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y precipitaciones.
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RESUMEN

Rhipicephalus microplus, garrapata comun
del ganado (Canestrini), es una de las plagas
mas importantes que afecta a los bovinos en
las regiones de clima tropical y subtropical.
Fipronil tiene el mismo mecanismo de accién
que los ciclodienos (lindano, dieldrin). Re-
cientemente se diagnostico resistencia cru-
zada entre fipronil y lindano en poblaciones
de Uruguay y Brasil. El objetivo del presen-
te trabajo fue identificar y determinar la fre-
cuencia de mutaciones en poblaciones de
Uruguay y Brasil resistentes a fipronil (n=11)

confirmadas por bioensayos toxicologicos
Se describieron varios polimorfismos en los
canales de cloro- ligados al GABA. Se encon-
traron cinco substituciones aminoacidicas en
cepas resistentes, dos de las cuales estan
asociadas a resistencia a (A286S/ L, V3171).
La frecuencia de la mutacion A286S/L en 5
poblaciones y en 3 cepas resistentes a fipro-
nil, varié entre 11-100%, pero en 6 poblacio-
nes resistentes no se observo ninguna muta-
cion. La frecuencia de la mutacion V317! fue
menor y solo se observo en 3 poblaciones. Se
sugiere que otros mecanismos de resistencia
estan presentes.
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SUMMARY

Rhipicephalus microplus, the southern cattle
tick, (Canestrini), is one of the most damaging
pests that parasites cattle in tropical and
subtropical regions of the world. Recently,
cross-resistance between fipronil and linda-
ne has been reported on populations from
Uruguay and Brazil. The objective of the pre-
sent study was to determine the frequen-
cy of these mutations on fipronil-resistant
populations from Uruguay and Brazil (n=11)
confirmed with toxicological bioassays. Po-
lymorphisms in the GABA-gated chloride
channel gene of fipronil-resistant ticks was
described. Five aminoacid substitutions were
present in the resistant strains; some of them
were associated with resistancel (A286S/L.,
V3170). The frequency of A286S/L mutation
on 5 field populations and 3 fipronil-resistant
strains varied between 11 and 100% but on 6
fipronil-resistant populations no mutations
were registered. The frequency of mutation
V3171 was lesser and it was observed only in 3
populations. Other mechanisms of resistance
could be present.

INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus microplus consti-
tuye una de las plagas mas importantes de
los bovinos, cuyo su control se base princi-
palmente en el uso de garrapaticidas. Cada
vez es mas necesario el desarrollo de test
moleculares para el diagnostico precoz y
menos demorado de la resistencia, para po-
der establecer con antelacion estrategias de
control y monitorearlas. Atualmente, los test
moleculares disponibles para garrapatas no
detectan los diferentes tipos de resistencia
ya que se conocen pocas mutaciones aso-
ciadas a la misma: tres para piretroides sin-
teticos en el dominio para del canal de sodio,
una para amitraz en el receptor de octopami-
na y una para dieldrin en el rdl-GABA (Hope
et al, 2010). EL mecanismo de accion de los
phenilpirazoles (fipronil) es el mismo que el
de los cilcodienos (lindano y dieldrin), ac-
tuando sobre los canales de cloreto ligados
al GABA. Recientemente fue diagnosticada
resistencia cruzada entre fipronily lindano en
poblaciones de garrapatas de Uruguay y Bra-
sil (Castro Janer et al., 2015). Basado en estos
resultados, se plantearon como objetivos:-
verificar si la mutacion rd(-GABA diagnostica-
da en poblaciones australianas resistentes a

dieldrin estaba presente en poblaciones de
la region:- identificar otras en el gen GABA:-y
determinar la frecuencia de estas mutacio-
nes.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron poblaciones de referencia sus-
ceptibles (Mozo) y resistentes a fipronil (RF-
San, Juarez y Jaguar) diagnosticadas por
bioensayos in vitro, y 5 poblaciones de campo
resistentes. Se extrajo DNA gendomico de te-
leoginas (5-18/poblacion) y de larvas mante-
nidas a -20 °C (n=10), y en algunos casos se
obtuvo cDNA. Se realizé una PCR-RFLP de
acuerdo a lo descrito por Hope et al. (2010)
para detectar la mutacion associada a diel-
drin en garrapatas resistentes a fipronil y lin-
dano. El fragmento amplificado es donde se
encuentra el sitio de restriccion de la enzima
Tsp45l (290 pb) que en garrapatas mutantes
resistentes a dieldrin tiene una modificacion
(AC/CT).

RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontré la mutacion descrita para
dieldrin (Hope et al,, 2010) en las poblaciones
resistentes a fipronil y lindano de Uruguay y
Brasil. Sin embargo, se observaron varias al-
teraciones nucleotidicas silenciosas (n=11) y
otras (n=10) asociadas a cambios de aminoa-
cidos. En la Figura 1 se muestran las substi-
tuciones de aminoacidos en el gen GABA (Fi-
gura 1), una de ellas posiblemente asociada
a diferencias poblacionales (A335T) entre las
garrapatas de Australia y Ameérica. El anali-
sis comparativo del DNAg y del cDNA aporta
datos relevantes para la asociacion de la al-
teracion A286L con resistencia a fipronil. Pero
tambien es posible que exista otro patron
de resistencia asociado a una modificacion
de la estructura conformacional del recep-
tor cuando se presenta la alteracion A286S
junto con otras 4 mutaciones. La frecuencia
de la mutacion A286S/L en 5 poblaciones de
campo y en 3 cepas resistentes a fipronil va-
rio entre 11y 100%, no observandose en indi-
viduos de otras 6 poblaciones. Esto tal vez se
deba a que puede haber una duplicacion del
gen GABA, o a que el numero de individuos
estudiados fue bajo. La frecuencia de la mu-
tacion V3171 fue menor. Es posible que otro
mecanismo de resistencia esté presente.



 CONCLUSIONES

Ausencia de la mutacion en el gen GABA en
la posicion T2goL descrita para R. microplus
en poblaciones de garrapatas de Australia.

A286S/L, relacionado al mismo residuo de
alanina substituido por una serina (A302S)
descrito en insectos resistentes a dieldrin.
-Presencia de al menos una alteracion de
aminoacido posiblemente asociado a resis-
tencia de R. microplus a fipronil y lindano.

-Presencia de alteraciones del aminoacido
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Figura1. Segmento de secuencia de aminoacidos, traducida a partir de secuencias de
DNAg de gene GABA de individuos de poblaciones resistentes (Juarez, Jaguar, RFSan,
LP2072, 1073, 1071 y Moraes) y susceptible (Mozo) a fipronil/lindano. En rojo estan
marcados los residuos mutados asociados a lresistencia a dieldrin en R. microplus
de Australia (T2goL) y Drosophila melanogaster (A302S). En azul estan representados
los dominios transmembrana (TM 1, 2 y 3) formadores del canal idnico asociado al
receptor de GABA. Los puntos representan los residuos de aminoacidos idéenticos a la
secuencia de referencia de R. microplus (ACV07674).
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