidas de especimenes de Amblyomma sculptum pertenecientes a distintas poblaciones de

Argentina. TO: Tobantirenda; PS: Palma Sola; LT: Las Tortugas; LR: La Ronda; FL: Fortin Lavalle;
ES: El Simbolar; TA: Tartagal; JJC: PN. El Impenetrable; PNC: PN. Chaco; SC: Santa Clara; RNF:
RN Formosa; REPP: Eco-Portal Piedras; RPB: RP. El Bagual; PF: Paso Florentin.
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Figura 23: Arbol filogenético obtenido con el método de distancia “Neighbor joining” (NJ) y usando el
modelo de Tamura-Nei a partir de secuencias del gen mitocondrial 16S de distintas poblaciones de
Amblyomma sculptum de Argentina y Brasil. Los numeros sobre las lineas indican los valores
porcentuales de bootstrap generados con 1000 repeticiones. Detalles de cada secuencia se presentan en

la Tabla 6. Entre paréntesis, nimeros de acceso de GenBank de outgroup.
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Figura 24: Arbol de maxima verosimilitud (ML) construido a partir de secuencias del gen mitocondrial
16S Amblyomma sculptum. Los nimeros representan el apoyo de arranque generado a partir de 1000

repeticiones. Los detalles de cada secuencia se presentan en la Tabla 6.

RPB 38
RPE 34
RPB 2

REF
REF
REF
FREPP

REPP 2
RNF
RNF
RNF
RNF
RNF
SIC D
SC 3
S 2

SC 1
AGPNC 5
PNC 3
PNC 1
T™A 1

LR 2
LR 1

LT 2

LT 1

PS 10

PS4

P 1
P G
P 4

0~

w

N =

PF58

A. scudprirnrr Brasil Chapada dos Guimaraes (KT7223038)
A. sculpturny Brasil. Pocone, MT (KJ557134 )

Ed ES 1

F3JIC 2

JJCs

JIC 6

FL 1

PNC 4

RPB 14

A. tonelliae (KF179349)
AL rrmrixtoerr (KIMS19935)

A. amrericarorrrr (L34314)



93

Discusion

Las diferencias genéticas intraespecificas en las secuencias del gen 16S encontradas para A. tonelliae y
A. sculptum nunca superaron el 0,5%, oscilando en un rango entre 0% y 0,5% para las dos especies.
Esto dltimo indica una escasa diferenciacion genética entre especimenes provenientes de las
poblaciones estudiadas a lo largo de sus respectivas distribuciones en la Argentina y da cuenta de que
todos los especimenes de A. sculptum y A. tonelliae analizados de las diferentes poblaciones de la
Reptiblica Argentina pertenecen a la misma especie. El bajo indice de diversidad de nucledtidos y el
relativamente elevado indice de diversidad de haplotipos demuestran que la diversidad genética de las
dos especies estudiadas es baja en comparacion con la diversidad genética intraespecifica de secuencias
de 16S de otras especies de Amblyomma tales como A. americanum de Estados Unidos (Mixson y col.,
2006; Trout y col., 2010) y A. parvum de Argentina y Brasil (Nava y col., 2008b). Dos hipotesis
podrian explicar estos resultados. La primera se basa en la posibilidad de que este fendmeno este
asociado a un proceso de expansion poblacional de las dos especies tras un cuello de botella. El proceso
de expansion se asocia a la “Epoca de Las Llanuras Surefias” durante finales del Mioceno hasta finales
del Plioceno (11-3 millones de afios) y la “fase andina Diaguita” que resulté en la elevacion de la
cordillera (Donato y col., 2003), produciéndose una rapida expansion poblacional desde las zonas
refugio originando un contacto secundario entre las dos especies en zonas ya ecolégicamente aptas para
ambas (Ver capitulo 1) (Beati y col., 2013). La segunda hipétesis que se plantea es que la limitada
diversidad de los taxones estd asociada a un sesgo de muestreo, es decir un reducido N de estudio.
Sjogren y Wyoni (1994) sugieren que un tamafio muestral limitado puede generar el riesgo de hallar
“monomorfismos” en verdaderas poblaciones polimdrficas, omitiendo la diversidad genética real de los

taxones.

El analisis de AMOVA y los valores de Fst para las dos especies, revelaron que tanto A. fonelliae como
A. sculptum poseen una cierta estructuracion genética y que la distribucion de esa variabilidad es
explicada, en mayor medida, por diferencias entre poblaciones. Todos los estadios parasitarios de A.
tonelliae y A. sculptum se asociaron comuinmente al ganado bovino y a hospedadores silvestres que
necesitan grandes dreas de bosque nativo de distribucién para mantener sus poblaciones (Nava y col.,
2014; ver capitulo 1) en un drea sin barreras geograficas naturales. Algunos autores sugieren que los

parasitos del ganado, generalmente, se caracterizan por una baja diferenciacion genética entre
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poblaciones debido a que el movimiento del hospedador permite un alto flujo génico (Hilburn y Sattler,
1986a, Blouin y col., 1995, Rosenthal, 2008). Esta situacion, se ha reportado para el caso de otras
especies de Amblyomma parasitos comunes del ganado, como A. americanum (Hilburn y Sattler,
1986b), A. neumanni (Nava y col., 2009) y Amblyomma variegatum (Fabricius) (Beati y col., 2012).
Debido a la baja especificidad por el hospedador que presentan tanto A. sculptum como de A. tonelliae,
el grado de estructura genética que presentan estas dos especies no estaria asociada a una reducida
vagilidad de los hospedadores, como tampoco a un aislamiento geografico por barrera o dispersion, ya
que en el rango de dispersion de ambos taxones no existen accidentes geograficos de relevancia que
limiten el flujo génico (ver capitulo 1). Segin Beati y col. (2013) tanto para A. sculptum como A.
tonelliae, como asi también para el resto de las especies del complejo A. cajennense, la disponibilidad
de hospedador no parece ser un factor limitante. Ademads, segun lo expuesto en el capitulo uno, ambas
especies demostraron un fuerte arraigo por un determinado nicho ecolégico, pero dentro de las aéreas
ecoldogicamente aptas para cada taxdn no se observaron posibles limitantes de distribucion. Por esto
ultimo, la estructuracion genética explicada por la variabilidad entre poblaciones, tampoco parece ser
atribuible a limitaciones por requerimientos ecolégicos dentro de la gran drea de distribucion
geografica (Eco-regiones). Una hipotesis que toma peso entonces, es que posiblemente el grado de
estructuracion genética inter-poblacional de las dos especies, este asociado a un proceso estocdstico

vinculado a variaciones en el micro-hdbitat de las diferentes poblaciones.

Las poblaciones de estudio de A. tonelliae demostraron tener una mayor estructuracion genética que las
poblaciones de A. sculptum. El haplotipo I ancestral de A. fonelliae esté presente en tres poblaciones
del limite este del Chaco Seco Argentino (EI Simbolar, PN. Copo y PN EI Impenetrable) y un
individuo de la poblacion de Paraguay. Este haplotipo ancestral s6lo se encontrd coexistiendo con el
haplotipo IV (PN Copo) y el haplotipo V (PN Teniente Agripino, Paraguay). Pero no coexiste con el
haplotipo II de mayor frecuencia presente tinicamente en ocho poblaciones del extremo oeste del Chaco
Seco y zonas de ecotono entre este ultimo y las selvas Pedemontana y montana de La Yunga, ni con el
haplotipo III también de distribucién oeste. Es decir que, las poblaciones de A tonelliae del este del
Chaco Seco no comparten haplotipos con las poblaciones del oeste de esta eco-region ni con las
poblaciones en los sitios de transicion del oeste. Como se menciona en el capitulo uno, las variaciones

climaticas en toda la distribucion del Chaco Seco moduladas, principalmente, por el factor hidrico pero



95

que afectan a todos los elementos meteoroldgicos, dan cuenta que las condiciones del balance hidrico
se van haciendo cada vez mds negativas hacia el centro de la region del Chaco Seco (Ledesma, 1992).
Por lo que, si bien no existe una barrera geogréfica que limite el flujo de genes entre poblaciones de A.
tonelliae del este y el oeste, existe una limitante de habitat. Esta fragmentacion del hébitat, hace que el
intercambio genético sea mds probable que ocurra entre poblaciones vecinas que con respecto a las mas
alejadas, a este fendmeno se lo conoce como migracion restringida de genes o modelo de piedra
angular (del inglés stepping-stone) (Kimura y Weiss, 1964). A diferencia de otras especies, en el caso
de A. tonelliae este fendmeno estaria gobernado por las caracteristicas ecoldgicas de cada micro-

hébitat, mds que por la afinidad o vagilidad de sus hospedadores.

