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Abstract: New polymorphism in the sodium channel gene of Rhipicephalus microplus tick (Ixodida:
Ixodidae) resistant to pyrethroids. For the control of Rhipicephalus microplus, cattle tick, pyrethroid com-
pounds are used among others. The study of the mechanisms of resistance to pyrethroids in this tick has shown
the presence of mutations in the sodium channel gen, the target site of acaricide. The main objective of the pres-
ent study was to detect the T2134A polymorphism in the sodium channel gene that has been related to pyrethroid
resistance in carriers. To do so, 182 ticks R. microplus were collected in two farms with a history of resistance
to this type of acaricide and were subjected to a dip test of females in a cypermethrin solution prepared at the
recommended dose for field use, obtaining six susceptible, 92 resistants and 84 moderately resistants. DNA is
extracted from all specimens using QIAamp DNA Mini Kit® and processed by conventional PCR using allele-
specific primers to amplify a segment of domain IT1IS6 of the sodium channel gene. The resulting amplicons were
detected by electrophoresis in 2 % agarose gels stained with GelRed® and visualized with ultraviolet light. In the
same way, 20 samples were sequenced of the three susceptible phenotypes, moderately resistant and resistant
and the resulting sequences were aligned through the Mega 7 program and compared with the sequences stored
in the GenBank®. The information of the population of R. Microplus studied did not show the expected muta-
tion but a different mutation in the site 2134. We also observed the substitution of a thymine but by a cytosine,
T2134C, which changes to a phenylalanine by a leucine, a difference from the previously identified mutation,
that the change from phenylalanine to isoleucine. This shows the presence of a polymorphism that has not been
reported in this species of tick and that would generate a new molecular marker of pyrethroid resistance for
populations of this mite.
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La garrapata comun de los bovinos Rhi-
picephalus (Boophilus) microplus (Murrell &
Barker, 2003) representa uno de los principales
problemas sanitarios en ganaderias de regiones
tropicales y subtropicales alrededor del mundo
por ser vector de agentes causales de babesiosis

y anaplasmosis, producir anemia e inyectar
toxinas a sus hospedadores, generando grandes
pérdidas economicas en la produccion (Solo-
rio, Rodriguez-Vivas, Pérez, & Wagner, 1999;
Rosario-Cruz et al., 2005). Para controlar las
altas infestaciones de esta garrapata, a escala
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mundial se han usado predominantemente com-
puestos acaricidas aplicados sobre el cuerpo del
bovino en forma de bafios a intervalos especi-
ficos determinados por la eficacia residual, la
region ecoldgica y la susceptibilidad del acaro
(Sangster, 2001; Rosario-Cruz et al., 2005;
Nari, 2011). El uso continuo de acaricidas
organofosforados, formamidinas y piretroides
ha seleccionado individuos resistentes a ellos,
siendo la resistencia a piretroides sintéticos
una de las mas difundidas en las areas donde
R. microplus esta presente (He, Chen, Davey,
Ivie, & George, 1999; Miller, Davey, & Geor-
ge, 1999; Villarino, Wagner, & George, 2002;
Rosario-Cruz et al., 2005; Jonsson, Cutulle,
Corley, & Sedon, 2010; Andreotti et al., 2011;
Domingues et al., 2012; Lovis et al., 2012).

