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RESUMEN

De las 25 especies de Amblyomma que se distribuyen en México, Amblyomma auricularium,
Amblyomma inornatum y Amblyomma parvum se caracterizan por la presencia de un espolén
en el trocanter | y machos con el surco marginal completo. Estas especies junto con
Amblyomma pseudoconcolor y Amblyomma pseudoparvum forman un grupo dificil de
determinar taxonémicamente. El objetivo de este trabajo fue caracterizar morfoldgica y
molecularmente las especies de este grupo distribuidas en México a partir de la revision de
ejemplares depositados en colecciones cientificas y colectados recientemente en campo. Las
garrapatas fueron determinadas morfologicamente mediante el uso de literatura
especializada. Adicionalmente se obtuvieron secuencias parciales de dos genes
mitocondriales: Citocromo Oxidasa | (Coxl) y 16S rDNA (16S), y un marcador nuclear:
Espaciador Interno de Transcrito 2 (ITS2). Se analizaron un total de 560 especimenes, de los
cuales 235 fueron colectados en México, asi como 40 secuencias. Se encontraron dos
ejemplares provenientes de Oaxaca que s6lo pudieron ser analizados morfol6gicamente y
determinados a un nivel genérico, pero que pertenecen al grupo de garrapatas con espolones
en el trocanter 1. Aunque pudimos reconocer tres especies morfologicamente, los analisis
moleculares arrojaron solo dos clados, el de A. inornatum y el reconocido como A.
auricularium/A. parvum. La inclusién de nuevos ejemplares y secuencias de Centro y

Sudamérica contribuiran a delimitar las especies y su distribucion geogréfica.



ABSTRACT

Of the 25 species of Amblyomma known to occur in Mexico, Amblyomma auricularium,
Amblyomma inornatum and Amblyomma parvum are characterized by the presence of a spur
on trochanter I and males with a complete marginal groove. These species, together with
Amblyomma pseudoconcolor and Amblyomma pseudoparvum, constitute a group difficult to
determine taxonomically. The objective of this work was to characterize morphologically
and molecularly the Mexican species of this group, through the revision of specimens
deposited in scientific collections and those collected more recently. Ticks were identified
using specialized literature. Furthermore, we obtained partial sequences of two mitochondrial
genes: Cytochrome Oxidase | (Coxl) and 16S rDNA (16S), and a nuclear gene: Internal
Transcribed Spacer Il (ITS2). We analyzed a total of 560 specimens, from which 235 were
collected in Mexico, as well as 40 sequences. We found two individuals from Oaxaca that
we were able to identify morphologically just to a generic level. These specimens belongs to
the group of ticks with spurs on trochanter I. Although we recognized three species
morphologically, the molecular analysis showed only two clades, the one of A. inornatum
and the one recognized as A. auricularium/A. parvum. The addition of new samples from
Central and South America will contribute to delimit taxonomic units and their geographical

distribution.



INTRODUCCION
Delimitacion de especies

La taxonomia o sistematica es la rama de la biologia que se encarga de cinco grandes
tareas: identificar, nombrar, clasificar y describir taxones (i.e. circunscripcion/delimitacion),
asi como la realizacion de filogenias (Knapp, 2008; Dantas-Torres, 2018). Existen pocas
dudas de que la unidad central para la taxonomia es la especie y que la asociacién inequivoca
nombre cientifico-especie es fundamental para contar con un sistema de referencia confiable
de informacidn bioldgica (Padial et al., 2010). La delimitacién de especies es una de las
principales metas en la biologia ya que establecer los limites que existen entre éstas es un
pre-requisito para poder realizar estudios de evolucion, ecologia y epidemiologia, entre otros
(Mayden, 2002). Establecer los limites basdndose en un solo criterio como la morfologia,
puede resultar complicado, ya que las diferencias a este nivel suelen ser sutiles, dificiles de
describir y aplicables solamente a algunos estados del ciclo de vida o s6lo a un género cuando
se trata de organismos dioicos (Meier, 2008). Existe una vasta literatura acerca del “problema
de las especies” sobre el cual se ha discutido y argumentado desde hace muchos afios pero
hasta el dia de hoy, no existe una definicion de especie que pueda ser aplicable de manera
universal (Winston, 1999). En este contexto, varios conceptos de especie han sido
propuestos, cada uno utilizando alguna fuente de informacidn particular para su definicién,
entre los que se encuentran el bioldgico, el evolucionista, el filogenético, el ecoldgico, el
fenético y el morfoldgico (Mayden, 2002). Sin embargo, cuando las especies son
consideradas como linajes de metapoblaciones que evolucionan independientemente (De
Queiroz, 2007), distintas lineas de evidencia pueden ser utilizadas (e.g. morfologia,
moléculas, ecologia o distribucion) para poder delimitarlas, ya que son aditivas entre ellas y
ninguna necesariamente exclusiva (Nava et al., 2016). Es por ello que la taxonomia
integrativa fue un término acufiado de manera formal en el afio 2005 y que se definié como
una herramienta util para delimitar y describir taxones mediante la integracion de
informacién de diferentes tipos de datos (lineas de evidencia) y metodologias (Dayrat, 2005;
Jorgen y Schrddl, 2013; Pante et al., 2015).

Por otro lado, la taxonomia tradicional (i.e. taxonomia basada meramente en

morfologia) constituye un reto debido a que la literatura es a menudo inaccesible y gran parte



de su almacenamiento en medios electrénicos se encuentra en una fase temprana, 1o que
obliga a muchos taxénomos a dejar numerosos grupos “huérfanos” debido a la escasa
literatura disponible y la poca formacion de especialistas. Sumado a ello, los organismos que
conforman la mayor parte de la biodiversidad son invertebrados poco carismaticos, por lo que
son escasos los estudiantes que se interesan en esta rama de la biologia (Meier, 2008; Sluys,
2013). Ademaés, no se obtiene mucho financiamiento en el area debido a que se considera
errbneamente que la sistematica es una ciencia meramente descriptiva, que no realiza trabajos
de gran interés como lo hace la evolucidn, refiriéndola como “La cenicienta de la ciencia”,
que solo trabaja para otras disciplinas (Padial y De la Riva, 2007; Sluys, 2013). El
conocimiento sobre la biodiversidad global esta lejos de completarse debido a las
problematicas expuestas y a que la tasa de extincion en estos dias es alta por lo que es probable
que mucha de la diversidad no se logre llegar a inventariar si no se incrementa el nimero de

taxdénomos profesionales (Godfray, 2002; Sluys, 2013; Costello, 2015).

Phylum Arthropoda

Con cerca de un millon de especies vivas descritas y de tres a 100 veces mas que se
estiman por nombrar y describir, el phylum Arthropoda es uno de los méas diversos que se
conocen dentro de los animales. EXxisten cuatro grupos de artropodos claramente
distinguibles, que usualmente son reconocidos como subphyla: Trilobita (trilobites y sus
parientes, con un registro fésil que va desde el Cambrico temprano hasta el final del Pérmico),
Pancrustacea (cangrejos, langostas, insectos y parientes), Myriapoda (ciempiés, milpiés, etc.)
y Chelicerata. EI subphylum Chelicerata esta representado por alrededor de 113 000 especies
vivas y cerca de 2 000 especies fosiles. Los quelicerados incluyen a los Xiphosura
(cacerolitas de mar), Arachnida (arafias, escorpiones, acaros, garrapatas, opiliones, entre
otros) y Pycnogonida (“arafias de mar”). Los aracnidos (Arachnida) se caracterizan por
poseer un cuerpo dividido en dos tagmas: prosoma anterior, el cual posee seis pares de
apéndices uniramios (queliceros, pedipalpos, cuatro pares de patas) y el opistosoma posterior.
El intercambio gaseoso lo realizan por medio de filotraqueas, lirifisuras o traqueas; excrecion
por medio de glandulas coxales y/o derivados endodérmicos (tubulos de Malpigio); presentan
ocelos u 0jos compuestos que pueden ir desde un par a ocho y un ganglio cerebral tripartita

donde el deuterocerebro inerva a los queliceros (Brusca et al., 2016).



Dentro de los aracnidos, los &caros son uno de los grupos mas diversos en numero de
especies y en asociaciones ecoldgicas: se encuentran a lo largo de todo el mundo en suelos
descompuestos de materia orgénica, en plantas, aguas continentales, habitats marinos
profundos; sobre y dentro de los animales. Los microhabitats en los que pueden ser
encontrados sobre animales son asombrosos, por ejemplo, dentro del ano de murciélagos, en
conductos nasales de las focas, en orejas de puercoespines, en pulmones de buhos, entre la
piel de las patas de aves y en el sistema digestivo de erizos de mar (Beccaloni, 2009). En los
acaros, a diferencia del resto de los quelicerados, el prosoma y opistosoma se encuentran
fusionados y una regién de cuticula flexible, el surco circumgnatosomal, separa a los
queliceros y pedipalpos del resto del cuerpo. Esta region anterior es conocida como capitulo
0 gnatosoma y el resto del cuerpo se denomina idiosoma (Brusca et al., 2016).

Esquemas recientes de clasificacion separa a los miembros del antiguo “Acari” en dos
grupos: Parasitiformes y Acariformes, el Gltimo albergando la gran mayoria de las especies
(Brusca et al., 2016). El origen del nombre Parasitiformes es facil de entender ya que muchas
especies son parasitos importantes de vertebrados (Walter y Proctor, 2013). El superorden se
caracteriza por albergar especies con uno a cuatro pares de estigmas dorsolaterales o
ventrolaterales posteriores a la coxa Il; ausencia de ojos medios; region esternal distinguible
ya que la mayoria de las coxas de las patas se encuentran libres y son méviles; ausencia de
birrefringencia en las sedas del cuerpo y por presentar un desarrollo de tipo epimorfico (nacen
con un namero fijo de segmentos y no se agregan nuevos como en el caso de Acariformes)
(Evans, 1992; Lindquist et al., 2009; Walter y Proctor, 2013). Los cuatro 6rdenes dentro de
Parasitiformes son: Mesostigmata, Opilioacarida, Holothyrida e Ixodida (Dunlop y Alberti,
2007).

Orden Ixodida

Las garrapatas (orden Ixodida) resultan familiares para la mayoria de las personas en
las regiones tropicales del mundo. Son artrépodos hematofagos obligados, paréasitos de todos
los vertebrados terrestres (Lindquist et al., 2009; Nava et al., 2017), aunque existen registros
de algunas especies parasitando invertebrados de forma ocasional (Portugal y Goddard,
2015). El orden esta representado por 3 familias: Ixodidae (aproximadamente 722 especies),

Argasidae (aproximadamente 216 especies) y Nuttallielidae (1 especie) (Nava et al., 2017;
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Dantas-Torres, 2018). Recientemente se propuso una familia fosil monotipica,
Deinocrotonidae, descrita con ejemplares hallados en ambar del Cretacico (hace 99 millones
de afios) cuyos representantes se proponen como pardsitos de dinosaurios con plumas
(Pefalver et al., 2017). Los miembros de la familia Ixodidae son conocidas comunmente
como “garrapatas duras” por presentar un escudo dorsal esclerotizado, mientras que las de la
familia Argasidae son conocidos como “garrapatas blandas” por su tegumento que puede ser
mamilado, tuberculado o espinoso (Durden y Beati, 2013). Su ciclo de vida incluye el huevo
y los estados de desarrollo de larva (hexapoda), ninfa (octapoda) y adultos (octapodos). Las
hembras de las garrapatas de la familia Ixodidae se caracterizan por presentar un escudo
pronotal, es decir, que sdlo cubre la porcidn anterior del idiosoma dorsal, mientras que en los
machos el escudo cubre completamente el dorso (Fig. 1). Aunque las ninfas son octépodas y
similares a las hembras, se pueden diferenciar de estas por la ausencia de unas estructuras
presentes en el dorso de la base del gnatosoma denominadas areas porosas y por la ausencia

de abertura genital (Fig. 1)

Areas
Y
porosas T~z

Figura 1. Hembra y macho de garrapata del género Amblyomma. Tomado y modificado de
Boero (1957)



Las garrapatas pueden ser reconocidas por tres caracteres diagnodsticos: un
hipostoma, la presencia de un érgano sensorial especializado denominado 6rgano de Haller
y porque los estigmas estan asociados a una placa estigmal y se encuentran por detras del
ultimo par de patas en estadios ninfales y en los adultos (Sonenshine y Roe, 2013). El
hipostoma, el 6rgano de alimentacion de las garrapatas, es la extension ventral media de la
base del gnatosoma entre los pedipalpos, cubierto con dientes recurvados ventrales en la
mayoria de las especies (Fig. 2A), el cual tiene un pronunciado canal preoral en su superficie
dorsal (Sonenshine y Roe, 2013). El 6rgano de Haller (Fig. 2B) es un complejo sensitivo que
consiste de una fosa anterior y una capsula posterior localizado en la cara dorsal del tarso |
de todos los estados de desarrollo que provee un sitio para recibir estimulos quimicos,
olfatorios y microcliméticos (Keirans, 2009). La fosa anterior contiene una serie de sedas
modificadas denominadas sensilas las cuales contienen en su extremo posterior un poro por
donde reciben estimulos del medio y cada una de las sensilas esta conectada con una serie de
neuronas que inervan hacia el sistema nervioso periférico (Foelix y Axtell, 1972). Un
conjunto sensorial similar al del 6rgano de Haller de las garrapatas ha sido observado en
varios Mesostigmata y en miembros de la familia Allothyridae (Orden Holothyrida). Basado
en estas similitudes, Lehtinen (1991) sugirié una relacion filogenética cercana entre las
garrapatas y los holotiridos y postul6 como grupo hermano de estos dos taxones a los
Mesostigmata, hipétesis corroborada posteriormente utilizando marcadores nucleares
(Klompen, 2010). Los estigmas son las aberturas externas del sistema respiratorio de muchos
artropodos. En garrapatas, los estigmas se encuentran en una placa (Fig. 2C) que contiene
una serie de poros denominados aerofilos los cuales abarcan la mayor parte de la superficie
de la placa, excepto una zona denominada macula donde se encuentra el ostiolo; en esta zona

se lleva a cabo el intercambio gaseoso (Fielden y Duncan, 2013).



Cépsula posterior

Fosa anterior
\

Figura 2. Morfologia general de los ixddidos. A. Hipostoma. Fotografia tomada por John
Hallmén. B. Organo de Haller. Fotografia tomada por Angel Herrera-Mares. C. Placa
espiracular. Fotografia tomada por Angel Herrera-Mares. Abreviaturas A= Aerofilos, O=
Ostiolo y M= Mécula.

Debido a su alimentacion enteramente hemato6faga, las garrapatas pueden transmitir
una enorme variedad de agentes causales de enfermedades méas que cualquier otro grupo de
artrépodos. Aungue los mosquitos transmiten patdgenos que infectan mas personas y causan
enfermedades mas severas a animales y humanos (e.g. malaria, dengue, fiebre amarilla, etc.),
las garrapatas transmiten una gran variedad de organismos los cuales incluyen hongos, virus,
bacterias y protozooarios (Estrada-Pefia, 2015a). La intoxicacion de los huéspedes por
toxinas presentes en la saliva es conocida en algunas garrapatas blandas y duras. La paralisis
en las personas afecta los miembros inferiores y se disemina hacia el torso, miembros
superiores y cabeza a las pocas horas y ocurren debido a la infestacion por Ixodes holocyclus
en Australia y por Amblyomma americanum, Dermacentor andersoni y Dermacentor

variabilis en Norteamérica (Dusbabek, 2002).



Familia Ixodidae

La situacion taxonomica de los ixddidos ha sido estudiada a profundidad y existe casi
un consenso acerca de la posicion filogenética de la familia y sus géneros (Estrada-Pefia,
2015a). Hoogstraal y Aeschlimann (1982) publicaron el primer arbol filogenético para
ixddidos, basado en morfologia, ciclos de vida y asociacion con los huéspedes (Fig. 3) y
reconocieron cuatro subfamilias. Posteriormente, Filippova (1994) presentd una clasificacion
alternativa la cual fue construida con base en la quetotaxia de las valvas anales y propuso dos
subfamilias: Amblyomminae e Ixodinae con tribus como subdivisiones. Tradicionalmente,
la familia Ixodidae se divide en dos grandes grupos basados en caracteres morfoldgicos y
bioldgicos: Prostriata, que contiene a todas las especies del género Ixodes y Metastriata,
formado por el resto de los géneros (Warburton, 1907). Los Prostriata se caracterizan por ser
especies con el surco anal anterior al ano y el vientre de los machos cubiertos por varias
placas, mientras que en Metastriata el surco anal se encuentra posterior al ano o puede ser
indistinto (Fig. 4) y el vientre de los machos puede, 0 no, estar cubierto por placas (Nava et
al., 2017). Ademas, los dos grupos se pueden diferenciar debido al comportamiento durante
la reproduccidn: en las especies del género Ixodes (Prostriata) la cdpula se lleva a cabo en el
suelo mientras que en los Metastriata, esta ocurre sobre el huésped y sélo después de que la
hembra haya ingerido una cierta cantidad de sangre. Lo anterior ocurre debido a que durante
este proceso, la hembra libera una hormona sexual llamada 2,6-diclorofenol que también
funciona como hormona de congregacién para los machos. Por lo tanto, la espermatogénesis
y ovogeénesis de los Prostriata se lleva a cabo con una pequefia cantidad de alimento durante
el estado de ninfa mientras que en los Metastriata, ambos procesos ocurren exclusivamente
durante la alimentacion en el estado adulto (Estrada-Pefia, 2015b). Dentro de los Metastriata
actualmente se reconocen cuatro subfamilias conformadas por 11 géneros: Amblyomminae
(Amblyomma), Bothriocrotoninae (Bothriocroton) Haemaphysalinae (Haemaphysalis) y
Rhipicephalinae (Anomalohimalaya, Cosmiomma, Dermacentor, Hyalomma, Margaropus,
Nosomma, Rhipicentor y Rhipicephalus) (Hoogstraal y Aeschlimann, 1982; Durden y Beati,
2013). Recientemente se han propuesto dos nuevos generos cuya inclusion dentro de alguna
de las cuatro subfamilias es incierta: Robertsicus y Archaeocroton (Barker y Burger, 2018;
Beati y Klompen, 2019).
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Figura 3. Arbol filogenético propuesto por Hoogstraal y Aeschlimann (1982) que muestra

las relaciones entre las especies de Ixodidae, Argasidae y Nuttalliellidae

El género Amblyomma

Las especies del género se caracterizan por poseer un escudo usualmente
ornamentado, ojos y festones presentes, pedipalpos largos, siendo el artejo 1l el mas largo;

placa estigmal subtriangular o en forma de coma (Fig. 4) (Guzman-Cornejo et al., 2011).