Para el caso de A. sculptum, se esperaba encontrar una fuerte estructuracion genética asociada a una
variacion atribuible a las regiones geogréficas, es decir que se esperaba una variacion genética marcada
entre poblaciones de A. sculptum de las selvas Pedemontana y montana de La Yunga y zonas de
transicion con el Chaco Seco del oeste y las poblaciones de A. sculptum del Chaco Himedo y zonas de
transicién con el Chaco Seco del este. En lugar de ello, se observé un haplotipo I ancestral que esta
presente en la mayoria las poblaciones estudiadas coexistiendo con los haplotipos restantes. Esto
ultimo, como se menciond anteriormente, da cuenta de expansion poblacional “reciente”. La expansion
de una poblacion aumenta la retencion de nuevas mutaciones (Watterson, 1984) y se caracteriza por un
haplotipo comtn a la mayoria de los individuos que coexiste con otros haplotipos de muy baja
frecuencia de €l derivados y que sélo difieren en una o pocas mutaciones (Slatkin y Hudson, 1991,
Rogers y Harpending, 1992). Aunque existe cierto grado de estructuracion genética entre las
poblaciones de A. sculptum, las regiones geograficas no contribuyen en gran medida a esta
diferenciacidn, sino que al igual que en el caso de A. tonelliae 1a variacién genética entre poblaciones
es probable que se deba a las caracteristicas ecoldgicas de cada micro-hébitat. Estudios de genética de
poblaciones de A. sculptum de Rio de Janeiro, Brasil utilizando otros genes mitocondriales demostraron
una alta diversidad genética en las poblaciones, pero sin estructuracion genética asociada a distribucion
geogréafica (Bitencourth y col., 2016). La reducida variacion genética en estudio de Brasil es atribuida a
diferencias entre garrapatas dentro de cada poblacion. Estos autores encuentran una alta diversidad de
haplotipos y de nucledtidos en las poblaciones de Rio de Janeiro, a diferencia de la relativamente alta

diversidad de haplotipos y baja diversidad de nucleétidos en las poblaciones de A. sculptum de
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Argentina analizadas con el gen mitocondrial 16S para el presente estudio. Cabe mencionar que
resultados preliminares, atin no publicados, del andlisis de diversidad genética de las mismas
poblaciones de A. sculptum estudiadas en esta tesis, pero concatenando secuencias de los genes
mitocondriales 12S y COII (utilizados por Bitencourth y col. (2016)) y de un espaciador de
transcripcion interno (ITS2), revelaron una situacion similar a la diversidad genética obtenida con el
gen mitocondrial 16S aqui expuesto (Tarragona y col., en preparacion). Estas diferencias en la
diversidad intra-especifica entre poblaciones de A. sculptum de Brasil y Argentina podria estar asociado
a que las poblaciones de A. sculptum de Rio de Janeiro, Brasil, se encuentran como poblaciones
estables, es decir con mayor historia de establecimiento y conectividad de poblaciones que las

poblaciones de A. sculptum de Argentina.

Tanto las poblaciones de A. fonelliae como de A. sculptum de Argentina mostraron tener una baja
diversidad genética intra-especifica con una marcada estructuracion poblacional asociada a variabilidad
genética entre poblaciones a pesar de que las dos especies se asocian a hospedadores con elevada
vagilidad, como es el caso del ganado doméstico y otros hospedadores silvestres (ver capitulo 1).
Tampoco pudo asociarse el grado de estructuracidn a una barrera geogréfica o limitante de flujo génico,
por lo que se estima que posibles diferencias en el micro-hébitat de las diferentes poblaciones son la
fuerza fundamental que promueve la deriva génica y por consiguiente la estructuracion. La posibilidad
de que la estructuracién genética de los taxones se deba a una fragmentacion de habitat debido a
factores antrépicos, como cambios en el uso de la tierra en el drea de distribucién de las dos especies
(Gasparri y Grau, 2009; Malizia y col., 2012), se descarta dado que no es suficiente en la escala
temporal para producir disrupcion del flujo génico teniendo en cuenta la estimacion de la tasa de
mutacién del gen mitocondrial 16S para garrapatas del género Amblyomma (Mixon y col., 2006). Es asi
que, se considera necesario realizar futuros estudios utilizando marcadores moleculares con mayor tasa
de mutacién, como es el caso de microsatélites, con el fin de confirmar si la estructuracion genética de
los dos taxones podria ser atribuible al grado de fragmentacion de hébitat de caricter antrépico y si es
plausible vincular la aptitud vectorial al grado de variabilidad genética entre poblaciones, como ya se
ha realizado con otras especies de Amblyomma de importancia sanitaria (Ogrzewalska y col., 2016).
Finalmente, debido a que este estudio mostr6 que las poblaciones estudiadas de A. sculptum y A

tonelliae presentan baja divergencia genética, se puede inferir que, la competencia vectorial de ambas
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especies para transmitir R. rickettsii (Soares y col., 2012; Tarragona y col., 2016) y la agresividad hacia
humanos y animales domésticos determinadas en poblaciones particulares son caracteristicas que

presentan en todo su rango de distribucidn.
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Parte 11

Rol potencial de Amblyomma sculptum y Amblyomma
tonelliae como vectores de microorganismos

rickettsiales en Argentina.
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Introduccion

Reisen (2002) define una enfermedad transmitida por vectores como aquella que se produce cuando un
patégeno es transmitido por un artrépodo (vector) a un hospedador susceptible, es decir, consiste en
una triada que incluye: un artrépodo vector, un hospedador vertebrado susceptible y un patégeno
(Reisen define patégeno como todo aquel microorganismo capaz de producir enfermedad o dafio a la
biologia de su hospedador). El hospedador primario es esencial para mantener la transmision del
patégeno, mientras que los hospedadores secundarios y accidentales, si bien no son esenciales,
contribuyen con la amplificacion del patégeno (Reisen, 2002). De esto dltimo surge el término
hospedador amplificador, que segtin Reisen (2002) contribuye a incrementar el nimero de patégenos y
de vectores infectados en un area. Este tipo de hospedador no permanece infectado por largos periodos
de tiempo ni desarrollan enfermedad. Un hospedador amplificador se diferencia de un hospedador
reservorio, en que, el ltimo permanece infectado por largos periodos de tiempo (Reisen, 2002). El
componente vector de la triada se define como el “transportador” de un pardasito de un hospedador a
otro (Reisen, 2002). Pero para que un artrépodo sea considerado vector debe poseer competencia para
ello. Cox y col. (2011) definen competencia vectorial como la susceptibilidad intrinseca que tiene una
especie de artrépodo a infectarse, replicar y transmitir un patégeno. Esto ultimo, determinado por la
alimentacion del vector artrépodo candidato en un hospedador vertebrado en el que circula el patégeno,
incubando la sangre en el artrépodo y realimentandose posteriormente de un hospedador susceptible no

infectado y adquiriendo, este ultimo, el patdgeno (Reisen, 2002).