El blanco de los piretroides sintéticos (PS)
son los canales del sodio dependientes del vol-
taje al impedir que estos se cierren y permitir la
entrada continua de iones sodio, manteniendo
la transmision del impulso nervioso y generan-
do un efecto de derribo por paralisis muscular
conocido como “knock down” (Soderlund &
Knipple, 2003; Hemingway, Hawkes, McCa-
rroll & Ranson, 2004; Rinkevich, Du & Dong,
2013; Stone et al., 2014). El canal del sodio
esta formado por pequefias proteinas integra-
les de membrana cuya estructura primaria la
componen cuatro dominios (I-IV) con seis
segmentos transmembranales cada uno (S1-
S6), todos ellos necesarios para iniciar y pro-
pagar el potencial de accion a través de las
células nerviosas (Hemingway et al., 2004;
Brackenbury & Isom, 2011; Dong et al., 2014;
Klafke et al., 2017). La presién de seleccion
por el uso frecuente de PS, ha generado en R.
microplus mecanismos de resistencia de tipo
metabodlico como la detoxificacién enzimatica
y la alteracion del sitio blanco del acarici-
da. En cuanto a la detoxificacion enzimatica,
diversos trabajos han encontrado una mutacion
en una carboxilesterasa que aumenta su acti-
vidad hidrolitica hacia compuestos piretroides
(Baffi et al., 2007; Chen et al., 2009; Diaz &
Vallejo, 2013). La alteracion del sitio blanco
del acaricida se da a través de mutaciones
puntuales en los dominios II y IIT del gen del

canal del sodio (He et al., 1999; Stone et al.,
2014; Wyk, Baron, & Maritz-Olivier, 2016).
Asi, cuatro polimorfismos de nucleétido sim-
ple (SNP) han sido reportados, el primero,
T2134A, en el dominio III S6 de garrapatas
resistentes en México y Norte América, los
otros tres, C190A en garrapatas resistentes de
Estados Unidos, Australia, India y Suréafrica,
G215T en garrapatas resistentes de Australia
y T170C en garrapatas resistentes de México
y Estados Unidos, ocurren en el dominio II
S4-5 (Lovis et al., 2012; Kumar et al., 2013;
Stone et al., 2014; Wik et al., 2016; Sungirai et
al., 2018). Estudios realizados en Brasil, Sura-
mérica, no detectaron el SNP T2134A pero en
uno de ellos se encontr6 una alta prevalencia
de la mutacion C190A (Andreotti et al., 2011;
Domingues et al., 2012).

En el presente trabajo se reporta un nuevo
SNP en el sitio 2134 del dominio IIT S6 dife-
rente al previamente reportado en el mismo
sitio para garrapatas R. microplus de Estados
Unidos y México, presente en poblaciones
provenientes de fincas del centro de Colom-
bia con historial de resistencia a piretroides y
que al ser sometidas a una prueba de inmer-
sion de hembras adultas mostraron resistencia
a cipermetrina.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: El estudio se desarrolld
con teleoginas (hembras ingurgitadas) de R.
microplus recolectadas en dos fincas gana-
deras de la Universidad del Tolima ubicadas
en el valle del alto Magdalena (4°38°25”
N - 75°05°16” W & 5°2°19” N- 74°53°31”
W), 80 km al norte de la ciudad de Ibagué,
Colombia. Las fincas, distantes entre si 10
km, se encuentran en zona de vida de Bosque
Seco Tropical segin Holdridge, a una altura de
285 m.s.n.m., con temperatura promedio de 28
°C, humedad relativa de 71 % y precipitacion
media anual de 1 738 mm. En estos predios un
estudio realizado previamente reportd diferen-
tes niveles de resistencia hacia acaricidas, entre
ellos PS, lo que llevaba a aplicar bafios a los
bovinos con intervalo menor a tres semanas
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y a rotar frecuentemente el principio activo
(Diaz-Rivera, 2015).

