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4. ABSTRACT

The cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus represents a serious threat to livestock
production due to the significant economic losses it causes through both direct damage and
pathogen transmission. In this study, total RNA was extracted from three R. (B.) microplus
strains: two strains with confirmed multiple resistance to five acaricide families; Carbamates,
Organophosphates, Pyrethroids, Amidines and fipronil (Rancho Nuevo and Vargas), and one
susceptible strain (Zacatecas). Each strain was processed with three biological replicates for
transcriptomic analysis using high-throughput sequencing. A total of 139,645,928 reads were
generated, yielding 10.41 Gb of sequencing data with an average Phred quality score of 34.55.
After quality filtering, 138,217,916 high-quality reads were retained, with only 1.02% of reads
discarded. De novo assembly using Trinity-BG combined with reference mapping via STAR was
identified as the most effective approach, achieving 92.6% mapping efficiency and a remarkable
61.4% improvement in mapping accuracy using STAR. Differential expression analysis
performed with DESeq2 revealed 13,310 isoforms in the field-resistant group compared to the
control, 14,175 in the laboratory-resistant group versus control, and 10,963 between the field-
and laboratory-resistant groups. Annotation with Trinotate linked 39.79% of the differentially
expressed transcripts to known functions. 268-331 transcripts were associated with resistance
mechanisms from RN and Vargas strains, Additionally the assembly of 31 sequences of the target
molecules from 3 of 5 resistant acaricides were compared against 39 SNPS associated with this
phenomenon. This study identified toxicodynamic acaricide resistance mechanisms, where the
overexpression of target molecules as gamma-aminobutyric acid (GABA) receptors and
acetylcholinesterases (AchEs) and the detection of SNPs may imply target -site insensibility.
Toxicokinetic mechanisms were found, Reduced penetration, through the expression of cuticle
proteins and endochitinases; metabolic resistance phase 1 (Functional modification): through the
complex differential expression of CYP450 and Flavin-dependent monooxygenases (FMOS and
MAOS), Short-chain dehydrogenases (SDR), aldehyde dehydrogenases (ALDH), and
carboxylesterases (CES); metabolic resistance phase 2 (Conjugation): Glutathione S-transferases,
Sulfotransferases, and Galactosyltransferases; metabolic resistance phase 3 (Excretion): ABC
cassette and Major Facilitator Superfamily (MFS); Oxidative stress response: Catalase,
Superoxide Dismutase (SOD), and Thioredoxin-peroxiredoxin system (7rx/Prx); and the
transcription factor and chemosensor: Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator. These
findings indicate that the resistant strains employ combined and complex mechanisms of
metabolic detoxification, neurophysiological protection, and complex regulation to mitigate the
effects of acaricides, which provides a solid molecular basis for the development of diagnostic
tools and integrated control strategies against multiple acaricide resistance in R. (B.) microplus.
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5. RESUMEN

La garrapata del ganado Rhipicephalus (Boophilus) microplus representa una seria amenaza para
la producciéon pecuaria, debido a las importantes pérdidas econdmicas que ocasiona tanto por
dafio directo como por transmision de patdogenos. En este estudio, se extrajo ARN total de tres
cepas de R. (B.) microplus: dos cepas con resistencia multiple a cinco familias de acaricidas;
carbamatos, organofosforados, piretroides, amidinas y fipronil (Rancho Nuevo y Vargas), y una
cepa susceptible (Zacatecas). Cada cepa fue procesada con tres réplicas biologicas para llevar a
cabo el andlisis transcriptomico mediante secuenciacion masiva. Un total de 139,645,928
lecturas, fueron generadas con una produccion de 10.41 Gb de datos y una calidad promedio
Phred de 34.55. Tras el filtrado por calidad, se conservaron 138,217,916 lecturas utiles,
descartandose unicamente el 1.02 % de las lecturas. El ensamblado de novo utilizando Trinity-
BG, combinado con el mapeo de referencia mediante STAR, fue identificado como el enfoque
mas eficaz, alcanzando una eficiencia de mapeo del 92.6% y una mejora notable del 61.4% en la
precision del mapeo con STAR. El andlisis de expresion diferencial realizado con DESeq2 revelo
13,310 isoformas la cepa Rancho Nuevo comparado con el control, 14,175 isoformas en la cepa
Vargas frente al control, La anotacion con Trinotate permitié asociar el 39.79% de los transcritos
diferencialmente expresados con funciones conocidas, de estas formas conocidas se lograron
identificar 268 y 331 transcritos asociados a mecanismos de resistencia para las cepas RN y
Vargas. De manera adicional, se logrd el ensamblado de 31 secuencias de las moléculas diana de
3 de los 5 grupos de acaricidas que son resistentes, y se evaluaron 39 SNPS asociados con la
resistencia a acaricidas en la literatura. Este estudio logré identificar mecanismos de resistencia
a acaricidas de resistencia toxicodindmica, donde se encontr6 la sobreexpresion de moléculas
diana como los receptores de 4cido gamma-aminobutirico(GABA) acetilcolinesterasas y
mutaciones con probable participacion en insensibilidad del sitio de accion, y los mecanismos de
resistencia toxicocinética encontrados fueron: Penetracion reducida, mediante la expresion de
proteinas de cuticula y endoquitinasas, resistencia metabodlica fase 1 (Modificacion funcional):
mediante la expresion diferencial compleja de monoxigenasas del CYP450 y dependientes de
Flavinas (FMOS y MAOS), Deshidrogenasas de cadena corta (SDR), aldehido deshidrogenasas
(ALDH) y carboxilesterasas (CES), resistencia metabodlica fase 2 (Conjugacion): Glutation S
transferasa, Sulfatotransferasas y Galactosiltransferasas resistencia metabolica fase 3
(Excrecion): Cassete ABC y Superfamilia de facilitadores mayores (MF'S), Respuesta de estrés
oxidativo: Catalasa, Superdxido Dismutasa (SOD) y sistema Tiorredoxina peroxirredoxina
(Trx/Prx), y el factor de transcripcién y quimio sensor: Receptor nuclear de hidrocarburos de
arilo translocador. Estos hallazgos indican que las cepas resistentes emplean mecanismos
combinados y complejos de desintoxicacion metabolica, proteccion neurofisioldgica y regulacion
compleja para mitigar los efectos de los acaricidas, lo cual proporciona una base molecular so6lida
para el desarrollo de herramientas diagnosticas y estrategias integradas de control frente a la
resistencia multiple a acaricidas en R. (B.) microplus.
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6. MARCO TEORICO

6.1 GARRAPATAS

Las garrapatas de mayor importancia médica y pecuaria pertenecen al filo Arthropoda, clase
Arachnida, subclase Acari, orden Ixodida y familia Ixodidae. Se reconocen dos familias
principales de garrapatas: Argasidaec (garrapatas blandas) que incluye 5 géneros y
aproximadamente 200 especies; Ixodidae (garraptas duras), con 14 géneros y cerca de 700
especies. Existe ademas una tercera familia, Nuttalliellidae, representada inicamente por una
especie y un género (Manzano-Roman et al., 2012; Paessler et al., 2017).

Estos artropodos son hematofagos obligado y, por lo tanto, al alimentarse, pueden afectar al
hospedero tanto de forma directa como indirecta, generando toxicidad, reacciones alérgicas,
abscesos, anemia, inmunosupresion y dafio tisular en el sitio de la mordida (Mans et al., 2004;
Paessler et al., 2017). Ademas, son vectores de una amplia gama de patdégenos, que incluyen
virus, bacterias, protozoarios y helmintos (Jongejan & Uilenberg, 2004; Mans et al., 2004;
Paessler et al., 2017; Sahara et al., 2019).

La clasificacion taxondmica del subgénero Riphicephalus (Boophilus) basada en la morfologia
ha sido complicada debido a la sutil diferenciacion morfoldgica de las especies microplus,
annulatus y australis. Por esta razon, este grupo es reconocido como un complejo de especies
cripticas cuya resolucion requiere de herramientas moleculares avanzadas. (Amrutha et al., 2023;
Roy et al., 2018)

El complejo Riphicephalus (Boophilus) compuesto por las especies annulatus, australis y
microplus, siendo pardsitos hematofagos del ganado, este complejo representa la principal plaga
veterinaria a nivel global, responsable de pérdidas econdmicas multimillonarias en la industria
agropecuaria. Dentro de este complejo, R. (B.) microplus y R. annulatus destacan por su amplia
distribucion geografica y su elevado impacto sanitario y productivo (Amrutha et al., 2023; Burger
et al., 2014). Como se muestra en la Figura 1, la distribucion de R. annulatus, R. australis y R.
(B.) microplus, estd siendo modificada por factores como el comercio internacional de ganado
vivo (Burger et al., 2014) y los efectos del cambio climatico (Estrada-Pefa & Salman, 2013;
Ngoc et al., 2025; Ogden & Lindsay, 2016).
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Figura 1.-Aproximacion de la distribucion global de las especies: R. annalatus, R. (B.) microplus
v R. australis, Rhipicephalus (Boophilus). R. (B.) microplus es la especie de mayor distribucion,
presente en America, Africa y Asia. R annulatus se encuentra en América, Africa y Europa. En
cambio R. australis estd restringido a Oceania (Burger et al., 2014) .

Las especies del complejo Rhipicephalus (Boophilus) fueron originalmente clasificadas dentro
del género Boophilus debido a caracteristicas morfoldgicas distintivas, principalmente
relacionadas con la forma del capitulum y la ausencia de festones como se muestra en la Figura
2 No obstante, estudios filogenéticos posteriores basados en analisis morfoldgicos y moleculares
demostraron que Rhipicephalus constituia un grupo parafilético respecto a Boophilus. Esta
evidencia llevo a la reclasificacion taxonomica del grupo, integrando a Boophilus como un
subgénero dentro de Rhpicephalus (Amrutha et al., 2023)

R (B) microplus R (8) australis
Sin espolon Espolén ventral
en ol artejo en el artejo
palpal 1 ° palpal 1
Varias setas on el ek IO
margen lateral d K lapt:rcl 9¢

Sin setas en la region
posterior a los ojos

sotas on la regién
posterior a los ojos

Setas cortasy _ Setas largas, palidas
delgadas %" y abundantes
Setas aloscutales Setas aloscutales
mediales en comulos 3
p mediales en cOmulos
de 2 a 3 hileras

9 » de 4 a 6 hileras
Figura 2.-Diferencias morfologicas clave entre las garrapatas R. (B.) microplus y R. (B.).

australis de acuerdo con (Estrada-Peria et al., 2012), donde observamos la vista ventral y la vista
dorsal, asi como las diferencias morfologias entre hembras y machos,
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6.2 RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, conocida como la garrapata del ganado, garrapata tropical
0 garrapata surefia, es un ectoparasito hematofago que infesta principalmente al ganado bovino,
aunque también puede parasitar a otros animales como bufalos, caballos, asnos, cabras, ovejas,
ciervos, cerdos, perros y algunos animales silvestres (De La Fuente & Kocan, 2006). Esta especie
se considera como el ectoparasito de mayor impacto econémico para el sector ganadero a nivel
mundial, debido a los costos directos e indirectos asociados a su infestacion (Abbas et al., 2014).
Ademés, del dafo fisiolégico que provoca por su alimentacion, R. (B.) microplus actia como
vector de multiples agentes patdogenos incluyendo virus, bacterias, virus, protozoarios y
helmintos, lo que agrava su relevancia en salud animal (Jongejan & Uilenberg, 2004; Mans et al.,
2004; Paessler et al., 2017; Sahara et al., 2019).

La dispersion global de R. (B.) microplus no estd completamente documentada, y existen escasas
evidencias directas sobre su introduccion al continente americano. Sin embargo, se presume que
esta especie es originaria del subcontinente indio o del continente africano, y que fue introducida
en América durante los siglos XVIy XVII, posiblemente a través del transporte de ganado bovino
en la época colonial (Barré & Uilenberg, 2010; Burger et al., 2014).

En el caso de México, actualmente, el 30.06% del territorio nacional ha sido declarado libre de
este ectoparasito, lo que representa una superficie de 599,367.84Km?. Esta zona incluye los
estados de Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y Chihuahua, con excepcion de
algunos municipios de Chihuahua como Morelos y Guadalupe y Calvo, asi como el norte de Baja
California Sur (Servicio Nacional de Sanidad, 2025). El resto del pais 69.49% del territorio — se
encuentra en fase de erradicacion o en programas de control intensivo como se muestra en la
Figura 3.
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Figura 3.-Mapa de Distribucion de R. (B.) microplus en México, este mapa muestra la situacion
actual de la campafia nacional mexicana para el control R. (B.) microplus donde en verde
podemos observar la zona libre, en amarillo la zona de erradicacion, en amarillo/anaranjado en
control, y en verde la zona de control reconocida por el gobierno como zona libre natural de la
garrapata. (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2025)

6.3 SECTOR GANADERO EN MEXICO
En los ultimos anos, la produccion nacional de carne y leche en México ha mostrado un
crecimiento sostenido, consolidando al pais como uno de los principales productores ganaderos
de América Latina y 5° productor de carne a nivel mundial. Se estima una produccion anual de
aproximadamente 2 millones de toneladas de carne de res y ternera, 13 millones de toneladas de
leche y alrededor de 300,000 toneladas de carne destinadas a la exportacion (Lagunes-Quintanilla
et al., 2024; Parra-Bracamonte et al., 2020; Villavicencio-Gutiérrez et al., 2023). En 2023,
Meéxico alcanzo6 una produccion de 2,214,928 toneladas de carne de bovino respaldada por un

inventario de 36.6 millones de cabezas de ganado (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural,
2024).

En las regiones tropicales de México, predomina el sistema de produccién ganadera de doble
proposito, que combina la obtencion de leche y carne. En estas zonas, el hato bovino esta
compuesto mayoritariamente por animales producto de cruzas Bos taurus y Bos indicus, 1o que
permite una mayor adaptabilidad a las condiciones climaticas y parasitarias de la region (G. Parra-
Bracamonte et al., 2005; Parra-Bracamonte et al., 2020).

Pégina 16 de 175



El incremento en la incidencia de enfermedades transmitidas por garrapatas, particularmente
aquellas causadas por R. (B.) microplus, representa una amenaza creciente tanto para la salud
animal como para la productividad ganadera. Las pérdidas econdmicas asociadas a estas
enfermedades son considerables derivadas de la disminucién en la produccion de carne y leche,
el incremento en los costos de control y la mortalidad animal. En este contexto, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) ha promovido el enfoque de “One Health”, que plantea un abordaje
interdisciplinario e intersectorial para enfrentar la dispersion de ectoparasitos y las enfermedades
que transmiten, incluidas aquellas con potencial zoonético (Banovi¢ et al., 2021; Dantas-Torres
et al., 2012)-

6.4 CONTROL DE LAS GARRAPATAS

El control de las infestaciones por garrapatas a representado un desafio persistente, debido a que
estos ectoparasitos cuentan con pocos enemigos naturales. Por esta razon, desde la primera mitad
del siglo XX, se implementaron estrategias basadas en el uso de productos quimicos, entre los
que destacan el petroleo crudo, hexacloruro de benceno (BHC), diclorodifeniltricloroetano
(DDT) y compuestos arsenicales (Davey et al., 1998). El uso indiscriminado de insecticidas
quimicos conduce al desarrollo de resistencia por parte de los insectos y a la generacion de
problemas de contaminacién ambiental y dafio a la salud humana y animal.

Debido a esa problematica se ha propuesto un enfoque basado en el control integrado de plagas
como el planteado por De La Fuente y Kocan (2006), que considera la aplicacion de distintos
métodos de control, adaptados a las condiciones geograficas y epidemiologicas locales. Dentro
de estos enfoques, los acaricidas contintian siendo uno de os componentes mas utilizados y
eficaces (De La Fuente & Kocan, 2006; Hubbard & Murillo, 2024; Oliveira et al., 2011).

Si bien se han desarrollado alternativas a los insecticidas tradicionales como extractos vegetales,
agentes de control bioldgico (bacterias, nematodos y hongos), y vacunas, mucho de estos métodos
presentan eficacia limitada cuando se aplican de forma individual. Por ello, se promueve su
integracion dentro de estrategias combinadas de manejo para lograr un control mas sostenible y
efectivo de las poblaciones de garrapatas (Lagunes-Quintanilla et al., 2024).

En México, el control sistematico de R. (B.) microplus en el ganado bovino fue oficializado en
1976 con la creacion del Fideicomiso de la Campafia Nacional contra la Garrapata (Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 1998). En ese tiempo, el Gnico a grupo de ixodicidas autorizados
eran los organofosforados. Para 1982, se reportd la primera cepa resistente en la region de
Tuxpan, Veracruz. Posteriormente, en 1993, se identificaron poblaciones resistentes a piretroides,
como flumetrina, deltametrina y cipermetrina en al menos cuatro estados del pais. (Lagunes-
Quintanilla et al., 2024; Martinez-Ibaniez, 2016; Martinez-Ibafiez et al., 2021; Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 1994)

En la actualidad, se dispone de siete clases de pesticidas para el control de garrapatas:
organofosfatos, piretroides sintéticos, lactonas macrociclicas, fomamidinas, benzoilureas,
fenilpirazoles e isoxazolinas (Waldman et al., 2023).