Las enfermedades transmitidas por vectores estdn limitadas a la distribucion geografia del vector
primario que las trasmite, como a la tolerancia ambiental del agente patégeno. El artrépodo vector, por
lo general estd adaptado a un tipo de hébitat que se denomina tipo de hébitat 6ptimo (Sonenshine y
Mather, 1994) (ver parte I, capitulo uno). Una enfermedad zoondtica es una enfermedad que afecta a
los animales y que ocasionalmente puede afectar a humanos. En una enfermedad zoondtica transmitida
por vector el humano no es un factor indispensable para el desarrollo del ciclo de la enfermedad, sino
mads bien se infectan al ser picados por un vector que se aliment6 previamente de un hospedador animal
infectado. Los seres humanos pueden enfermar o no, pero en su organismo circula un nimero
suficiente de pardsitos como para infectar vectores y por lo tanto se definen como hospedadores sin

salida (del inglés “dead-end host”) (Reisen, 2002). Es en este punto donde adquiere mayor relevancia
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el hospedador amplificador. Un mecanismo amplificador intrinseco al vector, sobre todo en el caso de
garrapatas, es la transmision vertical. Las dos formas de transmision vertical en garrapatas son;
transmision transestadial y transovarica. La primera vinculada al pasaje secuencial del patégeno
adquirido en un estadio evolutivo del vector al estadio siguiente durante la muda. La segunda se
relaciona a la capacidad del patégeno de colonizar el tejido ovarico de las hembras de garrapatas,
multiplicarse y pasar a la progenie durante la ovogénesis (Reisen, 2002). Para desarrollar sistemas de
vigilancia epidemioldgica de una enfermedad transmitida por vectores es necesario tener en cuenta
algunos factores como: las condiciones ambientales, la abundancia del vector, la tasa de transmisién
enzodtica, tasa de infeccion del vector y tasa de infeccién del hospedador vertebrado y casos clinicos.
Determinar la cantidad de vectores de vida libre naturalmente infectados con un patégeno determinado
es el primer paso para identificar un potencial vector. En resumen, los pardmetros ecoldgicos que
afectan significativamente el ciclo de una enfermedad zoondtica transmitida por garrapatas son:
competencia vectorial, actividad estacional del vector, distribucion geogréfica del vector, especificidad
por hospedador y requisito de hébitat. El estatus de una enfermedad transmitida por vectores puede
variar dependiendo de la interaccion entre estos cinco factores, es decir, si se comporta de forma
enzodtica (relativamente estable, sin 0 con pocos cambios en la incidencia de la enfermedad) o
epizodtica (inestable, con alto incremento en la incidencia de la enfermedad) (Sonenshine y Mather,

1994).

Las bacterias del orden Rickettsiales son pardsitos intracelulares obligados que pueden infectar a una
variedad de hospedadores. El orden Rickettsiales comprende las familias Rickettsiaceae (géneros
Rickettsia, Orientia, Occidentia entre otros), Anaplasmataceae (géneros Ehrlichia, Anaplasma,
Neorickettsia, Wolbachia) y Midichloriaceae (Thomas, 2016). Todas estas bacterias son gran-
negativas. La inoculacién de fluidos infectados por parte de un ectoparésito (piojos, pulgas o
garrapatas) a un hospedador, es el principal mecanismo de transmision de las bacterias rickettsiales,
incluyendo Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma y Orientia (Thomas, 2016).

El género Rickettsia se divide en: grupo fiebre manchada, grupo thyfus, grupo bellii, grupo canadensis
y grupos ancestrales (Gillespie y col., 2007; Weinert y col., 2009). Con excepcién de los registros de
Rickettsia massiliae en Rhipicephalus sanguineus s.l. (Cicuttin y col., 2014) y Rickettsia bellii en H.

Jjuxtakochi (Sebastian y col., 2016), todas las rickettsias vectorizadas por garrapatas en Argentina se
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hallaron asociadas a especies del género Amblyomma (Labruna y col., 2007; Pacheco y col., 2007;
Nava y col., 2008a; Paddock y col., 2008; Tomassone y col., 2010; Cicuttin y Nava, 2013; Romer y
col., 2014; Sebastian y col., 2016). En América del Sur, las garrapatas del complejo A. cajennense han
sido incriminadas como el principal vector del patégeno humano Rickettsia rickettsii (Guedes y col.,
2005; Paddock y col., 2008; Labruna, 2009; Bermudez y col., 2016; Faccini- Martinez y col., 2015;
Krawczak y col., 2014). En Argentina se informaron casos fatales de fiebre machada causados por R.
rickettsii en areas del noroeste donde se encontré que especimenes de A. cajennense s.1 estaban
infectados con esta especie de Rickettsia (Paddock y col., 2008), pero después de la reevaluacion del
estado taxondmico de A.cajennense, no es posible determinar si las garrapatas analizadas por Paddock
y col. (2008) correspondieron a A. fonelliae o A. sculptum ya que en el drea de los casos humanos se
registraron las dos especies (ver primera parte, capitulo 1).

La ehrlichiosis como la anaplasmosis son enfermedades de interés tanto en salud animal como humana.
Las especies patdgenas de mayor interés en América son Ehrlichia canis transmitida por R. sanguineus
s.l (Fourie y col., 2013), Ehrlichia ruminantium transmitida por Amblyomma variegatum (Kelly y col.,
2011), Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia ewingii transmitida por Amblyomma americanum (Killmaster
y col., 2014), Anaplasma platys transmitida por R. sanguineus (Cicuttin y col., 2014) y Anaplasma
marginale transmitida por R. microplus, Dermacentor andersoni y Dermacentor variabilis (Scoles y
col., 2007). Esta dltima, de especial interés por producir importantes pérdidas econémicas en la
produccion bovina (Kocan y col., 2003).

Si bien se desconoce la aptitud vectorial de las especies del complejo A. cajennense para transmitir
bacterias de los géneros Ehrlichia y Anaplasma, estudios realizados en Brasil incriminaron a A.
cajennense s.1 (posiblemente A. sculptum) como potencial vector de Ehrlichia sp. cepa Jaguar (Widmer
y col., 2011).

El objetivo de la segunda parte de la presente tesis es determinar la prevalencia de infeccion con
bacterias de los géneros Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia en diferentes poblaciones de A. sculptum 'y
A. tonelliae presentes en Argentina, a fin de aportar una primera linea de evidencia para inferir el rol

potencial de estas especies de garrapatas como vectores de microorganismos rickettsiales.
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Materiales y métodos