Analisis moleculares utilizando mitogenomas y genes nucleares (18S, 28S) mostraron
gue Amblyomma no representa un grupo monofilético (Burger et al., 2012; Sonenshine y
Roe, 2013). Algunas de las especies que parasitan reptiles y que carecen de 0jos y
ornamentacion en el escudo eran agrupadas antiguamente dentro del género Aponomma
Neumann. Sin embargo, Klompen et al. (2002) sinonimizaron al género Aponomma con
Amblyomma y elevaron el subgénero Bothriocroton (Aponomma) a una categoria genérica,
creando su propia subfamilia para agrupar a las especies de garrapatas Indo-Australianas. En

este trabajo, dos especies de Aponomma de posicion incierta fueron agrupadas dentro de
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Amblyomma, haciendo el género polifilético (Burger et al.,, 2012). La solucion mas
“taxonomicamente estable” para resolver la polifilia del género Amblyomma fue describir
dos nuevos géneros monotipicos para cada una de las dos especies de Aponomma:
Robertsicus elaphensis (Price) y Archaeocroton sphenodonti (Dumbleton) (Barker y Burger,
2018).

El mayor nimero de las especies de Amblyomma se encuentra exclusivamente en la
region Neotropical. Su distribucion abarca las seis regiones zoogeograficas, aunque el género
esta ausente en islas remotas y alrededor de los polos. Amblyomma aparece representado en
ambar del Cretécico tardio (aproximadamente hace 99 millones de afios) en depdsitos de
Myanmar (Chitimia-Dobler et al., 2017). Los huéspedes predilectos de Amblyomma son los
reptiles, aunque dos especies pueden ser encontradas exclusivamente sobre anfibios
(Amblyomma dissimile y A. rotundatum) y muchas otras son parasitas de mamiferos. Aunque
la importancia de las aves como huéspedes de los estados inmaduros de algunas pocas
especies habia sido reconocida histéricamente, estudios recientes han demostrado que
muchas mas especies de Amblyomma de las que se habian especulado dependen de las aves
para el mantenimiento de las larvas y las ninfas (Guglielmone et al., 2014; Navaet al., 2017).
De las aproximadamente 137 especies del género conocidas a nivel mundial (Durden y Beati,
2013 Nava et al., 2017), 25 de ellas tienen distribucion en México (Guzméan-Cornejo et al.,
2011; Barker y Burger, 2018).

Dentro de esta diversidad de garrapatas, tres de ellas, A. auricularium, A. inornatum
y A. parvum se caracterizan por presentar espolones en los trocanteres (mas evidente en el
trocanter 1) y porque los machos tienen el surco marginal completo, caracteristicas que sélo
comparten con las especies sudamericanas A. pseudoconcolor y A. pseudoparvum con las
que forman un grupo filogenéticamente cercano (Nava et al., 2008; Medlin et al., 2015). Esta
relacion morfologica esta apoyada también por datos genéticos nucleares (18S rRNA) y
mitocondriales (12S rRNA y 16S rRNA) (Medlin et al., 2015; Nava et al., 2017). Ademas de
las afinidades morfoldgicas y moleculares, estas garrapatas parasitan casi a los mismos
huéspedes o por o menos, huéspedes que se encuentran relacionados (Guzman-Cornejo et
al., 2011).
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Figura 4. Morfologia externa de una hembra ixddida (Amblyomma). Tomado y modificado

de Boero (1957)
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OBJETIVOS
General

Corroborar la presencia de las especies A. auricularium, A. inornatum y A. parvum en México

a través de su diferenciacion morfoldgica y molecular.

Particulares

1) Determinar morfologicamente los ejemplares obtenidos para su caracterizacion
morfologica.

2) Obtener secuencias moleculares de genes mitocondriales (16S rDNA, Citocromo
Oxidasa Subunidad I, Coxl) y nucleares (Espaciador Interno de Transcrito 2 (ITS2))
de las especies recolectadas para analizarlas y compararlas con secuencias
depositadas en GenBank.

3) Generar mapas de distribucion geogréfica de las especies presentes en México.
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ANTECEDENTES
Estudios de garrapatas en México

Carl Ludwig Koch (1844) fue quien inicio los estudios sobre garrapatas en el pais al
describir cinco especies que son validas hasta el dia de hoy: el argasido Ornithodoros
coriaceus (Argasidae), y los ixddidos Amblyomma dissimile, A. ovale, A. tenellum (=A.
imitator) y A. mixtum (Koch, 1844; Nava et al., 2014a; 2014b). En 1899 el naturalista francés
Louis-Georges Neumann describe a A. coelebs para Guanajuato y afios mas tarde cita por
primera vez para el pais a A. maculatum (Hoffmann, 1962). Un trabajo importante que abordd
el tema de las garrapatas fue el de Samuel Macias Valadez (1923) quien reunié en una
monografia la informacion taxonémica disponible hasta esa fecha para las especies conocidas
en el pais. Contemporaneo a este autor, el Dr. Carlos C. Hoffmann recolect6 la informacién
disponible hasta ese momento para los argasidos, resumiéndola en un trabajo titulado: “Los
argasidos de México” (Hoffmann, 1930). Posterior a éste, diversos autores describieron y
citaron por primera vez diversas especies de garrapatas para el pais (e.g. Mooser, 1932;
Hoffmann, 1950; 1958) los cuales fueron reunidos en el trabajo monografico de la Dra. Anita
Hoffmann el cual incluye datos de distribucion para las especies encontradas hasta ese
momento, asi como datos de patdgenos transmitidos por garrapatas (Hoffmann, 1962).

Durante los siguientes afios, varios autores aportaron nuevos datos de distribucion de
garrapatas, sobre todo en fauna silvestre (e.g. Kohls et al., 1970; Romero-Castafion et al.,
2008). Recientemente, trabajos importantes en el tema de garrapatas para el pais han sido los
conducidos por Guzman-Cornejo quien se dio a la tarea de recopilar la informacién
bibliogréfica disponible posterior al trabajo de Hoffmann (1962), ademas de aportar nuevos
datos de distribucion geogréafica basandose en material depositado en colecciones cientificas
los cuales fueron publicadas para algunos de los géneros de ixddidos en el pais como Ixodes
(Guzman-Cornejo et al., 2007; Guzméan-Cornejo y Robbins, 2010), Amblyomma (Guzman-
Cornejo etal., 2011) y Dermacentor (Guzméan-Cornejo et al., 2016), asi como para la familia
Argasidae (Guzméan-Cornejo et al., 2019).
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Garrapatas del genero Amblyomma con espolones en el trocanter

Dentro del género Amblyomma, existe un grupo de especies caracterizado por
presentar espolones en el trocanter, al que pertenecen las especies: Amblyomma auricularium
(Conil), Amblyomma inornatum (Banks), Amblyomma parvum Aragdo, Amblyomma
pseudoconcolor Aragdo y Amblyomma pseudoparvum Guglielmone, Mangold y Keirans.
Diversos autores han discutido sobre la similitud morfologica y genética de estas garrapatas
que presentan como caracter diagndstico la presencia de espolones en el trocanter | (Boero,
1957; Jones et al., 1972; Guglielmone et al., 1990; Nava et al., 2008). Camicas et al. (1998)
agruparon estas garrapatas dentro del subgénero Adenopleura Macalister, el cual esta
caracterizado por contener especies con un ‘“cuerpo comprimido, hipostoma (=rostrum)
dentado con hileras de dientes en forma de ganchos recurvados. Idiosoma (=abdomen) con
dos sacos glandulares laterales que se abren en la superficie” (Macalister, 1872). Aunque
Camicas y Morel (1977) y Camicas et al. (1998) manejan subgéneros de Amblyomma,
muchos autores prefieren no seguir este esquema de clasificacion (Klompen et al., 1997;
Guglielmone et al., 2014).

Material tipo, huéspedes y registros historicos

En esta seccion se presentan los datos de distribucion histérica en América de las
cinco especies de garrapatas que presentan espolones en el trocanter I, su distribucion
histérica en México, la cual es presentada de la siguiente manera: ESTADO: Localidad,
huésped (Cita). Cuando la informacién no se conoce o es dificil de inferir de los trabajos

originales, se denota como “ND” (No determinado).

Amblyomma auricularium (Conil, 1878)

Material tipo: Deposito no especificado, bajo el nombre Ixodes auricularius (Conil, 1878)
(Guglielmone et al., 2003a).

Huéspedes principales: Xenarthra, principalmente armadillos (Guglielmone et al., 2003a).
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Distribucion geogréafica: Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, El
Salvador, Guyana Francesa, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panam@, Paraguay, Trinidad
y Tobago, Surinam, Uruguay y Venezuela. También se encuentra en la region Neértica
(Estados Unidos) (Guglielmone et al., 2003a, 2003b; Mertins et al., 2017).

Distribucion en México: MICHOACAN: Apatzingan, Dasypus novemcinctus (Hoffmann,
1962); Tumbiscatio, “iguana”, (Guzman-Cornejo et al., 2011). NAYARIT: Tepic, Dasypus
novemcinctus (Guzman-Cornejo et al., 2011). QUINTANA ROO: Ejido Caoba; Ejido
Laguna Om, Cuniculus paca (Arana-Guardia et al., 2015). SINALOA: Copala, Dasypus
novemcinctus (Hoffmann, 1962). TABASCO: Teapa, Dasypus novemcinctus (Guzman-
Cornejo et al., 2011); ND, Tamandua mexicana (Mufioz-Garcia et al., 2019). YUCATAN:
Ticul, Canis lupus familiaris (Rodriguez-Vivas et al., 2016) (Fig. 5).

Amblyomma inornatum (Banks, 1909)

Material tipo: Deposito no especificado por Banks (1909) (Guglielmone et al., 2003a).

Huéspedes principales: Parasita una gran variedad de mamiferos, frecuentemente perros y
lagomorfos y se ha reportado sobre aves (Voltzit, 2007; Scott et al., 2019).

Distribucion geografica: Canada (Scott et al., 2019), Costa Rica (Alvarez et al., 2000),
Estados Unidos (Banks, 1909; Cooley y Kohls, 1939, 1944), Guatemala (Eads y Borom,
1975), Panama (Fairchild, 1943) y Venezuela (Mufioz y Casanueva, 2001). Se encuentra

principalmente en la region Neartica.

Distribucion en Mexico: ND: ND, ND (Vargas, 1955). CHIAPAS: ND, ND (Woodham et
al., 1983; Delabra et al., 1996); Reserva de la Biosfera “Montes Azules”, Pecari tajacu,
Tayassu pecari (Romero-Castafion et al., 2008). COAHUILA: ND, ND (Woodham et al.,
1983; Delabra et al., 1996); Rancho La Golondrina, Rio Sabinas, Muzquiz, ND (Cooley y
Kohls, 1939). DURANGO: Atotonilco, Sigmodon hispidus (Eads y Borom, 1975).
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HIDALGO: ND, ND (Woodham et al., 1983). JALISCO: ND, ND (Delabra et al., 1996).
MICHOACAN: ND, ND (Woodham et al., 1983; Delabra et al., 1996). MORELOS:
Oastepec (sic!) (Oaxtepec), sobre liebres (Tovar, 1944). NAYARIT: ND, ND (Woodham et
al., 1983; Delabra et al., 1996). NUEVO LEON: ND, ND (Woodham et al., 1983; Delabra
et al., 1996). OAXACA: ND, ND (Woodham et al., 1983; Delabra et al., 1996); Santa
Catarina de Sena, Tlalixtac de Cabrera, Canis lupus familiaris (Guzman-Cornejo et al.,
2011). PUEBLA: ND, ND (Woodham et al., 1983; Delabra et al., 1996). QUINTANA
ROO: Ejido Caoba; Ejido Laguna Om, Pecari tajacu, Odocoileus virginianus, Cuniculus
paca, Dasyprocta punctata, Mazama temama, Urocyon cinerargenteus, Panthera onca
(Arana-Guardia et al., 2015). SINALOA: ND, ND (Woodham et al., 1983; Delabra et al.,
1996); ND, ex Bos primigenius taurus (Guzméan-Cornejo et al., 2011). SONORA: ND, ND
(Woodham et al., 1983; Delabra et al., 1996). TABASCO: ND, ND (Woodham et al., 1983;
Delabra et al., 1996). TAMAULIPAS: ND, ND (Woodham et al., 1983; Delabra et al.,
1996). VERACRUZ: ND, ND (Delabra et al., 1996); Cotaxtla, Homo sapiens (Gibson y
Carrillo, 1959). YUCATAN: ND, ND (Delabra et al., 1996). ZACATECAS: ND, ND
(Woodham et al., 1983; Delabra et al., 1996) (Fig. 5).

Amblyomma parvum Aragdo, 1908

Material tipo: Coleccion Nacional de Garrapatas de los Estados Unidos (USNMENT)
(Guglielmone et al., 1990)

Huéspedes principales: La especie ha sido encontrada sobre una amplia variedad de

mamiferos domeésticos y silvestres, incluyendo humanos (Voltzit, 2007).
Distribucion geografica: Argentina, Bolivia, Brasil, Costa Rica, Guatemala, Nicaragua,

Panamé, Venezuela (Guglielmone et al., 1990; Nava et al., 2008); El Salvador (Payne y
Scott, 1982); Guyana Francesa (Floch y Fauran, 1959) y Paraguay (Quinlan et al., 1980).
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Distribucion en México: CAMPECHE: ND, ND (Woodham et al., 1983). CHIAPAS: ND,
Equus ferus caballus (Guglielmone et al., 1990); ND, ND (Woodham et al., 1983).
GUERRERO: ND, “onza o le6n” (Guzman-Cornejo et al., 2011). JALISCO: Estacion de
Biologia “Chamela”, vegetacion (Guzman-Cornejo et al., 2011); humanos (Sanchez-Montes
etal., 2016). MORELOS: ND, ND (Woodham et al., 1983). OAXACA: ND, Didelphis sp.
(Guzmén-Cornejo et al., 2011); Nizanda, Asuncion Ixtaltepec, Dasypus novemcinctus
(Guzmén-Cornejo et al., 2011). TABASCO: ND, ND (Woodham et al., 1983); ND, Dasypus
novemcinctus (Hoffmann et al., 1972). TAMAULIPAS: ND, ND (Woodham et al., 1983).
YUCATAN: ND, ND (Ojeda-Chi et al., 2019b); ND, Dasypus novemcinctus (Hoffmann,
1950); Dzidzantan, Canis lupus familiaris (Dzul-Rosado et al., 2013); Chochola, ND (Lado
etal., 2016); Valladolid, Canis lupus familiaris (Rodriguez-Vivas et al., 2016); Mérida, Felis
silvestris catus (Rodriguez-Vivas et al., 2016); Yaxcheku, Canis lupus familiaris (Ojeda-Chi
et al., 2019a) (Fig. 5).

Amblyomma pseudoconcolor Aragédo, 1908
Material tipo: Avaré, Sao Paulo, Brasil, Dasypus sp., Nothura maculosa (Aves) (Aragéo,
1908b). Posiblemente depositado en el Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil
(Guglielmone et al., 2003a).

Huéspedes principales: Xenarthra (Guglielmone et al., 2003a)

Distribucion geografica: Argentina, Brasil, Guyana Francesa, Paraguay, Surinam, Uruguay
(Guglielmone et al., 2003a) y Bolivia (Robbins et al., 2003)

Distribucion en México: CHIAPAS: Reserva de la Bidsfera “Montes Azules”, Mazama

americana (Romero-Castafion et al., 2008).

Comentarios taxondmicos: Algunos registros publicados por Romero-Castafion et al.

(2008) al parecer son erréneos tal y como lo sefialan Guzman-Cornejo et al. (2011). Por su
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parte, Nava et al. (2017), sugieren que el registro en Mexico de esta especie debe ser
reevaluado reexaminando los ejemplares utilizados. Camicas et al. (1998) consideran a A.
pseudoconcolor como un sinénimo de A. auricularium, sin embargo, ambos taxones

representan dos entidades taxondmicas distintas (Nava et al., 2017).

Amblyomma pseudoparvum Guglielmone, Mangold y Keirans, 1990

Material tipo: Rivadavia, Salta, Argentina, Dolichotis salinicola (holotipo). Puesto La Paz,
Anta, Salta, Argentina, Dolichotis salinicola (Alotipo) (Guglielmone et al., 1990). Material
depositado en la Coleccién Nacional de Garrapatas de los Estados Unidos (USNMENT),
Museo de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”, Buenos Aires, Argentina (MCN) e
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Rafaela, Argentina (INTA) (Guglielmone et
al., 2003a).

Huéspedes principales: La mara, Dolichotis salinicola (Rodentia: Caviidae) y el ganado son

los huéspedes principales de esta especie (Guglielmone et al., 1990).

Distribucion geografica: Argentina (Guglielmone et al., 1990) y Brasil (Guglielmone et al.,
2003a).

Distribucion en México: No ha sido reportada en el pais.
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Figura 5. Mapa de distribucion de los registros histéricos de las garrapatas estudiadas.
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METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos planteados en el presente estudio, se revisaron ejemplares
depositados en colecciones cientificas, asi como la obtencion de ejemplares a partir de

muestreos de campo.

Trabajo de Campo

Se realizaron tres salidas al campo a los estados de JALISCO: Estacion de Biologia
“Chamela”, La Huerta, perteneciente a la Reserva de la Bidsfera Chamela-Cuixmala
(19°30°N, 105° 02.5°W); MORELOS: Oaxtepec (18°55.2°N, 98°56.1’W) y VERACRUZ:
Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, San Andrés Tuxtla (18°35.1’N, 95°04.4°W),

con la finalidad de colectar garrapatas de la vegetacion y asociadas con mamiferos medianos.