La mayoria de estos acaricidas actuan sobre el sistema nervioso central de las garrapatas,
ejerciendo efectos neurotdxicos. Sus mecanismos de accion incluyen la interferencia en canales
i6nicos y enzimas clave, tales como: el canal de cloruro regulado por el 4cido gamma-
aminobutirico (GABA-CI), el canal de cloruro activado por glutamato (Glu-Cl), los canales de
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sodio dependientes de voltaje (Na"), la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y los receptores de

octopamina (AOR) especificos de artropodos (Waldman et al., 2023).

Con el objetivo de estandarizar el manejo y monitoreo de la resistencia, el Insecticide Resistance
Action Committee (IRAC), ha propuesto una clasificacion funcional de los acaricidas utilizados
en el manejo de plagas de la subclase Acari. Esta clasificacion se basa en el sitio de accion y el
ingrediente activo de cada compuesto, y se representa en la Tabla 1. (De Rouck et al., 2023;

Sparks & Nauen, 2015).

Tabla 1.- Clasificacion de acaricidas segun el Grupo IRAC, su modo de accion y ejemplos de
ingredientes activos. (Sparks & Nauen, 2015)

Grupo Modo de accion/sitio de accion Ingrediente Activo
IRAC
1 Antagonistas del canal de cloruro ciclodieno
regulado por GABA organoclorados
(endosulfan),
fipronil
2 Moduladores de canales de sodio piretroides
(bifentrina)
3 Moduladores alostéricos del receptor spinosad
nicotinico de acetilcolina (nAChR) -
Sitio |
5 Moduladores alostéricos del canal de abamectina,
cloruro regulado por glutamato milbemectina,
ivermectina
6 Inhibidores del crecimiento de acaros clofentezina,
(quitina sintasa) hexythiazox,
etoxazol
10 Inhibidores de la ATP sintasa diafentiuron,
mitocondrial azociclotina,
cihexatin, oxido de
fenbutatin,
propargita,
tetradifon
12 Desacopladores de la fosforilacion clorfénapir
oxidativa
13 Inhibidores de la sintesis de quitina flucicloxuron,
flufenoxuron
15 Agonistas del receptor de octopamina amitraz
19 Inhibidores del transporte de electrones acequinocilo,
(Complejo III mitocondrial) fluacripirimo,
bifenazato
20 Inhibidores del transporte de electrones fenazaquin,
(Complejo I mitocondrial) fenpiroximate,
pirimidifen,
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piridaben,

tebufenpyrad,
tolfenpyrad
21 Inhibidores de la acetil-Coenzima A espirodiclofén,
carboxilasa espiromesifen,
espirotetramat,
espiropidion
23 Inhibidores del transporte de electrones cienopirafén,
(Complejo II mitocondrial) ciflumetofén,
piflubumide,
cietpirafén
25 Moduladores alostéricos del canal de fluralaner,
cloruro regulado por GABA afoxolaner
30 Moduladores alostéricos del receptor Péptido GS-
nicotinico de acetilcolina (nAChR) -Sitio omega/kappa
11 HXTX-HVla
32 Compuestos de modo de accion dicofol
desconocido o incierto
UN Antagonistas del canal de cloruro ciclodieno
regulado por GABA organoclorados
(endosulfan),
fipronil

6.4.1 AMIDINAS
Las amidinas, también conocidas como formamidinas, son acaricidas que actiian inhibiendo la
monoamino oxidasa (MAOQO) la cual es responsable del metabolismo de neurotransmisores en
garrapatas y acaros (de Waal & Danaher, 2014) . Ademas, estos compuestos funcionan como
agonistas inversos o antagonistas de los receptores de octopamina, un neurotransmisor exclusivo
de los invertebrados, lo que altera significativamente la sefalizacion neuromuscular en los
ectoparasitos (Bartikova ef al., 2016).

El amitraz [1,5 di-(2,4-dimetilfenil)-3-metil-1,3,5-triaza-penta-1,4-dieno], con formula quimica
Ci4H23Ns y peso molecular de 293,41 g/mol, es el representante mas comun de esta familia. Se
trata de un compuesto triazapentadieno con accion insecticida y acaricida de amplio espectro
utilizado en agricultura, horticultura y medicina veterinaria en todo el mundo desde 1974. (Corta
et al., 1999; Del Pino et al., 2015; Gupta et al., 2019).

6.4.2 CARBAMATOS
Los carbamatos son una amplia categoria de compuestos quimicos que son ésteres del acido
carbamico con una gran variedad de aplicaciones, incluyendo el uso como agente insecticida
(Palermo et al., 2022). Su modo de accion se basa en la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa, esencial para la transmision de impulsos nerviosos. Esta inhibicion provoca
una acumulacion de acetilcolina en las sinapsis, lo que conlleva a una estimulacion
neuromuscular continua, paralisis y finalmente, la muerte del insecto por sobreexcitacion del
sistema nervioso (Bartikova ef al., 2016) El carbaril fue el primer miembro de esta familia
utilizado como insecticida, tras su introduccién en 1956, marcando el inicio de una nueva
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generacion de control quimico mas selectiva en comparacion con los organoclorados utilizados
previamente (Didgikar & Joshi, 2016).

6.4.3 Fipronil

En 1987, la empresa transnacional francesa Rhone-Poulenc Agro desarroll6 el acaricida fipronil
[5-amino-3- ciano -1-(2,6- dicloro -4- trifluorometilfenil)-4-trifluorometil sulfinil pirazol] (FPL)
(Oliveira et al., 2011). Este compuesto actiia sobre el sistema nervioso central de los
invertebrados mediante la unidon selectiva a los receptores de acido gamma-aminobutirico
(GABA), especificamente a la subunidad 3 de los canales de cloro activados por GABA, donde
bloquea su funcioén, interfiriendo con el principal mecanismo inhibitorio del sistema nervioso
central. Adicionalmente, el fipronil también puede interactuar con canales de cloro activados por
glutamato (GluCl) y los canales de glutamato, impidiendo el flujo de iones de cloro (CI™) hacia
el interior de las células nerviosas. Esta interrupcion en la neurotransmision provoca una hiper
excitacion neuronal sostenida, lo que deriva en paralisis y muerte del organismo afectado(Rosa
et al., 2024). El fipronil ha demostrado ser eficaz tanto en tratamiento para la erradicacion de R.
(B.) microplus, como en aplicaciones profilacticas para prevenir nuevas infestaciones (Davey et
al., 1998).

6.4.4 ORGANOFOSFORADOS

Los organofosforados son compuestos quimicos derivados de la esterificacion entre un acido
fosforico y un alcohol. Su principal mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), lo que provoca una acumulacion excesiva del neurotransmisor
acetilcolina en las sinapsis del sistema nervioso, generando una sobreestimulacién neuronal que
puede llevar a paralisis y muerte del organismo (Abreu-Villaga & Levin, 2016; Adeyinka et al.,
2023).

Aunque estos compuestos fueron sintetizados por primera vez en el siglo XIX (alrededor del afio
1800) (Petroianu, 2010), no fue sino hasta la década de1930 que el quimico aleman Willy Lange
documenté sus efectos toxicos, similares a los de los agentes nerviosos. Durante la Segunda
Guerra Mundial, el régimen nazi reconocid su potencial como arma quimica, desarrollando los
conocidos gases neurotoxicos de la serie G (Adeyinka et al., 2023).

Posteriormente, el quimico aleméan Gerhard Schrader, trabajando para la empresa Farbenfabriken
Bayer, identifico la estructura general de los organofosforados con actividad anticolinesterasica.
Este descubrimiento lo condujo al desarrollo del primer insecticida comercial basado en este
grupo quimico, conocido como Baldan (Abreu-Villaca & Levin, 2016).

6.4.5 PIRETROIDES

Los piretroides son compuestos sintéticos derivados de los extractos de flores del género
Chrysanthemum, especificamente Chrysanthemum cinerariaefolium y Chrysanthemum cineum.
Estos extractos han sido empleados histéricamente como insecticidas naturales. Los piretroides
se clasifican en dos tipos (tipo I y tipo II), segin sus propiedades toxicologicas y estructurales.
Los piretroides tipo I carecen de un grupo ciano, mientras que los tipos II contienen este grupo
funcional, el cual estd asociado con la induccion de movimientos involuntarios y mayor
persistencia en el organismo (Thatheyus et al., 2013).
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El efecto insecticida de los piretroides se base principalmente en su capacidad para unirse y alterar
los canales de sodio dependientes del voltaje (NaV) en las neuronas de los insectos, prologando
una despolarizacion sostenida que lleva a paralisis y muerte (Soderlund, 2011). Sin embargo,
estudios neurofisiologicos, estructurales y funcionales han demostrado que los piretroides
también pueden afectar otros sitios de accion, como los canales de cloro y calcio ampliando su
espectro neurotoxico (Breckenridge ef al., 2009).

6.5 RESISTENCIA A ACARICIDAS
La resistencia a acaricidas se describe inicialmente como pérdida de eficacia de un farmaco
empleado para el control de parésitos. Sin embargo, la definicion propuesta por el grupo de
expertos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la define como “la capacidad de una
cepa parasitaria para sobrevivir o multiplicarse a pesar de la administracion o absorcion de un
agente quimico en una dosis igual o superior a la recomendada para su erradicacién” (Abbas
etal., 2014).

Los distintos tipos de resistencia que se reconocen son: la resistencia adquirida, la resistencia
cruzada y la resistencia multiple(Abbas et al., 2014). En artrépodos, la resistencia a pesticidas es
un fendémeno multifactorial, que puede involucrar factores de comportamiento, alteraciones
bioquimicas, asi como mecanismos metabolicos disefiados para contrarrestar la accion de los
pesticidas (Cossio-Bayugar ef al., 2018a).

En el caso particular de los acaricidas, la resistencia suele estar mediada por una o una
combinacion de los siguientes tres mecanismos principales(Dulbecco et al., 2021a).
a) Incremento en la capacidad de detoxificacion, mediante la sobreexpresion de enzimas
como las monoxigenasas, esterasas o glutation S-transferasas.
b) Reduccion en la afinidad del sitio de accion, debida a mutaciones puntuales en genes
que codifican los receptores blanco del acaricida (por ejemplo, canales de sodio,
GABA, AChE).
c) Disminucién en la penetracion a través de la cuticula, ya sea por modificaciones
estructurales o por el engrosamiento de esta barrera externa.

La presencia simultdnea de estos mecanismos puede potenciar la resistencia y dificultar
seriamente el control eficaz de poblaciones de garrapatas en campo.

6.6 MECANISMOS DE RESISTENCIA
Los mecanismos de resistencia a acaricidas pueden agruparse en cuatro categorias principales,
segun el tipo de alteracion fisioldgica o conductual que permite al organismo sobrevivir a la
exposicion al compuesto.

1. Resistencia toxicodindmica: implica modificaciones en el sitio diana del acaricida, lo
que reduce la afinidad del compuesto por su objetivo molecular (por ejemplo,
mutaciones en canales i0nicos, receptores o enzimas).

2. Resistencia toxicocinética: se refiere a alteraciones en la biodisponibilidad del
acaricida, ya sea por incremento en su degradacion, reduccion en su absorcion

Pégina 21 de 175



eliminacion mas rapida o cambios en la distribucion y persistencia del compuesto
dentro del organismo.

3. Resistencia digestiva; ocurre cuando el sistema digestivo del parésito inactiva o
neutraliza el toxico antes de que llegue al sitio de accion.

4. Resistencia conductual: implica cambios en el comportamiento del pardsito que
reducen su exposicion al acaricida, como evitar areas tratadas o modificar patrones de
alimentacion o movimiento (Feyereisen et al., 2015a).

La documentacion y clasificacion de estos mecanismos, asi como de los modos de accion de los
acaricidas, son desarrolladas por el “Insecticide Resistance Action Committee (IRAC), una
iniciativa de la organizacion Croplife Internacional, como parte de los esfuerzos para mitigar la
resistencia y preservar la eficacia de las herramientas disponibles en el sector agricola y
veterinario (Sparks & Nauen, 2015)

6.6.1 RESISTENCIA RELACIONADA CON PATRONES DE COMPORTAMIENTO

La resistencia conductual se refiere a aquellas respuestas adaptativas de los organismos frente a
presion selectiva, que les permite evitar la exposicion a un agente toxico. Este tipo de resistencia
implica una modificacion en la conducta para minimizar el contacto con el compuesto quimico
(Hubbard & Murillo, 2024). En artropodos hematofagos, Agnew & Romero en 2017, llevaron a
cabo un experimento con Cimex lectularius (chinche de cama), en el cual utilizaron bioensayos
de comportamiento. Los resultados mostraron que los organismos eran capaces de cambios de
conducta que evitaban la exposicion al insecticida evaluado, demostrando un mecanismo de
evasion activa como forma de resistencia.

6.6.2 RESISTENCIA RELACIONADA CON EL SISTEMA DIGESTIVO
La resistencia digestiva involucra la capacidad del organismo para degradar compuestos toxicos
mediante procesos metabolicos en el tracto digestivo. Un componente clave en este tipo de
resistencia es la microbiota intestinal, cuya actividad enzimatica puede contribuir a la
biotransformacion y detoxificacion de moléculas exogenas, reduciendo asi su toxicidad (Collins
& Patterson, 2019).

En este contexto, De Almeida et al., (2017), aislaron bacterias del microbioma intestinal del
lepidoptero Spodeptera frugiperda, que demostraron capacidad para metabolizar compuestos
xenobidticos, evidenciando un papel activo del microbiota intestinal en la detoxificacion de
plaguicidas. Estos hallazgos respaldan la hipdtesis de que la comunidad microbiana resistente en
el intestino de artrépodos puede conferir una ventaja adaptativa frente a la exposicion continua a
acaricidas o insecticidas, modulando la toxicocinética de estos compuestos.

6.6.3 RESISTENCIA TOXICODINAMICA

La toxicodinamica se refiere a la interaccion entre los compuestos toxicos y sus sitios de accion
especificos en el organismo. La resistencia toxicodindmica se manifiesta cuando ocurren
modificaciones genéticas o regulatorias que impiden o reducen dicha interaccion, ya sea por
mutaciones puntuales que alteran la conformacion del sitio de blanco o por cambios en la
expresion génica del receptor o canal afectado (De Boeck et al., 2022; Feyereisen et al., 2015a)

Estas mutaciones pueden ser silenciosas (sin modificar la secuencia de aminoacidos), o pueden
conducir a una sobreexpresion o modificacion estructural de proteinas blanco, lo que provoca
una menor afinidad del acaricida por un sitio de accion y, por ende, insensibilidad farmacolégica.
Por ejemplo, se han identificado seis mutaciones en el canal de sodio asociado con resistencia a
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piretroides, asi como cinco mutaciones en el receptor GABA-CI asociadas con resistencia a
fipronil (Castro Janer et al., 2019; Janer et al., 2021).

En el caso especifico de R. (B.) microplus, Cossio-Bayugar et al. (2020a), demostraron
experimentalmente la presencia de mutaciones funcionales en el canal GABA-CI en cepas
resistentes a piretroides. La presencia de estas mutaciones correlacion con la persistencia de
contraccion muscular tras la exposicion a cipermetrina, lo cual respalda el rol funcional de los
cambios en los sitios diana como mecanismos centrales de resistencia. Estos hallazgos
constituyen evidencia directa de que las mutaciones en proteinas blanco no solo estan presentes,
sino que también alteran la farmacodinamica del acaricida, limitando su eficacia en cepas de
garrapatas resistentes.

6.6.4 RESISTENCIA CINETICA (DETOXIFICACION METABOLICA)
La toxicocinética abarca las alteraciones que afectan la absorcion, la distribucion, el metabolismo
y la excrecion de los compuestos toxicos en el organismo. En artropodos hematofagos, este tipo
de resistencia estd dominado por mecanismos de detoxificacion metabdlica, que reducen la
toxicidad del compuesto al modificar su estructura quimica (Feyereisen et al., 2015b).

El principal mecanismo de resistencia a acaricidas en R. (B.) microplus es precisamente la
desintoxicacion metabdlica, caracterizada por un incremento en la expresion o actividad de
enzimas como esterasas, glutation S-transferasa (GSTs) y citocromo P450 (CYP450). Estas
enzimas convierten los acaricidas en moléculas mas hidrofilicas, facilitando su excrecién como
compuestos menos toxicos (Cossio-Bayugar et al., 2018a; Waldman et al., 2023).

En general, la resistencia metabodlica se atribuye al aumento en la actividad o expresion de tres
grandes familias enzimaticas: esterasas, glutation-S-Transferasas y la superfamilia del citocromo
P450 (Montella et al., 2012).

6.6.4.1 MONOXIGENASAS (CITOCROMO P450 (CYP), FMOS'Y MOS)
Las mono oxigenasas citocromo P450 (CYPs) y las monoxigenasas dependientes de la flavina
(FMOs) constituyen dos de las principales familias de mono oxigenasas en organismos
eucariotas. Ambas participan en procesos de detoxificaciéon metabdlica, siendo fundamentales en
la biotransformacion de xenobidticos, incluidos los acaricidas.

Estas enzimas catalizan reacciones de oxidacion en las que un atomo de oxigeno molecular (O2)
es incorporado al sustrato, mientras que el otro atomo es reducido para formar agua. Este
mecanismo permite transformar compuestos hidrofobicos, en moléculas més polares, facilitando
su excrecion (Sehlmeyer et al., 2010).