Prueba de quimioresistencia: Se recolec-
taron 202 teleoginas, 72 en la finca La Granja
y 130 en la finca La Reforma, que fueron
sometidas a una prueba in vitro de inmersion de
hembras adultas para deteccion de resistencia
descrita por Drummond, Ernst, Trevino, Glad-
ney y Graham (1973) y modificada segun Baffi
et al. (2007). Asi, del total de especimenes 182
garrapatas se sumergieron durante tres minutos
en una solucion de cipermetrina comercial de
150 ppm (Laboratorios Elanco), diluyendo
0.1 ml en 100 ml de agua destilada segun la
dosis recomendada por el fabricante para uso
en campo, empleando como grupo control las
restantes 20 teleoginas que fueron sumergidas
en agua destilada. Luego de la inmersion, las
garrapatas se colocaron en cajas de Petri y se
mantuvieron en estufa de incubaciéon a 28 °C
y 80 % de humedad relativa, revisando dia-
riamente para verificar el nivel de postura o la
muerte de teleoginas. De acuerdo con Baffi et
al. (2007) se establecieron grupos de garrapatas
resistentes (con ovoposicion completa a los 14
dias), susceptibles (que murieron las primeras
24 horas post-tratamiento) y moderadamente
resistentes (que sobrevivieron pero no ovo-
positaron o con ovoposicion incompleta a los
14 dias). Al terminar la prueba se realizd una
incision a lo largo del cuerpo de los 182 especi-
menes, lavando con agua desionizada para eli-
minar residuos de sangre bovina, almacenando
cada cuticula en tubos Eppendorf con alcohol
al 70 % y refrigerando a -20 °C.

Purificacion de ADN y condiciones de
PCR: A partir de las cuticulas almacenadas se
obtuvo ADN utilizando el protocolo para traba-
jo con tejidos animales de QIAamp DNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Para lograr
una alta disolucion del tejido, las 182 cuticulas
se maceraron con morteros para Eppendorf
y luego se incubaron durante 16 horas con
proteinasa K. Los iniciadores empleados para
amplificar mediante PCR alelo especifico un
fragmento de 68 pb del gen del canal del sodio

de R. microplus que incluye la posicion 2 134
donde se encuentra la mutacion timina por
adenina, fueron: 5’-TTA TCT TCG GCT CCT
TCT-3" (derecho, especifico silvestre), 5’-TTA
TCT TCG GCT CCT TCA-3’ (derecho, espe-
cifico mutante) y 5’-TTG TTC ATT GAA ATT
GTC GA-3’ (izquierdo, inespecifico), descritos
por Guerrero, Davey y Miller (2001).

Para realizar el PCR se prepard una mezcla
con 2 pl de solucion de ADN genémico, 1 ul
de cada iniciador (10 pmol), 0.5 ul de mezcla
de dNTPs (10 mM), 1 pl de MgCl, (25 mM),
2.5 pl de buffer PCR 10X, 0.125 pl de HotStar
Taq DNA Polimerasa (5U/ pl) (Qiagen, Hilden,
Alemania) y 16.875 ul de agua ultrapura para
un volumen total de 25 pl. Las condiciones de
amplificacion en un termociclador T100 Bio-
Rad fueron 95 °C por 15 minutos inicialmente
para activar la polimerasa, 35 ciclos de 94 °C
por un minuto, 60 °C por un minuto y 72 °C por
un minuto, y una extension final a 72 °C por
siete minutos. Los productos del PCR fueron
detectados por electroforesis en gel de agarosa
(Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos) al 2 %,
empleando como escala el marcador de peso
OX174RF DNA/Hae III Fragments (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos)
y como control de reaccion una mezcla sin
ADN, visualizando los fragmentos con Gel-
Red® (Biotium, Fremont, Estados Unidos) y
luz ultravioleta. Las muestras que generan un
amplicon de 68 pb solamente con los iniciado-
res inespecifico y silvestre se consideran homo-
cigoto susceptible, las muestras que amplifican
solamente con los iniciadores inespecifico y
mutante se consideraron homocigoto resistente
y las muestras que amplifican con ambos ini-
ciadores se consideran heterocigotos.