Para el presente estudio se utilizaron ninfas y adultos de A. sculptum y A. tonelliae colectados de la
vegetacion en su fase de vida libre utilizando el método de dragging (ver Parte I, capitulo dos). Las
garrapatas fueron identificadas siguiendo a Nava y col. (2014) y Martins y col. (2014). Posteriormente
cada espécimen fue sometido, individualmente, a extraccién de ADN utilizando el método de fenol-
cloroformo (ver parte I, capitulo 3). Para la deteccién de ADN rickettsial, los ADNs de garrapatas
fueron inicialmente sometidos a una PCR en tiempo real (tr) amplificando un fragmento de 147pb del
gen gltA. Los ADNSs positivos fueron posteriormente sometidos a tres PCR convencionales, la primera
amplificando un fragmento mayor del gen gltA (834-pb), la segunda amplificando un fragmento de
532-pb del gen ompA (los cebadores utilizados para amplificar el gen ompA son especificos para
rickettsias del grupo fiebre manchada) y la tercera amplificando un fragmento de 549-pb del gen htrA.
Para la deteccion de ADN de bacterias de los géneros Anaplasma y Ehrlichia (Familia:
Anaplasmataceae), cada ADN de garrapatas fue sometido a dos PCR convencionales. Una
amplificando un fragmento de 409-pb del gen dsb y otra amplificando un fragmento de 458-pb del gen
Msp5, para Ehrlichia y Anaplasma respectivamente. Todas las PCRs se desarrollaron utilizando dos
controles, un control negativo (agua) y un control positivo que vari6 segin la PCR en cuestion (R.
massiliae, E. canis y A. marginale). En la Tabla 9 se muestran los cebadores utilizados para cada
amplificacion y en la Tabla 10 se describen las condiciones de ciclado en cada PCR. Los productos de
PCR fueron purificados y secuenciados segun se describe en el capitulo tres de la parte I de la presente
tesis. Las secuencias se editaron utilizando BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) con
edicién manual cuando fue necesario, alineadas utilizando el programa Clustal W (Thompson y col.,
1994) y comparadas con secuencias depositadas en GenBank. Los analisis filogenéticos se realizaron
aplicando métodos de maxima verosimilitud utilizando el programa MEGA 5.0 (Tamura y col., 2011).
Los modelos de sustitucién de mejor ajuste se determinaron con el Criterio de Informacion de Akaike
usando la prueba del modelo ML implementada en MEGAS. Los modelos de sustitucion aplicados
fueron GTR (G + I) para los genes gltA y ompA, y GTR + G para htrA. El soporte para las topologias se

probd mediante bootstrapping por 1000 repeticiones y se excluyeron los gaps de las comparaciones.
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Tabla 9: Cebadores utilizados para la deteccién de bacterias Ehrlichia spp, Rickettsia spp. y Anaplasma

Spp.

Patogeno Gen Cebador o primer Referencia

Ehrlichia spp. Dsb dsb 330; 5S"-GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-"3 Doyle y col., 2005
dsb 728; 5"-CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAG-"3

Rickettsia spp. gltA® CS 239; 5-GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-"3 Labruna y col., 2004
CS 1069; 5-CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-"3

Rickettsia spp. gltA® CS5; 5'-GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT-"3 Guedes y col., 2005
CS6; 5"-AGGGTCTTCGTGCATTTCTT-"3 Labruna y col., 2004

Rickettsia spp. ompA Rr 190.70p; 5-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3 Regnery y col., 1991
Rr 190.602n; 5-AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT-"3

Rickettsia spp htrA 17k-3; 5>-TGTCTATCAATTCACAACTTGCC-3 Labruna y col., 2004
17k-5; 5°-GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA-3

Anaplasma spp. Msp5 Extfor ; 5>-GCATAGCCTCCGCGTCTTTC-3 Torioni de Echaide y

col., 1998
Extrev; 5°>-TCCTCGCCTTGGCCCTCAGA-‘3

2 PCR convencional; ® PCR en tiempo real



Tabla 10: Condiciones de ciclado de las diferentes PCR (reaccion de polimerasa en cadena) para la

deteccidn de bacterias Ehrlichia sp., Rickettsia sp. y Anaplasma sp. segin genes y cebadores

Gen Cebador Ciclado
gltA® CS-5 95°C 3 minutos
CS-6 95°C 15 segundos
48°C 30 segundos | 40 ciclos
gltA® CS-239 72°C 30 segundos
CS-1069 72°C 7 minutos
OmpA Rr 190.70p  95°C 5 minutos
Rr 190.602n  95°C 40 segundos
58°C 30 segundos | 35 ciclos
65°C 45 segundos
72°C 10 minutos
htrA 17k-3 94°C 3 minutos
17k-5 94°C 45 segundos
56°C 30 segundos | 35 ciclos
72°C 90 segundos
72°C 10 minutos
Dsb dsb 330 95°C 2 minutos
dsb 728 95°C 15 segundos
62°C 30 segundos | 35 ciclos
72°C 30 segundos
72°C 5 minutos
Msp5 Extfor 95°C 3 minutos
Extrev 95°C 30 segundos
65°C 58 segundos | 35 ciclos
72°C 30 segundos
72°C 10 minutos

2 PCR en tiempo real; ® PCR convencional
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Resultados

Se procesaron un total de 2.458 garrapatas, 534 especimenes de A. ronelliae (160 ninfas y 374 adultos)
y 1924 de A. sculptum (1247 ninfas y 677 adultos) (Tablas 11 y 12). Del total de garrapatas analizadas,
el gen gltA pudo ser amplificado en tres de ellas, dos adultos de A. tonelliae, uno de la localidad de
Palma Sola, Jujuy (PSJ) y otro de la localidad de El Tunal, Salta (ETS) y un adulto de A. sculptum de la
Reserva privada El Bagual, Formosa (RPBF). De las tres garrapatas positivas a gltA solo A. tonelliae de
PSJ fue positiva a la amplificacion del gen ompA. Ademds, pudo obtenerse una secuencia parcial del
gen htrA para A. tonelliae de ETS con el fin de confirmar los hallazgos mediante el gen gltA. La
secuencia del gen gltA de A. tonelliae de ETS mostré que la rickettsia detectada no pertenece a ninguna
de las especies o cepas descriptas previamente. La misma se nombré como Rickettsia sp. cepa “El
Tunal”, la cual desde una perspectiva filogenética estd estrechamente relacionada con las especies de
Rickettsias pertenecientes al grupo canadensis, Rickettsia monteiroi, Rickettsia canadensis 'y
Candidatus "Rickettsia tarasevichiae". Estas rickettsias se agruparon todas juntas en un clado con alto
soporte para los genes gltA y htrA (Figuras 24 y 25). La secuencia gltA de Rickettsia sp. cepa “El
Tunal”, detectada en A. fonelliae de ETS (nimero de acceso a Genbank-KP171629) difiri6 en mas de
4,8% con las secuencias del gen gltA de R. monteiroi (F1269035), R. canadensis (U59713) y
Candidatus "R. Tarasevichiae "(DQ168983). Las diferencias genéticas para el gen g/tA se confirmaron
con las divergencias genéticas encontradas entre las secuencias del gen htrA de A. tonelliae de ETS
(numero de acceso a Genbank: KP171630) y las secuencias del gen htrA de R. monteiroi (FJ269036),
R. canadensis (AF445381) y Candidatus" R. tarasevichiae" (JX996052), las que fueron siempre

superiores al 11,5%.

La secuencia parcial del gen gltA de A. tonelliae de PSJ (nimero de acceso a Genbank: KP171628) fue
idéntica a la secuencia del gen gltA de Rickettsia amblyommatis sp. nov. (nombrado como Candidatus

"R. Amblyommii "' cepa An13, DQ517290) hallada en A. neumanni de Argentina, formando un clado

! Si bien el nombre Candidatus "R. amblyommii " propuesto en el afio 1995 ha sido aceptado por muchos autores desde
entonces, este nombre no se ajusta al Cédigo Internacional de Nomenclatura Procariota, por lo que ha sido renombrado
recientemente por Karpathya y col. (2016) como Rickettsia amblyommatis sp. nov. Los resultados expuestos en esta tesis ya

han sido publicados como Candidatus "R. amblyommii ", pero se reportan aqui como Rickettsia amblyommatis sp. nov.
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de alto soporte con R. amblyommatis cepa Acalll de Brasil (nombrado como Candidatus "R.

amblyommii "de la cepa Acalll de Brasil, AY375163) (Figura 24).

