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Figura 3: Comparaci6n entre prevalencia por eslaci6n Figura 4: Comparaci6n entre prevalencia por eslaci6n y
y precipitaciones. temperatura media.

ELeanor Castro-Janerl,a o
• GuiLherme M. KlafkeJ, Maria FLorencia Fontes-Garrea,

Diego Buscioa, Andre Diaz1
, Margareth Capurr~,Teresinha Tizu Sato Schumaker4

lDepartamento de Parasitologla. Facultad de Veterinaria. Av Lasptaces 1620 Montevideo Uruguay
Autorde conespond~la;el.inorcastr059(tgrnailcom. 'Plataforma de salud AnirnallNIA La Estam:ueta.

Ruta SO. Km u. Colonia. Uruguay 'Laboralorio de Parasltotogla Instituto de Pesquisas Veterinarlas Desiderio
Flnamor-FEPAGRO. Eldorado do SuL RS BraSil <Departamento de Parasitologla. InsUtuto de Cienclas Biomedicas.

Univefsidad de san Pablo. San Pablo. Brasil

DIAGN6STICO MOLECULAR DE LA RESISTENCIA DE LA GARRAPATA
Rhipicephalus microplus A FIPRONIL EN POBLACIONES DE

URUGUAY Y BRASIL. DATOS PRELIMINARES
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inaria de San Marcos. Lima, Universidad Na
donal Mayor de San Marcos. 12 p.
. Rimbaud E, Diana V. <1gg1). Descripcion de
una tabLa de mortandad en bovinos asociado
a Paramphistomum. 190 Jornadas Uruguayas
de Buiatria. Paysandu, Uruguay. c.c.g-c.c.9.5.
• sanchis. Jo, Felix, M. L" Cazapal. Co, Castro. 6.,
Pineiro, P., DelrOca, L., Venzal, J. M., Arias, M.
S., (2013). PrevaLencia de Facsiola hepatica y
Paramphistomum spp. en predios ganaderos
del norte de Uruguay. En, XVIII Congreso de
La Sociedad EspanoLa de Parasitologia.

confirmadas por bioensayos toxicoL6gicos
Se describieron varios potimorfismos 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 mutaci6n A286S/L en 5
pobLaciones y en 3 cepas resistentes a fipro
niL. vari6 entre 11-100%. pero en 6 poblacio
nes resistentes no se observ6 ninguna muta
ci6n. La frecuencia de la mutaci6n V3171 fue
menor y s6Lo se observ6 en 3 poblaciones. Se
sugiere que otros mecanismos de resistencia
est2m. presentes.
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Rhipicephalus microplu5. garrapata comun
del ganado (Canestrinil. 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 acci6n
que los ciclodienos (lindano. dieldrin). Re
cientemente se diagnostic6 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)
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SUMMARY

Rhipicephalus microplu5, 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,
V3171). 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.

INTRODUCCI6N

La garrapata Rhipicephalus microplus consti
tuye una de las plagas mas importantes de
tos bovinos, cuyo su control se base prinei
palmente en el uso de garrapaticidas. Cada
vez es mas necE~sario el desarrollo de test
moleculares para el diagnostico precoz y
menos demorado de la resistencia. para po
der establecer con antelaci6n 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 dominic para del canal de sodio.
una para amitraz en el receptor de octopami
na y una para dieldrin en el rdl-GABA (Hope
et at.. 2010). El mecanismo de acci6n de los
phenilpirazoles (fiproniU es el mismo que el
de los cilcodienos Wndano y dieldrin), ac
tuando sobre los canales de cloreto ligados
al GABA. Recientemente fue diagnosticada
resistencia cruzada entre fipron;l y lindano en
poblaciones de garrapatas de Uruguayy Bra
sil (Castro Janer et al.. 2015). Basado en estos
resultados, se plantearon como objetivos:
verificar si 1a mutaci6n rdl-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 Jaguarl diagnosticadas por
bioensayos in vitro. y 5 poblaciones de campo
resistentes. Se extrajo DNA genomico de te
leoginas (5-18/poblaci6n) y de larvas mante~

nidas a -20°C (n ..lO). y en algunos casos se
obtuvo eDNA. Se realiz6 una PCR-RFLP de
acuerdo a Lo descrito por Hope et at. (2010)
para detectar la mutaci6n associada a diel
drin en garrapatas resistentes a fipronit y Lin
dano. EL fragmento ampLificado es donde se
encuentra eL sitio de restricci6n de La enzima
TSP4St (290 pbl que en garrapatas mutantes
resistentes a dieLdrin tiene una modificaci6n
lAC/Cn

RESULTADOS Y DISCUSI6N

No se encontr6 La mutaci6n 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-lo) asociadas a cambios de aminoa
cidos. En La Figura 1 se muestran Las substi
tuciones de aminoacidos en el gen GABA (Fi
gura I), una de ellas posiblemente asociada
a diferencias poblacionales (A33ST> entre las
garrapatas de Australia y America. El anali
sis comparativo del DNAg y deL eDNA aporta
datos relevantes para la asociaci6n de la al
teraci6n A286L con resistencia a fiproniL Pero
tambit!m es posible que exista otro patr6n
de resistencia asociado a una modificaci6n
de la estructura conformacional del recep
tor cuando se presenta La alteraci6n A286S
junto con otras 4 mutaciones. La frecuencia
de La mutaci6n A286S/L en 5 poblaciones de
campo y en 3 cepas resistentes a fipronil va
ri6 entre 11 y 100%. no observandose en indi
viduos de otras 6 poblaciones. Esto tal vez se
deba a que puede haber una duplicaci6n del
gen GABA, 0 a que el numero de individuos
estudiados fue bajo. La frecuencia de la mu
tacion V3171 fue menor. Es posible que otro
mecanisme de resistencia este presente.



Ausencia de La mutaci6n en el gen GABA en
La posicion T2gOL descrita para R. microplu5
en pobLaciones de garrapatas de Australia.
-Presencia de alteraciones del aminoacido

CONCLUSIONES
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A286S/L, relacionado aL mismo residua de
alanina substituido por una serina (A302S)
descrito en insectos resistentes a dieldrin.
-Presencia de al menos una alteraci6n de
aminoacido posiblemente asociado a resis
tencia de R. microplus a fipronil y Lindano.
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Figura1. Segmento de secuencia de aminoacidos. traducida a partir de secuencias de
ONAg de gene GABA de individuos de poblaciones resistentes (Juarez, Jaguar, RFsan.
LP2072. 1073. 1071 Y Moraes) y susceptible (Mozo) a fiproniVlindano. En rojo estan
marcados los residuos mutados asociados a lresistencia a dieLdrin en R. microplu5
de Australia {T2g0U y Drosophila melanogaster (A302S). En azul estan representados
los dominios transmembrana (TM 1. 2 Y 3) formadores del canal i6nico asociado al
receptor de GABA. Los puntos representan los residuos de aminoaddos idemticos a la
secuencia de referenda de R. microplus (ACV07674).
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