Analisis de la secuencia de fragmentos
amplificados: A fin de delimitar un fragmento
del gen de 193 pb que contiene la mutacion
buscada, se utilizaron los iniciadores reporta-
dos por Chen et al. (2009) Na-F-seq 5’-CTG
GTT ACA TCA TAT CTA ATT GCC AC-3’
y Na-R-Seq 5’-CCA, GCC, TTC, TTC, TTT,
TGT, TCA, TTG-3’, para su amplificacién en
veinte muestras (diez de La Granjay 10 de La
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Reforma): seis susceptibles (S), siete moderada-
mente resistentes (MR) y siete resistentes (R).
Para ello se prepar6 una mezcla conte-
niendo 2 pl de ADN gendmico, 1 pl de cada
iniciador (200 nM), 1,5 ul (200 uM) de mezcla
de dNTPs, 1.5 ul de MgCl, (25 mM), 2.5 pl
de buffer PCR 10X, 0.125 pl de HotStar Taq
DNA Polimerasa (5U/ ul) (Qiagen, Hilden,
Alemania) y 15.375 ul de agua ultrapura para
un volumen total de 25 pl. El perfil térmico
para la amplificacion fue de 95 °C por 15
minutos, 34 ciclos de 95 °C por un minuto,
62 °C por un minuto y 72 °C por un minuto, y
una extension final a 72 °C por siete minutos.
Luego de verificar la amplificacion por electro-
foresis, 60 pul del amplicon fueron purificados
con 4 pl de ExoSAP IT (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, Estados Unidos) y secuenciados
directamente usando el método de terminacion
de cadena con dideoxy en ambas hebras usando
5 pmol/ml de cada primer. La secuenciacion
fue llevada a cabo empleando un secuenciador
Biosystems 3 730xl y ABI 3 700 (Macrogen,
Seul, Korea) con 50 ng/ml de cada producto de
PCR. Las secuencias obtenidas se ensambla-
ron y editaron empleando el programa Staden
version 2.0 (Bonfield, Smith, & Staden, 1995)
y se confirmaron por BLAST. Posteriormen-
te, las secuencias fueron alineadas usando

M CR 1 2 3 4

el programa MEGAX (Kumar, Stecher, Li,
Knyaz, & Tamura, 2018) para su genotifica-
cion de acuerdo a la presencia o ausencia de
la mutacién. Finalmente, dichas secuencias
fueron reportadas para su almacenamiento en
la base de datos de secuencias genéticas Gen-
Bank®, perteneciente al NIH (National Institute
of Health) de Estados Unidos.

RESULTADOS

Niveles de resistencia: La prueba biolo-
gica de inmersion de hembras adultas permitio
observar como en las dos fincas evaluadas
la situacién de resistencia hacia piretroides
es bastante marcada en la poblacion de R.
microplus. De 182 teleoginas desafiadas con
cipermetrina, 50.6 % fue resistente, 46.1 % fue
moderadamente resistente y un muy pequefio
porcentaje, 3.3 %, fue susceptible a este acari-
cida, denotando un alto grado de dispersion del
fenotipo resistente.

PCR alelo especifico: En reacciones
donde se uso el iniciador especifico silvestre
se amplifico el fragmento de 68 pb en todas las
muestras con fenotipo susceptible (S) y mode-
radamente resistente (MR), mientras que en las

5 6 7 8 9 10 M

Fig. 1. Amplificacion con iniciadores especificos. M: @X174 RF DNA/Hae 111 Fragments. CR: control de reaccion. Lineas
uno a cinco, amplificacion con iniciador especifico silvestre. Linea uno: REF60 (S), linea dos: REF61 (MR), linea tres:
REF98 (MR), linea cuatro: GR7 (S), linea cinco: GR2 (MR). Lineas seis a diez, amplificacion con iniciador especifico
resistente. Linea seis: REF60 (S), linea siete: REF61 (MR), linea ocho: REF 98 (MR), linea nueve: GR7 (S), linea diez:
GR2 (MR).