El andlisis filogenético de las secuencias de ompA confirmé los resultados obtenidos con gltA,
mostrando que la secuencia de PSJ (nimero de acceso a Genbank: KP171631) estaba estrechamente
relacionada con la secuencia de R. amblyommatis de Argentina (nombrado como Candidatus "R.
amblyommii "DQ517292) y Estados Unidos (AY062007) (Figura 26). Por otro lado, la secuencia
parcial del gen gltA para A. sculptum de RPBF fue idéntica, en un 99,9%, a las secuencias
correspondientes de Rickettsia bellii disponibles en el Genbank (nimeros de acceso U59716 y

CP000087) (Figura 27).

De todos los ADNSs de garrapatas procesados (Tablas 11 y 12) no se amplifico, en ningtn caso, ADN

de bacterias de los géneros Ehrlichia spp. y Anaplasma spp.



107

Tabla 11: Localidades de procedencia de garrapatas Amblyomma tonelliae sometidas a amplificacién de ADN de bacterias de los géneros

Rickettsia, Ehrlichia y Anaplasma. En rojo se muestra localidad con garrapatas positivas a rickettsias del grupo fiebre manchada, en verde

localidad con garrapatas positivas a rickettsias que no pertenecen al grupo fiebre manchada. Las coordenadas geogréficas se muestran en

grados sexagesimales.

Especie

Amblyomma

tonelliae

Provincia

Chaco

Formosa

Jujuy

Salta

Localidad

PN. El Impenetrable

Subteniente Perin

El Simbolar

a 15km de Las Lomitas

RN. Formosa

Palma Sola

La Ronda

Saladillo

10 km O de Palma Sola

Las Tortugas

La Estrella
El Tunal

Latitud Longitud  Estadio Rickettsia spp.?
25°10'S 61°05'0 Adultos 11
25°39'S 60°07'0 Ninfas 1
24°16'S 61°08'0 Adultos 3
24°34'S 60°38'0 Adultos 2
24°17'S 61°50'0 Adultos 10
23°58'S 64°17'0 Adultos 50
24°4'S 64°14'0 Adultos 2
Ninfas 58
24°01'S 64°15'0 Adultos 33
Ninfas 88
23°59'S 64°22'0 Adultos 56
24°14'S 64°06'0 Adultos 26
23°48'S 64°0'0 Adultos 29
25°14'S 64°23'0 Adultos 27%
Ninfas 13

Ehrlichia spp.*

11

10

50
64

58
33
88
56

26
29
27
13

Anaplasma spp.?

11

10

50
64

58
33
88
56

26
29
27
13



Rosario de la Frontera

Virgilio Tedin

9km NO Gral. Pizarro
Santiago del Estero

PN. Copo

PN Parque Nacional; RN Reserva Natural; NE Noreste; O Oeste; NO Noroeste; * Numero de garrapatas procesadas; *Un individuo positivo.

25°47'S
25°3'S
24°10'S

25°55'S

64°58'0
64°59'0
64° 03'0

61°43'0

Adulto
Adultos
Adultos

Adultos

Total

48

11

534

48

11

534

48

11

534

108
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Tabla 12: Localidades de procedencia de garrapatas Amblyomma sculptum sometidas a amplificacion de ADN de bacterias de los géneros

Rickettsia, Ehrlichia y Anaplasma. En verde, localidad con garrapatas positivas a rickettsias que no pertenecen al grupo fiebre manchada.

Las coordenadas geogréficas se muestran en grados sexagesimales.

Especie Provincia

Amblyomma

sculptum
Chaco
Formosa
Jujuy

Localidad

Fortin Lavalle
PN. El Impenetrable
PN. Chaco

Subteniente Perin
El Simbolar
RN. Formosa

RP. El Bagual

Palma Sola
15 km NO de Palma Sola
La Ronda

El Fuerte
Saladillo

Latitud

25°41'S
25°10'S
26°49'S

25°39'S
24°16'S
24°17'S
26°10'S

23°58'S
23°53'S
24°4'S

24°15'S
24°01'S

Longitud

60°11'0
61°05'0
59°40'0

60°07'0
61°08'0
61°50'0
58°56'0

64°17'0
64°21'0
64°14'0

64°24'0
64°15'0

Estadio

Adulto
Adultos
Adultos
Ninfas

Ninfas
Adulto
Adultos
Adultos
Ninfas

Adultos
Adultos
Adultos
Ninfas

Adultos
Adultos

Rickettsia spp.*

10
49
155

27

46*

678

102

23

86
49

Ehrlichia spp.*

10
49
155

27

46

678

102

23

86
49

Anaplasma spp.*

10
49
155

27

46

678

102

23

86
49



Santa Clara

RP. Eco-Portal de Piedras

Salta
Las Tortugas

Tartagal

24°18'S

24°05'S

24°14'S
22°30'S

64°39'0

64°230

64°06'0
63°48'0

Ninfas
Adultos
Ninfas
Adultos
Ninfas

Adultos
Adultos

Total

4
74
16
190
361

32

1924

74
16

190
361

32

1924

PN Parque Nacional; RP Reserva Privada; RN Reserva Natural; NO Noroeste; * Numero de garrapatas procesadas; *Un individuo positivo.

74
16

190
361

32

1924
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Figura 24: Arbol de maxima verosimilitud a partir de secuencias parciales del gen glrA. En negrita se

muestran las secuencias del gen gltA obtenidas de ADN de garrapatas Amblyomma tonelliae. Los

numeros representan el soporte de bootstrap a partir de 1000 repeticiones. Entre paréntesis se muestran

los nimeros acceso a GenBank.

58

— R. rickettsii (U59729)
— R. conorii (AE008677)

68| A. sibirica (U59734)

— R. honei (U59726)

83 |— R. africae (U59733)

68

88

- R. parkeri (U59732)
R. japonica (U59724)
— Candidatus ‘R. andeanae” (GU169051)

R. massiliae (U59719)
9 LR. rhipicephali (U59721)
- R. amblyommatis (AY375163)

{I:’. aeschlimannii (DQ235776)

] ‘| R. amblyommatis, Jujuy, Argentina (KP171628)
89 ' R. amblyommatis (Cérdoba, Argentina) (DQ517290)

— R. tamurae (AF394896)

42

R. akari (U59717)
o7 R. typhi (U59714)
99 —— R. prowazekii (AJ235273)

— R. helvetica (U59743)

98 R. monteiroi (FJ269035)

95

Rickettsia sp. cepa “El Tunal” (KP171629)

— R. canadensis (U59713)
—— Candidatus “R. tarasevichiae” (DQ168983)

0,02

R. bellii (U59716)
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Figura 25: Arbol de maxima verosimilitud a partir de secuencias parciales del gen htrA. En negrita se
muestran las secuencias del gen htrA obtenidas de ADN de garrapatas Amblyomma tonelliae. L.os
numeros representan el soporte de bootstrap a partir de 1000 repeticiones. Entre paréntesis se muestran

los nimeros de acceso a GenBank.

R. parkeri (EF102237)
54 R. conorii (JN182795)

R. rickettsii (AY189818)
53 |- R. africae (EU072685)
R. honei (AF060704)

R. japonica (DQ909071)

Candidatus R. andeanae (GU395295)
— R. montanensis (DQ402377)

85

48 | | R- massiliae (JN871848)
52 85 - R. rhipicepahli (U11020)
R. helvetica (GU292313)

56 i R. aeschlimannii (JN871832)

4 Li R. akari (KC588968)
98 79 - R. australis (M74042)
R. prowazekii (AY730679)
R. felis (KF241853)
] 49— R. canadensis (AF445381)
i Candidatus “R. tarasevichiae” (JX996052)
80 —— R. monteiroi (FJ269036)
92 Rickettsia sp. cepa “El Tunal” (KP171630)

R. bellii (EU826508)

0,05
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Figura 26: Arbol de maxima verosimilitud construido a partir de secuencias parciales del gen ompA. En

negrita se muestran las secuencias de gen ompA obtenida a partir de ADN de garrapatas Amblyomma

tonelliae. Los nimeros representan el soporte de bootstrap generado a partir de las 1000 repeticiones.