Colecta de garrapatas sobre la vegetacion

Las garrapatas fueron colectadas utilizando el método “arrastre con sabana blanca” el
cual consiste en pasar una manta blanca de un metro cuadrado sobre pastos o hierbas cortas
y revisarla cada cierto intervalo de tiempo o distancia recorrida (Boardman, 1944).
Asimismo, se utiliz6 una red de golpeo la cual se pasé por la vegetacion baja. Las garrapatas
recolectadas fueron tomadas con pinzas de punta fina y colocadas en viales con etanol al 96%
(Fig. 6A y 6B). Los ejemplares fueron depositados en la Coleccién del Laboratorio de
Acarologia (LAFC), Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM).

Colecta de garrapatas sobre huéspedes mamiferos medianos

Se utilizaron trampas tipo Tomahawk para la captura de los mamiferos (Guzman-
Cornejo et al, 2012). Los huéspedes fueron colectados bajo el permiso
SGPA/DGVS/12771/16 otorgado a la Dra. Maria del Carmen Guzman Cornejo.
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Las trampas fueron cebadas con una mezcla de pan, atun y mermelada, asi como
cebos comerciales. Durante el tiempo que las trampas estuvieron activas, éstas fueron
revisadas durante las primeras horas del dia y por la tarde para evitar el estrés en los animales
capturados. Los ejemplares fueron revisados in situ y manejados mediante contencion
manual con ayuda de guantes de carnaza (para el caso de tlacuaches) o sedandolos con una
mezcla de Ketamina/Xilacina (e.g. carnivoros). La superficie externa de los animales
capturados fue revisada y los ectoparéasitos fueron retirados con ayuda de pinzas de punta
fina (Fig. 6C y 6D). Cada huésped capturado fue sexado (en el caso de las hembras se noto6
si se trataban de hembras gestantes) y se procedi6 a la toma de las siguientes medidas: largo
total, largo de la cola, tamafio de la oreja, pata trasera, pata delantera y cruz. Los ectoparasitos
obtenidos fueron colocados en viales individualizados con etanol al 96% para su posterior

identificacion en el laboratorio y fueron depositados en la LAFC.

Revision de Colecciones Bioldgicas

Se revisaron ejemplares etiquetados como A. auricularium, A. inornatum o A. parvum
depositados en tres Colecciones bioldgicas: Coleccion de Acaros del Laboratorio de
Acarologia, Facultad de Ciencias (LAFC), Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM), Coleccion Nacional de Acaros (CNAC), Instituto de Biologia, UNAM y Coleccion
Nacional de Garrapatas de los Estados Unidos (U.S. National Tick Collection), Statesboro,
Georgia (USNMENT), la cual también alberga parte de la Coleccion del Rocky Mountain
Laboratory (RML). Las garrapatas fueron determinadas morfolégicamente siguiendo las
claves de Barros-Battesti et al. (2006) y Guzman-Cornejo et al. (2011) asi como las
descripciones propuestas por Cooley y Kohls (1944), Guglielmone et al. (1990) y Nava et al.
(2017). Los nombres de los huéspedes fueron actualizados siguiendo a Ceballos (2013) para
el caso de los mamiferos, Avibase (Lepage et al., 2014) para las aves y la Opinién 2027 de
la Comision Internacional de Nomenclatura Zooldgica para el caso de los animales
domésticos (ICZN, 2003).
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Figura 6. Metodologia general para la colecta de garrapatas. A y B. Colecta de ejemplares

de la vegetacion. C y D. Colecta sobre los huéspedes
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Trabajo de Laboratorio
Datos morfométricos

Se seleccionaron algunos ejemplares adultos que se encontraron durante la revision
de colecciones, asi como del material obtenido durante las salidas al campo, para tomar las
siguientes medidas: largo y ancho del escudo, distancia entre las areas porosas y tamafio de
las mismas (s6lo para el caso de las hembras), largo y ancho de la base del gnatosoma, largo
total de los pedipalpos, largo y ancho del artejo I, 11 y 111 del pedipalpo, largo y ancho del
hipostoma, largo y ancho de la placa estigmal, largo y ancho del tarso I; estas medidas estan
referidas en el trabajo de Nava et al. (2016). Estos datos fueron obtenidos con el propésito
de corroborar las determinaciones al compararlos entre las descripciones originales y re-
descripciones posteriores. Las medidas fueron tomadas con ayuda de un ocular micrométrico
que esta montado en un microscopio estereoscopico Nikon (SMZ645) y todas estan dadas en
milimetros (mm). Los datos morfométricos se presentan como un rango, seguido de la media

y la desviacidn estandar entre paréntesis.

Fotografias multifocales

Se tomaron fotografias multifocales de distintos caracteres morfologicos con un
microscopio AX10 Zoom V16 (Zeiss) el cual tiene montada una camara AxioCam MCR5 (5
MPXx). Las imagenes fueron ensambladas y editadas con ayuda del Software ZEN 2012 (Blue
Edition). Todas las fotografias fueron obtenidas en el Laboratorio de Microscopia y
Fotografia de la Biodiversidad (1), Instituto de Biologia, UNAM.

Mapas de distribucion

Los mapas de los registros histéricos, de los datos obtenidos de las salidas al campo
y de la revision de ejemplares de Colecciones Biol6gicas, fueron realizados con ayuda del
Software QGIS (QGIS Development Team, 2018). Las localidades georreferenciadas en este
trabajo aparecen en el ANEXO I. Durante las salidas al campo, las coordenadas fueron
obtenidas utilizando un GPS Garmin® eTrex. Para el caso de los registros provenientes de la

literatura y de Colecciones Cientificas sin coordenadas, estas fueron obtenidas con ayuda del
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Archivo Historico de Localidades Geoestadisticas del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) (http://www.beta.inegi.org.mx/app/geo2/ahl/). La informacion de

coordenadas no disponible fue denotada en el texto como “ND” (No determinado).

Anélisis molecular
Extracciéon de DNA

La extraccion de DNA se llevo a cabo mediante dos técnicas, una de ellas haciendo
uso del kit comercial “DNeasy Blood & Tissue” (QIAGEN). Para la extraccion se ocupé el
ejemplar completo con un corte por detras del ultimo par de patas y se siguieron los
protocolos segtn el proveedor con algunas modificaciones (APENDICE I1). El otro método
consistié en utilizar 500 pl de solucién de resina quelante Chelex® 100 (Bio-Rad, Estados
Unidos) al 10%. Después del corte a cada garrapata se le agregd adicionalmente 20 ul de
Proteinasa K (SIGMA) y se incub6 a 56°C por dos horas. Las muestras fueron centrifugadas
a 14 000 r.p.m. por 15 minutos y el sobrenadante fue colectado en un tubo nuevo,
almacenandolo a -20 °C hasta su uso. En ambos casos, los exoesqueletos fueron conservados
como ejemplares voucher para poder revisar la morfologia en caso de alguna inconsistencia
y fueron depositados en la CNAC y LAFC.

Amplificacion mediante PCR punto final

Dos genes mitocondriales (16S rDNA, Citocromo Oxidasa Subunidad | (Coxl)) y un
nuclear (Espaciador Interno de Transcrito 2, 1TS2) fueron amplificados utilizando sets de
primers reportados previamente (Norris et al., 1999; Barret y Hebert, 2005; Beati et al.,
2013). Cada mezcla de reaccidn se llevo a cabo en un volumen final de 15 ul: 3 pl de buffer
5X, 10.38 pl de ddH»0, 0.2 ul de cada primer, 0.12 pl de Taq polimerasa y 1 pl de DNA.

La amplificacion se llevo a cabo mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con ayuda de un termociclador 48 dual ART Thermal Cycle (Thermo
Scientific). Las secuencias de los primers empleados asi como las condiciones utilizadas para
cada uno de los genes aparecen en el APENDICE l1I. Los productos de PCR obtenidos fueron

corroborados en geles de agarosa al 1.5% mediante electroforesis. Para la visualizacion de
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las bandas se utiliz6 un Transiluminador 2UV (Bentchop) con ayuda del Software Doc-ltls
Acquisition version 8.61514.8618.

Purificacion y secuenciacion

Los productos de PCR fueron purificados con ayuda del kit comercial “Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System” (Promega) (APENDICE IV). Adicionalmente, en algunas
de las muestras se realizo la reaccion de secuenciacion mediante el kit BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (SIGMA) la cual fue realizada con un volumen final de 10 pl (0.5 pl
de Big Dye™, 2 ul de buffer 5x, 1 pl de cada uno de los primers y de 2 a 3 pl de ddH20
dependiendo de la cantidad de DNA obtenido durante la purificacion). El perfil térmico
utilizado consistié de 35 ciclos (96°C por cinco minutos, 96°C por 20 segundos, 50°C por 45
segundos), 60°C por cuatro minutos y una temperatura final de 4°C.

Los productos amplificados fueron enviados al Laboratorio de Biologia Molecular de
la Biodiversidad y la Salud del Instituto de Biologia de la UNAM para obtener las secuencias
con ayuda del secuenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). El trabajo molecular se
llevod a cabo parcialmente en el Centro de Medicina Tropical, Hospital General “Dr. Eduardo
Liceaga”, Facultad de Medicina, UNAM vy en el Laboratorio de Biologia Molecular de
Zoologia del Instituto de Biologia, UNAM.

Analisis filogenéticos

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas, ensambladas y editadas con ayuda del
programa Geneious 5.17 (Kearse et al., 2012). Para corroborar que los amplificados
correspondian a garrapatas, cada una de las secuencias fueron comparadas en GeneBank con
ayuda de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990).

Las secuencias fueron alineadas con el programa MAFTT en su version online

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh et al.,, 2017), utilizando la matriz de
sustitucion de bloques de aminoacidos BLOSUM®62 con el conjunto de matrices 1PAM/k=2
la cudl es utilizada cuando se alinean secuencias de DNA muy cercanas o similares. La

organizacion de los codones fue tomada en cuenta cuando se realizé el alineamiento del gen
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Coxl. Las matrices de datos de los genes mitocondriales fueron concatenadas con ayuda del
programa Mesquite v 3.5 (Maddison y Maddison, 2018).

Se utilizaron dos aproximaciones para la reconstruccion filogenética: Maxima
Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB), para llevar a cabo el analisis de las
relaciones entre las secuencias de los especimenes mexicanos con aquellas depositadas en
GeneBank.

e Maéxima Verosimilitud (MV): Los analisis para maxima verosimilitud fueron
llevados a cabo usando RaxML-Black Box (Stamatakis, 2014) implementado en el
CIPRESS Science Gateway (Miller et al., 2010). Para calcular qué modelo de
sustitucion de nucleétidos era el que se ajustaba a nuestros datos, la matriz del
alineamiento de cada uno de los locus fue analizada con ayuda del programa
JModelTest v.2.1.1 (Dariba et al., 2012), siguiendo la prueba estadistica BIC
(Bayesian Information Criterion). Los soportes de rama fueron evaluados por analisis
de bootstrap (1000 réplicas).

¢ Inferencia Bayesiana (IB): Se corrieron dos analisis para Inferencia Bayesiana en el
Programa Mr.Bayes v.3.2.6 (Ronquist et al., 2012) el cual también se encuentra
disponible en la plataforma CIPRESS. El archivo en formato NEXUS con las
instrucciones para Mr. Bayes fue codificado con ayuda del programa Mesquite con
las siguientes condiciones: cuatro cadenas de Markov-Monte Carlo (nchains), nimero
de generaciones (mcmcp ngen)= 10000000, la frecuencia de muestreo de arboles
(samplefreq) fue cada 1000 iteraciones y el burning fue establecido al 25%. Para
corroborar la convergencia de las cadenas durante el analisis fue utilizado el software
TRACER v.1.6 (Rambaut y Drummond, 2007). Los soportes de ramas fueron
evaluados con probabilidades posteriores.

Como grupo externo se seleccionaron a las especies Amblyomma mixtum y Amblyomma
sculptum ya que han sido utilizados en analisis previos (Lado et al., 2016) asi como un grupo
externo mas alejado filogenéticamente (género Haemaphysalis) pero que en algunos analisis
gueda cercano a Amblyomma (Beati y Klompen, 2019) con el fin de poner a prueba la
monofilia de los clados obtenidos.

Los arboles obtenidos fueron visualizados y editados con ayuda del programa FigTree

v.1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Para el caso de los soportes de rama, s6lo
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se sefialaron cuando el valor de bootstrap era mayor a 75 (MV) y las probabilidades
posteriores superiores a 0.5 (1B).

Distancias genéticas

Las distancias genéticas pareadas fueron calculadas entre los clados obtenidos. Los
analisis se llevaron a cabo usando el software MEGA version X (Kumar et al., 2018) con el
modelo de sustitucion de nucle6tidos indicado por la prueba estadistica BIC: 16S rDNA, T92
+G; Coxl, TN93 + G + 1; ITS2, T92 + G).
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RESULTADOS
Revision taxondmica

Se revisaron un total de 560 garrapatas con espolones en el trocanter I, de las cuales
235 corresponden a ejemplares colectados en México y el resto a material depositado en la
USNMENT provenientes de 13 paises de Norte, Centro y Sudamérica. De los 235 ejemplares
mexicanos, 176 fueron utilizados para la obtencion de datos morfométricos con fines
comparativos (APENDICE V). Las garrapatas fueron determinadas morfoldgicamente como
pertenecientes a cuatro taxones: Amblyomma auricularium, A. inornatum, A. parvum y
Amblyomma sp. Los ejemplares fueron encontrados sobre 16 especies de huéspedes, la
mayoria sobre mamiferos, excepto un ejemplar de A. auricularium (CNAC002062) cuyo
huésped fue registrado como una iguana.

Estos registros corresponden a 10 estados de la RepUblica Mexicana (ver APENDICE
VI).

Para cada uno de los taxones reconocidos en este trabajo, los resultados son
presentados de la siguiente manera: historia taxondémica de las especies, la cual incluye
material tipo con el que fueron descritas, la localidad y huésped tipo, asi como el lugar de
deposicion del mismo, seguida de una breve diagnosis.

La terminologia empleada para dar las diagnosis de los ejemplares mexicanos
utilizados en el presente estudio siguen a Nava et al. (2017) (Fig. 7). Posteriormente se
menciona la distribucion en México la cual es presentada de la siguiente forma: ESTADO:
localidad, nimero de individuos y estado de desarrollo, huésped, fecha (numero de
Coleccion). Para los ejemplares adicionales revisados, los resultados se presentan en el
siguiente orden: PAIS: Localidad, Estado, nimero de individuos y estado de desarrollo,

huésped, fecha y niamero de Coleccidn entre paréntesis.
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Amblyomma auricularium (Conil, 1878)
Figs. 8-9

Ixodes auricularius Conil, 1878: 99-110.

Amblyomma auriculare (Conil). Lahille, 1905: 34

Amblyomma concolor Neumann. Robbins, 1926: 66-69; Keirans y Hillyard, 2001
Amblyomma curruca Schulze. Fairchild et al., 1966: 191

Amblyomma (Adenopleura) auricularium (Conil). Camicas et al., 1998: 90

Material tipo: ND, Argentina, Chaeotophractus villosus (=Dasypus villosus), no se
especifica el lugar donde se depositd del material tipo (Conil, 1878). Lahille (1905) reviso

material proveniente del mismo huésped en Ceres, Santa Fe, Argentina.

Hembra: Cuerpo oval, escapula redondeada, surco cervical pequefio y en forma de
coma, surco marginal completo. Dorso: Escudo: Largo 1.4 (£0.1) ancho 1.69 (£0.09), sin
ornamentacion, coloracién méas oscura en la zona alrededor de los o0jos. Puntuaciones escasas,
poco profundas y concentradas principalmente a los lados de los ojos (Fig. 8A). Ojos: planos,
no orbitados. Notum (porcién dorsal del idiosoma donde no hay escudo): con apariencia lisa,
sin sedas.

Vientre: Tubérculos quitinosos en el margen posterior del cuerpo ausentes. Abertura
genital: localizada entre las coxas II y III, forma de “U” (Fig. 8B). Patas: Coxas | con dos
espolones subiguales en tamafio y forma, con la punta roma; coxas II-IV con un espoldn
externo subtriangular y romo; trocanter | con un espolon (Fig. 9B). Placa espiracular: en
forma de coma; largo 0.5 (x0.06), ancho 0.42 (£0.04).

Gnatosoma: Artejo | del pedipalpo con un espolon ventral dirigido posteriormente
(9B). Hipostoma: con forma espatulada, formula dental 3/3. Base del gnatosoma:

Subtriangular, cornuas pequefias, areas porosas ovaladas (Fig. 9A).

Macho: Cuerpo oval, escapula redondeada, surco cervical pequefio, surco marginal
completo. Dorso: Escudo: Largo 1.9 (+0.08), ancho 1.4 (+0.07), sin ornamentacion,
coloracion uniforme. Puntuaciones poco profundas, distribuidas uniformemente dando la

apariencia de una superficie lisa (Fig. 8C). Ojos: planos, no orbitados.
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Vientre: Abertura genital: localizada al nivel de las coxas II, forma de “U”

(Fig. 8D). Patas: Coxas | con dos espolones subiguales en tamarfio y forma; coxas II-1V con

un espolon externo pequefio subtriangular con punta roma; trocanter I con un espolén. Placa
espiracular: en forma de coma; largo 0.4 (x0.02), ancho 0.2 (£0.01).

Gnatosoma: Artejo | del pedipalpo con un espolon ventral dirigido posteriormente

(9D). Hipostoma: espatulado, formula dental 3/3. Base del gnatosoma: Subrectangular,

cornuas pequefias (9C).