Las CYPs han sido ampliamente estudiadas por su papel en la resistencia metabolica, ya que su
sobrexpresion puede conferir tolerancia a multiples clases de acaricidas. Las FMOs y otras
monoxigenasas (MOS) también participan en rutas de detoxificacion complementarias, aunque
su contribucidn especifica varia entre especies y condiciones ambientales.

6.6.4.2 CITOCROMO P450 (CYP)
La familia del citocromo P450 (CYP) en insectos y acaros comprende una amplia diversidad de
enzimas involucradas en funciones fisiologicas esenciales y en el metabolismo de xenobidticos.
Estas enzimas, principalmente mono oxigenasas, catalizan un amplio rango de transformaciones
oxidativas, actuando tanto sobre sustratos enddégenos como exdgenos.
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Las enzimas CYP fueron descritas por primera vez en 1982 por Fujii-Kuriyama et al y
posteriormente Nelson, (2018) realiz6 un analisis filogenético exhaustivo, agrupando a las CYPs
en clanes segun su origen evolutivo comun, lo que permitid una anotacion sistematica de esta
extensa familia en insectos.

Estas enzimas funcionan fijando oxigeno molecular (O2) al sustrato mediante una reaccidon que
depende de electrones proporcionados por NADPH, a través de la NADPH citocromo P450
reductasa (Bergé et al., 1998). La reaccion catalizada es la siguiente:

Substrate (S) + (NADPH + H*) + 0, —» S(0) + NADP* + H,0

El nombre “citocromo P450” proviene de su propiedad espectrofotométrica: estas proteinas
absorben a 450 nandmetros cuando son reducidas y saturadas con mondxido de carbono (CO)
(Bergé et al., 1998).

Estudios funcionales han demostrado el papel de CYPs en la resistencia a acaricidas. Por ejemplo,
mediante ensayos de knockdown del gen de CYP4G 107 en Rhodinus prolixus (artropodo, vector
de Chagas), se observo una disminucion en hidrocarburos en la cuticula, lo que sugiere una mayor
permeabilidad al acaricia y una menor proteccion cuticular (Dulbecco et al., 2020, 2021b; Pedrini
et al., 2009a). Asimismo, la caracterizacion del gen CYP3093A11 permitid definir una nueva
subfamilia, CYP4PR1, implicada en la resistencia a la deltametrina en R. infestans (Dulbecco et
al., 2021Db).

Hasta la fecha, los citocromos CYPs en insectos se han agrupado en seis familias principales:
cinco especificas de insectos (CYP6, CYPY, CYPI2, CYP18 y CYP28)y una compartida con otros
eucariontes (CYP4) (Bergé et al., 1998).

Funcionalmente, el clan CYP2 se asocia con procesos fisiologicos y de desarrollo; mientras que
los clanes CYP3 y CYP4 estan més relacionados con la adaptacion al ambiente y la detoxificacion
de compuestos xenobidticos (Dulbecco ef al., 2021a; Thomas, 2007).

En un estudio realizado por Cossio-Bayugar et al., (2018b), se utilizo RT-PCR cuantitativa para
evaluar la expresion diferencial de genes citocromo P450 (CYP) y carboxilesterasa (CE) en
poblaciones de campo de R. (B.) microplus resistentes a piretroides. Los resultados mostraron
una sobreexpresion significativa de los genes CYP, la cual fue proporcional al grado de resistencia
detectado en los bioensayos, confirmando el papel central de esta familia en la resistencia
metabolica a piretroides. Estos hallazgos sugieren que la cuantificacion de la expresion génica de
CYP puede ser un marcador diagndstico util para monitorear resistencia a acaricidas en garrapatas
de campo.

6.6.4.3 MONOXIGENASAS DEPENDIENTES DE FLAVINAS (FMOS Y MAQOS)
Las monoxigenasas dependientes de flavinas (FMOs) son enzimas de la clase de las
flavoenzimas, cuya funcion principal es catalizar reacciones de oxidacion en una amplia variedad
de compuestos xenobioticos, incluyendo farmacos, plaguicidas y toxinas ambientales. Estas
enzimas incorporan un atomo de oxigeno molecular al sustrato mientras que el segundo atomo es
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reducido a agua, constituyendo asi un mecanismo clave de detoxificaciéon metabdlica en muchos
organismos (Alfieri et al., 2008; Cashman, 2024).

La actividad enzimatica de una flavoproteina con estas caracteristicas fue descrita por primera
vez en 1979 por Poulsen & Ziegler, quienes lo identificaron en tejido hepatico de cerdos y
caracterizaron su cinética de reaccion. Posteriormente, esta enzima fue reconocida como una
monooxigenasa dependiente de flavinas (FMO) y que pertenecen a la clase de flavoenzimas,

En términos funcionales se reconocen cuatro clases principales de flavoproteinas involucradas en
la activacion de oxigeno molecular y la oxidacion de sustratos de importancia biologica.

e Oxidasas, que transfieren electrones al oxigeno molecular produciendo peroxidos de
agua

e Monoxigenasas, que insertan un atomo de oxigeno en el sustrato y reducen el otro a agua,
como en el caso de las FMOs.

e Transferasas de electrones, que median el paso de electrones entre diferentes sistemas
redox.

e Deshidrogenasas/transhidrogenasas, que catalizan la transferencia de atomos de
hidrégeno entre sustratos.

Los sustratos tipicos de las FMOs son compuestos nucleofilicos que contienen nitrégeno o azufre,
tales como aminas, amidas, tioles y sulfuros, que al oxidarse se transforman en productos con
mayor polaridad y con facilidad de excrecion,

Por otra parte, las monoaminooxidasas (MAOQOs) también forma parte de las flavoenzimas y
cumplen una funcidon critica en la degradacion de aminas biogénicas neuro activas,
convirtiéndolas en aldehido inactivos, los cuales posteriormente se metabolizan a productos atin
mas polares. Aunque su papel principal estd en el metabolismo de neurotransmisores, algunas
MAOs también pueden oxidar ciertos xenobidticos, aunque en menor proporcion (Cashman,
2024).

Reacciones representativas: MAO (oxidacion de aminas primarias):

RCH,NHs; + MAO — [MAO — aldmina] - RCH = 0 + NH,*

Conversion de una amida biogénica a aldehido via aldimina (MAO)

MAO H,0
RCH, — RCH =NR — RCH=0

FMO (oxidacién de aminas secundarias via nitrona)

FMO FMO 0~ H,0
RCH, — RCH,N(OH)R — RCH= N — RCH=0
+

Estas rutas metabdlicas son clave tanto en la degradacion de moléculas endogenas como en la
biotransformacion de acaricidas, contribuyendo a la resistencia metabdlica observada en varios
artropodos (Tian et al., 2014).
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6.6.4.4 ENZIMAS SUPEROXIDO DISMUTASA
Ante el estrés quimico inducido por la exposicion a acaricidas, los organismos activan diversas
respuestas fisioldgicas para mantener la homeostasis celular y minimizar el dafio potencial. Una
de estas respuestas clave es la activacion de defensas antioxidante, los cuales incluyen enzimas
como superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasa.

Estas enzimas neutralizan las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas durante el
metabolismo xenobiotico, evitando el dafio a lipidos, proteasas, proteinas y ADN. En estudios
realizados en diversos insectos y acaros, se ha demostrado que la exposicion a acaricidas induce
un incremento significativo en la expresion de genes antioxidantes, especialmente SOD, lo cual
se ha propuesto como un biomarcador de resistencia a acaricidas (Xin et al., 2024).

La enzima superdxido dismutasa cataliza la siguiente reaccion:
202 +2H"—H2021+02

Este proceso convierte los radicales superoxidos en peroxido de hidrogeno, que luego es
descompuesto por catalasa o peroxidasa, cerrando el circuito antioxidante.

6.6.4.5 GLUTATION S-TRANSFERASA (GST) Y GLUTATION PEROXIDASA (GPX)

Las glutation S-transferasas (GST) son una familia de enzimas involucradas en la
biotransformacion de compuestos toxicos, tanto endégenos como xenobidticos. Estas enzimas
catalizan la conjugacion del glutation reducido (GSH) con compuestos electrofilicos,
incrementando su solubilidad y excrecion. Su funciéon es clave en los mecanismos de
desintoxicacion metabolica frente a acaricidas, ya que pueden neutralizar compuestos toxicos
antes de que alcancen sus sitios blancos.

En garrapatas, la expresion diferencial de GST ha sido asociada con resistencia a multiples
familias de acaricidas, incluyendo organofosforados y piretroides. Estas enzimas también
participan en la proteccion celular frente al dafio por estrés oxidativo, al reducir intermediarios
reactivos generado por la accion de plaguicidas(Aguilar-Diaz et al., 2018; Cossio-Bayugar et al.,
2002; Miranda-Miranda et al., 2016; Venthur ef al., 2022; J. G. Vontas et al., 2001).

6.6.4.6 GLUTATION PEROXIDASAS (GPX)

Las enzimas glutation peroxidasas (GPx), y en particular la enzima fosfolipido hidroperoxido
glutation peroxidasa (PHGPx), juegan un papel esencial en la defensa celular al reducir los
hidroperoxidos de fosfolipidos generados por estrés oxidativo. En un estudio realizado por
Cossio-Bayugar et al. (2005), se aislé y secuencio el gen PHGPx en R. (B.) microplus,
encontrando diferencias de secuencia entre cepas susceptibles y resistentes. En total, se
identificaron ocho mutaciones, de las cuales cinco resultaron en cambios en la secuencia
aminoacidica en cepas resistentes a uno o mas clases de acaricidas, sin embargo, estas cepas
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también presentaron una disminucion en la expresion de la GPx, indicando una posible
redistribucion de la desintoxicacion metabolica a otras rutas metabolicas.

El analisis de expresion génica mediante PCR en tiempo real revel6 que las cepas de organismos
resistentes a organofosforados presentaban una sobreexpresion significativa de PHGPx, lo que
sugiere una respuesta adaptativa al estrés oxidativo inducido por dichos compuestos. En
contraste, las cepas resistentes a dos o mas clases de acaricidas mostraron una disminucioén en la
expresion de esta enzima, lo que indica una posible redistribucion del esfuerzo detoxificante hacia
otras rutas metabodlicas.

Estos hallazgos respaldan el papel dual y complementario de las GST y GPx en la resistencia
metabolica, ya sea mediante la conjugacion directa de compuestos toxicos o por la neutralizacion
de especies reactivas de oxigeno. Ambas familias enzimdticas se consolidan, asi como
biomarcadores moleculares clave para el estudio de la resistencia multiple a acaricidas en R. (B.)
microplus

6.6.4.7 CATALASAS

La enzima catalasa (CAT) desempefia un papel esencial en la defensa antioxidante de los
organismos, al catalizar la descomposicion del perdxido de hidrogeno (H202) en agua y oxigeno
molecular. Esta reaccion es crucial para proteger a las células del dafio inducido por especies
reactivas de oxigeno (ROS), generadas en condiciones de estrés oxidativo (Singh & Kumar,
2019).

2H>0>,—2H>0+0;

Diversos insecticidas, incluidos piretroides, organofosfatos y organoclorados, han demostrado
inducir estrés oxidativo al aumentar la produccion de ROS en tejidos de insectos y 4caros (Hao,
et al., 2020). En este contexto, un incremento en la actividad o expresion de catalasa puede
representar un mecanismo compensatorio de defesa y un posible biomarcador de resistencia
metabolica.

6.6.4.8 ESTERASAS Y ACETILCOLINESTERASA
Las esterasas constituyen una familia de enzimas ampliamente implicadas en la detoxificacion
de compuestos xenobioticos incluyendo organofosforados y piretroides. Su funcioén principal
consiste en hidrolizar enlaces éster presentes en estas moléculas, lo que puede disminuir su
toxicidad antes de que interactiien con su molécula blanco (Cossio-Baytgar et al., 2021)

En 2000, Hernandez et al., identificaron y secuenciaron dos fragmentos de cDNA
correspondientes a esterasas en cepas susceptibles de R. (B.) microplus y al compararlas con
cepas resistentes, detectaron mutaciones que provocaban sustituciones de aminodcidos, lo que
sugiere una posible alteracion funcional vinculada a la resistencia a piretroides.

Posteriormente, en 2002 Guerrero et al., identificaron mediante PCR dos sustituciones de
aminoacidos vinculados con la resistencia a piretroides, Ademas, concluyeron que una alta
frecuencia de alelos de la esterasa CzEst9 en cepas de organismos resistentes estaba asociada con
la resistencia a permetrina.
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En un estudio mas reciente, de Cossio-Bayugar et al., 2018b analizaron la expresion génica de
enzimas metabolizadoras de xenobioticos (XMEs), como carboxilesterasa (CE), citocromo P450
(CYP) y acetilcolinesterasa (AChE), en muestras de campo de R. (B.) microplus resistentes a
piretroides. Mediante RT-qPCR, reportaron que uno de los aislados, resistente tanto a piretroides
como a organofosforados, mostrd una sobreexpresion significativa de carboxilesterasas. Sin
embargo, otros aislamientos resistentes a piretroides presentaron subexpresion de CE, pero
sobreexpresion de CYP, lo que indica que la CE no es el mecanismo predominante en todos los
casos, pero puede desempefiar un papel relevante dependiendo del contexto genético y del
acaricida especifico.

6.6.4.9 ACETILCOLINESTERASA (ACHE)
La acetilcolinesterasa, aunque funcionalmente distinta, también pertenece al grupo de esterasas
y representa el blanco molecular de organofosforados y carbamatos. Estos acaricidas inhiben la
actividad de la AchE en las sinapsis del sistema nervioso, causando acumulacion de acetilcolina
y muerte del parasito (Cossio-Bayugar ef al 2021).

En un estudio reciente, (Cossio-Bayugar ef al., 2024) reportaron, mediante andlisis de qPCR, una
sobreexpresion significativa del gen AChE en cepas de R. (B.) microplus resistentes a multiples
clases de acaricidas. Ademas, se identificaron mutaciones no sinénimas en la secuencia
codificante del gen, las cuales podrian inducir cambios conformacionales en el sitio activo de la
enzima, reduciendo su afinidad por los inhibidores acaricidas. Estas mutaciones, en conjunto con
la sobreexpresion, sugieren un doble mecanismo de resistencia toxicodindmica: evasion por
alteracion estructural y saturacion por incremento en la cantidad de enzima blanco. Estos
hallazgos refuerzan el papel de AChE como un biomarcador molecular relevante en la vigilancia
de resistencia, y subrayan la necesidad de considerar tanto componentes transcriptdmicos como
mutacionales al evaluar resistencia multiple en campo.

Consideraciones funcionales
Las esterasas actian de dos formas principales:

1. Metabolismo o degradacion del acaricida — en especial organofosforados y piretroides, a
través de carboxilesterasas.

2. Secuestro o union no catalitica — actuando como reservorio enzimatico que evita que el
compuesto toxico llegue al sitio blanco.

En conjunto, estos mecanismos permiten que las esterasas, incluyendo AChE, participen de forma
diferencial y complementaria en la resistencia a acaricidas. Su contribucion puede depender del
tipo de compuesto, la historia de exposicion y el trasfondo genético de las poblaciones de
garrapatas (Cossio-Bayugar et al., 2021).

6.6.4.10 DESHIDROGENASAS DE CADENA CORTA
Las deshidrogenasas, también conocidas como reductasas de cadena corta, son enzimas que
juegan un papel en el metabolismo de hormonas, sintesis de hormonas y ayudan en la
desintoxicacion de xenobidticos. Estas actlian sobre sustratos tan diversos como esteroides,
acidos grasos, azlcares, hidrocarburos aromadticos, antibioticos y compuestos involucrados en el
metabolismo del nitrogeno(Chang et al., 2015; Vogel et al., 2010). Estas enzimas han sido
relacionadas con resistencia metabolica en insectos (Tchigossou ef al., 2018; Vijay et al., 2015).
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6.6.4.11 TRANSPORTADORES: CASETE DE UNION A ATP (ABC) Y SUPERFAMILIA DE
FACILITADORES MAYORES (MFS)

Los transportadores ABC (ATP-binding Cassette) constituyen una de las familias mas amplias
de proteinas transmembranales implicadas en el transporte activo. Estas proteinas estan formadas
tipicamente por dos dominios de unidn a nucleétidos (NBDs) localizados en el citoplasma, que
se encargan de unir e hidrolizar ATP, y dos dominios transmembranales (TMDs) responsables
del paso de sustratos a través de la membrana; en algunos casos, pueden contener un tercer
dominio adicional (Amezian ef al., 2024).