Los nimeros de acceso a GenBank se muestran entre paréntesis.

o9 — R. sibirica (U43807)
18 | | Rickettsia sp. cepa Atlantic rainforest (JQ906784)
60 | = R. africae (EU622980)
R. parkeri (FJ172358)

24 79 _|:? parkeri cepa COOPERI (AY362706)
83 R. parkeri cepa NOD (EU567180)

31 r R. honei (AF018075)
20 R. slovaca (U43808)
R. conorii (U43794)
61 R. peacockii (U55821)

92

99

35

59

R. rickettsii (U55822)
R. heilongjiangensis (AF179362)
100 ——— R. japonica (U43795)
R. raoultii (DQ365801)
— R. aeschlimannii (DQ379982)

99

—E R. massiliae (DQ212707)
94 '— R. rhipicephali (U43803)

Candidatus ‘R. andeanae’ (KF030932)

g | - R- amblyommatis (Cordoba, Argentina) (DQ517292)

o8 R. amblyommatis, Jujuy, Argentina (KP171631)
9

42— R. amblyommatis (AY062007)

R. montanensis (U43801)

R. cooleyi (AF031535)

0.02

R. tamurae (DQ103259)
Rickettsia sp. cepa Colombianensi (JF905458)

100

73

95 _{ Rickettsia sp. cepa Serra dos Orgéos (JN 676159)
98 ! Rickettsia sp. cepa Pampulha (JN190457)
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Figura 27: Arbol de maxima verosimilitud construido a partir de secuencias parciales del gen gltA. PS3.

102 en negrita corresponde a la secuencia del gen glfA obtenida a partir de ADN de garrapatas

Amblyomma sculptum. Los nimeros representan el soporte de bootstrap generado a partir de las 1000

repeticiones. Los nimeros de acceso a GenBank se muestran entre paréntesis.

— R. africae (U59733)
— R. honei (U59726)
R. sibrica (U59734)
R. parkeri (U59732)
1'PS5.1 (R. parkeri; A. triste; RE El Bagual; FSA; Argentina
86 |I— R. rickettsii (U59729)
— R. conorii (AEO08677)
R. heilongjiangensis (EU665234)
73_35 R. japonica(U59724)
Q166 ('Ca. R. andeanae’; A. parvum; Quilino; CBA; Argentina)
-I'Ca. R. andeanae' (GU169051)
85 | Ir R. aeschlimannii (DQ235779)
b | r R. massiliae (U59719)
20 - R. rhipicephali(U59721)

62

oo

%
&

D

59 _|'Ca. R. amblyommii* (DQ517290)
97 ' AN009.7 ('Ca. R. amblyommii'; A. neumanni; Cruz Quemada, SAL; Argentina)

R. tamurae (AF394896)
T|T—R. akari (U59717)
30 — R. typhi (U59714)
100 L—— R prowasekii (AJ235273)

99 [ R. monteiroi (FJ269035)
R.sp. STRAIN El Tunal (KP171629)

95 f R. canadensis (U59713)

87 R. tarasevichae (DQ168983)
PS1.8 (R. bellii; A. ovale; PN Chaco; CHO; Argentina)
PS3.102 (R. bellii; A. sculptum; RE El Bagual; FSA; Argentina)

100 || R. bellii (U597 16)
R. bellii (CP000087)
PS6.3 (R. bellii; H. juxtakochi; PN Chaco; CHO; Argentina)

61
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Discusion

El andlisis de las secuencias de los genes gltA y htrA han demostrado que la bacteria detectada en un
adulto de A. fonelliae de ETS representa un nuevo linaje dentro del género Rickettsia, al que se ha
llamado Rickettsia sp. cepa El Tunal. Filogenéticamente, esta Rickettsia esta estrechamente relacionada
con R. monteiroi, y forman un clado junto con R. canadensis y Candidatus "R. tarasevichiae "(Figuras
24y 25). Este hecho indica que Rickettsia sp. cepa El Tunal pertenece al grupo canadensis. Se
considera que la divergencia genética para las secuencias de gltA y htrA (ver resultados) entre
Rickettsia sp. cepa El Tunal y las tres especies del grupo canadensis fueron superiores a los valores
esperados en caso de un polimorfismo intraespecifico (Fournier y Raoult, 2009; Pacheco y col. 2011).
Sin embargo, para realizar una caracterizacion completa de este nuevo linaje, Rickettsia sp. cepa El
Tunal, es necesario realizar comparaciones de genes adicionales y aislamiento de la bacteria en cultivos
celulares. R. monteiroi, R. canadensis, Candidatus "R. tarasevichiae "y Rickettsia sp. cepa El Tunal
constituyen un grupo filogenético con suficiente soporte, que se encuentra distante de las restantes
especies de Rickettsias, ain habiéndose encontrado vinculadas a especies de garrapatas sin relacion
filogenética entre ellas y de localidades distantes. R. monteiroi se aislo de garrapatas Amblyomma
incisum de Brasil (Pacheco y col., 2011), R. canadensis se detecté en garrapatas Haemaphysalis
leporispalustris del Norte y Centroamérica (McKiel y col., 1967, Parola y col., 2013) y Candidatus “R.
tarasevichiae "se ha vinculado con Ixodes persulcatus y Haemaphysalis japonica de Rusia y Japon
(Eremeeva y col., 2006, Mediannikov y col., 2006, Inokuma y col., 2007). A pesar de que algunos de
sus potenciales vectores pueden ser agresivos para los seres humanos, como es el caso de A. incisum 'y
A. tonelliae (Guglielmone y col., 2006; Nava y col., 2014), la patogenicidad de R. monteiroi, R.
canadensis y Rickettsia sp. cepa El Tunal permanece hasta el momento incierta. Candidatus "R.
tarasevichiae" constituye una excepcion, ya que ha sido implicado como patégeno de humanos en
China (Jia y col., 2013).

El hallazgo de R. amblyommatis en A. tonelliae de PSJ constituye el primer registro de esta asociacion.
R. amblyommatis ha sido previamente detectado en Argentina infectando garrapatas A. neumanni de las
provincias de Jujuy y Coérdoba y Amblyomma hadanii de Salta (Labruna y col., 2007; Mastropaolo y
col., 2016; Saracho Bottero y col., 2015). Amblyomma tonelliae tiene una distribucién en simpatria con

A. neumanni, en el Chaco Seco, pero no asi con A. hadanni, especie endémica de la selva nublada de
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La Yunga. Por lo que resulta interesante determinar, en futuros estudios, si existe variacion genética a
nivel intraespecifico entre R. amblyommatis de garrapatas del Chaco Seco y de La Yunga. Ademads de
en Argentina, R. amblyommatis ha sido reportado en otros paises de América, como Brasil, Costa Rica,
Guyana Francesa, Panamd y Estados Unidos asociado a varias especies de garrapatas de los géneros
Amblyomma, Dermacentor y Rhipicephalus (Labruna y col., 2011; Parola y col., 2013; Saraiva y col.,
2013), incluyendo otras especies del complejo A. cajennense, como ser A. mixtum, A. sculptum y A.
cajennense s.s (Labruna y col., 2004, Bermudez y col., 2009, Hun y col., 2011, Alves y col., 2014;
Nunes y col., 2015). La ubicuidad de R. amblyommatis implica un riesgo para la salud publica porque
se encuentra en diferentes vectores potenciales a lo largo de un amplio rango geografico aumentando la
probabilidad de su transmision a los seres humanos. En este sentido, Apperson y col. (2008) han
sugerido que algunos casos de rickettsiosis en humanos reportados en Estados Unidos pueden haber
sido causados por , R. amblyommatis (nombrado como candidatus "R. amblyommii "), si bien esta
hipétesis no se ha confirmado hasta el momento, estudios experimentales realizados por Rivas y col.
(2015) demostraron la patogenicidad de, R. amblyommatis en cobayos y su capacidad para generar
inmunidad protectora contra R. rickettsii lo que, segun los autores, podria modular la epidemiologia y
severidad de la enfermedad de la fiebre manchada en dreas donde ambas especies circulan.