MATERIAL EXAMINADO. MEXICO (Fig. 10; ANEXO VI): ND: ND, 14,
Tamandua mexicana, 5-X11-2013 (LAFC). CHIAPAS: Agua Fria, Arriaga, 19, 3437,
Dasypus novemcinctus, 18-111-2013 (LAFC); mismos datos excepto 422, 1533 (LAFC).
MICHOACAN: Apatzingan, 19, 1&, “armadillo”, 6-VI11-1941 (USNMENT00955062);
mismos datos excepto 292, 14, 12-VI1I-1941 (USNMENT00955074); Tumbiscatio, 19,
“ijguana”, 28-1V-1980 (CNAC002062). NAYARIT: Tepic, 19, 44d, Dasypus
novemcinctus, 11-1X-1974 (CNACO002065). #TABASCO: Carretera Palenque-
Villlahermosa, 1J4, Tamandua mexicana, 30-X-2011 (LAFC); Teapa, 24, Dasypus
novemcinctus, V-1964 (CNAC002061). TAMAULIPAS: Tamaulipico, México (sic!)
(Probablemente Tamaulipas), 19, 13, “armadillo”, 27-VI11-1930 (USNMENTO00955061).
VERACRUZ: 32.6 km S de Veracruz, 1J, Tamandua tetradactyla (sic!) (Probablemente
Tamandua mexicana), 13-VI1-1962 (USNMENT00955075); San Evangelista, Xochipa, 19,
4343, Galictis vittata, 22-V11-2013 (LAFC).

MATERIAL ADICIONAL EXAMINADO: BOLIVIA: San Joaquin, Beni, 29 9,
343, Tamandua sp., 09-1V-1963 (USNMENT00955055); misma localidad excepto 392,
14, Chrysocyon sp., 10-1V-1963 (USNMENT00865146). BRASIL: ND, 13, “Tatu”, 08-
VII1-1936 (USNMENT00982923). COLOMBIA: Carimagua, 799, 183, Dasypus
sabanicola, 08-1V-1977 (USNMENT00955038); Rio Tomo, Carimagua, 73J&, Dasypus
sabanicola, 05-1V-1977 (USNMENT00955042); San Juan de Arama, Meta, 2229, 243,
Dasypus sp., 16-1V-1959 (USNMENT00955069). ESTADOS UNIDOS: Cameron County,
Texas, 19, “Cow” (=Bos primigenius taurus), 23-1X-1981 (USNMENT00955046); Collier
County, Miami, 19, “Armadillo”, XI-1980 (USNMENT00955041); Glades, Florida, 19,
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243, “Armadillo”, 18-11-1991 (USNMENT00955086). HONDURAS: ND, 29 Q, Dasypus
novemcinctus, 03-11-1988 (USNMENT00955096). NICARAGUA: ND, 599, 534,
Dasypus novemcinctus fenestratus, 24-V11-1964 (USNMENT00955064). PANAMA:
Balboa, Zona del Canal, 299, Nasua narica, 21-X1-1961 (USNMENT00982918); Coco
Solo, Zona del Canal, 19, Dasypus novemcinctus, 16-1V-1962 (USNMENTO00955039);
Curundt, Zona del Canal, 19, Dasypus novemcinctus, 15-V-1961 (USNMENT00955043);
mismos datos excepto 15-111-1961 (USNMENT00955036-00955037; 00955040; 00955044-
00955045; 00955047-00955049; 00955051), 59 (USNMENTO00955095); France Field,
Zona del Canal, 19, Philander opossum, 02-1V-1961 (USNMENTO00955058) mismos datos
excepto 19, 14 (USNMENT00955066), misma localidad excepto 19, Sigmodon hispidus,
02-VI-1961 (USNMENT00955063); Kobbe, 19, “3 toed anteater” (sic!), 12-XI-1952
(USNEMENTO00955091); Zona del Canal, 299, Tamandua tetradactyla, 16-X-1961
(USNMENTO00982915). TRINIDAD Y TOBAGO: Maraval, Trinidad, 19, “nido de
armadillo”, 13-X-1956 (USNMENTO00955056). VENEZUELA: 13 km Ny 13 km E de La
Pastora, Falcon, 94, Tamandua sp., 16-X1-1967 (USNMENTO00955083); 54 km SE de
Maturin, Mata de Bejuco, 499, 14, Dasypus novemcinctus, 10-VI-1968
(USNMENTO00955089); mismos datos excepto 299 (USNMENT00955097); Ciudad
Bolivar, Bolivar, 433, Tamandua tetradactyla (=Tamandua longicaudata), 10-111-1967
(USNMENT00955057); Corozo Pando, Guarico, 14, Tamandua tetradactyla (=Tamandua
longicaudata),11-11-1975 (USNMENTO00955094); Hato Masaguaral, Calabozo, Guarico,
2343, Tamandua tetradactyla (=Tamandua longicaudata), 11-11-1975
(USNMENT00955090); El Tocuyo, Lara, 14, Dasypus novemcinctus, 21-V1I-1968
(USNMENTO00955060); ND, 499, mantenidas en el laboratorio, 22-111-1954
(USNMENT00955098); ND, 1J, Cerdocyon thous, 28-VI-1966 (USNMENT00955072);
ND, 399, 38, Dasypus kappleri, 28-1-1966 (USNMENT00955071); ND, 14, ND, 2-VIlI-
1966 (USNMENT00955085); ND, 343, ND, ND (USNMENT00955084); Rio Tigre,
Monagas, 83J, Conepatus semistriatus, 10-VI-1968 (USNMENT00955068); misma
localidad excepto 53, Dasypus novemcinctus, 06-V1-1968 (USNMENT00955088), 529,
643 (USNMENTO00955092), 299, 1383 (USNMENT00955093); San Juan de Los
Morros, Guarico, 19, 1J, Dasypus novemcinctus, 11-1953 (USNMENTO00955067).
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COMENTARIOS TAXONOMICOS: El autor de esta especie describe al macho y
hembra de A. auricularium con ejemplares provenientes del armadillo Chaeotophractus
villosus en Argentina sin mencionar nada sobre la ornamentacion del escudo, sélo sefial6é que
el macho poseia una variacion de color a la altura de los ojos (Conil, 1878). Posteriormente,
Lahille (1905) not6 que existia un notable parecido entre la descripcion de Amblyomma
auricularium y la de Amblyomma concolor Neumann. Este autor describié algunos
ejemplares que colectd sobre Chaetophroctus villosus en Ceres, Santa Fe, Argentina como
A. auricularium. No fue sino hasta 1926 que Robinson sinonimiz6 a Amblyomma
auricularium con A. concolor (Robinson, 1926). Por otro lado, Camicas et al. (1998)
consideraron a A. concolor como una especie valida. Sin embargo, Keirans y Hillyard (2001)
examinaron un sintipo (una hembra) y concluyeron que A. concolor es en realidad el
sinénimo de A. auricularium esto debido a que Conil nombré primero a su especie y el
Cddigo de Nomenclatura Zooldgica establece el principio de prioridad.

Por su parte, Camicas et al. (1998) citaron a Amblyomma curruca Schulze como un
taxdén valido, mientras que Aragdo y Fonseca (1953) consideraron esta especie como un
sinénimo de A. parvum. Glenn Kohls examino los tipos de A. curruca como se citd en
Fairchild et al. (1966) y redujo este nombre como sinénimo de A. auricularium. No obstante
en una figura mostrada en el trabajo de Schulze (1936) se muestra al macho de A. curruca
con placas quitinosas extendiéndose mas alla del margen posterior de los festones (=carenas),
lo cual no es caracteristico de A. auricularium; mas bien, las carenas son tipicas de los machos
de A. parvum (Aragéo, 1911; Guglielmmone et al., 1990). Lo anterior sugiere que A. curruca
representa un sinénimo menor de A. parvum mas que de A. auricularium, pero esto no puede
ser resuelto sin la re-examinacién del holotipo de A. curruca (Guglielmone et al., 2017).
Lahille (1905) en su descripcion muestra una figura (Lamina XI) del macho de “Amblyomma
auricularium” como un taxén con manchas de ornamentacion a lo largo del surco marginal,
la cual es una caracteristica diagnéstica de Amblyomma pseudoconcolor. Adicionalmente,
los trabajos de Robinson (1926) y Barros-Battesti et al. (2006) muestran ejemplares que
presentan ornamentacion en el escudo.

En la clave proporcionada por Barros-Battesti et al. (2006) para el caso de las
hembras, los autores realizan una nota al pie de pagina que dice “Escudo liso, sin sedas,

amarillo palido con una mancha marrén alrededor de cada ojo. Especie débilmente
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ornamentada”. Sin embargo, en las imagenes que se presentan de esta especie (Pag. 85)
aparecen tanto machos como hembras con ornamentaciones conspicuas en el escudo. Similar
ocurre con la descripcion de Boero (1957) quien menciona que esta especie presenta ...
(Un) escudo brillante, con o sin pocas maculas doradas en el macho...”.

Durante la estancia en la USNEMENT se revisaron ejemplares provenientes de Brasil
de una donacion del Dr. Aragdo en 1936 los cuales también presentan esbozos de
ornamentacion en el escudo (USNMENT00982923).

Por otro lado, Nava et al. (2017) realizaron una descripcion de A. auricularium con
ejemplares sin ornamentacion lo que pone en duda si en realidad las descripciones anteriores
pertenecen a A. pseudoconcolor (especie conspicuamente ornamentada) o algun otro taxén.
Parece ser que en Argentina, el pais de donde Conil recolectd el material tipo de A.
auricularium, no se han vuelto a colectar ejemplares sin ornamentacion y las garrapatas
recolectadas sobre armadillos parecen pertenecer a A. pseudoconcolor (S. Nava y J.M.
Venzal, com. personal).

Nuestros ejemplares coinciden con los caracteres descritos e ilustrados por Voltzit
(2007); Nava et al. (2017); Lopez Valencia (2017) y Bermudez et al. (2018) en lo referente
a la forma y tamafio de los espolones de la coxa I, la falta de ornamentacién en el escudo y
la disposicion y profundidad de las puntuaciones en el mismo.
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Figura 8. Amblyomma auricularium. Hembra. A. Vista dorsal. B. Vista ventral. Macho. C.

Vista dorsal. D. Vista ventral.
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Figura 9. Amblyomma auricularium. Base del gnatosoma. Hembra. A. Vista dorsal. B.

Vista ventral. Macho. C. Vista dorsal. D. Vista ventral.
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Figura 10. Distribucion geogréfica de Amblyomma auricularium en México con registros

provenientes de Colecciones Cientificas.
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Amblyomma inornatum (Banks, 1909)
Figs. 11y 12

Aponomma inornata Banks, 1909: 171.

Amblyomma phillipi Cooley y Kohls, 1939: 44. Cooley y Kohls, 1944: 105. Gladney et al., 1977: 86.
Amblyomma inornatum Cooley y Kohls, 1944: 105

Amblyomma (Adenopleura) inornatum (Banks). Camicas et al., 1998: 91.

Material tipo: Corpus Christi, Texas, Estados Unidos, Canis lupus familiaris;
Victoria, Texas, Estados Unidos, “conejo”. Deposicion del tipo no especificada por Banks
(1909).

Hembra: Cuerpo oval, escapula redondeada, surco cervical pequefio, surco marginal
completo. Dorso: Escudo: Largo 1.43 (x0.1), ancho 1.3 (+0.08), sin ornamentacion,
coloracion uniforme, color més claro en el centro (Fig. 11A). Puntuaciones profundas,
distribuidas uniformemente pero mas evidentes a los lados de los ojos. Ojos: planos, no
orbitados. Notum (porcion dorsal del idiosoma donde no hay escudo): aparentemente liso.

Vientre: Tubérculos quitinosos en el margen posterior del cuerpo ausentes. Abertura
genital: localizada al nivel de las coxas Il y III, forma de “U” (Fig. 11B). Patas: coxas | con
dos espolones puntiagudos, desiguales en tamafio siendo el externo mas grande que el
interno; coxas II-1V cada una con un espolon externo pequefio, subtriangular y con punta
ligeramente puntiaguda. Trocanter | con un espolon muy pequefio, a veces diminuto. Placa
espiracular: en forma de coma, mas ancho en su parte proximal; largo 0.5 (£0.03), ancho 0.3
(£0.05).

Gnatosoma: Espolon del artejo | del pedipalpo ausente (Fig. 12B). Hipostoma:
espatulado, formula dental 3/3. Base del gnatosoma: Subtriangular, cornuas pequefas,
haciendo ver los bordes posteriores de la base del gnatosoma puntiaguda (Fig. 12A); areas

porosas ovales.

Macho: Cuerpo oval, forma de la escapula redondeada, surco cervical pequefio, surco
marginal completo. Dorso: Escudo: Largo 1.7 (£0.1), ancho 1 (£0.05), sin ornamentacion,
coloracion uniforme, con una coloracion ligeramente mas oscura cercana a la zona de los
0jos. Puntuaciones profundas, distribuidas uniformemente, dando la apariencia de una

superficie rugosa (Fig. 11C). Ojos: planos, no orbitados.
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Vientre: Abertura genital: localizada al nivel de las coxas II, forma de “U” (Fig.
11D). Patas: coxas | con dos espolones grandes, gruesos y ligeramente puntiagudos,
desiguales en tamafio, siendo el externo mas grande que el interno; coxas Il-1V cada una con
un espolon pequefio subtriangular, ligeramente puntiagudos. Trocanter | con un espolén muy
pequefio, a veces diminuto. Placa espiracular: en forma de coma, largo 0.4 (x0.04), ancho
0.1 (x0.02).

Gnatosoma: Espolon del artejo | del pedipalpo ausente (Fig. 12D). Hipostoma:
espatulado, formula dental 3/3. Base del gnatosoma: Subtriangular, cornuas cortas pero

evidentes, terminando en punta (Fig. 12C).

MATERIAL EXAMINADO. MEXICO (Fig. 13; APENDICE VI): COAHUILA:
Rancho La Golondrina, Rio Sabinas, Muzquiz, 12, 24'J, ND, 28-VI-1938 (RML15139).
GUERRERO: ND, 19, Sigmodon mascotensis (=Sigmodon hispidus mascotensis), 9-VI-
1964 (USNMENTO00859614). MORELQOS: ND, 19, 14, “conejo”, 20-11-1944
(USNMENT00859612); Lomas de Cocoyoc, Oaxtepec, 19, 247, Dasypus novemcinctus,
14-1X-2015 (DalGl, DalG2, DalG3); mismos datos excepto 19, Canis lupus familiaris,
VI11-2016 (LAFC), 19, Canis lupus familiaris, 1X-2016 (LAFC). OAXACA: 1.3 km SE de
San Bartolo Coyotepec, 233, Sigmodon hispidus, 4-V111-2015 (CNAC); 1.4 km NW de San
José del Progreso, 433, Conepatus leuconotus leuconotus, 13-X-2011 (CNAC); Compaiiia
Minera Cazcuatlan, 1.6 km NW de San José del Progreso, 299, 1J, Sylvilagus floridanus
connectens, 4-V-2011 (CNAC). SINALOA: Culiacan, 499, 283, Otospermophilus
beecheyi (=Citellus beecheyi), 2-1V-1946 (USNMENT00859618); Los Mochis, 1%, nidos de
Neotoma sp., 14-VII-1964 (USNMENTO00865142). TAMAULIPAS: Las Carreras, San
Fernando, 899, 783, Lynx rufus, 24-V11-2004 (LAFC); mismos datos excepto 599, 743,
21-V11-2004 (MST78); 822, 433, 27-V11-2004 (LAFC).

MATERIAL ADICIONAL EXAMINADO: ND: ND, 19, nido de Sigmodon
hispidus, ND (RML50421); ND, 19, 14, “Cotton tail rat”, 24-V-1938 (RML14190).
ESTADOS UNIDOS: Bee County, Texas, 19, 243, “bobcat”, 3-VI1-1948 (RML25783);
Brownsville, Texas, 399, “Wild cat”, 19-1X-1940 (USNMENTO00859617); Cameron
County, Texas, 38'J, Toxostoma longirostre, 18-X-1962 (USNMENT00865143), misma
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localidad excepto 12, 1J, “Roadrunner”, 16-X1-1962 (RML38446); Edinburg, Texas, 19,
243, “armadillo”, 08-1X-1935 (RML24999); Jim Wells County, Texas, 229, 34d,
“coyote” (=Canis latrans), 04-V11-1944 (RML21759); Kingsville, Texas, 13, “coyotes”, 25-
V-1938 (RML14329); misma localidad excepto 13, “rabbit”, 24-V-1938 (RML14290); La
Quinta, Texas, 299, “rabbit”, 20-VI1-1925 (RML32229); Lago de San Patricio, Corpus
Christi, Texas, 14, “man” (=Homo sapiens), 13-VI11-1978 (RML105968); Mirando City,
Texas, 19, coyote, 08-VI-1933 (RML115638); misma localidad excepto 399, coyote, 27-
VI11-1932 (RML115639); 392, 283, “lion”(sic!), 23-V111-1932 (RML115651); San Diego,
Texas, 299, 1J, “dog and cat”, 25-1V-1945 (RML21791); misma localidad excepto 29 2,
243, “Chaparral cock” (=Geococcyx californianus), 1X-1945 (RML21988); Uvalde, Texas,
399, “goat” (=Capra aegagrus hircus), 25-VI11-1938 (RML57090); misma localidad
excepto 12, “skunk”, 4-VII-1935 (RML32232); 629, 543, “goat” (=Capra aegagrus
hircus), 25-VI11-1923 (RML57090); Victoria County, Texas, 299, “cattle”, 09-1X-1940
(USNMENTO00859615); Walder Wildlife Foundation, Texas, 19, 1J&, Odocoileus
virginianus, VIII-1967 (RML49006); Willacy County, Texas, 19, “Leopard cat”, 10-XI-
1975 (USNMENTO00859611); Zavalla County, Texas, 23'J, Dasypus novemcinctus, 17-X-
1950 (Harry Hoogstraal Collection HH34,520).

COMENTARIOS TAXONOMICOS: Esta especie fue originalmente descrita por
Banks como Aponomma inornata debido a la ausencia de ojos y de ornamentacion en el
escudo (Banks, 1909). Posteriormente, Cooley y Kohls (1939) describieron a Amblyomma
philipi como una nueva especie, quienes al parecer no tomaron en cuenta la descripcion de
Banks al considerar que se trataba de una especie de otro genero y debido a la poca
informacién que proporciona la descripcion original. Sin embargo, en un trabajo posterior
estos mismos autores consideran a su especie como un sindnimo de Aponomma inornata y
la transfieren al género Amblyomma (Cooley y Kohls, 1944). Esta especie de garrapata es
comun en el suroeste de Texas, Estados Unidos (Gladney et al., 1977). Cooley y Kohls (1944)
mencionaron que esta especie es muy similar a A. parvum la cual es a menudo encontrada en
la regién Neotropical. Guglielmone et al. (2003) refieren registros de esta garrapata en Costa

Rica y Guatemala pero sugieren la comparacion de esos ejemplares con el “tipico” A.
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inornatum, A. parvum e incluso con A. auricularium para confirmar su presencia en
Centroamérica.