6.6.5 PENETRACION REDUCIDA
Uno de los mecanismos de resistencia a acaricidas en artropodos consiste en la reduccion de la
penetracion del compuesto a través de la cuticula. Este mecanismo actiia como una barrera fisica
inicial, disminuyendo la cantidad de acaricida que alcanza su sitio de accion en el interior del
organismo.
La resistencia por penetracion reducida se asocia principalmente con modificaciones
estructurales de la cuticula, como el incremento en su grosor y la sobreproduccion o acumulacion

de proteinas cuticulares, lo cual disminuye la tasa de absorcion del acaricida (Balabanidou et al.,
2018a; Fang et al., 2015)

6.7 MEDICION DE LA RESISTENCIA A ACARICIDAS EN GARRAPATAS
Debido a la importancia del control de garrapatas para el sector ganadero en el mundo, se han
disefiado estrategias para poder medir el fendmeno de resistencia a acaricidas de las siguientes
maneras:

6.7.1 PAQUETE DE LARVAS
La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) ha
recomendado el uso de diversas pruebas para la evaluacion de la resistencia a acaricidas, siendo
una de las mas utilizadas es la Prueba de Inmersion de Adultas (PIA), no obstante, también se
emplean otros métodos validados, como la prueba del paquete de larvas y la inmersion de larvas,
que ofrecen ventajas particulares en estudios experimentales (Araque et al., 2014; FAO, 2004).

La prueba de paquetes de larvas fue descrita por Stone y Haydock en 1962 y consiste en exponer
larvas de garrapatas a un papel filtro impregnado con el acaricida, previamente disuelto en un
solvente inerte. Posteriormente, se determina la concentracion letal media (LCso) y se compara
con la LCso de una cepa susceptible de referencia, permitiendo asi estimar el indice de resistencia
del acaricida evaluado (Castro-Saines ef al., 2021; Jongejan et al., 2024)

En México, una de las cepas mas utilizadas como referencia es la cepa Media Joya de R. (B.)
microplus, la cual ha mostrado alta susceptibilidad a acaricidas convencionales como
organofosforados, piretroides y amidinas. Actualmente, esta cepa se emplea ampliamente como
cepa estandar para ensayos de resistencia en América Latina (Aguilar-Tipacamu et al., 2008;
Martinez-Ibanez et al., 2021; Prado-Ochoa et al., 2013)

El laboratorio de CENAPA-SENASICA-SADER ha mantenido cepas de referencia para el
monitoreo de la resistencia a acaricidas, dichas cepas son seleccionadas y caracterizadas
toxicoldgicamente para evaluaciones de eficacia, teniendo 5 cepas : "Susceptible/Zacatecas", que
presenta una tasa de mortalidad del 100 % al exponerse a todos los acaricidas; "Mora", resistente
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a organofosforados (OP) y piretroides (Pyr); "San Alfonso", resistente a organofosforados,
piretroides y amitraz; y "Rancho Nuevo y Vargas", resistentes a organofosforados, piretroides,
amitraz y fipronil (Martinez-Ibanez et al., 2021; Martinez-Ibanez, 2016)

6.7.2 ZIMOGRAMAS
Los zimogramas son una técnica que permite detectar actividad enzimatica especifica tras la
separacion proteica mediante electroforesis (Gersten & Gabriel, 1992). Esta metodologia
combina la separaciéon de proteinas en un gel, normalmente por peso molecular utilizando
electroforesis, con la deteccion de la actividad catalitica mediante incubacion del gel con un
substrato cromogénico especifico(Gersten & Gabriel, 1992; Manchenko, 1994; Miranda-Miranda
et al., 20006).

Una vez separadas las proteinas, las bandas enzimaticas activas pueden visualizarse en el gel
como zonas coloreadas o aclaradas, dependiendo del tipo de reaccion. Esto permite identificar no
solo la presencia de la enzima, sino también estimar el tamafio molecular (en kilodaltones) de sus
isoformas, asi como su actividad relativa (Miranda-Miranda, et al 2023).

En 2005, Miranda-Miranda et al., Utilizaron esta técnica para estudiar la actividad de diversas
enzimas en R. (B.) microplus. Sus resultados mostraron que las enzimas esterasa, fosfodiesterasa,
glutation peroxidasa y catalasa estan directa o indirectamente asociadas con la degradacion de
xenobioticos (como acaricidas), sugiriendo su participacion en los mecanismos de resistencia
metabolica. Esta técnica, por tanto, representa una herramienta util para caracterizar
funcionalmente la actividad enzimatica en poblaciones resistentes (Miranda-Miranda et al 2005;
Miranda-Miranda et al, 2023).

a b
SDS-PAGE Zimograma
Marcadores Huevo larva Adulto Huevo Larva Adulto
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180- - >
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20-
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Figura 4.- a) Electroforesis en SDS-PAGE de proteinas obtenidas de diferentes estadios de
garrapatas (huevo, larva y adulto) teiiidas con azul de Coomassie, b) Zimogramas con actividad
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GST, obtenidos de proteinas de las muestras antes mencionadas (SDS-PAGE).(Miranda-
Miranda, et al 2023)

Actualmente para el estudio de resistencia se propone la integracion de zimogramas y
transcriptomica lo cual resulta un puente natural entre los mecanismos de resistencia moleculares
(mutaciones y regulacion génica) y los mecanismos bioquimico-fisiologicos clésicos (enzimas
metabolizadoras de xenobidticos, detoxificacion, penetracion o excrecion) (Miranda-Miranda et
al, 2023).

Este enfoque dual no solo enriquece la comprension del fendémeno de resistencia, sino que
también facilita el disefio de herramientas diagnosticas mas precisas y el desarrollo de estrategias
de control que aprovechen marcadores tanto bioquimicos como moleculares (Miranda-Miranda
et al, 2023). Ejemplo de esto son: el zimograma de acetilcolinesterasa muestra una isoenzima de
65 kDa, que al ser cotejado con transcriptomas de R. (B.) microplus en GenBank (PRINA431211,
PRINA338961, PRINA193287), se correlaciona con secuencias de ~62 kDa. La diferencia se
atribuye a modificaciones postraduccionales como glicosilacion. (Miranda-Miranda ef al, 2023)

6.7.3 ENSAYOS BIOQUIMICOS
La cuantificacion de enzimas involucradas en la detoxificacion metabolica como esterasas,
glutation-S-transferasa (GST) y monooxigenasas en R. (B) microplus en realizarse mediante
protocolos bioquimicos (Fular et al., 2020; Sachin et al., 2021)

Uno de los métodos mas cominmente empleados se basa en la hidrdlisis de sustratos como ay 3
naftilacetato, en presencia de sal azul (fast blue). Esta reaccion forma un complejo coloreado
cuya intensidad es directamente proporcional a la cantidad de esterasas presentes en la muestra
(Baffi et al., 2008) .

Recientemente, Gupta et al. (2023) aplicaron este protocolo para evaluar la correlacion entre
niveles de actividad enzimatica y la resistencia a diferentes clases de acaricidas, demostrando que
un incremento en la actividad de estas enzimas puede estar asociado con fenotipos resistentes.

6.7.4 PCR EN TIEMPO REAL CUANTITATIVO (QRT-PCR)
La PCR en tiempo real ha sido utilizada para detectar y cuantificar marcadores genéticos
asociados con la resistencia a acaricidas en artropodos. Esta técnica permite una deteccion rapida,
sensible y especifica para la deteccion de mutaciones y/o cambios de expresion de genes
relacionados con la resistencia, como alternativa a los ensayos tradicionales (Feng et al., 2011;
Shumate et al., 2023; Yin et al., 2021)

Se ha demostrado una correlacion significativa entre los perfiles de resistencia a acaricidas en R.
(B.) microplus y la expresion diferencial de genes relacionados con la detoxificacion metabdlica
de xenobioticos, particularmente genes que codifican para citocromo P450 vy
carboxilesterasas.(Cossio-Bayugar et al., 2008; Cossio-Bayugar et al., 2009: Cossio-Bayugar et
al., 2018; Cossio-Bayugar et al., 2024)

Mediante la técnica de PCR en tiempo real cuantitativa (qQRT-PCR), se ha validado su utilidad
como herramienta diagndstica y como parametro predictivo de resistencia, permitiendo
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identificar cepas resistentes en etapas tempranas del proceso de seleccion (Cossio-Bayugar et al.,
2018b)

6.8 SECUENCIACION MASIVA Y TRANSCRIPTOMA
En los tltimos afios, la secuenciacion de alto rendimiento (NGS, por sus siglas en inglés), ha
revolucionado el analisis gendmico y transcriptémico, posicionandose como una herramienta
esencial para la obtencion de transcritos, la secuenciacion de genomas y el analisis funcional de
los datos bioldgicos. La mejora continua en la calidad de las lecturas y el desarrollo acelerado de
algoritmos de andlisis, ha surgido una nueva era en el estudio de los transcriptomas(Martin &
Wang, 2011; Sahraeian et al., 2017).

Los experimentos transcriptdmicos permiten cuantificar perfiles transcripcionales asociados a
fenotipos especificos, facilitando el entendimiento de procesos fisiologicos, adaptaciones
ecologicas y respuesta a distintos estimulos ambientales o tratamientos. En el caso de las
garrapatas, los estudios de transcriptoma han permitido identificar genes diferencialmente
expresados, relacionados con mecanismos de resistencia a acaricidas, metabolismo de
xenobioticos, rutas antioxidantes, reparacion de cuticula e interaccion hospedero-parasito o
(Chung et al., 2021; Cossio-Bayugar et al., 2025; Moreton et al., 2016)

La técnica de RNA-seq se ha consolidado como un método robusto para el analisis de expresion
génica basada en la cuantificacion de la abundancia de transcritos mediante el nimero de lecturas
secuenciadas de ARN mensajeros (Thawng & Smith, 2022). La calidad de un experimento de
RNA-seq depende en gran medida de un disefio experimental adecuado, incluyendo la seleccion
del tipo de libreria, la profundidad de secuenciacion y el nimero de réplicas bioldgicas, siendo
este ultimo un factor critico para lograr una deteccion confiable de la expresion diferencial
(Thawng & Smith, 2022).

Cuando se cuenta con un genoma de referencia disponible, se emplea cominmente la estrategia
de reconstruccion de transcritos basada en mapeo, en la cual las lecturas de RNA-seq se alinean
contra secuencias génicas conocidas para reconstruir y cuantificar los transcritos esperados
(Martin & Wang, 2011).

6.8.1 RELACION DE MECANISMOS DE RESISTENCIA EN GENETICA MOLECULAR
CON MECANISMOS DE RESISTENCIA BIOQUIMICOS - FiSICOS

La resistencia a acaricidas puede analizarse en dos dimensiones:

1. Genética-molecular, que abarca mutaciones puntuales, inserciones/deleciones,
recombinaciones y cambios en la regulacion génica (cis/trans, duplicaciones,
amplificaciones, interrupciones, etc.).

2. Bioquimica-fisioldgica, que describe la resistencia cldsica: modificaciones en la molécula
blanco (toxicodindmica), alteraciones en la penetracion/metabolismo/excrecion
(toxicocinética) y la contribucion de la microbiota a la resistencia o susceptibilidad.

Esta dualidad se resume en la Tabla 2, que muestra como los distintos tipos de cambios genéticos
se asocian a los mecanismos bioquimicos/fisiologicos de resistencia(Feyereisen et al., 2015a)

Pégina 32 de 175



Tabla 2.-Tabla que relaciona en dos dimensiones la resistencia a acaricidas en artrépodos, en las
columnas tenemos los tipos de mutaciones que pueden experimentar las secuencias, asi como los
tipos de regulacion génica que podria presentar, y en las filas tenemos los tipos de resistencia de
acuerdo con los mecanismos de resistencia fisicoquimicos.(Feyereisen et al., 2015a)

Tipo de cambio Resistencia Resistencia Resistencia
genético toxicodinamica toxicocinética relacionada
(modificacion (penetracion, con
en molécula Metabolismo, microbiota
Tipo de mutacién diana) secuestracion, (biopesticidas)
excrecion)
Mutaciones
que afectan la
secuencia
Mutacion en N4 N4
una posicion
Mutaciones en N4 N4
mas de una
posicion
Inserciones o V4 N4

deleciones y

mutaciones no-

sense

Recombinacion N4

Regulacion
positiva
Duplicacion

Amplificacion

Cis positiva

NEENEE RN

Trans positiva

Regulacion
negativa
Interrupcion v

Cis negativa

Trans negativa
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6.8.2 MUTACIONES
Las mutaciones son cambios aleatorios en la secuencia de las bases en el ADN o ARN que pueden
alterar la funcién de un gen (Beggas & Lounici, 2023; Chakrabarty et al., 2016; Ghajar et al.,
2025). Estas modificaciones ocurren de manera natural como consecuencia de errores en la
replicacion o de lesiones espontaneas en el ADN codificante (Dixit & Kumar, 2018).

Las mutaciones pueden presentarse en diferentes formas:

e Sustituciones puntuales, cuando ocurre el cambio de un solo nucleotido en la cadena de
ADN o ARN, o bien en mas de una posicion (Fushan & Drayna, 2009),

e Inserciones o deleciones (indels), que implican la adiciéon o eliminacion de uno o varios
nucledtidos dentro de la secuencia (Torgerson, 2020). Si el nimero de bases nucleotidicas
insertadas o eliminadas es multiplo de tres, se conserva el marco abierto de lectura de la
proteina resultante (in-frame). En contraste, cuando la modificacion no es divisible entre tres,
se genera un desplazamiento del marco de lectura (Frameshift), lo cual altera de manera
drastica la secuencia de aminoacidos (A. Gupta & Singh, 2013; Termanini, 2020)

e Mutaciones sin sentido, en las que un solo cambio de nucledtido convierte un codon
codificante en un codén de paro, truncando prematuramente la sintesis de la proteina (Ghajar
et al., 2025; Jung et al., 2011; Wittenstein et al., 2023)

6.8.3 REGULACION GENICA
La regulacion génica es el conjunto de mecanismos que controlan la actividad y la expresion de
los genes, permitiendo aumentar o disminuir la cantidad de producto génico de acuerdo con las
necesidades del organismo en procesos como la funcion celular, el desarrollo y la respuesta al
medio ambiente (Antoneli et al., 2025; Tai et al., 2013).

6.8.3.1 REGULACION CIS Y TRANS
La regulacion cis corresponde a la maquinaria que controla la expresion génica de manera
espacio-temporal. Estd mediada por elementos cis-reguladores (cREs), como promotores,
potenciadores (enhancers), silenciadores e insultadores, que son regiones de cromatina accesibles
donde se unen los factores de transcripcion (Chahal et al., 2019; Maston ef al., 2006; Narlikar &
Ovcharenko, 2009) Estos elementos se encuentran cercanos a los genes que regulan .

Por contraste, los factores reguladores trans son proteinas o complejos que, al unirse a secuencias
especificas de ADN, pueden modular la expresion de genes distantes o incluso en otro
cromosoma (Q. Wang et al., 2019)

6.8.3.2 DUPLICACION GENICA
La duplicaciéon génica es un mecanismo que incrementa el nimero de copias de un gen,
aumentando con ello la produccion de un producto (Feyereisen etal., 2015b). En D.
melanogaster se ha reportado que los eventos de duplicacién génica son mas frecuentes que las
mutaciones puntuales, lo que resalta su papel en la evolucion de la resistencia a xenobiodticos
(Schrider et al., 2013).

6.8.3.3 AMPLIFICACION GENICA
La amplificacidon genética es un proceso complejo que puede conducir a la sobreexpresion de un
gen o incluso de una regidn cromosodmica completa. Se han descrito multiples mecanismos
asociados a este fendmeno, como translocaciones, reintegraciones de elementos
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extracromosomales, la accioén de transposones y duplicaciones en tandem repetidas. (Feyereisen
et al., 2015b; Hoy, 2019) .

6.8.3.4 EMPALME ALTERNATIVO (ALTERNATIVE SPLICING)

El empalme alternativo es un proceso de maduracién postranscripcional del ARN mensajero
(ARNm) que permite la formacion de diferentes isoformas a partir de un mismo gen, mediante la
inclusion o exclusion diferencial de exones e intrones. Esto amplia la diversidad proteica y puede
modificar funciones celulares clave (Bush et al., 2017).

Existen al menos siete categorias de Empalme alternativo:

Omisién de exon.

Sitios alternativos de empalme 5'.

Sitios alternativos de empalme 3'.

Exones mutuamente excluyentes.

Retencion de intron.

Promotores alternativos.

Poliadenilacion alternativa (Bhadra et al., 2020).

Nk L=

La mayoria de los genes generan al menos dos isoformas (Jordan et al., 2019). Estas isoformas
pueden diferir en su localizacion intracelular, estabilidad, fosforilacion, actividad enzimatica y
afinidad de uniodn, lo que influye directamente en la fisiologia del organismo y en su capacidad
de adaptarse a presiones ambientales o quimicas, como el uso de acaricidas (Zhu et al., 2025).
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7. ANTECEDENTES
7.1 RESISTENCIA A RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS A LOS ACARICIDAS
EN MEXICO

La resistencia a acaricidas en R. (B.) microplus se define como la presencia y aumento
significativo en el porcentaje de individuos de una poblacidon que sobrevive tras la exposicion a
dosis estandar de un compuesto quimico. Bajo condiciones normales, estas dosis serian letales
para la mayoria de los organismos. Este fendmeno representa un serio desafio para el control
efectivo del parasito, especialmente en regiones con alta presion de tratamiento quimico. (Araque
et al., 2014; Castro Janer et al., 2019a; Cossio-Bayugar et al., 2008; M. et al., 2005; Miranda-
Miranda et al., 2006; Sparks & Nauen, 2015; Waldman et al., 2023).