Fig. 1. Amplification with specific primers. M: @X174 RF DNA/Hae 111 Fragments. CR: Reaction control. Lines one to five
amplification with wild-type specific primer. Line one: REF60 (S), line two: REF61 (MR), line three: REF98 (MR), line
four: GR7 (8), line five: GR2 (MR). Lines six to ten amplification with resistant specific primer. Line six: REF60 (S), line
seven: REF61 (MR), line eight: REF 98 (MR), line nine: GR7 (S), linea ten: GR2 (MR).
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Fig. 2. Electroferogramas de la secuencia de nucleotidos del fragmento del gen del canal del sodio mostrando mutacion de
una timina por una citosina, sefialada con una flecha, en muestras de (A) garrapatas R. microplus moderadamente resistente/
heterocigoto (Y es T/C), (B) susceptibles/homocigoto silvestre y (C) resistentes/homocigoto mutante.

Fig. 2. Electropherograms of nucleotide sequence of sodium channel gene fragment showing mutation thymine by a citosine,
indicated by arrow, in samples of (A) moderately resistant R. microplus ticks/ heterozygote (Y is T/C), (B) susceptible/wild-

type homozygote and (C) resistant/mutant homozygote.

reacciones donde se uso el iniciador especifico
mutante no se logré amplificar el fragmento de
69 pb en las muestras con los distintos fenoti-

pos (Fig. 1).

Secuenciacion de nucledtidos: El analisis
de las secuencias obtenidas y su comparacion
con secuencias almacenadas en GenBank per-
mitié observar como en la posicion 2134 se
presenta un polimorfismo diferente al repor-
tado previamente en el mismo sitio. En el
presente estudio los electroferogramas de la
secuenciacion registran la sustitucion de una
timina por una citosina en garrapatas fenoti-
picamente resistentes y moderadamente resis-
tentes (Fig. 2). La muestra de un individuo
susceptible presenta un claro residuo de timina,
la de un individuo resistente muestra un nitido
residuo de citosina en el mismo sitio y la mues-
tra de un individuo moderadamente resistente
presenta dos picos de altura similar de timina
y citosina confirmando la heterocigosis en
este fenotipo.

Esta sustitucion de timina por citosi-
na puede observarse en todas las muestras
de garrapatas resistentes y moderadamente
resistentes al alinear y comparar las secuen-
cias (Fig. 3) que fueron depositadas en el

GenBank® bajo las accesiones MH424364-
MH424366-MH424368-MH424370-
MH424371-MH424373-MH424375-
MH424381-MH424382-MH424383 para el
genotipo mutante y las accesiones MH424365-
MH424367-MH424369-MH424372-
MH424374-MH424376-MH424377-
MH424378-MH424379-MH424380 para el
genotipo natural.

De igual manera, la traduccion de estas
secuencias resulta en el cambio de un aminoa-
cido fenilalanina por una leucina (Fig. 4), a
diferencia de la mutacion previamente reporta-
da que genera el cambio de una fenilalanina por
una isoleucina.

DISCUSION

El presente trabajo con 182 teleoginas
de R. microplus estudiadas, no demostro la
presencia del polimorfismo T2134A reporta-
do previamente en el gen del canal del sodio
de garrapatas con alglin nivel de resistencia a
piretroides sintéticos (PS). En cambio demos-
tr6 en estos individuos la sustitucion de una
timina por una citosina en la misma posicion,
T2134C, que al traducir para aminodcidos da
lugar a la sustitucion de una fenilalanina por
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Fig. 3. Secuencia de nucledtidos alineadas para su comparacion. Los nucledtidos en la columna 130 muestran la citosina que
sustituye una timina en ADN del gen del canal del sodio de garrapatas R. microplus resistentes o moderadamente resistentes
a cipermetrina. Fenotipo susceptible: GR7, REF7, REF60, REF61, REF62, REF63; moderadamente resistente: GR2, GR60,
GR61, GR62, GR63, REF98, REF102; resistente: GR4, GR6, GR8, GR9, REFS, REF47, REF82.