Nuestros ejemplares coinciden con los caracteres descritos e ilustrados por Cooley y
Kohls (1939); Voltzit (2007); Lopez Valencia (2017) tales como la ausencia de espoldn en
el artejo | del pedipalpo, la presencia de un espoldn pequefio en los trocénter, el tamafio y
forma de los espolones de la coxa | asi como la falta de ornamentacion en el escudo y la

distribucion y profundidad de las puntuaciones.

Figura 11. Amblyomma inornatum. Hembra. A. Vista dorsal. B. Vista ventral. Macho. C.

Vista dorsal. D. Vista ventral.
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Figura 12. Amblyomma inornatum. Base del gnatosoma. Hembra. A. Vista dorsal. B. Vista

ventral. Macho. C. Vista dorsal. D. Vista ventral.
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Figura 13. Distribucion geografica de Amblyomma inornatum en México con registros

provenientes de Colecciones Cientificas.
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Amblyomma parvum Aragéo, 1908
Figs. 14-15

Amblyomma parvum Aragéo, 1908a: 18-19
Amblyomma curruca Schulze. Aragéo y Fonseca, 1953: 489
Amblyomma (Adenopleura) parvum Aragdo. Camicas et al., 1998: 92.

Material tipo: Formosa, Bahia, Brasil, ND. Depdsito de material tipo no especificado
por Aragdo (1908a). Aragdo (1911) realiza la re-descripcion de su especie con ejemplares
provenientes de Formosa, Bahia, Brasil y de Feira de Santa Ana, Bahia, sobre un caballo.
Nuevamente no especifica donde depositd los ejemplares. Guglielmone et al. (1990)
designan un neotipo con los siguientes datos: EI Galpdn, Metéan, Salta, Argentina, sobre
ganado (RML118101). Neotipo depositado en la USNMENT.

Hembra: Cuerpo ovalado, escapula puntiaguda, surco cervical pequefio, surco
marginal completo. Dorso: Escudo: Largo 1.2 (0.07), ancho 1.2 (x0.06), sin ornamentacion,
coloracion uniforme, siendo mas claro en el centro del escudo y con un color mas oscuro
cerca del area de los ojos. Puntuaciones profundas, distribuidas uniformemente dando la
apariencia de una superficie rugosa (Fig. 14A). Ojos: planos, no orbitados. Notum (porcién
dorsal del idiosoma donde no hay escudo): con sedas pequefias.

Vientre: Tubérculos quitinosos en el margen posterior del cuerpo ausentes. Abertura
genital: localizada al nivel de las coxas III, forma de “U” (Fig. 14B). Patas: coxas | con dos
espolones grandes, ligeramente puntiagudos, desiguales en tamafio, siendo el externo mas
grande que el interno; espolon externo casi alcanzando el borde anterior de la coxa Il; coxas
I1-1V cada una con un espolon externo pequefio, subtriangular, romo. Trocanter | con un
espolon. Placa espiracular: en forma de coma; largo 0.4 (£0.01), ancho 0.3 (£0.08).

Gnatosoma: Artejo | del pedipalpo con un espolon ventral dirigido posteriormente
(Fig. 15B). Hipostoma: espatulado, formula dental 3/3. Base del gnatosoma: Subtriangular,

cornuas cortas, areas porosas ovaladas (Fig. 15A).
Macho: Cuerpo ovalado, escapula puntiaguda, surco cervical pequefio y en forma de
coma, surco marginal completo. Dorso: Escudo: Largo 1.4 (x0.16), ancho 1 (£0.08), sin

ornamentacion, coloracion uniforme con manchas de un color més oscuro alrededor de la
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zona de los ojos (Fig.14C). Puntuaciones profundas, distribuidas uniformemente, dando la
apariencia de una superficie rugosa. Ojos: planos, no orbitados.

Vientre: Abertura genital: localizada al nivel de las coxas II, forma de “U” (Fig.
14D). Patas: coxas | con dos espolones grandes, desiguales en tamafio, siendo el externo el
mas grande; espoldn externo grande, ligeramente puntiagudo alcanzando el borde anterior de
la coxa Il; coxas I1-1V cada una con un espolén externo mediano, subtriangular, con punta
roma. Trocanter | con un espolon. Placa espiracular: en forma de coma, largo 0.4 (£0.03),
ancho 0.1 (x0.02). Presencia de carenas en los festones, carenas pequefias, cada una con un
par de sedas asociadas ventralmente (Figs. 7E y 7F).

Gnatosoma: Artejo | del pedipalpo con un espolon ventral dirigido posteriormente
(Fig. 15D). Hipostoma: espatulado, formula dental 3/3. Base del gnatosoma: Subrectangular,

cornuas cortas (Fig. 15C).

MATERIAL EXAMINADO. MEXICO (Fig. 16; APENDICE VI): CHIAPAS:
ND, 19, “liebres”, 1923 (USNMENT00957896). GUERRERO: ND, 19, sobre “onza o
ledn” (sic!), 15-VI1-1936 (CNAC002064). JALISCO: Arroyo Seco, La Huerta, 19, 13,
Homo sapiens, 1X-2017 (LAFC); Carretera Manzanillo-Puerto Vallarta (antes del rio
Chamela), 899, 34, Procyon lotor, 10-1X-2014 (CNAC); Carretera Federal 200
Manzanillo-Puerto Vallarta, 4.4 km SE de Chamela, 399, 93, Leopardus pardalis, 18-X-
2014 (CNAC); Eje Central 2000 m, Estacion de Biologia Chamela, 1399, 1143, Homo
sapiens, 1X-2017 (LAFC); Estacion de Biologia Chamela, 1099, 433, Homo sapiens, 2017,
(LAFC); mismos datos excepto 1192, 333, Homo sapiens, XI1-2017 (LAFC); mismos
datos excepto 19, 1, Nasua narica, 09-1V-2018 (LAFC); mismos datos excepto 19,
Sylvilagus cunicularius, 09-X1-2018 (LAFC). OAXACA: Carretera La Venta-Union
Hidalgo, 3.1 km S La Venta, 14, Urocyon cinereoargenteus, 07-V1-2008 (CNAC).
YUCATAN: Dzindzanttn, 19, Canis lupus familiaris, 20-1V-2012 (LAFC); Hunucma, 19,
Canis lupus familiaris, 07-V-2012 (LAFC), Tecanto, 19, Canis lupus familiaris, 23-1V-2012
(LAFC); Tetiz, 399, Canis lupus familiaris, 07-V-2012 (LAFC).

MATERIAL ADICIONAL EXAMINADO: ARGENTINA: Instituto Nacional de
Tecnologia  Agropecuaria, Salta, 643, “Lab reared by URISA”, 1983
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(USNMENTO00865125); mismos datos excepto 1299 (USNMENT00865155); Puesto Villa
Flores, Salta, 24'J&, “Domestic cattle”, 12-X11-1978 (USNMENTO00957895). BOLIVIA:
Santa Cruz, Region del Chaco, 14, “man” (=Homo sapiens), 07-111-1973
(USNMENTO00957881). BRASIL: Granja Alegria, 130 km de Corumba, Mato Grosso, 29 9,
14, Nasua nasua, I1V-1998 (RML122936); Pantanal, 299, Nasua nasua, 1-1998
(RML122960); Sio Paulo, 19, 13, “wild cat”, ND (USNMENT00957888). COSTA RICA:
Area de Conservacion de Guanacaste, Cuajiniquil, Guanacaste, 19, Homo sapiens, ND
(USNMENTO00865144). GUATEMALA: Hacienda Miramar, Nentén, 1J, Urocyon
cinerargenteus, 18-X1-1948 (USNMENTO00957894). PANAMA: ND, 244, Odocoileus
virginianus,  2-V-1963  (USNMENT00957878);  Balboa, 19, ND, ND
(USNMENTO00957883). PARAGUAY: Chaco paraguayo, Filadelfia, 19, Catagonus
wagneri, 18-1X-1985 (RML118132); Columbus Zoo Hospital, 1, “armadillo”, 14-1V-1999
(USNMENTO00865140); Estancia Faro Moro, Boquerdn, 15, Lycalopex sp. (=Dasicyon), ND
(USNMENT00957890); misma localidad excepto 299, 1943, Puma concolor, ND
(USNMENTO00957880); 299, 2dd,  (USNMENT00957884); 329, 1d
(USNMENT00957887); 42 2, 243 (USNMENT00957891); 22 @ (USNMENT00957892);
19 (USNMENT00957893); misma localidad excepto 33'J, Leopardus geoffroyi (=Oncifelis
geoffroyi), ND (USNMENT00957877); 14 (USNMENT00957879); misma localidad
excepto, 499, 14, Panthera onca, ND (USNMENT00957886); 1.
(USNMENTO00957889). VENEZUELA: Puerto La Cruz, Mochima, 14, “on wooded
coastline”, 18-1-1984 (USNMENTO00957885).

COMENTARIOS TAXONOMICOS: Amblyomma parvum fue considerada como
una especie con machos heteromorficos ya que algunos ejemplares presentaban placas
quitinosas ventrales en cada uno de los festones denominadas carenas y otros, no
(Ivancovich, 1973; Guglielmone y Hadani, 1980). En la descripcion original Aragao (1908a)
no refirid la presencia de carenas en los machos, sin embargo, en un trabajo publicado en
1911 describi6 e ilustrd este caracter (Aragdo, 1911). Considerando estas variaciones y
diferencias entre las hembras, Guglielmone et al. (1990) re-describieron a los machos con
carenas como A. parvum y describieron una nueva especie, Amblyomma pseudoparvum

tomando como base a los machos sin carenas. La validez biologica de A. parvum y A.
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pseudoparvum ha sido confirmada no solo por las diferencias morfoldgicas, sino también por
no tener progenie viable de cruzas reciprocas proveniente de poblaciones simpatridas
(Guglielmone y Mangold, 1993).

Recientemente Lado y colaboradores (2016), notaron que la distribucion geografica
de A. parvum es discontinua entre Argentina y Brasil y que las poblaciones de garrapatas de
ambos paises presentan una divergencia genética alta al utilizar diversos marcadores
moleculares (16S rDNA, 12S rDNA, Coxl, ITS2), lo que llevo a postular que en realidad se
trataba de dos entidades taxondmicas distintas. Asimismo, Nava et al. (2016) demostraron
que ambas poblaciones de garrapatas podian entrecruzarse y dejar descendencia fértil, y
ocupar un nicho ecoldgico similar, concluyendo que las dos poblaciones correspondian a la
misma especie.

Nuestros ejemplares coinciden con lo descrito por Robinson (1926); Guglielmone et
al. (1990); Voltzit (2007); Lopez Valencia (2017); Nava et al. (2017); Bermudez et al.
(2018) en la forma y tamafio de los espolones de la coxa I, la profundidad y distribucion de
las puntuaciones del escudo asi como la presencia de carenas en los machos. En particular,
éste Ultimo es uno de los caracteres diagndsticos que permite diferenciar a los machos de
Amblyomma parvum de Amblyomma pseudoparvum (Guglielmone et al. 1990). Sin embargo,
notamos que existe una enorme variacion en el tamafio de este caracter a lo largo de su

distribucion como se habia reportado con anterioridad (Nava et al. 2016).
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Figura 14. Amblyomma parvum. Hembra. A. Vista dorsal. B. Vista ventral. Macho. C.

Vista dorsal. D. Vista ventral.
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Figura 15. Amblyomma parvum. Base del gnatosoma. Hembra. A. Vista dorsal. B. Vista

ventral. Macho. C. Vista dorsal. D. Vista ventral.
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Figura 16. Distribucion geografica de Amblyomma parvum en México con registros

provenientes de Colecciones Cientificas.
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Amblyomma sp.
Figs. 17-18

Hembra: Cuerpo ovalado y ligeramente alargado, escapula redondeada, surco
cervical mediano, surco marginal completo. Dorso: Escudo: Largo 1.4, ancho 1.63, sin
ornamentacion, coloracion uniforme, siendo mas claro en el centro del escudo (Fig. 17A).
Puntuaciones moderadamente profundas, distribuidas uniformemente (Fig. 17A). Ojos:
planos, no orbitados. Notum (porcion dorsal del idiosoma donde no hay escudo): liso.

Vientre: Tubérculos quitinosos en el margen posterior del cuerpo ausentes. Abertura
genital: localizada entre las coxas IlI-11I, forma de “U” (Fig. 17B). Patas: coxas | con dos
espolones grandes, terminando en punta roma, subiguales en tamafio, siendo el externo mas
grueso que el interno; los espolones no tocan el borde anterior de la coxa Il; coxas I1-1V cada
una con un espolon externo pequefio, subtriangular, romo. Trocanter | con un espolon
pequefio y romo. Placa espiracular: en forma de coma; largo 0.4, ancho 0.29.

Gnatosoma: Artejo | del pedipalpo con un espolon ventral dirigido posteriormente
(Fig. 18B). Hipostoma: espatulado, formula dental 3/3. Base del gnatosoma: Subtriangular,

cornuas pequefas, areas porosas ovales (Fig. 18A).

Macho: Cuerpo ovalado y ligeramente alargado, escapula redondeada, surco cervical
pequefio y en forma de coma, surco marginal completo. Dorso: Escudo: Largo 2.04 (+0.02),
ancho 1.33, sin ornamentacion, coloracion uniforme. Puntuaciones moderadamente
profundas, distribuidas uniformemente (Fig. 17C). Ojos: planos, no orbitados.

Vientre: Abertura genital: localizada al nivel de las coxas II, forma de “U” (Fig.
17D). Patas: coxas | con dos espolones grandes, subiguales en tamafio, siendo el externo
ligeramente més grande y grueso que el interno; espolén externo grande, romo, sin alcanzar
el borde anterior de la coxa Il; coxas Il-IV cada una con un espolon externo pequefio,
subtriangular, con punta roma. Trocanter I con un espolon pequefio y romo. Placa
espiracular: en forma de coma, largo 0.36 ancho 0.15 (£0.01).

Gnatosoma: Artejo | del pedipalpo con un espoldn ventral curvado hacia el interior
semejando un par de cuernos (Fig. 18D). Hipostoma: espatulado, formula dental 3/3. Base
del gnatosoma: Subrectangular, cornuas cortas (Fig. 18C).
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MATERIAL EXAMINADO. MEXICO (Fig. 19; APENDICE VI): OAXACA:
Dominguillo, 19, 28J, Didelphis sp., 21-1X-1948 (CNAC005191).

COMENTARIOS TAXONOMICOS: Los ejemplares presentaron una
combinacidn de caracteres distinta a la de Amblyomma auricularium y Amblyomma parvum.
Por ejemplo, la forma y tamafio de los espolones coincide con lo descrito para A.
auricularium aungue la forma del escudo y las puntaciones son més afines a las de A. parvum.
Sin embargo, los machos que se revisaron no presentan las carenas en los festones, caracter
diagndstico para los machos de A. parvum (Guglielmone et al. 1990; ver comentarios
taxondmicos de A. parvum) y difiere de ambos taxones por la forma alargada del idiosoma.
Durante la estancia en la USNMENT se revisaron especimenes de la especie A. auricularium
muy parecidos a nuestros ejemplares respecto a la forma del idiosoma
(USNMENTO00955041, USNMENTO00955046 y USNMENTO00955086), aunque los
espolones de la coxa | si corresponden a los de esta especie. Al contar con muy pocos
especimenes y debido a la antigliedad de los mismos, se decidi6 asignar a los ejemplares
hasta un nivel genérico. Se necesita realizar nuevas colectas cerca de la localidad con la
finalidad de observar si estas caracteristicas son reflejo de variabilidad intraespecifica de
alguna de las dos especies o si se trata de un taxdn nuevo para la ciencia al complementar el
analisis con otras herramientas como la biologia molecular o la obtencion de imagenes de

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

53



¢ —em D

Figura 17. Amblyomma sp. Hembra. A. Vista dorsal. B. Vista ventral. Macho. C. Vista
dorsal. D. Vista ventral.
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Figura 18. Amblyomma sp. Base del gnatosoma. Hembra. A. Vista dorsal. B. Vista ventral.
Macho. C. Vista dorsal. D. Vista ventral.
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Figura 19. Distribucion geografica de Amblyomma sp. en México con registros
provenientes de Colecciones Cientificas.
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Lista huésped-parasito

MAMMALIA
CARNIVORA
Canidae
Canis latrans Say
Amblyomma inornatum
Canis lupus familiaris Linnaeus
Amblyomma auricularium
Amblyomma inornatum
Amblyomma parvum
Cerdocyon thous Linnaeus
Amblyomma auricularium
Chrysocyon sp.
Amblyomma auricularium
Lycalopex sp.
Amblyomma parvum
Urocyon cinereoargenteus (Schreber)
Amblyomma inornatum
Amblyomma parvum
Felidae
Felis silvestris catus Schreber
Amblyomma parvum
Leopardus geoffroyi (D’Orbigny y Gervais)
Amblyomma parvum
Leopardus pardalis (Linnaeus)
Amblyomma parvum
Lynx rufus (Schreber)
Amblyomma inornatum
Panthera onca (Linneaus)

Amblyomma inornatum
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Amblyomma parvum
Puma concolor (Linnaeus)

Amblyomma parvum
Mephitidae
Conepatus leuconatus (Lichtenstein)

Amblyomma inornatum
Conepatus semistriatus (Boddaert)

Amblyomma auricularium
Mustelidae
Galictis vittata (Schreber)

Amblyomma auricularium
Procyonidae
Nasua narica Linnaeus

Amblyomma auricularium

Amblyomma parvum
Nasua nasua (Linnaeus)

Amblyomma parvum
Procyon lotor (Linnaeus)

Amblyomma parvum

CETARTIODACTYLA

Bovidae

Bos primigenius taurus Linnaeus
Amblyomma auricularium
Amblyomma inornatum

Capra aegagrus hircus (Linnaeus)
Amblyomma inornatum

Cervidae

Mazama temama Kerr
Amblyomma inornatum

Odocoileus virginianus (Zimmermann)
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Amblyomma auricularium
Amblyomma inornatum
Amblyomma parvum
Tayassuidae
Catagonus wagneri (Rusconi)
Amblyomma parvum
Pecari tajacu (Linnaeus)
Amblyomma inornatum
Tayassu pecari (Link)

Amblyomma inornatum

CINGULATA
Dasypodidae
Dasypus kappleri Krauss
Amblyomma auricularium
Dasypus novemcinctus Linnaeus
Amblyomma auricularium
Amblyomma inornatum
Dasypus sabanicola Mondolfi
Amblyomma auricularium
Dasypus sp.
Amblyomma auricularium
“Armadillo”
Amblyomma auricularium

Amblyomma inornatum

DIDELPIMORPHIA

Didelphidae

Philander opossum (Linnaeus)
Amblyomma auricularium

Didelphis sp.
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Amblyomma sp.