Laresistencia de R. (B.) microplus a distintos grupos de acaricidas en México se ha documentado
desde la década de 1980 (Aguirre et al., 1986). Desde entonces, los reportes muestran no solo un
incremento en el niimero de productos comprometidos, sino también una expansion geografica
significativa de la resistencia en diversas regiones del pais (Tabla 3). (Aguirre et al., 1986; Miller
et al., 2013; Perez-Cogollo et al., 2010; Soberanes-Céspedes et al., 2002).

Tabla 3.- Cronologia de aparicion de los primeros casos de resistencia a acaricidas en México.

Grupo quimico Afio  del Region Referencia
primer
reporte
Organoclorados 1981 Este y (Aguirre et al.,
y noreste de 1986)
organofosforados México
Piretroides 1993 Zona  del (Ortiz etal.,
sintéticos Golfo  de 1995)
M¢éxico
Amitraz 2002 Tabasco (Soberanes-
Céspedes et al.,
2002)
Ivermectina 2010 Yucatan (Perez-Cogollo
et al.,2010)
Fipronil 2013 Norte  de (Miller et al.,
M¢éxico 2013)

Las principales pérdidas econdmicas derivadas de la resistencia de R. (B.) microplus a los
acaricidas incluyen:
e Reduccion en la eficacia de los tratamientos, lo que incrementa la carga parasitaria en el
ganado.
e Costos elevados debido al uso repetido o combinado de productos acaricidas.
e Aumento del estrés fisioldgico en los animales, con impacto negativo en la produccion de
leche y carne.
e Mayor riesgo de transmision de enfermedades por vectores, como la babesiosis y
anaplasmosis.
e Presion selectiva que acelera la evolucion de poblaciones multirresistentes, reduciendo la
disponibilidad de herramientas efectivas de control.
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Estos factores subrayan la urgencia de desarrollar e implementar estrategias de manejo integrado
de garrapatas que incluyan la rotacion de compuestos, el monitoreo sistematico de resistencia y
la adopcion de métodos alternativos de control (Almazan et al., 2018; de Araujo et al., 2019;
Rodriguez-Vivas et al., 2017).

7.2 RESISTENCIA TOXICODINAMICA

La resistencia toxicodindmica se centra en la interaccion que tienen una concentracion de agente
toxico con su sitio de accidén para provocar el efecto toxico esperado (De Rouck et al., 2023;
Feyereisen et al., 2015a; Jhala & Knezevic, 2017; Muthu Lakshmi Bavithra et al., 2023; Van
Leeuwen ef al., 2020; Wang & Stresser, 2022) La insensibilidad toxicocinética involucra cambios
en el sitio de accion del acaricida, haciendo que estos sitios de accion tengan menos sensibilidad,
(Baron et al., 2015; Feyereisen et al., 2015a; Shakya et al., 2023), otro mecanismo de resistencia
toxicodindmico es la sobreproduccion de la molécula blanco del acaricida (enzima o proteina
puede diluir eficazmente el acaricida en relacion con su sitio objetivo, dando lugar a que el
acaricida se vuelva menos efectivo (Inak et al., 2024a; Jhala & Knezevic, 2017).

7.2.1 SITIO DE ACCION Y RESISTENCIA A AMIDINAS

Las amidinas, como el amitraz, actian como agonistas de los receptores de octopamina en el
sistema nervioso de los artropodos. La octopamina, andlogo funcional de la adrenalina en
vertebrados, participa en procesos esenciales como locomocion, alimentacion y regulacion
motora (Bartikova et al., 2016; Del Pino et al., 2015; Gupta, 2006). Al unirse a estos receptores,
el amitraz altera la sefializacion neuronal, provocando parélisis y muerte en los ectoparasitos.
La resistencia a Amitraz en R. (B.) microplus ha sido documentada en diferentes regiones del
mundo, incluyendo América Latina, y se caracteriza por ser un fendémeno complejo y
multifactorial, que involucra principalmente mutaciones en genes que codifican para receptores
de octopamina. destacando principalmente los siguientes:

En artropodos, se reconocen al menos tres clases de receptores de octopamina:

1. Receptores de octopamina de tipo a-adrenérgico (¢ AOR),

2. Receptores de octopamina de tipo B-adrenérgicos (BAOR).

3. Receptores de octopamina/tiramina (OCT/TYR) (Corley et al., 2012; Evans & Maqueira,
2005; Han et al., 1998; Nagaya et al., 2002; Waldman, Klafke, Tirloni, ef al., 2023 Cossio-
Bayugar et al 2015 y Corley et al., 2013)

El estudio pionero de Baxter & Barker (1999 ) logré amplificar secuencias de receptores de
octopamina en R. (B.) microplus utilizando oligonucleotidos degenerados disefiados a partir de
secuencias de Drosophila melanogastery Locusta migratoria. Desde entonces, se han
identificado mutaciones especificas asociadas con resistencia.

Mutaciones asociadas a resistencia
Receptor f-adrenérgico en R. (B.) microplus:

e Un SNP no sinénimo (A181T), que sustituye isoleucina por fenilalanina (I61F) en el
primer dominio transmembrana, fue identificado en la cepa resistente denominada
“Ultimo” frente a susceptibles. Esta isoleucina esta altamente conservada entre multiples
especies de invertebrados, reforzando su asociacion con la resistencia (Takata et al., 2020)
Mutaciones en el dcaro Varroa destructor (paralelo relevante en resistencia a amitraz):
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e Y215H en el receptor f2-octopamina, correlaciona con resistencia en Estados Unidos
(Rinkevich et al., 2023) Hernandez-Rodriguez et al., 2022)

e Encontraron un polimorfismo en un solo nucle6tido (A181T) llevando a una substitucion
de aminoacidos I61F en Receptor de octopamina tipo B-adrenérgico (S-AL) (OAR) de
garrapatas del ganado (R. (B.) microplus) resistentes al Amitraz.

e Y337F en el séptimo dominio transmembranal del receptor B-adrenérgico, validada
experimentalmente con CRISPR-Cas9, lo que confirid a cepas susceptibles un aumento
de resistencia de hasta tres veces (inak et al., 2024b)

Mutaciones en OCT/TYR en R. (B.) microplus:

e Sustituciones T8P (treonina — prolina) y L22S (leucina — serina) se han asociado con
resistencia al amitraz en multiples regiones: Brasil, Filipinas, India, Zimbabue y Sudafrica
(Alota et al., 2021; de La Canal et al., 2021; Jyoti et al., 2021; Robbertse et al., 2016;
Sungirai et al., 2018; Waldman et al., 2023).

Mecanismo adicional propuesto:

e Los receptores de tiramina pueden ser afectados por el metabolito del amitraz BTS-27271,
y se ha reportado que las mutaciones TS8P y L22S en estos receptores contribuyen a la
resistencia (Gross ef al., 2015).

Evidencia funcional

Ademas de las mutaciones, existen estudios funcionales que demuestran el papel central de los
receptores de octopamina y tiramina en la fisiologia de R. (B.) microplus, (Cossid-Bayugar et al.,
2015) mostraron que ligandos adrenérgicos como octopamina, tiramina y amitraz alteran la
contraccion del ovario, lo que explica el efecto inhibidor del amitraz sobre la oviposicion. Estos
resultados confirman que los receptores de octopamina/tiramina no solo median respuestas
neuromusculares, sino que también regulan la reproduccion, constituyendo blancos criticos tanto
para la accion de acaricidas como para la emergencia de resistencia.

En resumen, la evidencia disponible muestra que la resistencia a amitraz en R. (B.) microplus esta
principalmente vinculada a mutaciones puntuales en receptores de octopamina, que modifican la
afinidad por el acaricida y comprometen su eficacia. A esto se suma la validacion fisioldgica de
que estos receptores participan en la contraccidon ovarica y en la inhibicidon de la oviposicion,
como lo demuestran los estudios experimentales con ligandos adrenérgicos. Mutaciones
homologas en Varroa destructor refuerzan la convergencia evolutiva de estos mecanismos en
distintos ectoparasitos expuestos a amidinas.

7.2.2 RESISTENCIA A CARBAMATOS Y ORGANOFOSFORADOS

Los organofosforados y carbamatos son clases de acaricidas ampliamente utilizadas que actiian
inhibiendo la enzima acetilcolinesterasa (AChE), esencial para la transmision sinaptica en el
sistema nervioso de los artropodos. Esta inhibicidon provoca la acumulacion de acetilcolina en la
sinapsis provocando espasmos rapidos de los musculos, convulsiones y muerte del insecto.
(Anderson & Coats, 2012; Boublik et al., 2002; Cardoso et al., 2020). Debido al modo de accion
de inhibicién de la AChE, existe resistencia a cruzada entre carbamatos y organofosforados.
(Abbas et al., 2014; Agwunobi et al., 2021).
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En R. (B.) microplus se han descrito al menos tres acetilcolinesterasas (BmAChE 1, BmAChE 2y
BmAChHE 3). Estas enzimas presentan diferentes propiedades bioquimicas y estan presentes en
diferentes tejidos, sugiriendo funciones diferenciadas en la fisiologia de la garrapata (Cardoso
et al., 2020; Cossio-Bayugar et al., 2024; Temeyer et al., 2010, 2013)

La resistencia a organofosforados y carbamatos se ha vinculado principalmente a mutaciones en
los genes que codifican la AChE, que generan enzimas menos sensible o insensible a la accion
del acaricida, preservando su funcion fisioldgica y evitando el efecto toxico (Cossio-Bayugar
etal. 2021).

e Evidencia inicial en R. (B.) microplus: (Hernandez et al., 1999, 2000) amplificaron y
secuenciaron cDNA de AchE en cepas resistentes sin encontrar mutaciones asociadas a
resistencia.

Evidencia sobre isoformas de AChE en R. (B.) microplus
AChE1

e Mutaciones como S282G y P157S han sido consideradas candidatas a conferir resistencia,
con base en analisis de cinética enzimadtica (Temeyer et al., 2019)

AChE2

o Estudios recientes de Cossio-Bayugar efal., (2024) identificaron sustituciones en
aminodcidos clave del sitio activo (H476, G477 y D478) mediante secuenciacion y analisis
de docking.

e Se observo ademas sobreexpresion de colinesterasas y carboxilesterasas en cepas resistentes
frente a susceptibles, sugiriendo un mecanismo combinado de mutaciones y regulacion
génica.

AChE3

e Temeyer et al., (2006) demostraron, mediante expresion en baculovirus, que AChE3 es
sensible a inhibidores especificos, lo que apoya su papel como blanco molecular de
organofosforados y carbamatos en garrapatas resistentes.

e AChE3 como blanco relevante: mediante expresion heteréloga en baculovirus, demostraron
la inhibicion de la enzima AChE3 por distintos inhibidores, sugiriendo su papel en la
resistencia. No obstante, las mutaciones D131G y F33&S en AChE1 fueron sefialados como
candidatos de resistencia por experimentos de cinética enzimatica. para resistencia
relacionada con resistencia basado en los experimentos de cinética enzimatica
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Tabla 4.- Mutaciones relacionadas con resistencia a organofosforados en la garrapata R. (B.)
microplus, tabla recuperada de (Temeyer et al., 2019)

Substituciones de aminoacidos relacionados con resistencia a organofosforados en R. (B.)

microplus

BmAChEI BmAChE2 BmAChE3
P157S FOL 154V
D188G A26T R86Q
E195G E75G 1123M
E196G WI114R 1492M
Y230C L141F T548A
S282G K208R T548Y
V331A 210V

T362A P343S

F390S M349V

L417P M406V

Q488R K555M

1493T

N566D

W571R

WS571F

P590A

Las sustituciones son Las sustituciones son respecto a Las sustituciones son respecto
respecto a la secuencia la secuencia de con identificador a la secuencia de con
de con identificador del del NCBI de: AF067771 identificador del NCBI de:
NCBI de: CAA11702 AY267337

Evidencia comparativa en otros acaros e insectos

En Drosophila melanogaster se han descrito multiples mutaciones en genes de AChE asociadas
a resistencia; sin embargo, estas no son extrapolables directamente a garrapatas ni a otros acaros
(Feyereisen et al., 2015b). En acaros tetraniquidos se ha documentado, ademas de mutaciones
puntuales, una regulacion positiva de la expresion de AChE como mecanismo de resistencia:

) Tetranychus evansi resistentes a clorpirifos (Carvalho et al., 2012).

] Tetranychus urticae resistentes a organofosforados (Kwon et al., 2010)
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7.2.3 RESISTENCIA A FIPRONIL
El mecanismo de accion del fipronil consiste en su union selectiva a los receptores de
acido gamma-aminobutirico (GABA), especificamente a la subunidad 3 de los canales de cloro
activados por GABA. Esta unién bloquea uno de los principales mecanismos inhibitorios del
sistema nervioso central, causando hiper excitacion neuronal, manifestandose en temblores,
paralisis y finalmente, la muerte de las garrapatas. (Davey et al., 1998; Oliveira et al., 2011; Rosa
et al., 2024).

Debido a su mecanismo de accion existen reportes de resistencia cruzada entre fipronil y lindano
(Castro Janer et al., 2015).

Mutaciones en el gen Rdl

La resistencia a fipronil y a otros ciclodienos se ha asociado a mutaciones en el gen Rd/
(resistencia a dieldrina), que codifica los canales de cloro activados por GABA. Entre las mas
relevantes:

o Haplotipo S: sustitucion Ala286 — Ser.
o Haplotipo L: sustitucion Ala286 — Leu.

Estas variantes han sido ampliamente documentadas en insectos del género Drosophila (Ffrench-
Constant ef al., 1993; Le Goff ef al., 2005) (y posteriormente también en R. (B.) microplus
(Castro Janer et al., 2019a; Hope et al., 2010a).

En R. (B.) microplus (Hope et al., 2010a) amplificaron fragmentos del gen Rdl que flanqueaban
la mutacion en la posicion 302, identificando un cambio en la segunda region transmembrana
(TM2) de treonina (hidroéfila) a luecina (hidrofobo). Mutaciones equivalentes (A302S, A302G o
A302N) se han reportado en diversos insectos resistentes a ciclodienos: Musca
domestica (Thompson, Steichen, et al., 1993), Aedes aegypti (Thompson, Shotkoski, et al.,
1993), Blatella germanica (Kaku & Matsumura, 1994) , Bemisia tabaciy B. argentifolii
(Anthony et al., 1995) y Tribolium casteneum (Andreev et al., 1994).

Validacion funcional

El papel funcional de estas mutaciones ha sido analizado experimentalmente. Por ejemplo, (Guest
et al., 2019) introdujeron la mutacion A301S mediante CRISPR/Cas9 en la polilla de la col
(Plutella xylostella). Aunque la mutacion confirié cierto nivel de resistencia, no alcanzo los
niveles observados encepas de campo, lo que indica que suelen requerirse multiple eventos
genéticos o reguladores para una resistencia establecida.

Evidencia en R. (B.) microplus

En poblaciones australianas resistentes a dieldrina, (Castro Janer et al., 2019b) identificaron la
mutacion T290L en el segundo dominio transmembrana (TM2) del canal de cloruro regulado por
GABA, utilizando PCR-RFLP y secuenciacion de transcritos. Adicionalmente, se confirmaron
los halotipos S (A286S) y L (A286L) como variantes asociadas a resistencia en poblaciones de
campo (Castro Janer et al., 2019a)
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Otros mecanismos

Mas allé de las mutaciones puntuales, se han descrito mecanismos de resistencia adicional, como
duplicaciones del gen Rdl. En Drosophila melanogaster (Remnant et al., 2013) reportaron que
cepas resistentes presentaban copias adicionales del gen, acompafiadas de una mayor expresion
de los canales de Cl receptores de GABA lo que incrementaba la tolerancia al fipronil.

7.2.4 RESISTENCIA A PIRETROIDES
La resistencia a piretroides en R. (B.) microplus en México se documentd inicialmente en la
década de 1990, en las cepas Coatzacoalcos (1994, Veracruz), Corrales (1995, Colima) y San
Felipe (1995, Tamaulipas), estos hallazgos fueron descritos por He et al. (1999), quienes
mediante la amplificaron y secuenciacion de fragmentos de ¢cDNA correspondientes a los
dominios Il y dominio IV del canal de sodio dependiente de voltaje (NA,), identificando
substituciones relacionadas con resistencia a piretroides.