Rickettsia bellii es una bacteria con patogenicidad desconocida (Parola y col., 2013), si bien durante el
presente estudio se encontré infectando garrapatas A. sculptum de la provincia de Formosa, esta
rickettsia fue reportada previamente en Argentina, infectando garrapatas, A. neumanni, A. tigrinum, A.
dubitatum, A. ovale y H. juxtakochi (Labruna y col., 2007; Monje y col., 2015; Sebastian y col., 2016).
Este hallazgo constituye el primer informe de R. bellii asociado a A. sculptum.

Si bien, en el presente estudio no se ha detectado infeccion con R. rickettsii en A. tonelliae ni en A.
sculptum, esta bacteria es la especie mds patdgena en América del Sur, y las garrapatas del complejo A.
cajennense son sus principales vectores (Labruna, 2009). Aunque una cierta proporcion de garrapatas
analizadas correspondian a localidades préximas donde se han reportado casos humanos de fiebre
manchada por R. rickettsii (Ripoll y col., 1999; Paddock y col., 2008; Seijo y col., 2016), este hallazgo
era esperable dado que, se ha demostrado que la tasa de infeccidon de poblaciones naturales de A.
cajennense s.1 con R. rickettsii es relativamente baja (usualmente <1%) o inexistente (Sangioni y col.,
2005; Krawczak y col., 2014), contrariamente a lo que ocurre con, R. amblyommatis, observandose

tasas de infeccion en garrapatas del complejo A. cajennense cominmente > 25% (Bermudez y col.,
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2009; Labruna y col., 2004). La baja tasa de infeccion con R. rickettsii en garrapatas de vida libre del
complejo A. cajennense, se vinculd con la elevada letalidad que provoca esta bacteria en garrapatas del
complejo (Labruna y col., 2008). Segtin Szabé y col. (2013), A. sculptum (nombrado como A.
cajennense), requiere la participacion de un hospedador amplificador para mantener R. rickettsii en
poblaciones naturales debido a que esta garrapata es incapaz de mantener R. rickettsii a través de
generaciones sucesivas. En Brasil, estudios experimentales incriminan a H. hydrochaeris (carpinchos)
y Didelphis aurita (comadrejas) como hospedadores amplificadores de R. rickettsii en poblaciones de
A. sculptum (Hora y col., 2009, Souza y col., 2009). Estas dos especies de mamiferos no estdn
presentes en el rango de distribucién de A. fonelliae, pero si en el de poblaciones de A. sculptum de
Argentina (ver capitulo 1, parte I). Futuros estudios son necesarios para determinar los potenciales
amplificadores vertebrados de R. rickettsii que podrian actuar como hospedadores de A. fonelliae y A.
sculptum de Argentina. Si bien, como se menciond anteriormente, la tasa de infeccion de garrapatas de
vida libre con R. rickettsii es baja, la actitud vectorial de A. sculptum (nombrado como A. cajennense) y
A. tonelliae ha sido comprobada mediante estudios experimentales (Soares y col., 2012; Tarragona y
col., 2016).

En el presente estudio no se han reportado especimenes de A. tonelliae y A. sculptum naturalmente
infectadas con bacterias de los géneros Ehrlichia y Anaplasma. Estos resultados se refuerzan, para el
caso de Ehrlichia, por estudios realizados en Brasil, donde a pesar de analizarse méas de 1.500
garrapatas A. sculptum en busca de infeccion con Ehrlichia, de ninguna de ellas pudo amplificarse
ADN de estas bacterias (Carvalho y col., 2016). En el caso de bacterias del género Anaplasma, estudios
experimentales realizados por la tesista y el grupo de trabajo al que esta pertenece (en preparacion),
demostraron la ausencia de aptitud vectorial por parte de A. fonelliae y A. sculptum para transmitir A.

marginale a los bovinos domésticos.
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Conclusion general

Tanto A. fonelliae como A. sculptum demostraron tener una alta especificidad por el habitat,
condicionando su distribucién a dreas donde las caracteristicas micro-ambientales eran dptimas para su
desarrollo, no dependiendo de la distribucién de los hospedadores. En este trabajo de tesis no solo se
refuerza la hipétesis de Nava y Guglielmone (2013) de la ausencia de una especificidad estricta de las
dos especies por el hospedador, sino que ademds se denota una remarcable capacidad para adaptarse a
hospedadores domésticos introducidos. Las diferencias genéticas intraespecificas encontradas en las
secuencias del gen 16S para las dos especies fueron escasas, nunca superaron el 0,5%, demostrando
que todos los especimenes de A. sculptum y A. tonelliae analizados de las diferentes poblaciones de la
Republica Argentina pertenecen a la misma especie y que las dos especies tienen una baja diversidad

genética intra-especifica.

La distribucidn geogréfica de A. tonelliae en Argentina se restringe a la Eco- regién del Chaco Seco
sensu Burkart y col. (1999). El nicho ecoldgico de distribucion potencial de A. fonelliae en América del
Sur también se vio restringido a la eco-region del Chaco Seco de Argentina, Bolivia y Paraguay. La
distribucion geografica se divide en dos grandes grupos de poblaciones (este y oeste). Las poblaciones
del oeste se distribuyen en las provincias de Jujuy y Salta, y las poblaciones del este estan distribuidas
en el extremo oriental de la subregion Chaco Semidrido, provincias de Formosa, Chaco y Santiago del
Estero. Los dos grupos de poblaciones se ven separadas por un drea de ausencia en el centro de la
subregion del Chaco semiarido (“El impenetrable”), observandose no sélo en los mapas de distribucion
basados en presencias sino también en el rango de distribucion potencial para la especie. Se hipotetiza
que las caracteristicas ecoldgicas en el drea de ausencia, el balance hidrico negativo, las caracteristicas
de la fisonomia vegetal, y una reducida vagilidad de hospedadores domésticos, hacen de esta drea un
microambiente no compatible con el desarrollo de A. tonelliae. La topologia de la red de haplotipos en
relacion a la distribucion geogréfica antes descripta muestra que las poblaciones de A tonelliae del este
(haplotipo I ancestral y haplotipo IV) no comparten haplotipos con las poblaciones del oeste (haplotipo
II de alta frecuencia y haplotipo III) y que el flujo génico entre ambos grupos de poblaciones es

restringido.
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En cuanto a la distribucion geogréfica de A. sculptum, se muestra una distribucion real para Argentina
restringida principalmente a la regién del Chaco Himedo (provincias de Formosa, Chaco y Corrientes),
Selvas Pedemontana y montana de la Eco- region de la Yunga (Jujuy y Salta) y bosques riberefios o de
albardones que recorren la vera de los grandes rios que componen los humedales del Chaco Seco
(Formosa, Chaco y Salta) y una distribucion potencial amplia para Sudamérica, abarcando los biomas
de la Selva Mata Atldntica, La Yunga y Chaco Himedo en éreas de Brasil, Paraguay y norte de
Argentina (donde existen datos de presencia), hasta la Selva Paranaense, Catinga de Brasil, Bosque
Chiquitano de Bolivia, Valle interandino de Colombia, Bosque pacifico del Ecuador y Valle
interandino de Pert (como 4reas de distribucion potencial). La topologia de la red de haplotipos en
relacion a la distribucion geografica antes descripta muestra un haplotipo I ancestral que estéd presente
en la mayoria las poblaciones estudiadas coexistiendo con los haplotipos restantes (IL, III y IV). Esto
ultimo da cuenta de expansion poblacional “reciente”. Si bien existe cierto grado de estructuracion
genética entre las poblaciones de A. sculptum, las regiones geogréficas no contribuyen en gran medida
a esta diferenciacion, sino que al igual que en el caso de A. fonelliae la variacién genética entre
poblaciones es probable que se deba a las caracteristicas ecolégicas de cada microambiente, por

limitado flujo de genes entre poblaciones no atribuible a barreras geogréficas.