LAGOMORPHA

Leporidae

Sylvilagus cunicularius (Waterhouse)
Amblyomma parvum

Sylvilagus floridanus (J.A. Allen)

Amblyomma inornatum

“conejo”

Amblyomma inornatum
“liebres”

Amblyomma inornatum

Amblyomma parvum
PILOSA

Myrmecophagidae

Tamandua mexicana (Saussure)
Amblyomma auricularium

Tamandua tetradactyla Linnaeus
Amblyomma auricularium

Tamandua sp.

Amblyomma auricularium

PERISSODACTYLA
Equidae
Equus ferus caballus Linnaeus

Amblyomma parvum

PRIMATES
Hominidae

Homo sapiens Linnaeus
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Amblyomma auricularium
Amblyomma inornatum

Amblyomma parvum

RODENTIA
Cricetidae
Sigmodon hispidus Say y Ord
Amblyomma auricularium
Amblyomma inornatum
Sigmodon mascotensis J.A. Allen
Amblyomma inornatum
Nidos de Neotoma sp.
Amblyomma inornatum
Cuniculidae
Cuniculus paca (Linnaeus)
Amblyomma auricularium
Amblyomma inornatum
Dasyproctidae
Dasyprocta punctata Gray
Amblyomma inornatum
Sciuridae
Otospermophilus beecheyi (Richardson)

Amblyomma inornatum

AVES

CUCULIFORMES

Cuculidae

Geococcyx californianus (Lesson)

Amblyomma inornatum

PASSERIFORMES
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Mimidae
Toxostoma longirostre (Lafresnaye)

Amblyomma inornatum

REPTILES
SQUAMATA
“Iguana”

Amblyomma auricularium
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Analisis filogenéticos

Debido a variaciones en el éxito de la amplificacién, no fue posible la obtencion de
secuencias de todos los genes para cada una de las muestras (APENDICE VI1). Se obtuvieron
un total de 40 secuencias de los tres marcadores moleculares: 20 para 16S rDNA, 10 para
Coxl y 10 para ITS2 (APENDICE VII). La longitud de las matrices de datos fueron las
siguientes: 371 pb (pares de bases) con 52 terminales para el gen 16S rDNA (20 secuencias
de este trabajo y 32 secuencias de GenBank); 518 pb y 51 terminales para el gen CoxI (10
secuencias de este trabajo y 41 secuencias obtenidas de GenBank), 1221 pb y 24 terminales
para ITS2 (7 secuencias de este trabajo y 17 secuencias obtenidas de GenBank). La matriz de
los datos mitocondriales consistio de 876 pb y 49 terminales (15 secuencias de este trabajo y
34 secuencias provenientes de GenBank).

Los arboles obtenidos con cada uno de los genes asi como el del analisis concatenado
muestran la misma topologia aunque el arreglo de las ramas internas no es concordante entre
ellos. En cada uno de los analisis se recuperan dos clados con las secuencias de los ejemplares
mexicanos que fueron obtenidas durante este trabajo: el de Amblyomma inornatum y el que
denominamos Amblyomma auricularium/Amblyomma parvum. Este clado incluye las
secuencias de A. auricularium y A. parvum de México més las secuencias de Centroamérica
(Panam4, Costa Rica, El Salvador) de ambas especies con datos de GenBank (Fig.20-27).
Este grupo es distinto al clado de Amblyomma parvum de Sudamérica (Argentina y Brasil)
como se reporto previamente (Lado et al., 2016). Sin embargo, las secuencias disponibles de
Amblyomma auricularium provenientes de Brasil también se separan como una entidad

taxondmica distinta.

Marcadores moleculares individuales

16S rDNA

El modelo de sustitucion de nucle6tidos que mejor se ajusto a los datos para el analisis
de MV fue el Tamura 3 parametros con una distribucién gamma (T92 + G) de acuerdo a la
prueba estadistica de BIC. El valor de verosimilitud fue de -2108.174947. Tanto el analisis
de MV como el de IB recuperan un grupo interno monofilético con altos valores de apoyo

(93 y 0.8, respectivamente) (Figs. 20-21). Amblyomma pseudoparvum aparece como un clado
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independiente y basal que a su vez esta mas relacionado con los ejemplares de Amblyomma

parvum de Sudamérica. Por otro lado, A. inornatum y A. auricularium/A. parvum se

recuperan como grupos hermanos pero con valores de apoyo bajos. Finalmente, en el anélisis

de IB las secuencias de Brasil de Amblyomma auricularium forman un grupo monofilético

representado por una politomia que aparecen como grupo hermano de A. pseudoconcolor,

mientras que en MV ambos clados aparecen de forma independiente. El anélisis de distancias

genéticas arrojo que todos los clados presentan una distancia mayor al 7% y mayor al 14%

respecto a los grupos externos (Tabla 1).

Tabla 1. Distancias genéticas obtenidas entre los clados para el gen 16S rDNA. Valores

expresados como porcentaje.

Amblyomma auricularium auri | pspar | au/pa | ino | parv | pscon | amer | mix | Scul
Amblyomma pseudoparvum 12.7

Amblyomma auricularium/ Amblyomma | 9.6 125

parvum

Amblyomma inornatum 125 13.9 7.7

Amblyomma parvum 122 15 8.9 131

Amblyomma pseudoconcolor 10.8 14.6 119 | 125 | 143

Amblyomma americanum 21.2 18.3 20.2 | 236 | 232 | 233

Amblyomma mixtum 14.3 16.4 16.1 | 198 | 21.2 | 185 | 164
Amblyomma sculptum 14.8 19.7 165 | 188 | 195 | 171 | 197 9.6
Haemaphysalis 28 28.2 265 | 26.6 | 305 29 254 | 263 | 244
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Figura 20. Arbol de compromiso inferido del marcador 16S rDNA. El arbol fue obtenido mediante MV. Ndmeros por encima de las

ramas representan valores de bootstrap.
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ramas representan probabilidades posteriores.

Figura 21. Arbol de consenso inferido del gen mitocondrial 16S rDNA. El arbol fue obtenido mediante IB. Nimeros por encima de las
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Coxl

El modelo de sustitucion de nucleotidos que mejor se ajusto a los datos para el analisis
de MV fue el Tamura-Nei + G + | de acuerdo a la prueba estadistica de BIC y el valor de
verosimilitud fue de -2741.901497. Tanto el analisis de MV como el de IB recuperan un
grupo interno monofilético con altos valores de apoyo (90 y 0.8 respectivamente) (Figs. 22-
23). En ambos andlisis, las secuencias de Amblyomma parvum de Argentina y Brasil se
agrupan en dos clados separados como se reportd en el trabajo de Lado et al. (2016). En
nuestros andlisis, ambos clados estan separados entre si por una divergencia del 6.3% (Tabla
3) aunque ya se ha comprobado previamente mediante un andlisis de evidencia total que
ambas poblaciones corresponden a la misma entidad taxondmica (Nava et al., 2016).
Mientras que en el analisis de IB Amblyomma pseudoparvum y A. inornatum aparecen como
grupos hermanos con un valor de probabilidades posteriores de 0.7, en el analisis de MV
aparecen como dos taxones independientes. El célculo de distancias genéticas arroja que los
clados estan separados entre si por valores superiores al 6% de divergencia y mayores al 14%

para los grupos externos (Tabla 2).

Tabla 2. Distancias genéticas obtenidas entre los clados para el gen CoxI. Valores expresados

como porcentaje.

Amblyomma auricularium/Amblyomma | au/pa | par par inor pseu | mac | tig diss
parvum Arg Bra

Amblyomma parvum Argentina 12.6

Amblyomma parvum Brasil 12.2 6.3

Amblyomma inornatum 135 17.2 15.1

Amblyomma pseudoparvum 14.8 16.8 14.7 174

Amblyomma maculatum 16.6 175 17.2 184 | 18.1

Amblyomma tigrinum 14.5 17.8 15.3 177 | 185 | 8
Amblyomma dissimile 17.4 19.8 20.2 19.8 | 229|203 | 184
Haemaphysalis 26.6 26.5 26.4 29.9 | 276|241 | 24 22
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Figura 22. Arbol de compromiso inferido del marcador CoxI. El arbol fue obtenido mediante MV. Nimeros por encima de las ramas

representan valores de bootstrap.
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Figura 23. Arbol de consenso inferido del gen mitocondrial Coxl. El &rbol fue obtenido mediante IB. Nimeros por encima de las

ramas representan probabilidades posteriores.



ITS2

El modelo de sustitucion de nucleotidos que mejor se ajusto a los datos para el analisis
de MV fue el Tamura 3 parametros + G de acuerdo a la prueba estadistica de BIC. El valor
de verosimilitud fue de -4245.051678. En ambos analisis la topologia es concordante (Figs.
24-25). El grupo interno se recupera como monofilético con altos valores de apoyo (1 para
IB y 100 para MV). En estos analisis el clado Amblyomma auricularium/A. parvum se
recupera como grupo hermano de A. inornatum. El clado de Amblyomma parvum aparece
mas relacionado con el grupo (A. auricularium/A. parvum + A. inornatum) mientras que A.
pseudoconcolor aparece como un grupo independiente. Los valores de divergencia van desde
el 1.8% (entre A. auricularium/ A. parvum y A. inornatum) hasta el 10.2% (entre A. parvum
y A. pseudoconcolor). Respecto a los grupos externos, los valores de divergencia son
mayores al 20% (Tabla 3).

Tabla 3. Distancias genéticas obtenidas entre los clados para el gen 1TS2. Valores expresados

como porcentaje.

Amblyomma auricularium/Amblyomma | au/pa Inor parv | pseud | sculp | mixt
parvum

Amblyomma inornatum 1.8

Amblyomma parvum 5.8 5

Amblyomma pseudoconcolor 9.3 8.8 10.2

Amblyomma sculptum 29.3 21.7 30 32.5

Amblyomma mixtum 26.2 24.3 26.3 28.4 1.7
Haemaphysalis 142.1 139.7 | 151.6 | 139.9 | 106.3 | 100.3
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Figura 24. Arbol de compromiso inferido del gen nuclear ITS2. El arbol fue obtenido mediante MV. Nimeros por encima de las ramas

representan valores de bootstrap.
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Figura 25. Arbol de consenso inferido del gen nuclear 1TS2. El arbol fue obtenido mediante IB. Nimeros por encima de las ramas

representan probabilidades posteriores.



Matrices concatenadas de datos mitocondriales

Se concatenaron solamente las matrices de datos mitocondriales debido a que del gen
ITS2 obtuvimos muy pocos amplicones de pocas muestras (Figs. 26 y 27). El modelo de
sustitucion de nucleétidos que se utilizd para realizar estos andlisis fue el mas complejo, es
decir el General Time Reversible con distribucién gamma y la presencia de sitios invariables
(GTR + G + 1). La topologia es muy distinta en ambos analisis debido principalmente a la
naturaleza de los andlisis. En ambos analisis el grupo interno se recupera como monofilético
con altos valores de apoyo (99 para MV y 1 para IB). El &rbol mejor resuelto corresponde al
de MV (Fig. 26) con un valor de verosimilitud de -5346.553850 donde el clado de A.
inornatum aparece como grupo hermano de A. pseudoparvum pero con un valor de apoyo
menor al 80; lo mismo sucede con los clados de A. parvum de Sudameérica y A. auricularium/
A. parvum; en el caso de A. auricularium y de A. pseudoconcolor ambos clados aparecen
independientes. En el caso del obtenido con IB (Fig. 27) las relaciones entre el grupo interno
aparecen representadas como una politomia. Las distancias genéticas fueron calculadas
mediante las distancias observadas (distancias-p) las cuales arrojan que cada clado esta
separado entre si por valores mayores al 8% Yy respecto a los grupos externos mayores al 14%
(Tabla 4).
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Tabla 4. Distancias genéticas obtenidas entre los clados para las matrices concatenadas de

los marcadores mitocondriales. VValores expresados como porcentaje.

Amblyomma au/pa | inor | parv pspar auric pscon | Amer diss | scul | mixt | tigr
auricularium/

Amblyomma parvum

Amblyomma 8.1

inornatum

Amblyomma parvum 9.5 11.7

Amblyomma 113 | 122 125

pseudoparvum

Amblyomma 8.8 10.8 10.3 114

auricularium

Amblyomma 10 105 11.6 12.6 9.7

pseudoconcolor

Amblyomma 15 17.4 17.6 16.3 16.9 17.9

americanum

Amblyomma 15.7 | 17.7 17.9 18 19.1 195 16.9

disismile

Amblyomma 156 | 17.3 16.7 16.5 13.7 16.1 16.6 17

sculptum

Amblyomma mixtum 145 | 157 16 15.6 12.1 15.6 15.6 112 | 11.2
Amblyomma 131 | 165 15 15.1 155 16.3 16.3 17 | 179 | 16.3
tigrinum

Haemaphysalis 19.1 | 199 20.7 19.9 20.1 21.1 20.3 19.1 | 19.1 | 185 | 171
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Figura 26. Arbol de compromiso inferido de las matrices concatenadas de los genes mitocondriales. El arbol fue obtenido mediante

MV. Numeros por encima de las ramas representan valores de bootstrap
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Figura 27. Arbol de consenso inferido de las matrices concatenadas de los genes mitocondriales. El arbol fue obtenido mediante IB.

Numeros por encima de las ramas representan probabilidades posteriores.
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DISCUSION

Los ejemplares analizados durante el presente estudio asi como las secuencias
obtenidas de la especie Amblyomma inornatum muestran que se trata de un taxén natural y
delimitado tanto por caracteres morfologicos (e. g. ausencia de espolon en el artejo | del
pedipalpo, espolones de la coxa I desiguales en tamafio, puntuaciones del escudo profundas
en ambos sexos) como por caracteres moleculares (i.e. formacion de un clado distinto con
distancias interespecificas genéticas altas). En este trabajo se obtuvieron las primeras
secuencias de esta especie para los genes Coxl e ITS2, asi como las primeras provenientes de
México provenientes tanto de la region Neartica como de la Neotropical.

Por otro lado, existe una discordancia entre los ejemplares de A. parvum y A.
auricularium de México. Aunque ambos taxones pueden ser separados facilmente utilizando
caracteres morfolégicos como el tamafio y forma de los espolones de la coxa I, largo y ancho
del escudo, asi como la profundidad y disposicién de las puntuaciones, no ocurre lo mismo
con los caracteres moleculares ya que en todos los anélisis realizados ambos taxones se
agrupan en un mismo clado (Figs. 20-27). Las relaciones internas entre los clados obtenidos
siempre fueron distintas y prueba de ello es que el arbol de IB del anélisis concatenado arrojo
una politomia debido a que este tipo de andlisis utiliza una prueba de consenso estricto para
representar sus resultados, contrario a los anélisis de MV que utiliza un arbol de compromiso
(Baum y Smith 2012).

Los valores de divergencia genética obtenidos en nuestros andlisis para este clado que
denominamos como A. auricularium/A. parvum son altos cuando se compara con los demas.
Para el caso del marcador 16S rDNA las distancias genéticas entre los clados son siempre
mayores al 7%; estos datos son similares a los obtenidos por Lado et al. (2016) donde el
clado de Sudamérica de A. parvum y el de Centroamérica-México estan separados por
distancias que van del 6.8-8.4%, mientras que las distancias dentro del clado sudamericano
son menores al 1.4%. Sin embargo, para el caso del gen Coxl, las distancias entre los clados
de nuestros analisis siempre son mayores al 6% contrario a las obtenidas en el analisis de
Lado et al. (2016) donde las distancias entre los dos clados sudamericanos obtenidos
(Argentina vs. Brasil) varian entre el 4.3 y 6.2%, mientras que las distancias entre cualquiera

de esos dos clados respecto a las secuencias Centroamérica-Meéxico varian entre el 9.8 y
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11.2%. Tanto el gen 16S rDNA como Coxl han sido ampliamente utilizados en el barcoding
(i. e. el uso de secuencias cortas y estandarizadas para la identificacion de especimenes) en
garrapatas (Lv et al., 2014a; 2014b; Paternina et al., 2016; Ondrejicka et al., 2017). Sin
embargo, se ha observado que el gen Coxl tiene limitaciones filogenéticas en complejos de
especies de garrapatas (Paternina et al., 2016), lo que podria llevar a una identificacion
errénea si solo se utiliza el barcoding sin incorporar otras fuentes de evidencia como la
morfologia, ecologia o biogeografia. Los genes mitocondriales y nucleares no muestran
siempre la misma historia evolutiva debido a sus mecanismos de herencia que son muy
distintos entre si (Beati et al., 2013). En trabajos previos, el marcador ITS2 ha resultado
informativo a un nivel intragenérico en especies de Amblyomma neotropicales (Marrelli et
al., 2007) y entre poblaciones de Amblyomma americanum (Reichard et al., 2005), pero no
dentro de Amblyomma variegatum (Beati et al., 2012) probablemente por tratarse de una
especie que evoluciono recientemente (Beati et al., 2013). En nuestros andlisis, la distancia
genética entre el clado A. auricularium/ A. parvum y A. parvum de Sudamérica es de 5.8%
que es cercano al valor obtenido por Lado et al. (2016), quienes obtuvieron valores que
oscilaron entre 3.6 a 5.5% utilizando s6lo secuencias de A parvum de Centroamérica. El uso
por si s6lo de distancias genéticas obtenidas de un solo marcador no deberia ser utilizado
como una evidencia conclusiva en el estado taxondémico al nivel de especies dentro de este
género (Nava et al., 2016; Dantas-Torres, 2018).