Mecanismo principal

El mecanismo predominante de resistencia es la resistencia toxicodinamica, causada por
mutaciones puntuales en el gen que codifica para el canal de sodio dependiente de voltaje (NA,),
conocidas como mutaciones Kdr (knockdown resistance). Estas mutaciones alteran el sitio de
unién del piretroide, disminuyendo su afinidad sin afectar la funcion del canal (Breckenridge
et al., 2009; Davies et al., 2008; Soderlund, 2011)

Hasta la fecha, se han identificado al menos seis variantes mutacionales en R. (B.) microplus
asociadas con resistencia, varias de las cuales son empleadas como biomarcadores de resistencia
para el diagnostico y monitoreo (Cossio-Bayutgar et al., 2020b; He et al., 1999; Kumar et al.,
2020; Morgan et al., 2009; O’Reilly et al., 2014; Stone et al., 2014a)

Principales mutaciones asociadas a resistencia

Cinco SNPs han sido confirmados como biomarcadores robustos para le deteccion y monitoreo
de resistencia a acaricidas en el gen Krd que codifica para el canal de sodio dependiente de voltaje
(R. Kumar et al., 2020):

e Mutaciéon MS7T (T170C) (Klatke et al., 2019; Stone et al., 2014b)

e La mutacion L641 (C190A) (Castro-Janer ef al., 2021; Cossio-Bayugar et al., 2020b;
Jonsson et al., 2010; Klafke et al., 2019; R. Kumar et al., 2013; S. Kumar ef al., 2021;
Morgan et al., 2009; Nogueira Domingues et al., 2012; Shakya et al., 2023; Vudriko
etal.,2018)

e la mutacion G72V (G215T) (Jonsson et al., 2010; Klafke et al., 2019)

e Lamutacion F15501 (T2134A) en el dominio III S6 (Cossio-Bayugar et al., 2020b; He et
al, 1999; Klafke et al., 2019)

e Lamutacion FI550L (T2134C) (Villar et al., 2020)

Otras mutaciones adicionales reportadas en el gen Krd incluyen:

La mutacion C148T (N. E. Stone ef al., 2014a)

La mutacién G184C (Cossio-Bayugar ef al., 2020b; Klafke et al., 2019)
La mutacién C189A (N. E. Stone et al., 2014a)

La mutacién C190G (N. E. Stone et al., 2014a)

La mutacién C2130T (N. E. Stone et al., 2014a)
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e Lamutacion C2136A (Klaftke et al., 2019).

Evidencia experimental

Klafke etal., (2019) emplearon la técnica qPCR-HRM para analizar cepas resistentes a
permetrina, cipermetrina, deltametrina. Este analisis permitié confirmar la presencia de
mutaciones T170C, G184C, C190A, G215T, T2134A y C2136A en el gen Krd las cuales estan
vinculadas con el fenotipo de resistencia en R. (B.) microplus.

Posteriormente, Cossio-Bayugar et al., (2020) demostraron experimentalmente que los SNPs
G184C, C190A y T2134A confieren resistencia a cipermetrina: en presencia del insecticida,
ovarios de garrapatas resistentes mantuvieron actividad contractil, aunque este disefio no
contemplo los mecanismos de detoxificacion de xenobidticos.

Comparacion con otros artropodos

En mosquitos (dedes aegypti), se ha documentado resistencia asociada no solo a mutaciones
puntuales, sino también a mayor nimero de copias del gen Kdr (Martins ef al., 2013). En
contraste, en R. (B.) microplus se ha reportado sobreexpresion de esterasas y citocromo P450 en
cepas resistentes a piretroides (Cossio-Bayugar et al., 2018a), lo que sugiere que la resistencia
puede involucrar mecanismos combinados de mutaciones y regulacion génica.

7.3 RESISTENCIA TOXICOCINETICA
La resistencia toxicocinética se refiere a las modificaciones en los procesos de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) de compuestos toxicos dentro del organismo.
Estos cambios pueden reducir la biodisponibilidad efectiva del acaricida en el sitio blanco,
disminuyendo su toxicidad (De Rouck et al., 2023; Feyereisen et al., 2015a; Muthu Lakshmi
Bavithra et al., 2023; J. Wang & Stresser, 2022).

7.3.1 RESISTENCIA LIGADA A LA ABSORCION

Uno de los primeros niveles de defensa frente a los acaricidas es la barrera fisica de la cuticula.

Alteraciones en esta estructura pueden influir directamente en la tasa de absorcion del compuesto,

su eficacia y la aparicion de resistencia (Balabanidou ef al., 2016a; Remedio et al., 2015; Sun

etal., 2024).

Una de las estrategias observadas es el engrosamiento de la cuticula o cambios en su composicion

quimica, lo que ralentiza la penetracion del acaricida hacia al interior del organismo (Balabanidou

et al.,2016b, 2018b; Pedrini et al., 2009b). Por ejemplo:

e Lilly et al., 2016 compararon el grosor de la cuticula en cepas susceptibles y resistentes de
chinches de cama Cimex lectularius, usando microscopia electronica de barrido. Observaron
que las cepas resistentes a piretroides presentaban un engrosamiento significativo de la
cuticula. encontrando aumento en las cepas resistentes.

e Huang et al., 2018 estudiaron la expresion del gen CPLCGS5 en mosquitos Culex pipiens
resistentes a piretroides mediante la técnica de Western blot. Detectaron una expresion 2.2
veces mayor en las cepas resistentes, sugiriendo que este gen contribuye a reforzar la
estructura cuticular como mecanismos de resistencia.

e En un estudio transcriptdmico reciente, Mavridis ef al., 2025 identificaron en Varroa
destructor resistentes a amitraz y flumetrina la sobreexpresion de cinco genes de proteinas de
cuticula: proteina de cuticula (cuticular Protein) 14, 21, 63, 65 y la proteina cuticlina 1, con
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niveles de expresion LFC 10.22 a 35.75. Esto indica una remodelacion activa de la cuticula
asociada con la resistencia.

Estas observaciones confirman que la modulaciéon de la cuticula, ya sea estructural o
transcripcional, representa un mecanismo efectivo de resistencia toxicocinética al reducir la
absorcion del acaricida. Este tipo de resistencia puede actuar de manera sinérgica con otros
mecanismos (como los metabdlicos o toxicodinamicos), dificultando el control quimico de las
poblaciones resistentes.

7.3.2 METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

La resistencia metabolica representa una de las formas mas comunes y complejas de resistencia
toxicocinética. Este tipo de resistencia se basa en la capacidad del organismo para metabolizar o
inactivar el acaricida antes de que alcance su sitio blanco, principalmente a través de la accion de
enzimas detoxificantes como:

e Monoxigenasas del citocromo P450 (CYPs),
¢ Glutation S-transferasas (GSTs)
e Esterasas (CEs)

La sobreexpresion de estos genes ha sido ampliamente documentada tanto en estudios de
laboratorio como en campo, correlacionandose con niveles elevados de resistencia a multiples
clases de acaricidas (Baxter & Barker, 2002; Cossio-Bayugar et al., 2009, 2024; Miranda-
Miranda ef al., 1995; Cossio-Bayugar et al., 2024; Temeyer et al.,2007; Wright & Ahrens, 1988)

Por ejemplo, para citocromo P450 en diversos estudios han reportado la sobreexpresion de genes
de la familia CYP en cepas resistentes de R. (B.) microplus, lo cual permite una mayor capacidad
para hidroxilar y detoxificar acaricidas antes de que interactien con sus blancos moleculares
(Jamroz et al., 2000; Singh and Rath, 2014; Gaur ef al., 2017; Baffi et al., 2008; Nagar et al.,
2016).

7.3.2.1 CITOCROMO P450 (CYP)

Las enzimas de la familia de citocromo P450 (CYP) desempefian un papel multifuncional en
insectos y acaros, participando en procesos fisioldgicos clave como la sintesis y regulacion
hormonal, el desarrollo, el metabolismo de lipidos y especialmente, en la detoxificacion de
compuestos xenobioticos (Bergé et al., 1998; Nelson, 2018; Thomas, 2007; Zhou et al., 2010).
La implicacion directa de estos genes en mecanismos de resistencia metabolica a acaricidas ha
sido ampliamente documentada (Bergé ef al., 1998).

En artropodos, los genes CYP se agrupan principalmente en cuatro clanes evolutivos: CYP2,
CYP3, CYP4 y clan mitocondrial (MITO) (Feyereisen, 2012), aunque andlisis filogenéticos
recientes han propuesto la existencia de hasta nueve clanes, incluyendo CYP16, CYP20 CYP19,
CYP51 y CYP53 (Dermauw et al., 2020; Charamis et al., 2025). Estos grupos se asocian con
funciones especificas, siendo los clanes CYP3 y CYP4 los mas implicados en la detoxificacion
de acaricidas y pesticidas.
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Gracias a la reciente secuenciacion del genoma de R. (B.) microplus (Fadahunsi ef al., 2023), se
han identificado al menos 20 genes CYP correspondientes a estos clanes, reflejando su
importancia adaptativa en este ectoparasito (Barrero ef al., 2017; Nelson., 2018).

Evidencia experimental en garrapatas y otros acaros

e EnR. (B.) microplus, Cossio-Bayugar et al., (2018b) demostraron la sobrexpresion de genes
CYP en cepas resistentes mediante RT-qPCR, en conjunto con genes de carboxilesterasa
(CE), confirmando su papel coordinado en la detoxificacion de piretroides.

e Graham efal., (2016) identificaron y caracterizaron el gen CYP3006GS, asociado con
resistencia a piretroides, el cual posteriormente fue confirmado por Nagar et al., (2021) como
un marcador robusto. Ademads, estos autores detectaron sobreexpresion del gen CYP4,
mientras que otros como CYP3194 y CYPWI mostraron represion, evidenciando que la
regulacion puede ser gen especifico.

e En R. annulatus, (Ziapour et al., 2017) reportaron un incremento en la actividad bioquimica
total de citocromo P450 en cepas resistentes a piretroides.

e En Tetranychus urticae, acaro de importancia agricola, Jia et al., 2019 identificaron 24 genes
CYP diferencialmente expresados, con predominancia de los clanes CYP2. Los genes
CYP392E10 y CYP392416 mostraron una sobreexpresion significativa validada por RT-
qPCR, confirmando su participacion en la detoxificacion.

e Enlos 4caros Varroa destructor, Mavridis et al., (2025) reportaron la sobre expresion del gen
CYP3002B2 en cepas resistentes a amitraz y flumetrina. Este gen mostré actividad catalitica
directa in vitro, metabolizando ambos compuestos cuando se expresé en E. coli, lo cual
representa evidencia funcional concluyente.

e Finalmente, (Yessinou ef al., 2018) correlacionaron resistencia en cepas de R. (B.) microplus
con la sobreexpresion de genes P450, aunque no se identificaron genes especificos.

La familia de genes CYP representa un sistema enzimatico altamente versatil y adaptativo, cuya
participacion en la resistencia metabodlica ha sido ampliamente demostrada en artropodos
parasitos. La expansion gendmica de estos genes y su regulacion diferencial frente a compuestos
acaricidas posicionan a los CYPs como biomarcadores clave en el monitoreo molecular de la
resistencia y posibles dianas para el disefio de inhibidores selectivos en estrategias de control
integrado.

7.3.2.2 DESHIDROGENASAS DE CADENA CORTA

Las deshidrogenasas de cadena corta (SDR, por sus siglas en inglés) constituyen una superfamilia
de enzimas oxido reductasas que participan en una amplia gama de procesos metabolicos,
incluyendo la detoxificacion de xenobioticos. Estas enzimas se han identificado como posibles
actores en la resistencia a insecticidas, particularmente en especies con antecedentes de
exposicidon cronica a compuestos como organofosforados, piretroides y DDT.

Estudios recientes han demostrado una regulacion positiva significativa de genes SDR en
poblaciones resistentes de insectos. Por ejemplo, Vijay ef al., (2015) utilizaron electroforesis
bidimensional (2-DE) y espectrometria de masas MALDI-TOF para analizar el proteoma de
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Anopheles stephensi multirresistentes a DDT, deltametrina y malation. Los autores identificaron
un conjunto de proteinas reguladas positivamente en las cepas resistentes, entre las que se
destacaron varias deshidrogenasas de cadena corta, lo que sugiere un papel relevante en la
metabolizacion de estos insecticidas o en la neutralizacion de especies reactivas generadas por
ellos.

De forma complementaria, Tchigossou et al., (2018) reportaron una expresion aumentada de
genes SDR en Anopheles coluzzii, resistente a insecticidas, mediante transcriptomica. Estos
hallazgos posicionan a las SDR como enzimas candidatas clave en los mecanismos de resistencia
metabolica, aunque su funcion especifica en garrapatas aun requiere mayor caracterizacion
experimental.

7.3.2.3 ESTERASAS
Las esterasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrolisis de ésteres de carboxilo mediante
la unioén de una molécula de agua, produciendo un alcohol y un 4cido en el proceso, estas incluyen
colinesterasas, lipasas y fosfotiolesterasas (Wheelock et al., 2005).

El rol de las esterasas como papel importante se ha relacionado en estudios bioquimicos
(Motoyama et al., 1984), donde con ayuda de técnicas de purificacion de proteinas y sustratos
especificos, se determind un efecto de desintoxicacion a organofosforados en cepas del
saltamontes del arroz verde (Nephotettix cincticeps).

7.3.2.4 LIPASAS
En mosquitos se han asociado los genes de lipasa A, y la lipasa A pancreatica triaciglicerol
mediante ensayos de RT-PCR en mosquitos Culex pipiens pallens resistentes a deltametrina (Hu
et al., 2020), en insectos como el gorgojo del maiz Sitophilus zeamais se ha observado un
incremento en la cantidad de enzimas en cepas resistentes a piretroides, mediante el analisis de
pruebas bioquimicas (Hu et al., 2020).

7.3.2.5 CARBOXILESTERASAS
(Grigoraki et al., 2015) mediante un analisis transcriptdmico y una confirmacion mediante
ensayos bioquimicos demostraron la relacion entre la resistencia a organofosforados y la
sobreexpresion de carboxilesterasas en el mosquito asiatico del tigre Aedes albopictus, en la
mosca doméstica (Musca domestica) resistente a permetrina, mediante la medicion hidrolitica de
sustratos especificos, lograron identificar su actividad catalitica de los piretroides. (X. Feng &
Liu, 2020).

7.3.2.6 COLINESTERASAS
La familia de las esterasas la cual contiene las Carboxilesterasas y las colinesterasas las cuales
pueden catalizar la hidrolisis de xenobidticos estructuralmente diversas, incluyendo insecticidas,
compuestos aromaticos de plantas, feromonas de insectos y hormonas, asi como contaminantes
ambientales (Cruse ef al., 2023)

7.3.2.7 GALACTOSILTRANSFERASA
Las UDP (Uridina Difosfato) glucosiltransferasa, catalizan la conjugacién de compuestos
lipofilicos enddgenos y exdgenos con azucares para producir glucdsidos mas solubles en agua, y
son responsables para la desintoxicacion en animales, insectos y plantas (Bock, 2016), en el
pulgon del algodon Aphis gossypii se comprobd mediante andlisis de expresion diferencial y el
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uso de ARNs de interferencia la relacion del gen de una UDP-glucosiltransferasa UGT344M2 en
cepas resistentes al insecticida spirotetramat (perteneciente a la familia derivada de los acidos
tetramicos)(Pan et al., 2020), En la mosca domestica (M. domestica) resistentes a imidacloprid
(Neonicotinoides )mediante un transcriptoma comparativo se encontro la sobreexpresion de la
enzima galactosiltransferasa, lo cual sugiere su participacion como mecanismo de
desintoxicacion (Reid et al., 2019), (Grigoraki et al., 2015) mediante transcriptoma, encontraron
una alza en la expresion de UDP-glucosiltransferasa en mosquitos tigre asiatico (A4edes
albopictus) resistentes a temefos (organofosforados).

7.3.2.8 ALDEHIDO DESHIDROGENASAS
Las enzimas Aldehido deshidrogenasa (ALDH) son enzimas que han sido ampliamente
estudiadas en mamiferos debido a su potencial para poder oxidar productos secundarios de los
piretroides en acido carboxilico (Lumjuan et al., 2014; Ross et al., 2006).

En el mosquito africano de la malaria A. gambiae, resistentes a piretroides mediante un
microarreglo, se identificaron diferentes genes relacionados con la resistencia metabolica, entre
ellos la enzima aldehido deshidrogenasa (Vontas et al., 2005).

Lumjuan ef al., (2014) realizaron la caracterizacion de aldehido deshidrogenasas presentes en
mosquitos de la fiebre amarilla 4. aegypti, mediante qPCR, y expresion de enzimas
recombinantes, encontrando una considerable sobreexpresion en cepas resistentes a permetrina,
mientras que las isoformas expresadas de ALDH mostraron actividad para catalizar piretroides.

7.3.2.9 SULFOTRANSFERASAS

Las sulfotransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo sulfonato (SO3) de
una molécula donadora 3’-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS) a una molécula receptora, este
proceso se llama sulfonacién y hace que las moléculas como drogas y hormonas sean mas
solubles en agua y faciles de excretar, estas enzimas tienen un rol importante en el metabolismo,
desintoxicacion y homeostasis de compuestos tanto enddogenos como compuestos exdgenos
(Chapman ef al., 2004; Rojas-Cabeza et al., 2025). En el gorgojo rojo de la harina Tribolium
castaneum resistentes a deltametrina se relaciond el gen TcSULT1 con la tolerancia a acaricidas
Xuetal., 2021).

7.3.3 EXCRECION DE XENOBIOTICOS

La excrecion activa de compuestos toxicos representa una de las lineas de defensa mas eficientes
contra xenobioticos en artropodos. Esta funcion es realizada por transportadores de membrana,
que actiian como bombas de eflujo, movilizando farmacos, metabolitos y acaricidas fuera del
interior celular o entre compartimentos, disminuyendo asi su concentracion intracelular y
mitigando el dafio potencial (Pohl et al., 2011). Esta via juega un papel clave en la resistencia
toxicocinética, especialmente frente a acaricidas lipofilicos como la ivermectina o el fipronil.