Fig. 3. Nucleotide sequence aligned for comparison. Nucleotides in column 130 shown cytosine replacing thymine in DNA
of the sodium channel gene of ticks R. microplus resistant or moderately resistant to cypermthrin. Susceptible phenotype:
GR7, REF7, REF60, REF61, REF62, REF63; moderately resistant phenotype: GR2, GR60, GR61, GR62, GR63, REF98,
REF102; resistant phenotype: GR4, GR6, GRS, GR9, REF8, REF47, REFS§2.

una leucina, situacion que hasta el momento no
ha sido reportada para esta especie de garrapa-
ta. La mutacion T2134A en el dominio IIT del
gen solo ha sido comprobada en poblaciones
de R. microplus de México y Norte América

940

(He et al., 1999; Guerrero, Lovis, & Martins,
2012), mientras que en paises como Brasil,
India, Surafrica y Australia se han encontrado
otro tipo de mutaciones en el dominio II del
gen del canal del sodio que contribuyen con la
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Fig. 4. Aminoacidos resultantes de las secuencias alineadas. La columna 44 sefialada con un asterisco muestra el cambio
de una fenilalanina (F) por una leucina (L) en muestras de R. microplus con diferente nivel de resistencia a cipermetrina.
Fig. 4. Amino acids resulting from aligned sequences. Column 44 marked with an asterisk shows the change of phenylalanine
(F) for leucine (L) in samples of R. microplus with different level of resistance to cypermethrine.

resistencia a PS en este acaro (Andreotti et al.,
2011; Domingues et al., 2012; Kumar et al.,
2013; Wik, Baron, & Maritz-Olivier, 2016).
Sin embargo, en la garrapata de los perros Rhi-
picephalus sanguineus la mutacion T2134C si
ha sido encontrada como lo reportan Klafke et
al. (2017). Estos autores estudiaron poblacio-
nes de R. sanguineus en el estado de Florida,
EE. UU., resistentes a piretroides y encontraron
cuatro polimorfismos en el dominio III seg-
mento 6, de los cuales solamente la sustitucion
T2134C originaba un cambio de aminoacido,
fenilalanina por leucina. En ambas especies, R
microplus y R. sanguineus, se ha observado alta
conservacion en la secuencia de nucleotidos
del gen del canal del sodio y la variante en la
posicion T2134 se asocia con resistencia a pire-
troides al alterar la estructura de la proteina del
sitio blanco (Klafke et al. 2017). No obstante,
los otros SNP relacionados con resistencia a
PS que han sido reportados en el gen del canal
del sodio de este tipo de acaros podrian estar
presentes en la poblacion de garrapatas estu-
diada en este trabajo o en especimenes de otras
regiones, pero no fueron objeto de busqueda.
Estudios filogenéticos desarrollados en
aflos recientes con las diversas especies del
genero Rhipicephalus han demostrado la pre-
sencia de especies cripticas de R. microplus en
algunas regiones del mundo (Burguer, Shao &

Barker, 2014) y también han revelado un com-
plejo de especies a los que se les ha denomina-
do complejo R. microplus, compuesto por un
clado A que incluye R. annulatus, R. australis
y garrapatas R. microplus de América, Asia y
Africa; un clado B compuesto por garrapatas
R. microplus de China y un clado C con garra-
patas R. microplus de India y Malasia (Burguer,
Shao, & Barker, 2014; Low et al., 2015). Esto
sugiere una amplia gama de situaciones evo-
lutivas y adaptativas que pueden haber dado
lugar a mutaciones en el genoma de estas garra-
patas generadoras de diferencias en su ADN
como un costo de adaptacion al ambiente y a
las practicas de manejo para controlar sus altas
poblaciones (Sungirai et al., 2018). R. micro-
plus es una especie de garrapata distribuida
globalmente por lo que estd expuesta a dife-
rentes presiones de seleccion en cada region
que dan lugar al desarrollo de multiples meca-
nismos moleculares de resistencia (Wyk et al.,
2016; Klafke et al., 2017). Posiblemente esta
sea una de las causas por las cuales en el con-
tinente americano al estudiar el gen del canal
del sodio de garrapatas R. microplus resistentes
a PS, se han encontrado diferentes SNPs que
han sido relacionados con dicha caracteristica
fenotipica. Las mutaciones C190A, T170C
(Stone et al., 2014) y T2134A (He et al., 1999)
en Norteamérica, EE.UU., T2134A (He et
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al., 1999) en Centroamérica, México, C190A
(Domingues et al., 2012) en Suramérica, Bra-
sil, y la mutacion T2134C reportada en el
presente estudio en Colombia, muestran como
la presion de seleccion generada por el uso de
compuestos alelopaticos o pesticidas junto con
posibles procesos de especiacion alopatrica
o simpatrica incipientes, estan dando lugar a
poblaciones de R. microplus con caracteristicas
genotipicas diferenciales como ha sucedido en
otros continentes.