Dantas-Torres (2018) realiz6 un meta-andlisis sobre los conceptos de especies que se
suelen utilizar en la delimitacion y descripcidn de nuevas especies de garrapatas. Este autor
menciona que en el pasado, el concepto tipoldgico, es decir, aquel en donde las especies
estan agrupadas por individuos que comparten caracteres morfoldgicos comunes y fijos que
les permite separarlos de otros grupos, fue el méas utilizado (Dantas-Torres, 2018). Sin
embargo, hoy en dia es cada vez mas comudn encontrar articulos donde se utilizan
aproximaciones integrativas (i.e. el uso de distintas lineas de evidencia) en la circunscripcion
de especies (e.g. Beati et al., 2013; Lado et al., 2016, 2018; Nava et al., 2016). Las garrapatas
de este género representan un reto para la sistematica pues existen complejos de especies
donde los caracteres morfoldgicos y moleculares empatan y permiten la delimitacion de
especies de manera “facil” (Beati et al., 2013), complejos donde las distancias genéticas son

altas pero la morfologia y la ecologia son las mismas (Lado et al., 2016; Nava et al., 2016) y
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casos donde la morfologia es muy distinta pero molecularmente no existen diferencias (Lado
et al., 2018). A esto ultimo algunos autores lo denominan “plasticidad fenotipica” que se
define como “la habilidad de genotipos individuales para producir diferentes fenotipos
cuando son expuestos a diferentes condiciones ambientales” (Pigliucci et al., 2006; Fusco y
Minelli, 2010). Paula Lado y colaboradores (2018) encontraron que aunque existian
caracteres para diferenciar a las especies A. maculatum, A.triste y A. tigrinum, como la forma
y numero de sedas y/o espolones en las tibias, molecularmente ellos recuperaron a A.
maculatum y A. triste dentro del mismo clado. Los autores proponen a la plasticidad
fenotipica como una de las posibles causas de esta alta variabilidad morfoldgica y mencionan
que es posible que estas diferencias morfoldgicas sutiles sean el resultado de una adaptacion
muy rapida a varios ambientes que son ligeramente distintos y que todavia no estan asociados
con una diferenciacidon genética suficiente para poder hablar en términos de especiacion
(Lado et al., 2018).

En el grupo de los &caros en general se conoce el fendbmeno denominado como
“estasis morfoldgica”, es decir, el “aislamiento genético en la ausencia de una diferenciacion
morfologica aparente” (ver Skoracka et al., 2015). Aunque este término es utilizado para
explicar la presencia de especies cripticas en acaros, no puede ser aplicado al clado A.
auricularium/A. parvum ya que en este caso las especies si se pueden separar
morfolégicamente pero molecularmente, no, que es practicamente la definicion contraria de
especies cripticas.

De acuerdo a los datos obtenidos de la revision de ejemplares depositados en
colecciones cientificas, la mayoria de los registros de A. auricularium provienen de Bolivia,
Colombia, Estados Unidos, Honduras, México, Nicaragua, Panam4, Trinidad y Tobago y
Venezuela, y la gran mayoria de los especimenes fueron colectados sobre miembros del
superorden Xenarthra, es decir, sobre armadillos (orden Cingulata) y osos hormigueros
(Orden Pilosa). Estos ordenes presentan una historia biogeografica muy bien estudiada y se
sabe que formaron parte del llamado “Gran Intercambio Bidtico Americano” (GABI, por sus
siglas en inglés), teniendo un origen y diversificacion en Sudamérica y cruzando hacia
Norteamérica durante la formacion del Istmo de Panama (McDonald, 2005). Diversos
estudios con garrapatas del género Amblyomma han demostrado que su historia evolutiva

esta relacionada con la propia biogeografia del continente americano (Beati et al., 2013; Lado
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et al., 2016; 2018). Podemos suponer que los xenarthros cruzaron el Istmo acompafados de
sus garrapatas durante el GABI y por ello vemos una clara separacion entre un grupo
Sudamericano y otro correspondiente a Centro y Norteamérica.

Debido a que el material tipo con el que fue descrita A. auricularium proviene de
Argentina, es claro que el nombre del taxdn corresponde a los ejemplares sudamericanos. Sin
embargo, la discordancia entre la descripcion original y las redescripciones subsecuentes
sobre si A. auricularium es 0 no una especie ornamentada, no puede ser resuelta hasta que
sean incorporados a los andlisis ejemplares y secuencias moleculares provenientes de
Argentina, Brasil, Colombia, Bolivia, con la finalidad de establecer de manera mas clara el
estado taxondmico de esta especie.

Por otro lado, A. parvum, de acuerdo a nuestros datos ha sido colectada en Argentina,
Bolivia, Brasil, Costa Rica, Guatemala, México, Panam4, Paraguay y Venezuela parasitando
carnivoros principalmente y teniendo algunos registros sobre humanos. Las secuencias de
México y Centroamérica de este taxdn se agrupan en el mismo clado con las secuencias de
A. auricularium de ambas regiones tanto en los analisis utilizando marcadores mitocondriales
como en el marcador nuclear. Debido a lo anterior, se descarta la posibilidad de que alguno
de los taxones presente heteroplasmia mitocondrial, es decir, la presencia de mas de un tipo
de DNA mitocondrial dentro de una célula o individuo, una heredada via materna y otra via
paterna, que pueden afectar la inferencia de la historia evolutiva de las especies o poblaciones
(Dantas-Torres, 2018; Mastrantonio et al., 2019).

El sorteo incompleto de linajes, es decir, el mantenimiento de variacion genética
dentro de un linaje de metapoblaciones desde un evento de especiacion hasta el siguiente,
resultando en una coalescencia profunda y la incongruencia entre el arbol de especies versus
el arbol de genes (Baum y Smith, 2012; Leliart et al., 2014) también podrian explicar el caso
del clado A. auricularium/ A. parvum. Se ha propuesto que ademas de la heteroplasmia
mitocondrial, otros fendomenos que pueden explicar la presencia de sorteo incompleto de
linajes son la hibridacion y la introgresion. En garrapatas se han detectado casos de hibridos
(ejemplares producto del entrecruzamiento de dos especies distintas) encontrados en la
naturaleza como en el género Dermacentor (Araya-Anchetta et al., 2013), Ixodes (Kovalev
et al., 2015; 2016), Hyalomma (Rees et al., 2003) y por supuesto, en Amblyomma (Bournez
et al., 2015). En este tipo de ejemplos, la hibridacion esta acompafiada de introgresion que
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se define como la incorporacion de genes de una especie hacia el pool genético de otra
(Dantas-Torres, 2018).

Aunque la plasticidad fenotipica, la heteroplasmia mitocondrial, la hibridacion, la
introgresion y el sorteo incompleto de linajes podrian explicar las causas de la
incompatibilidad morfologica y molecular en el clado A. auricularium/A. parvum, es
necesaria la colecta de mas ejemplares provenientes de Centroamérica y del Norte de
Sudamérica (e.g. Colombia, Venezuela, Ecuador, Per() con la finalidad de delimitar ambas
unidades taxonémicas y su distribucion geografica, asi como tener datos mas robustos que
nos permitan realizar otro tipo de andlisis como reloj molecular. Asimismo, es necesaria la
revision de los taxones que han sido propuestos como sindnimos tanto de A. auricularium
como de A. parvum y poder hacer la designacion de un neotipo para A. auricularium.
Ademas, al contar con un mayor numero de ejemplares nos podrd permitir detectar
variaciones intra e interespecifica. Otra opcién para solucionar las problematicas dentro del
complejo A. auricularium/A. parvum es el uso de marcadores con una tasa de mutacion rapida
como los microsatélites, utilizados en la genética de poblaciones (Araya-Anchetta et al.,
2015).

Finalmente, en este grupo de especies se han detectado microorganismos asociados
que pueden llegar a tener importancia en la salud publica. En Amblyomma auricularium se
ha detectado a Rickettsia amblyommatis, una bacteria de patogenicidad desconocida (Saraiva
etal., 2013; Lopes et al., 2018). Para el caso de Amblyomma inornatum, Medlin et al. (2015)
detectaron varios agentes causales de enfermedades de interés médico-veterinario como
Rickettsia amblyommatis, Borrelia burgdorferi sensu lato, Candidatus “Borrelia lonestari”,
Erlichia chaffeensis y Erlichia ewingii, aunque los autores mencionan que se desconoce i
las garrapatas pudieran jugar un rol como vectores. Por Gltimo, en Amblyomma parvum se ha
detectado a Candidatus “Rickettsia andeanae” en Argentina (Labruna et al., 2011), Rickettsia
rickettsii en México (Dzul-Rosado et al., 2013), Rickettsia bellii en Brasil (Barbieri et al.,
2019) y Erlichia sp. cepa San Luis (Monje et al., 2019). Aunado a lo anterior, recientemente
se han realizado experimentos con la saliva de ejemplares de A. parvum provenientes de
Brasil y se ha visto que la saliva presenta actividad anti-neoplasica sobre células de cancer

de mama (Sousa et al., 2018).
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Los paréasitos son un componente importante de la biodiversidad, formando parte de
las redes troficas en el ecosistema. Desde un punto de vista ecoldgico y evolutivo, hay
especies de garrapatas que viven en una asociacion tan estrecha con sus huéspedes que la
extincion del mismo, a nivel local (nivel poblacion) o a nivel especie, conllevaria a la
extincion también de la especie de garrapata (Durden y Keirans, 1996). Su alta diversidad
bioldgica se ve correlacionada con el gran nimero de microorganismos patégenos que son
capaces de transmitir (Estrada-Pefia, 2015a). Desde un punto de vista biocultural, las
garrapatas tienen representatividad en la cultura de ciertas poblaciones, apareciendo en
tradiciones orales, en la etimologia de algunos lugares o fungiendo como amuletos de
atraccion (Herrera-Mares y Serrano-Velazquez, 2018; Dzul-Rosado et al., 2018).

Tener un mejor entendimiento sobre los limites de las especies de garrapatas nos
permitira poder establecer mejores programas de control biologico (ver Estrada-Pefia et al.,
2012; Hue et al., 2017), estrategias en epidemiologia (Lado et al., 2018) e investigacion
biomédica (Sousa et al., 2018) al no sobreestimar su riqueza especifica.
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CONCLUSIONES

e Se reconocen morfolégicamente cuatro taxones que tienen distribucion en México y
que cuentan con material depositado en colecciones cientificas: Amblyomma

auricularium, A. inornatum, A. parvum y Amblyomma sp.

e Atraves de los marcadores moleculares utilizados (16S rDNA, Coxl, 1TS2) en este
estudio se recuperaron solo dos clados el de A. inornatum y el clado A.

auricularim/A. parvum.

e Elclado A. auricularium/A. parvum incluye organismos de Centroamérica y

México, diferentes molecularmente a A. auricularium y A. parvum de Sudamérica.

e Amblyomma sp. presenté caracteres morfol6gicos que la sitlan entre A.
auricularium y A. parvum especialmente en la forma y tamafio de los espolones de
la coxa I, del artejo | del pedipalpo y las puntuaciones del escudo. Es necesaria la
colecta de més ejemplares para poder establecer si se trata de un nuevo taxén para la
ciencia o se trata de variabilidad intraespecifica de alguna de las dos especies.

e Se proporcionan las primeras secuencias con los marcadores Coxl e ITS2 para A.

inornatum y para A. auricularium.
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APENDICE I. Localidades (historicas, de salidas al campo y de colecciones cientificas)
reportadas en este estudio.

LOCALIDAD Latitud N Longitud W
CHIAPAS
Agua Fria, Arriaga 16.19557  -93.91533
Reserva de la Bidsfera “Montes Azules” 16.15 -90.86667

16.21667  -90.9

COAHUILA
Rancho La Golondrina, Rio Sabinas, Muzquiz 27.64322  -101.28435
DURANGO
Atotonilco 25.16472  -105.44528
JALISCO
Arroyo Seco, La Huerta 19.35994  -104.93929
Carretera Federal 200 Manzanillo-Puerto Vallarta, 4.4 km  19.49655  -105.04614
SE de Chamela
Eje Central 2000 m, Estacion de Biologia “Chamela” 19.51236  -105.00694
Estacion de Biologia “Chamela” 19.49806  -105.04435
MICHOACAN
Apatzingan 19.08373  -102.35367
Tumbiscatio 18.51666  -102.35
MORELOS
Lomas de Cocoyoc, Oaxtepec 18.92388  -98.93625
Oaxtepec 18.90671  -98.97057
NAYARIT
Tepic 215 -104.9
OAXACA
1.3 km SE de San Bartolo Coyotepec 16.95472  -96.695
1.4 km NW de San José del Progreso 16.68934  -96.70047
Carretera La Venta-Unién Hidalgo, 3.1 km S La Venta 16.54334  -94.82361
Compafiia Minera Cazcuatlan, 1.6 km NW de San José del 16.69194  -96.69964
Progreso
Nizanda, Asuncion Ixtaltepec 16.6575 -95.01055
Santa Catarina de Sena, Tlalixtac de Cabrera 17.04805  -96.60944
SINALOA
Copala 23.39638  -105.93620
Culiacén 24.80157  -107.39363
Los Mochis 25.79280  -108.99018




QUINTANA ROO

Ejido Caoba 18.44552  -89.10428
Ejido Laguna Om 18.45913  -88.93003
TABASCO

Carretera Palenque-Villahermosa ND ND
Teapa 17.54888  -92.95333
TAMAULIPAS

Las Carreras, San Fernando 25.22308  -98.15322
VERACRUZ

32.6 km S de Veracruz 19.19032  -96.15302
Cotaxtla 18.83552  -96.39541
San Evangelista, Xochiapa 17.72944  -95.08344
YUCATAN

Chochola

Dzidzantln 21.24820  -89.04219
Hunucma 21.07563  -89.98939
Mérida 20.96737  -89.59258
Tecanto 21.00765  -89.09794
Tetiz 20.95627  -90.05193
Ticul 20.39772  -89.53660
Valladolid 20.68964  -88.20224
Yaxcheku 21.20722  -87.93305

101



APENDICE Il. Método de extraccion de DNA para garrapatas mediante el uso del kit
QIAGEN DNeasy Blood & Tissue Kit (250)

1. Con ayuda de un par de pinzas Yy tijeras estériles, realizar un corte transversal detras del
ultimo par de patas del ejemplar y colocarlo en un vial Eppendof estéril. Lo anterior se realiza

con la finalidad de preservar el exoesqueleto para mantenerlo como material voucher.

2. Agregar 180 pl de Buffer ATL. Agregar 13ul de proteinasa K, mezclar con ayuda del
vortex e incubar a 56°C hasta que esté completamente degradado el tejido. Se puede dejar

toda la noche incubando.
3. Dar un vortex a la mezcla antes de continuar el procedimiento.

4. Agregar 200ul de buffer AL. Mezclar con ayuda del vortex e incubar a 56°C por 10

minutos.
5. Agregar 200pl de etanol absoluto. Mezclar con ayuda del vortex.

6. Recuperar la mezcla y colocarlo en una “DNeasy Mini spin column” la cual estd armada
en un tubo de colecta de 2 ml. Centrifugar a 8000 r.p.m. por 1 minuto. Descartar el

sobrenadante y el tubo de colecta.

7. Transferir la columna a un tubo colector nuevo. Agregar 500 ul de buffer AWL.

Centrifugar a 8000 r.p.m. durante un minuto. Descartar el sobre nadante y el tubo de colecta.

8. Transferir la columna a un tubo colector nuevo. Agregar 500 pl de buffer AW?2.
Centrifugar a 14000 r.p.m. durante tres minutos. Descartar el sobrenadante y el tubo de

colecta.
9. Transferir la columna a un tubo Eppendorf limpio y etiquetado previamente.

10. Eluir el DNA agregando 100 pl de buffer AE en el centro de la membrana de la columna.

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Centrifugar a 8000 r.p.m por un minuto.
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APENDICE II1. Conjunto de primers y condiciones utilizadas para cada uno de los genes

Oligonucleétido

Secuencia (5° 3°) -

Autor

Condiciones
PCR

16S(+) (Forward)

CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT

Norris et al. (1999)

16S(-) (Reverse)

CTGCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGTGG

Norris et al. (1999)

35 ciclos

95°- 5
94 °- 30
42°-30”
72°-30”
72°-7

Chelicerate forwardl1 (COXI)

TACTCTACTAATCATAAAGACATTGG

Barrett & Hebert (2005)

Chelicerate reversel (COXI)

CCTCCTCCTGAAGGGTCAAAAAATGA

Barrett & Hebert (2005)

35 ciclos

95°- 5°
950-45
42 °- 45>
72°-45”
72°-7

F2LITS2(Forward)

TGAGGGTCGGATCAYATATCA

Beati et al. (2013)

LabruB

GTGAATTCTATGCTTAAATTCAGGGGGT

Beati et al. (2013)

35 ciclos

95°- 5
94 0- 45>
550-1°
72°-1.5
72°-7
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APENDICE IV. Método para purificar DNA de garrapatas utilizando el kit Wizard® SV
Genomic DNA Purification System (Promega)

1. Transferir todo el volumen de DNA de cada tubo de 1.5 ml obtenido durante la extraccion
a una columna armada e individualizada.

2. Centrifugar la columna a 14 000 r.p.m. durante 3 minutos.

3. Agregar 600 pl de Solucién de lavado de columnas (CWA,; con alcohol al 95% agregado)
a cada muestra. Centrifugar a 14 000 r.p.m. por 1 minuto. Descartar el liquido. Repetir este
paso por 3 lavados.

4. Volver a armar la mini columna. Centrifugar a 14 000 r.p.m. por 2 minutos para secar la
matriz de la columna.

5. Transferir la mini columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Agregar 100 pl de agua libre
de nucleasas. Incubar por dos minutos a temperatura ambiente.