7.3.3.1 RESISTENCIA MEDIADA POR TRANSPORTADORES ABC

Los transportadores ABC (ATP Binding Cassette) constituyen una superfamilia de proteinas
transmembranales ampliamente implicadas en procesos de detoxificacion y resistencia a
multiples agentes quimicos. Estos transportadores utilizan la energia derivada de la hidrolisis de
ATP para expulsar compuestos toxicos fuera de las células.
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Diversos estudios han demostrado su relevancia en el contexto de resistencia a acaricidas:

e Pohl eral., (2011) observaron una correlacion significativa entre la resistencia a la
ivermectina y la expresion de genes trasportadores ABC en R. (B.) microplus. Ademas,
mostraron que ciertos compuestos pueden interferir con la actividad de estos transportadores,
restaurando parcialmente la eficacia de la ivermectina en cepas resistentes.

e (afarchia et al., (2015) identificaron un patrén similar en R. sanguineus sensu lato, donde
una alta expresion de genes ABC estuvo asociada a resistencia a fipronil, reforzando su papel
como via de detoxificacion.

e En un estudio transcriptomico mas reciente, Shakya et al., (2023) analizaron perfiles de
expresion génica en cepas resistentes a ivermectina de R. (B.) microplus, reportando una
regulacion positiva significativamente elevada del gen RmABCC2, mientras que los genes
RmABCCI y RmABCBI0, también mostraron regulacion al alza, aunque no significativa.
Estos hallazgos apuntan a que el gen RmABCC?2 podria ser un marcador molecular clave de
resistencia a ivermectina.

7.3.3.2 RESISTENCIA MEDIADA POR SUPERFAMILIA DE FACILITADORES MAYORES

Las proteinas de la superfamilia de facilitadores mayores (MFS, por sus siglas en inglés) son uno
de los mas grandes grupos de transportadores de membrana y se encuentran en bacterias, arqueas
y eucariontes. Estas proteinas median el transporte pasivo o activo secundario de una amplia
gama de sustratos, incluyendo azlicares, aminoacidos, farmacos y compuestos toxicos, utilizando
gradientes quimioestaticos o electroquimicos como fuente de energia (Kumawat et al., 2023; Xi
et al., 2025).

Aunque tradicionalmente menos estudiadas en el contexto de resistencia a plaguicidas en
artropodos, diversos trabajos recientes sugieren un papel emergente de las MFS en procesos de
detoxificacion:

e (Chen et al., 2024) realizaron un analisis transcriptomico diferencial en larvas del gusano de
la col Trichoplusia ni, tratadas con diferentes concentraciones de saponinas derivadas del
acido oleanolico. Encontraron una correlacion dosis-dependiente entre el tratamiento y el
nivel de transcripcion de varios genes pertenecientes a la superfamilia MFS, lo cual sugiere
que estos transportadores podrian estar involucrados en la exportacion o modulacion de la
toxicidad de dichos compuestos.

Este tipo de evidencia indica que los transportadores MFS podrian representar una ruta
complementaria o sinérgica a los transportadores ABC en la excrecion de xenobidticos,
contribuyendo asi a la resistencia multifactorial observada en algunas poblaciones de artropodos.
Aunque aun faltan estudios especificos en garrapatas, los datos disponibles abren la puerta a
futuras investigaciones sobre el papel de la MFS en la resistencia a acaricidas.

7.3.4 RESPUESTA AL ESTRES OXIDATIVO
El estrés oxidativo inducido por la resistencia a insecticidas se ha observado en una gran variedad
de organismos, como en la exposicion de cipermetrina (Giray et al., 2001), organofosforados
(Akhgari et al., 2003; Fortunato et al., 2006) y organoclorados (Hao et al, 2020; Koner et al.,
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1998), activando diferentes mecanismos para poder contrarrestar estas especies reactivas, como
las enzimas superdxido dismutasa, catalasas entre otras.(Hao et al., 2020)

7.3.4.1 SUPER OXIDO DISMUTASA
La superoxido dismutasa (SOD) es una enzima antioxidante fundamental en garrapatas e insectos,
cuya funcion principal es la dismutacion de radicales superoxidos (O2") en oxigeno molecular y

peroxido de hidrogeno, previniendo asi el dafio oxidativo a estructuras celulares como lipidos,
proteinas y ADN (Marklund, 1985).

En un estudio realizado por (Cossio-Bayugar et al., 2005), se logro aislar y secuenciar el gen
PHGPx (fosfolipido hidroperoxido glutation peroxidasa) en R. (B.) microplus. Esta enzima,
aunque distinta de la superoxido dismutasa (SOD), también desempefia un papel clave en la
proteccion celular frente al dafio oxidativo. Mientras que la SOD actta eliminando radicales
superoxidos la PHGPx se encarga especificamente de reducir hidroperoxidos lipidicos formados
durante la peroxidacion de membranas inducida por acaricidas. Por lo tanto, ambas enzimas
participan en rutas antioxidantes complementarias, que pueden estar sobre expresadas en cepas
resistentes como parte de una estrategia fisiologica de defensa frente a los efectos toxicos del
tratamiento quimico. Aunque este mecanismo no detoxifica directamente el compuesto toxico, si
mitiga sus efectos colaterales, facilitando la tolerancia fisiologica a los tratamientos quimicos.

7.3.4.2 CATALASA
La catalasa en una enzima que se encuentra en casi todos los organismos expuestos a la atmosfera,
esta descompone el perdxido de hidrogeno (especie reactiva altamente toxica) en oxigeno y agua
y forma parte de uno de los sistemas que tienen los insectos ante el estrés oxidativo (Zhang et al.,
2016) y la induccién de esta enzima ha sido reportada como efecto segundario del estrés oxidativo
debido a la resistencia en insectos (Champion & Xu, 2018; Nagi & Ingham, 2025).

7.3.4.3 SISTEMA TIORREDOXINA
Son un grupo de proteinas presentes en un gran nimero de organismos, incluyendo insectos, los
cuales tienen como proposito la proteccion y regulacion del estrés oxidativo celular, protegiendo
a los organismos de las especies de reactivas de oxigeno (ROS)(Gteskova & Pettivalsky, 2024),

7.4 FACTORES DE TRANSCRIPCION
Los factores de transcripcion son proteinas que actian como interruptores génicos capaces de
apagar o desactivar respuestas complejas para cierto tipo de respuestas dentro de los organismos,
este es un sistema complejo de maquinaria que a menudo es comparado con los directores de una
orquesta debido varias caracteristicas: son capaces de coordinar multiples elementos, son capaces
de controlar el tiempo de la expresion de pasos consecutivos y secuenciales, y también es capaz
de interpretar el contexto de las sefiales (Latchman, 1997), el factor de transcripcion llamado
receptor nuclear de hidrocarburos de arilo translocador es un tipo de factor conocido como
reguladores de dimerizacion y sensor ambiental, que ha sido descrito como un factor esencial que
ayuda a la detoxificacion de xenobidticos, una vez que se unen los compuestos de arilo a
compuestos con afinidad, como hidrocarburos aromaticos policiclicos, una vez que se realiza esta
union, este complejo activa la transcripcion de genes que codifican a enzimas relacionadas con
la detoxificacion de xenobiodticos como el citocromo p450 (Ema et al., 1992; Véazquez-Goémez
etal., 2016). En &caros, la araia roja o acaro rojo Tetranychus cinnabarinus se encontrd la
expresion de receptores de hidrocarburos de arilo en exposicion a los acaricidas Fenpropatrin
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(piretroide), Ciflumentofen (Benzoilacetonitrilo) y Clorpirifos (organofosforado)(Wen et al.,
2025).
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8. JUSTIFICACION

Rhipicephalus (Boophilus) microplus representa una de las principales amenazas para la salud
del ganado y la economia agropecuaria, particularmente en regiones tropicales y subtropicales.
Su capacidad para transmitir hemoparasitos como Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma
marginale, lo convierte en un vector de alto riesgo sanitario, ademas de causar pérdidas directas
por infestacion, reduccion de la ganancia de peso, disminucién en la produccion lactea y deterioro
de la piel de los animales.

El control quimico mediante acaricidas ha sido historicamente la estrategia mas utilizada; sin
embargo, su uso indiscriminado, prolongado y en muchos casos sin diagnodstico previo de
resistencia, ha conducido al desarrollo de poblaciones multirresistentes. Actualmente, se han
documentado cepas resistentes a diversos grupos incluyendo carbamatos, organofosforados,
piretroides, amidinas y fipronil, comprometiendo la eficacia de los tratamientos convencionales
y elevando los costos de produccion.

Ante este escenario, se vuelve critico entender los mecanismos moleculares que sustentan esta
resistencia multiple. El estudio de estos mecanismos, particularmente aquellos relacionados con
el metabolismo de xenobidticos, la modificacion del blanco molecular, la alteraciéon en la
absorcion y la excrecion de compuestos toxicos ofrece una ventana critica para:

o Identificar biomarcadores de resistencia utiles en programas de monitoreo.

e Comprender la evolucion y dispersion de los mecanismos de resistencia en campo.

o Desarrollar estrategias de manejo integrado mas eficaces, sostenibles y basadas en evidencia
molecular.

Asimismo, el andlisis transcriptomico y gendmico de cepas resistentes permite el disefio de
nuevas herramientas de diagndstico molecular, asi como la seleccion informada de tratamientos,
contribuyendo a reducir el uso indiscriminado de acaricidas y mitigando el impacto ambiental
asociado. En este contexto, esta investigacion no solo atiende una necesidad cientifica y sanitaria
urgente, sino que también se alinea con los principios de produccion pecuaria sostenible y de
salud animal global.

9. HIPOTESIS
La resistencia multiple en Rhipicephalus (Boophilus) microplus esta asociada con la
sobreexpresion diferencial de genes implicados en mecanismos de detoxificacion enzimatica,
transporte de xenobioticos y modificaciones estructurales en proteinas blanco, como canales
i6nicos y enzimas neuroactivas.
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10. OBJETIVOS GENERALES

Analizar de manera comparativa el transcriptoma de cepas susceptibles y multirresistentes de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, con el fin de identificar, caracterizar y clasificar los
mecanismos moleculares asociados a la resistencia a multiples familias de acaricidas.

11. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar los perfiles de expresion génica en cepas Rhipicephalus (Boophilus)
microplus con diferentes niveles de resistencia a organofosforados, piretroides, amidinas
y fenilpirazoles utilizando tecnologias de secuenciacion de RNA de alto rendimiento
(RNA-Seq).

2. Identificar transcritos diferencialmente expresados (DETs) asociados con los principales
mecanismos de resistencia a acaricidas en poblaciones multirresistentes.

3. Clasificar los mecanismos de resistencia detectados segiin su naturaleza molecular:
toxicodinamicos, toxicocinéticos o de penetracion reducida.

4. Generar informacién de base para el desarrollo de pruebas moleculares diagndsticas que
permitan la deteccion temprana y monitoreo de resistencia a multiples acaricidas.
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12. METODOLOGIA

El material biologico utilizado en este estudio fue proporcionado en colaboracion con el
Laboratorio de Referencia Regional de la FAO en México para el diagnostico y monitoreo de
resistencia y otros pardsitos de importancia veterinaria, ubicado en el Centro Nacional de
Servicios de Constatacion en Salud Animal (CENAPA-SAGARPA).

12.1 CEPAS DE REFERENCIA (MANTENIMIENTO Y CRiA DE GARRAPATAS)
Tres cepas de referencia de R. (B.) microplus, fueron utilizadas, las cuales fueron cultivadas y
mantenidas conforme a la metodologia descrita por Ibafiez ef al., (2021) Las caracteristicas
especificas y el origen de cada cepa se detallan en la Tabla 5.

Durante las etapas no parasitarias de su ciclo de vida (puesta de huevos, oviposicion y larvas),
las garrapatas se mantuvieron en incubadoras a 28 °C + 2 °C con una humedad relativa del 80 al
90 %. Para las etapas parasitarias, se utilizan larvas de 15 a 50 dias de edad para infestar al ganado
de la raza Aberdeen Angus.

12.2 PRUEBAS DE BIOENSAYO LPT Y AIT

Para la prueba de paquete de larvas (LPT) se utilizaron larvas de quince dias acuerdo con Stone
& Haydock., (1962). Para la prueba de inmersion de hembras ingurgitadas (AIT) se utilizaron
hembras ingurgitadas de 19 a 20 dias post-infestacion conforme a lo descrito por Drummond
et al., (1976).

Tabla 5.- Cepas de referencia y su perfil de resistencia, Las cepas son mantenidas por el
laboratorio de referencia regional de la FAO y monitoreadas bajo condiciones de laboratorio,
con bioensayos como paquete larvario e inmersion de adultas. (Ibaniez et al., 2021)

Cepa Resistencia a Resistencia a  Resistencia Resistencia a Estado de
piretroides organofosfatos a amidinas fipronil origen
- - - - Zacatecas
Zacateca
Rancho + + + + Tamaulipas
Nuevo
Vargas + + + + Tamaulipas

Las cepas de garrapatas proporcionadas incluian: la cepa Zacatecas, susceptible a fipronil, la cepa
Rancho Nuevo, recolectadas en campo, que presenta un factor de resistencia a fipronil de 12.5;y
la cepa Vargas, sometida a presion artificial, con 158 de factor de resistencia.
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Tabla 6.-Perfil de resistencia a acaricidas de la cepa resistente Varga, Las cepas son mantenidas
por el laboratorio de referencia regional de la FAO y monitoreadas bajo condiciones de
laboratorio, con bioensayos como paquete larvario e inmersion de adultas. (Ibaiez et al., 2021)

Cepa Vargas
Ao 1991
Lugar de origen Aldama,
Tamaulipas
Acaricida Factor de
resistencia
organofosfatos Cumafos 1.95
Clorfenvinfos 32.77
Diazinén 40.67
Organoclorados Lindano -
Piretroides Flumetrina 2.62
Deltametrina 7.20
Cipermetrina 3.81
Amidinas Amitraz 49
Fenilpirazoles Fipronil 8.29
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Obtencion de los perfiles de transcripcion
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Figura 5.-Diagrama de flujo de los pasos para obtener los perfiles de transcripcion a partir del
material genético, (grdfico creado con Biorender).

Figura 6.-Fotografia del material biologico obtenido en
colaboracion con el laboratorio de referencia regional de
la FAO para la resistencia a Acaricidas.

12.3 PURIFICACION DE ARN

Se recolectaron larvas recién eclosionadas que sobrevivieron a las pruebas de inmersion de larvas
(LPT), seleccionando unicamente individuos viables (Figura 6). Para cada réplica se pesaron 30
+ Img de organismos completos y se transfirieron a viales MagNA Lyser Green Beads (Roche)
utilizando puntas de micropipeta libres de ARNasas (Figura 7), la lisis mecénica se realizé con
el equipo Magna Lyser (Roche), tras anadir 500 pl de solucion de lisis del kit AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kit (QIAGEN) y lisando bajo condiciones de 5000 rpm por 15
segundos. El ARN total se extrajo siguiendo las instrucciones del fabricante, lo que permiti6 la
purificacion y la estabilidad de los 4cidos nucleicos para los analisis moleculares posteriores.
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Figura 7.-Fotografia de una de las muestras de
larvas viables de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus emergiendo de la ovoposicion por instinto
hacia lo alto de los frascos de contencion.

El ARN extraido se cuantificd utilizando el espectrofotdmetro Nanodrop one (Thermo Fisher
Scientific, 2016) , siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para verificar que las muestras
cumplieran con la concentracion requerida por el laboratorio de secuenciacion (UUSMB, 2022),
los valores obtenidos en ng/uL se convirtieron a pg/uL utilizando la siguiente formula.

ng lpg/pL  ug
X — = ==
uL 1000 ng/uL uL

Concentracion (pg/pL) = Concentracion (ng/pl) / 1000

Donde “X” es la concentracion para convertir.
Y para calcular el volumen final:

Donde “Y” es el volumen final para 3pg.

12.4 EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DEL ARN

La integridad del ARN se evaluo utilizando el equipo Bioanalyzer 2000 (Agilent Technologies,
2013), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para este andlisis se uso el kit Agilent RNA
6000 Nano Reagents, con el cual se determinaron los valores de RIN (RNA Integrity Number)
de cada muestra como se muestra la Figura 8.
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Figura 8.-Fotografia de la electroforesis capilar e los ARN total utilizando el kit de Agilent
RNA 6000 Nano Reagents utilizando el equipo Bioanalizer 2000

La secuenciacion de alto rendimiento del transcriptoma se llevo a cabo en colaboracion con la
Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Para ello, se utiliz6 el sistema NextSeq 550 System (Ilumina),
empleando el kit TruSeq Stranded mRNA HT para la preparacion de las genotecas. La
secuenciacion se realizé con una configuracion de lecturas pareadas (paired-end) de 75 pares de
bases (pb). Posteriormente, las secuencias obtenidas fueron procesadas mediante un pipeline
bioinformatico que constd de tres etapas principales: (1) limpieza y control de calidad de las
lecturas, (2) ensamble de novo del transcriptoma, y (3) evaluacion de métricas del ensamblado,
como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9.-Diagrama de flujo de los pasos elegidos para evaluar el mejor ensamble para el
organismo

Pégina 58 de 175



12.5 LIMPIEZA DE LECTURAS
Las lecturas generadas fueron sometidas a un filtrado de calidad utilizando los programas FastQC
v0.11.9 y Trim_Galore v0.6.7. Se establecieron un umbral minimo de calidad Phred de 25 y una
longitud minima de 40 pb para conservar las lecturas. Este paso garantiz6 la eliminacion de
secuencias de baja calidad y de adaptadores.