Como se menciond, la mutacion T2134C
puede manifestar fenotipicamente resistencia
a piretroides en R. microplus pero no nece-
sariamente ser la unica responsable de esta
caracteristica ya que pueden confluir otros
mecanismos de resistencia como la detoxifi-
cacion enzimatica demostrada previamente en
garrapatas de esta especie en Colombia (Diaz
& Vallejo, 2013). Por ello es importante con-
tinuar con estudios de gendmica, protedémica y
metabolomica en R. microplus a fin de lograr
una mayor comprension de los procesos de
resistencia a quimicos y poder asi contribuir
al desarrollo de farmacos que afecten nuevos
sitios blanco y al desarrollo de nuevas vacunas
contra esta garrapata, todo ello con el objeto de
disminuir los problemas de resistencia a plagui-
cidas y optimizar los programas de control de
altas infestaciones.
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RESUMEN

Para el control de Rhipicephalus microplus, garrapata
comun de los bovinos, se usan compuestos piretroides entre
otros. El estudio de los mecanismos de resistencia hacia
piretroides en esta garrapata ha demostrado la presencia de
mutaciones en el gen del canal del sodio, sitio blanco del
acaricida. El presente estudio tuvo como objetivo principal
detectar el polimorfismo T2134A en el gen del canal del
sodio que ha sido relacionado con resistencia a piretroides
en individuos portadores. Para ello se recolectaron 182
garrapatas R. microplus en dos fincas con historial de resis-
tencia a este tipo de acaricidas y se sometieron a una prueba
de inmersion de hembras en una solucion de cipermetrina
preparada a la dosis recomendada para uso en campo,
obteniendo seis individuos susceptibles, 92 resistentes y
84 medianamente resistentes. Se extrajo el ADN de todos
los especimenes utilizando QIAamp DNA Mini Kit® y se
proceso6 por PCR convencional empleando cebadores alelo
especificos para amplificar un segmento del dominio I1IS6
del gen del canal del sodio. Los amplicones resultantes se
detectaron por electroforesis en geles de agarosa al 2 %
teflidos con GelRed® y se visualizaron con luz ultraviole-
ta. De igual manera se efectu6 el secuenciamiento de 20
muestras obtenidas en los tres fenotipos susceptible, media-
namente resistente y resistente y las secuencias resultantes
fueron alineadas mediante el programa Mega 7 y compara-
das con secuencias almacenadas en el GenBank®. Los ana-
lisis mostraron que la poblacion de R. microplus estudiada
no presentaba la mutacion esperada sino una mutacion
diferente en el sitio 2 134. Se observo la sustitucion de una
timina pero por una citosina, T2134C, que a la traduccion
genera el cambio de una fenilalanina por una leucina, a
diferencia de la mutacion previamente identificada, que
genera el cambio de una fenilalanina por una isoleucina.
Esto demuestra la presencia de un polimorfismo que no ha
sido reportado en esta especie de garrapata y que generaria
un nuevo marcador molecular de resistencia a piretroides
para poblaciones de este acaro.

Palabras clave: garrapatas; resistencia a quimicos; pes-
ticidas; mutaciones; reaccion en cadena de la polimerasa.
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