Amblyomma tonelliae y A. sculptum comparten dreas de co-ocurrencia en Argentina. Esta distribucion
parapétrica se observé en zonas de transicion entre las Selvas Pedemontana y montana de La Yunga y
el Chaco Seco y zonas de transicion entre Chaco Seco y bosques riberefios en los humedales del Chaco
Seco. Se deduce que la temperatura no es estadisticamente significativa para los sitios en los que las
dos especies se encuentran en parapatria, con excepcion de un periodo aproximado de 12 semanas en
primavera y verano, cuando la temperatura era intermedia en parapatria en relacion con los sitios de
alopatria. Esta observacion sugiere que esas 12 semanas son criticas en el ciclo de vida de A. sculptum
y A. tonelliae y que por lo tanto s6lo coexistirdn en sitios con las condiciones apropiadas. Sin embargo,
en términos de NDVI, los sitios en los que se pronostic coexistencia de A. sculptum y A. tonelliae no
eran intermedios en relacion con sitios en los que se predijo que las especies estarian en alopatria. El
NDVI para édreas de parapatria fue de 15-20% mds alto que en las dreas de alopatria en todo el afo. Se
hipotetiza que las relaciones complejas (no lineales) entre las variables abidticas pueden ser los factores

primarios que modulan la co-ocurrencia entre las dos especies.
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En cuanto a la distribucién estacional de las dos especies, tanto A. tonelliae como A. sculptum tienen un
ciclo de vida con una generacién por afo, en coincidencia con lo descrito en Brasil (Oliveira y col.,
2000, 2003; Labruna y col., 2002). Las larvas de las dos especies estan activas desde el otofio hasta
mediados del invierno, con el pico de abundancia a finales del otofio y mediados de invierno. Las
ninfas se encuentran activas desde principios del invierno hasta finales de la primavera con el pico de
abundancia en el comienzo de la primavera en ambas especies. Las hembras de las dos especies se
encuentran en la vegetacion durante todo el afio, pero el pico de abundancia se da a principios y
mediados del verano. Es asi que las garrapatas adultas predominan durante la estacion lluviosa y las
etapas inmaduras lo hacen en las temporadas mds secas. En consecuencia, la oviposicién de las
hembras ocurre en temporadas lluviosas, permitiendo durante los periodos de incubacién que los

huevos no se vean expuestos a un estrés por desecacion como asi tampoco las larvas.

De los 2.458 especimenes de A. fonelliae y A. sculptum analizados para la deteccion de bacterias
rickettsiales, slo de tres especimenes de garrapatas pudo amplificarse ADN bacterial. Se amplifico
ADN de: Rickettsia sp. cepa “El Tunal” en un espécimen A. fonelliae de la localidad de El Tunal, Salta,
R. amblyommatis de un espécimen de A. tonelliae cercano a la localidad de Palma Sola, Jujuy y R.
bellii de un espécimen A. sculptum de la Reserva Privada El Bagual, Formosa. En ningun caso se
asoci6 infeccion con Ehrlichia sp. o Anaplasma sp. a A. tonelliae o A. sculptum. El hallazgo de R.
amblyommatis en A. tonelliae se considera de importancia sanitaria potencial teniendo en cuenta que:
algunos autores han asociado a este microorganismo con casos de enfermedad rickettsial en humanos
(Apperson y col., 2008), que la prevalencia de infeccion en garrapatas del complejo A. cajennense es
comunmente mayor al 25% (Bermudez y col., 2009; Labruna y col., 2004) ya que algunos estudios
sugieren que la primo infeccidén de un hospedador con, R. amblyommatis proporciona inmunidad
cruzada contra R. rickettsii (Rivas y col., 2015) lo que podria modular la epidemiologia y severidad de
la enfermedad de la fiebre manchada en areas donde ambas especies circulan. Si bien no se detectaron
garrapatas infectadas con R. rickettsii, 1o cual era esperable considerando la prevalencia de infeccion
con R. rickettsii en garrapatas del complejo A. cajennense (menor al 1%), el riego potencial de
ocurrencia de casos por este patdgeno existe. Teniendo en cuenta que: se ha comprobado
experimentalmente que las dos especies de garrapatas (ninfas y adultos) poseen competencia vectorial

para transmitir R. rickettsii experimentalmente (Soares y col., 2012; Tarragona y col., 2016), que se han
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reportado casos de fiebre manchada en humanos en el drea de distribucion de las dos especies de
garrapatas (Ripoll y col., 1999; Paddock y col., 2008; Seijo y col., 2016), que todos los estadios de
estas dos especies de garrapatas parasitan durante todo el afio a humanos en los sitios con presencia de
casos y a que se desconoce la presencia de posibles hospedadores amplificadores en los sitios, es que se
estima que la fiebre manchada por R. rickettsii en Argentina es una enfermedad que se comporta con
una tendencia ciclica con pulsaciones endémicas (Thursfield, 2007). Es decir que, la probabilidad de
ocurrencia de casos estd estrechamente vinculada a: la dindmica estacional de los vectores (teniendo en
cuenta que los casos reportados coinciden con las estaciones del ailo donde priman ninfas y adultos de
A. tonellilae y A. sculptum) y a la densidad de hospedadores susceptibles, ya que las dreas donde se han
reportado los casos humanos corresponden a zonas donde si bien la poblacién humana estable es baja,
la densidad de animales domésticos de produccién que pueden sustentar el ciclo de estas dos garrapatas
estd actualmente en aumento, debido principalmente al cambio en el uso de la tierra por la expansion
del 4rea agricola en el centro del pais y el desplazamiento de la ganaderia hacia 4reas del norte

argentino donde A. tonelliae y A. sculptum prevalecen (Gasparri y Grau, 2009).

Estudios futuros propuestos en relacion a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis:

e Determinar si la ausencia de A. fonelliae en la region coloquialmente conocida como “El
Impenetrable” estd vinculada a condiciones micro-ambientales negativas para el desarrollo de la

especie 0 a un sesgo vinculado a esfuerzo de muestreo.

e Determinar cudles son las variables climédticas a micro-escala que modulan la ocurrencia de A.

tonelliae y A. sculptum en areas de parapatria.

e Determinar si la actividad estacional de A. tonelliae y A. sculptum de Argentina son modulados
por diapausa comportamental de larvas como ocurre en poblaciones de A. sculptum de latitudes

tropicales.

e Determinar, utilizando marcados moleculares con altas tasas de mutacion, si la estructuracion

genética de A. sculptum y A. tonelliae puede ser atribuible al grado de fragmentacion de habitat
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de cardcter antrépico y si es plausible vincular la aptitud vectorial al grado de variabilidad

genética entre poblaciones de la misma especie.

Determinar si existe variacion genética a nivel intraespecifico entre R. amblyommatis aislado de

garrapatas del Chaco Seco y de La Yunga.

Determinar los potenciales amplificadores vertebrados de R. rickettsii que podrian actuar como

hospedadores de A. fonelliae y A. sculptum de Argentina.
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