6. Centrifugar la columna/tubo de elucién a 14 000 r.p.m. por 1 minuto. No descartar el
liquido de elucion.

7. Remover la minicolumna del tubo de Eppendorf y guardar el DNA purificado de -20 a -
70 °C.
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APENDICE V. Datos morfométricos obtenidos

Tabla 5.1. Comparacion entre las medidas obtenidas de Amblyomma auricularium obtenidas durante este trabajo, la descripcion

original de Conil y la descripcion de Nava et al. (2017)

22 34
Carécter Este estudio Descripcién Original Descripcion Este estudio Descripcién Descripcion
N=8 Conil (1878) Nava et al., 2017 N=61 Original Nava et al.,
Conil (1878) 2017
Largo del escudo 1.23-1.5 1.7-2.1
(1.40+ 0.10) (1.94+0.08)
Ancho del escudo 1.5-1.8 1.23-1.83
(1.69+0.09) (1.40+0.07)
Distancia entre las areas porosas | 0.8-0.19 [ | | e e e
(0.14+0.03)
Diametro de las areas porosas 0.11-016 | L e e e
(0.13+0.01)
Largo del gnatosoma 0.37-0.44 0.19-0.27
(0.4+0.02) (0.23+0.01)
Ancho del gnatosoma 0.54-0.7 0.36-0.44
(0.63+0.04) (0.41+0.01)
Largo del pedipalpo 0.59-0.72 0.368 0.36-0.47 0.294
(0.65+0.07) (0.41+0.01)
Largo del artejo | del pedipalpo 0.09-0.14 0.08-0.13
(0.12+0.02) (0.10+0.008)
Largo del artejo 11 del pedipalpo | 0.21-0.36 0.14-0.19
(0.33+0.05) (0.16+0.01)
Largo del artejo 111 del pedipalpo | 0.16-0.22 0.11-0.19
(0.2+0.02) (0.14+0.01)
Ancho del artejo | del pedipalpo | 0.09-0.13 0.08-0.11
(0.11+0.01) (0.09+0.01)
Ancho del artejo 11 del pedipalpo | 0.08-0.13 0.08-0.11
(0.10+0.02) (0.09+0.01)
Ancho del artejo 111 del pedipalpo | 00.08-0.11 0.08-0.11
(0.10+0.01) (0.09+0.008)
Largo del hipostoma 0.37-0.62 0.32-0.49
(0.52+0.11) (0.36+0.02)
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Ancho del hipostoma 0.14-0.24 0.13-0.16
(0.20+0.03) (0.15+0.01)

Largo de la placa estigmal 0.37-0.55 0.365 0.4-0.52 0.171
(0.50+0.06) (0.45+0.02)

Ancho de la placa estigmal 00.34-0.49 0.242 0.16-0.26 0.132
(0.42+0.04) (0.20+0.01)

Largo del tarso | 0.59-0.77 0.58 0.44-0.6 0.331
(0.69+0.05) (0.52+0.03)

Ancho del tarso | 0.14-0.21 0.13-0.18
(0.17+0.02) (0.15+0.009)
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Tabla 5.2. Comparacion entre las medidas obtenidas de Amblyomma inornatum obtenidas durante este trabajo, la descripcion original

de Banks (1909), las medidas del sinénimo Amblyomma philipi (Cooley y Kohls, 1939) vy la descripcion de Cooley y Kohls (1944).

22 34
Caracter Este estudio Descripcion Original Amblyomma Descripcion | Este estudio Amblyomma Descripcion
N=24 Banks (1909) philipi Cooley y N=27 philipi Cooley y
Kohls, 1944 Kohls, 1944
Largo del escudo 1.23-1.63 15 1.38-1.62 1.36-1.62 1.36-1.9
(1.43 0.10) (1.67+0.10)
Ancho del escudo 1.16-1.5 1.38-1.5 1.44-1.56 0.96-1.16
(1.36+0.08) (1.05+0.05)
Distancia entre las areas porosas | 0.8-0.22 | | L e e e
(0.09+0.008)
Diametro de las &reas porosas 0.11-0.18 | e e e
(0.14+0.01)
Largo del gnatosoma 0.24-0.47 0.90-1.02 0.14-0.26 0.54-0.60
(0.38+0.04) (0.20£0.02)
Ancho del gnatosoma 0.55-0.67 0.60-0.66 0.57-0.66 | 0.36-0.45 0.39 0.37-0.39
(0.61+0.03) (0.38+0.02)
Largo del pedipalpo 0.54-0.8 0.34-0.44
(0.69+0.06) (0.39+0.02)
Largo del artejo | del pedipalpo 0.08-0.15 0.04-0.11
(0.11+0.02) (0.08+0.01)
Largo del artejo 11 del pedipalpo | 0.26-0.42 0.48 0.13-0.19 0.33
(0.37+0.03) (0.16+0.01)
Largo del artejo 111 del pedipalpo | 0.11-0.26 0.21 0.11-0.16 0.33
(0.18+0.04) (0.13+£0.01)
Ancho del artejo | del pedipalpo | 0.06-0.15 0.06-0.09
(0.100.01) (0.08:0.006)
Ancho del artejo I1 del pedipalpo | 0.09-0.13 0.08-0.13
(0.10+0.01) (0.09+0.01)
Ancho del artejo 111 del pedipalpo | 00.09-0.13 0.08-0.13
(0.10+0.01) (0.09+0.01)
Largo del hipostoma 0.44-0.8 0.54 0.31-0.44 0.3
(0.62:0.09) (0.36+0.03)
Ancho del hipostoma 00.19-0.3 0.13-0.22
(0.22+0.02) (0.14+0.02)
Largo de la placa estigmal 0.36-0.49 0.45 0.32-0.47 0.48
(0.49+0.03) (0.40+0.04)




Ancho de la placa estigmal 0.21-0.4 0.36 0.09-0.21 0.195
(0.32+0.05) (0.14+0.02)

Largo del tarso | 0.37-0.72 0.55 0.54 0.36-0.47 0.48 0.48
(0.57+0.08) (0.42+0.02)

Ancho del tarso | 0.11-0.19 0.11-0.16
(0.14+0.02) (0.13+0.01)
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Tabla 5.3. Comparacion entre las medidas obtenidas de Amblyomma parvum obtenidas durante este trabajo y las medidas referidas

por Nava et al. (2016).

22 34
Caracter Este estudio Medidas referidas en | Medidas referidas | Este estudio Medidas Medidas
N=31 Nava et al. (2016) en Nava et al. N=23 referidas en referidas en
Argentina (2016) Nava et al. Nava et al.
Brasil (2016) (2016)
Argentina Brasil
Largo del escudo 1.06-1.4 1.44+0.04 1.47+0.02 1.06-1.7 2.22+0.08 2.24+0.10
(1.22+0.07) (1.4740.16)
Ancho del escudo 1.1-1.36 1.46+0.03 1.47+0.04 0.83-1.2 1.60+0.07 1.64+0.05
(1.23+0.06) (1.03£0.08)
Distancia entre las areas porosas | 0.8-0.13 0.29+0.09 0.33+0.11 | - | e e
(0.09+0.01)
Diametro de las &reas porosas 0.09-0.14 0.12+0.01 0.15+0.01 | - | e e
(0.11+0.01)
Largo del gnatosoma 0.29-0.42 0.35+0.01 0.36+0.01 0.13-0.22 0.26+0.01 0.27+0.01
(0.36+0.02) (0.1840.02)
Ancho del gnatosoma 0.44-0.6 0.48+0.01 0.48+0.02 0.18-0.37 0.34+0.02 0.36+0.01
(0.51+0.04) (0.28+0.05)
Largo del pedipalpo 0.56-0.68 0.63+0.03 0.60+0.02 0.25-0.35 0.60+0.03 0.57+0.02
(0.63+0.03) (0.30+0.01)
Largo del artejo | del pedipalpo 0.09-0.13 0.12+0.01 0.12+0.01 0.08-0.11 0.13+0.01 0.12+0.01
(0.11:0.006) (0.08+0.007)
Largo del artejo 11 del pedipalpo | 0.29-0.37 0.40+0.01 0.39+0.02 0.06-0.13 0.24+0.01 0.24+0.01
(0.34+0.02) (0.10£0.01)
Largo del artejo 111 del pedipalpo | 0.14-0.21 0.24+0.01 0.24+0.01 0.09-0.13 0.23+0.1 0.22+0.01
(0.18+0.01) (0.11£0.01)
Ancho del artejo | del pedipalpo 0.08-0.11 0.11+0.01 0.11+0.01 0.06-0.08 0.12+0.01 0.11+0.01
(0.08+0.007) (0.06+0.01)
Ancho del artejo 11 del pedipalpo | 0.08-0.11 0.15+0.01 0.15+0.01 0.06-0.08 0.15+0.01 0.15+0.01
(0.08+0.007) (0.07+0.009
Ancho del artejo 111 del pedipalpo | 0.06-0.09 0.19+0.01 0.19+0.01 0.06-0.08 0.20+0.01 0.19+0.01
(0.08+0.007) (0.09+0.01)
Largo del hipostoma 0.52-0.73 0.40+0.01 0.43+0.01 0.22-0.37 0.36+0.02 0.38+0.03
(0.57+0.05) (0.26+0.04)
Ancho del hipostoma 00.14-0.22 0.30+0.08 0.26+0.01 0.09-0.13 0.20+0.04 0.20+0.06
(0.18+0.01) (0.11£0.01)
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Largo de la placa estigmal 0.42-0.49 0.40+0.03 0.45+0.02 0.32-0.45 0.45+0.05 0.42+0.04
(0.44+0.01) (0.41+0.03)

Ancho de la placa estigmal 0.18-0.45 0.24+0.02 0.26+0.01 0.13-0.22 0.26+0.01 0.27+0.03
(0.32+0.08) (0.18+0.02)

Largo del tarso | 0.47-0.75 0.61+0.01 0.56+0.03 0.36-0.52 0.51+0.02 0.47+0.02
(0.63+0.05) (0.44+0.05)

Ancho del tarso | 0.11-0.16 0.17+0.02 0.15+0.01 0.11-0.18 0.15+0.02 0.15+0.01
(0.14+0.01) (0.13+0.01)
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Tabla 5.4. Datos morfométricos obtenidos de Amblyomma sp.

2% 33
Carécter Este estudio Este estudio
N=1 N=2
Largo del escudo 1.4 2.03-2.06 (2.04+0.02)
Ancho del escudo 1.63 1.33
Distancia entre las areas porosas 013 |
Diémetro de las areas porosas 016 | -
Largo del gnatosoma 0.37 0.24-0.27 (0.25%0.02)
Ancho del gnatosoma 0.7 0.47
Largo del pedipalpo 0.53 0.38-0.39 (0.38+0.007)
Largo del artejo | del pedipalpo 0.11 0.11
Largo del artejo 11 del pedipalpo 0.21 0.14
Largo del artejo 111 del pedipalpo 0.21 0.13-0.14 (0.13+£0.007)
Ancho del artejo | del pedipalpo 0.13 0.09-0.11 (0.1+0.01)
Ancho del artejo 11 del pedipalpo 0.14 0.13
Ancho del artejo 111 del pedipalpo 0.11 0.11
Largo del hipostoma 0.52 0.34
Ancho del hipostoma 0.21 0.14
Largo de la placa estigmal 0.4 0.36-0.37 (0.36+0.007)
Ancho de la placa estigmal 0.29 0.14-0.16 (0.15+0.01)
Largo del tarso | 0.57 0.42
Ancho del tarso | 0.16 0.14
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APENDICE VI. Registros de garrapatas provenientes de Colecciones Bioldgicas y de salidas al campo obtenidos durante este trabajo.

Lab ID | Coleccién | Localidad Huésped | No. ejemplares
Amblyomma auricularium
AFCH13 LAFC Agua Fria, Arriaga, Chiapas Dasypus novemcinctus | 19; 3443
AFCH14 LAFC Agua Fria, Arriaga, Chiapas Dasypus novemcinctus | 42 9; 154J
Galictis vittata LAFC San Evangelista, Xochipa, Veracruz Galictis vittata 19; 4448
CNACO002061 CNAC Teapa, Tabasco Dasypus novemcinctus | 233
CNAC002062 CNAC Tumbiscatio, Michoacan Iguana 19
CNACO002065 CNAC Tepic, Nayarit Dasypus novemcinctus | 19, 483
Tamandua 9 LAFC Sin mas datos Tamandua mexicana |13
TAMA? Gest LAFC Sin mas datos Tamandua mexicana | 13
USNMENTO00955075 USNTC 38.62 km S de Veracruz, a nivel del mar Tamandua 14
tetradactyla (sic!)
USNMENT00955062 USNTC Apatzingan, Michoacan “Armadillo” 19, 14
USNMENT00955074 USNTC Apatzingan, Michoacan “Armadillo” 299, 148
USNMENTO00955061 USNTC Tamaulipico (sic!) (Probablemente se trata de | “Armadillo” 12,18
Tamaulipas)
Amblyomma inornatum
DalG1 LAFC Lomas de Cocoyoc, Oaxtepec, Morelos Dasypus novemcinctus | 13
DalG2 LAFC Lomas de Cocoyoc, Oaxtepec, Morelos Dasypus novemcinctus | 13
DalG3 LAFC Lomas de Cocoyoc, Oaxtepec, Morelos Dasypus novemcinctus | 19
P71G1 LAFC Lomas de Cocoyoc, Oaxtepec, Morelos Canis familiaris 19
P73G2 LAFC Lomas de Cocoyoc, Oaxtepec, Morelos Canis familiaris 19
MST76 LAFC Las Carreras, San Fernando, Tamaulipas Lynx rufus 892; 744
MST78 LAFC Las Carreras, San Fernando, Tamaulipas Lynx rufus 529; 7438
MST79 LAFC Las Carreras, San Fernando, Tamaulipas Lynx rufus 829; 444
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HFM 304 CNAC Compafiia Minera Cazcatlan, 1.6 Km NW San | Sylvilagus floridanus | 299; 18
José del Progreso, Oaxaca connectens
HFM 305 CNAC 1.41 Km NW de San José del Progreso, Oaxaca | Conepatus leuconatus | 433
leuconatus
HFM 356 CNAC 1.3 Km SE San Bartolo Coyotepec, Oaxaca Sigmodon hispidus 243
USNMENT00859612 USNTC Morelos “Rabbit” 19,18
USNMENT00859618 USNTC Culiacan, Sinaloa Otpermophilus 4929, 248438
beecheyi? (=Citellus
beecheyi)
USNMENT00859614 USNTC Guerrero Sigmodon mascotensis | 19
(=Sigmodon hispidus
mascotensis)
USNMENTO00865142 USNTC Cerca de Los Mochis, Sinaloa Nidos de Neotoma spp. | 19
RML15138 USNTC Rancho La Golondrina, Rio Sabinas, Muzquiz | ND 12,2448
Amblyomma parvum
HFM 268 CNAC Carretera La Venta-Unién Hidalgo; 3.17 Km S | Urocyon 18
La Venta, Mpio. Union Hidalgo, Oaxaca cinerargenteus
UNAM 843 CNAC Carretera Manzanillo-Puerto Vallarta, Jalisco Procyon lotor 892;344
Ocelote Chamela CNAC Carretera Federal 200 Manzanillo-Puerto | Leopardus  pardalis | 3929Q; 98;
18//0114 Vallarta, 4.4 Km SE Chamela, Jalisco nelsoni
Reserva LAFC Eje Central 2000 m, Estacién de Biologia | Homo sapiens 1399; 11448
Chamela, Jalisco
Arroyo Seco LAFC Arroyo Seco, La Huerta, Jalisco Homo sapiens 19, 14
AyR Campo LAFC Estacion de Biologia Chamela, Jalisco Homo sapiens 1099; 4848
CHAM DIC 2017 LAFC Estacion de Biologia Chamela, Jalisco Homo sapiens 1199; 384
22 LAFC Dzindzantdn, Yucatan Canis familiaris 19
31 LAFC Tekanto, Yucatan Canis familiaris 19
50 LAFC Hunucma, Yucatan Canis familiaris 19
53 LAFC Tetiz, Yucatan Canis familiaris 399
CHAMECO006 Campo/LAFC | Estacion de Biologia Chamela, Jalisco Nasua narica 12, 14
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CHAMECO036 Campo/LAFC | Estacion de Biologia Chamela, Jalisco Sylvilagus 19
cunicularius
CNACO002064 CNAC Guerrero Panthera onca? 19
USNMENTO00957896 USNTC Chiapas “Hares” 19
Amblyomma sp.
CNAC005191 | CNAC | Dominguillo, Oaxaca | Didelphis sp. 12, 248
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APENDICE VII. Ejemplares procesados para Biologia Molecular.

El signo positivo (+) indica que el fragmento del gen correspondiente fue amplificado

exitosamente y se obtuvo la secuencia. El signo negativo (-) indica que se obtuvo secuencia

pero la calidad de la misma no fue buenay por ello no se incluyo en el analisis

Cadigo Especie Sexo 16S rDNA Col ITS2
1 (DalG3) A. inornatum Q + +
2 (Dal1G1) A. inornatum 3 + +
3.1 (MST76) A. inornatum Q
3.2 (MST76) A. inornatum Q
3.3 (MST76) A. inornatum Q
4.1 (MST76) A. inornatum 3 +
4.2 (MST76) A. inornatum 3 +
4.3 (MST76) A. inornatum 3 +
5 (HFM304) A. inornatum Q + +
6.1 (HFM306) A. inornatum 3 + + +
6.2 (HFM306) A. inornatum IS +
7.1 (Ocelote) A. parvum Q + +
7.2 (Ocelote) A. parvum Q +
8.1 (Ocelote) A. parvum Q + -
8.2 (Ocelote) A. parvum NF
9.1 (Ocelote) A. parvum a3 + + +
9.2 (Ocelote) A. parvum a8 + -
9.3 (Ocelote) A. parvum 3 +
10 (Reserva) A. parvum Q +
11 (Reserva) A. parvum 3 +
AFCH13 A. auricularium Q + + +
AFCH13 A. auricularium 3 + + +
22 Yucatan A. parvum Q + + +
50 Yucatan A. parvum Q + + -
Galicitis vittata A. auricularium ND +

115



	Portada 

	Índice

	Resumen 

	Introducción 
	Objetivos 

	Antecedentes 
	Metodología  

	Resultados 

	Discusión  

	Conclusiones 

	Literatura Citada 

	Apéndices 