12.6 RECONSTRUCCION DE LOS TRANSCRITOS PARA EL ANALISIS DIFERENCIAL
Distintas estrategias para el ensamblado de los transcritos fueron utilizadas; estas fueron de novo
y guiadas por referencia. Para el ensamblado de novo, se utilizaron los siguientes programas con
su configuracion por defecto:
e Trinity-v2.13.2,
e SPAdes Genome Assembler v3.13,
e Trans-ABySS v2.0.1

Adicionalmente, Trinity fue ejecutado también bajo un enfoque guiado por referencia, utilizando
archivos BAM generados a partir del alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia
R. (B.) microplus (GCA_013339725.1).

Para los ensamblados guiados por referencia, se utilizaron los mapeadores:
STAR v2.7. 10a,

BWA V0.7.17-r1188,

Bowtie 2 v2.4.4,

GEM Mapper v3.0.

12.7 EVALUACION DE METRICAS DE ENSAMBLADO Y ALINEAMIENTO
Para comparar la calidad de los distintas ensamblados y mapeos, se consideraron las siguientes
métricas:

Para ensamblados:
e Numero de transcritos,
Tasa de mapeo,
Numero de transcritos >1000 pb,
Ensambles erréneos,
Discordancias por transcrito,
Tamano promedio de alineamiento,
Porcentaje de isoformas >95%
Tasa de duplicacion,
Tasa de alineamiento
Contencion de bases ambiguas (“N”),
Genes BUSCO completos y busco faltantes.

Para mapeo:

e Lecturas mapeadas y pareadas, 1
Lecturas no mapeadas,
lecturas mapeadas con calidad MQO,
Porcentaje de lecturas correctamente pareadas
Cases mapeadas y tasa de error
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e Tamafio promedio del inserto,
e Desviacion estandar del tamafio promedio del inserto.
e Porcentaje de duplicidad

Las métricas se obtuvieron utilizando los siguientes programas
e Samtools 1.19.2,
e BUSCO5.7.1
e RnaQUAST v.2.2.3.

Todos los analisis se realizaron utilizando como referencia el genoma GCA_013339725.1.

12.8 COMPARACION DE METRICAS Y SELECCION DEL MEJOR ENSAMBLADOR
Para comparar las métricas de calidad de los distintos ensamblados, se aplicd la metodologia
descrita por (Holzer & Marz, 2019), que permite normalizar cada métrica en una escala de 0 al 1
mediante la formula:

m — min (m)

normalizacién(m) = - =
max(m) — min(m)

Donde “m” representa el valor observado de la métrica y “n” la métrica normalizada.
Posteriormente, se calcularon los valores globales para cada ensamblador sumando las métricas
normalizadas, lo cual permitié identificar el software con mejor desempefio. Los resultados
fueron graficados empleando el lenguaje de programacion R 4.3.2 con la paqueteria “tidyverse”
2.0.0.

12.9 CUANTIFICACION Y ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL
Una vez seleccionado el mejor ensamblador de novo y el mejor mapeo guiado por referencias, se
procedid a la cuantificacion de los transcritos:

e Para ensamblado de novo: Salmon v1.4.0

e Para el mapeo guiado por referencia: FeatureCounts v2.0.3
La robustez experimental se evalué usando el analisis de componentes principales (PCA)
empleando las funciones de la libreria ggplot v4.0.1, también se uso el analisis de escalamiento
multidimensional (MDS) utilizando la libreria edgeR v4.0.16 y para los patrones de co-expresion
se gener6 un mapa de calor con la libreria “pheatmap” v1.0.12 seleccionando los 1000 transcritos
con mayor varianza. El andlisis de expresion diferencial se llevo a cabo con el paquete DESeq2
version 1.42.1 (Love et al., 2014), aplicando un valor ajustado de p-adj menor a 0.05 y un umbral
de expresion diferencial de log: fold change >1y < 1.

12.10 ANOTACION FUNCIONAL Y FUSION DE DATOS

Los genes diferencialmente fueron anotados con Trinotate v.3.2.2 + galaxy0 mediante la
plataforma Galaxy (Grabherr ef al., 2011). El porcentaje de genes anotados fue graficado en “R”
con “tidyverse”. La integracion de los resultados de la expresion y anotacion se realizé utilizando
herramientas de Unix como “paste”, creando listas consolidadas de genes anotados con sus
niveles de expresion diferencial. A partir de estas listas, se elaboraron:

e Diagramas de expresion génica,

e Anadlisis de varianza (ANOVA)
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e Analisis de componentes principales.

12.11 ANALISIS DIRIGIDO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA
Busquedas dirigidas mediante el comando “grep” de Unix, se realizaron para identificar los genes
codificantes de enzimas previamente asociadas a mecanismos de resistencia (documentados en
la literatura). Los genes fueron organizados por subfamilias y graficados usando R 4.3.2 y
“tidyverse” 2.0.0.

12.12 ENSAMBLADO DE GENES BLANCO (MOLECULAS DIANA)

Las tres réplicas biologicas de cada cepa fueron concatenadas y sus lecturas se mapearon
mediante Bwa mem V0.7.17-r1188 contra bases de datos personalizados de proteinas diana,
integradas exclusivamente por secuencias de acaros y garrapatas obtenidas del NCBI (descritas
en las Tablas 31-34 del Anexos) Estas bases de datos comprenden:

e Acetilcolinesterasas,

e Canales de cloruro activados por acido gama butirico (GABA)

e Receptores de octopamina

e Canales de sodio presinaptico,
El procesamiento de lecturas mapeadas se realizd con Samtools v1.13, mientras que la
recuperacion de las secuencias se llevd a cabo mediante seqtk subseq 1.4-r130-dirty. En el caso
de los receptores de octopamina y las acetilcolinesterasas se segregaron por subfamilias mediante
herramientas de filtrado de texto (grep y awk). Posteriormente, se realizé un ensamblaje de novo
independiente por subfamilia empleando Trinity-v2.13.2. Finalmente, la prediccion de los marcos
de lectura abiertos (ORFS) se ejecutd con el software TransDecoder.LongOrfs, seleccionando
para andlisis posteriores las traducciones peptidicas con una longitud superior a 300 aminodacidos.

12.13 ANALISIS DE VARIANTES Y ALINEAMIENTOS MULTIPLES
Las secuencias ensambladas se alinearon con referencias especificas utilizando MAFFT wv.
v7.490. La visualizacion se realizd con Geneious version 2025.0.3.

Para los receptores de GABA se utilizaron las secuencias de referencia:
e ACVO07675.1
o ACV07674.1
o AAA28556.1 (Hope et al., 2010b)

12.14 FILOGENIA DE ACETILCOLINESTERASAS
Para la clasificar las enzimas AchE (1,2 y 3), se seleccionaron secuencias anotadas y se
compararon con secuencias reportadas y tipificadas para saber discriminar entre AchE1l, AchE?2
y AchE3, utilizando las secuencias de R. (B.) microplus:

e AchEl: AJ223965.1 y MH037059.1
e AchE2: AJ278343.1 y AF067771.1
e AchE3: KX670385.1 y AY267337.1

Como grupo externo se empled la secuencia humana de Carboxilesterasa L07765.1

Los alineamientos se realizaron con el software MAFFT v7.490, y los arboles filogenéticos con
el software Geneius, usando:
e Modelo de distancia: Jukes-Cantor,
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e M¢étodo de construccion: Neighbor-Joining,
e Boostrap: 1003 réplicas con semilla de 454,278

13. RESULTADOS

13.1 EXTRACCION DE ARN
Los resultados de la extraccion y de la cuantificacion por espectrometria mostraron una
variabilidad notable en la concentracién de acidos nucleicos entre diferentes las réplicas y las
condiciones como se muestra en la Tabla 7. La mayoria de las muestras exhibieron relaciones de
Ase0/Azg0 cercanas a 1.8-1.9 lo cual indica una baja contaminacién por proteinas.

Tabla 7.-Concentracion de RNA total extraido del material biologico y cuantificado con el

equipo NanoDrop™ 2000.
Cepa Réplica Acido A260/A280  A260/A230
P P nucleico(ng/pL)

Rancho nuevo Réplica 1 232.89 1.92 1.99
Rancho nuevo Réplica 2 158.12 1.86 1.50
Rancho nuevo Réplica 3 75.19 1.77 0.99
Vargas Réplica 1 184.23 1.89 1.69
Vargas Réplica 2 60.69 1.78 1.01
Vargas Réplica 3 272.12 1.93 2.01
Zacatecas Réplica 1 61.23 1.78 1.00
Zacatecas Réplica 2 203.41 1.90 1.68
Zacatecas Réplica 3 154.62 1.87 1.60

Los valores de pureza obtenidos (A260/A280) se encuentran en el rango aceptable de 1.8 a 2.0,
lo que indica una buena calidad del ARN para su uso en anélisis posteriores. No obstante, algunos
valores de A260/A230 estuvieron por debajo del ideal (2.0-2.2), esta disminucidén se asocid
principalmente a muestras con bajos rendimientos de ARN, donde la reducida sefial de
absorbancia a 260 nm magnifica el impacto del ruido de fondo generado por las tazas residuales
de sales caotropicas provenientes del kit de extracciéon empleado.

Para proceder con la secuenciacion del ARN mensajero, se siguieron los criterios técnicos
establecidos por la Unidad Universitaria de Secuenciaciéon Masiva y Bioinforméatica (UUSMB)
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM de acuerdo con estas especificaciones se requiere
contar con una concentraciéon minima de 3 pg de ARN total por muestra, con un nimero de
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integridad del ARN (RIN) igual o mayor a 8, lo cual garantiza una secuenciacion de alta calidad.
(UUSMB, 2022),

13.2 AJUSTE DE CARGA DE ARN TOTAL Y PREPARACION DE ALICUOTAS
Para cumplir con los requerimientos de la UUSMB fue necesario ajustar las concentraciones de
ARN total extraido para alcanzar una concentraciéon minima de 3 pg de ARN por muestra, diluido
en agua libre de nucleasas. La Tabla 8 muestra los calculos realizados para determinar el volumen
necesario de cada muestra con base en su concentracion individual.

Tabla 8.-calculos de diluciones de ARN total para cumplir con las especificaciones mencionadas
minimas requeridas por la UUSMB para secuenciacion por RNA-Seq.

Cepa Réplica pg/pL pL para 3pg
Rancho Nuevo Réplica 1 0.232892 12.9
Rancho Nuevo Réplica 2 0.158123 19.0
Rancho Nuevo Réplica 3 0.075194 39.9

Vargas Réplica 1 0.184234 16.3
Vargas Réplica 2 0.06069 49.4
Vargas Réplica 3 0.272118 11.0
Zacatecas Réplica 1 0.06123 49.0
Zacatecas Réplica 2 0.203408 14.7
Zacatecas Réplica 3 0.15462 194
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13.3 ANALISIS DE LA INTEGRIDAD DEL ARN
Una vez ajustadas las concentraciones, se evalud la integridad del ARN mediante el sistema
Bioanalyzer de Agilent Technologies siguiendo las recomendaciones del fabricante (Agilent
Technologies, 2013). Se generaron los valores de RIN (por sus siglas en inglés: RNA Integrity
Number) (RIN) para cada muestra, asi como los electroferogramas y las simulaciones digitales
de geles de electroforesis como se muestran en las Figuras 10y 11.

Figura 10.- Calculo del valor del RIN obtenido con el sistema Bioanalyzer (Agilent
Technologies), para verificar la calidad e integridad del ARN total extraido.
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Figura 11.-Electroferogramas y simulacion digital de Gel de electroforesis obtenido con el
sistema Bioanalyzer (Agilent Technologies), para verificar la calidad del ARN total extraido.

Assay Class: Eukaryate Total RNA Nano Created:  9/13/2023 1:08:01 PM
Data Path: C:\...Eukaryote Total RNA Nano_DE72905224_2023-09-13_13-08-01.xad Modified: ~ 9/13/2023 1:31:08 PM

Electrophoresis File Run Summary

Instrument Information:

[re] 3% %2 3 % 9 3 % 2
i ¢ 2 2 ¢ ¢ ¢ g g 9 Instrument Name: ~ DE72905224 Firmware: C.01.069
T 2 08 3 5 5 3 2 z g ¥ N @
"= 28 8 g g ©§ & @®W % = Serial#: DE72905224 Type: G2938C
EEE ?TOTOTOEONOB v
= = = momoow Assay Information:
FiEl Fl EKIEAEIN IR ooy ongin Path:

C:\Program Files\Agilent\2100 bioanalyzer\2100
expert\assays\RNA\Eukaryote Total RNA Nano Series II.xsy

Assay Class: Eukaryote Total RNA Nano
Version: 2.6
Assay Comments: Total RNA Analysis ng sensitivity (Eukaryote)
4000 —
© Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc.
2000 — Chip Information:
e —— — ——— —— — Chip Lot #
ip Lot #:
1000 — s P
Reagent Kit Lot #:
=00 = Chip Comments:
200 — ip Comments:
20— o — — ————————— —
L+ 2z 2 4 &5 & 7 & 9 10 11 12
rannue repl rannue rep2 rannue rep3
RIN N/A RIN N/A RIN: 6.40
[FUlq [FU] [FU]
’| 0 | 10 |
20 Y 04 N s I,
I A T | - ) O N — L V——
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
vargas repl vargas rep2 vargas rep3
RIN: 5.90 RIN: 6.90 RIN N/A
[FU]— [FU] [FU] |
20 |\ 10 |'| 40
/ I
10 1 p. .‘". 5 ‘ A 20 .“‘r\ S
ol B S e 0 et s 0 L —. o
T LI T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
zacate repl zacate rep2 zacate rep3
RIN: 6.40 RIN N/A RIN N/A
[FUl— [FU] [FU] |
] |] 40 || 20 ||‘
54 | | 20 AN 10
FUA ! o \
ol 1 . Y T U B R o
T T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
rl r2 3
RIN N/A RIN N/A RIN N/A
[Fu] [FUl | [FU] -
‘1 20 ‘
50 i 0= fi |
20 i 10 N
N . "S- I S . "W i S L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
2100 Expert (B.02.07.S1532) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc. Printed: ~ 9/13/2023 1:37:28 PM

Pégina 65 de 175



Aunque las muestras no cumplieron con los criterios minimos de integridad requeridos (RIN >
8) presentaron una calidad electroforética optima, la imposibilidad de calcular un RIN preciso de
debid a la ausencia de la subunidad ribosomal 28S, lo cual generd una subestimacion de esta
métrica por parte del algoritmo, no obstante, dada la nula evidencia de degradacion visible, se
determind proceder con la secuenciacion de las muestras.

13.4 RECEPCION Y ORGANIZACION DE ARCHIVOS DE SECUENCIACION
Una vez concluida la secuenciacion mediante el sistema NEXTSEQ, se recibieron un total de 72
archivos “fastq.gz”, correspondientes a las lecturas pareadas generadas para cada réplica. Estos
archivos fueron concatenados por cepa y réplica biologica, reduciendo el niumero total a 18
archivos (pares de R1 y R2 por muestra). La Tabla 9 muestra el desglose de los archivos recibidos,
con sus respectivos nombres y tamafios

Tabla 9.-Archivos generados por la secuenciacion de ARN total, organizados por réplica

biologica y cepa.
No. Nombre del archivo. Tamaiio
archivo

1 rannue rl S2 L.001-4 R1 001.fastq.gz 334M
2 rannue rl S2 L.001-4 R2 001.fastq.gz 340M
3 rannue 12 S2 L.001-4 R1 001.fastq.gz 188M
4 rannue 12 S2 L001-4 R2 001.fastq.gz 190M
5 rannue r3 S16 L001-4 R1 001.fastq.gz 517M
6 rannue 13 S16 L001-4 R2 001.fastq.gz 523M
7 vargas rl_S5 1.001-4 R1 001.fastq.gz 336M
8 vargas rl S5 L001-4 R2 001.fastq.gz 341M
9 vargas r2 S31 L001-4 R1 001.fastq.gz 271M
10 vargas 2 S31 L001-4 R2 001.fastq.gz 274M
11 vargas 13 S26 1.001-4 R1 001.fastq.gz 198M
12 vargas 13 S26 1L001-4 R2 001.fastq.gz 201M
13 zacate rl_S32 1.001-4 R1 001.fastq.gz 492M
14 zacate rl_S32 1.001-4 R2 001.fastq.gz 503M
15 zacate 12 S1 L004 R1 001-4.fastq.gz 540M
16 zacate 12 S1 L004 R2 001-4.fastq.gz 549M
17 zacate r3_S24 1.001-4 R1 001.fastq.gz 279M
18 zacate 13 S24 1.001-4 R2 001.fastq.gz 284M

Total 6.2G

13.5 EVALUACION DE CALIDAD Y LIMPIEZA DE SECUENCIAS CRUDAS
Se evaluo6 la calidad general de las secuencias crudas utilizado el software FASTQ v0.11.9, el
cual permitio generar reportes visuales de métricas clave, incluyendo distribucion de calidad por
posicion de base como se muestra en la Figura 12, contenido de GC, presencia de adaptadores y
duplicacién de secuencias.
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Figura 12.-Grdfica de calidad generada por FastQC a partir de las secuencias crudas
concatenadas. El puntaje de calidad promedio (Phred score) se muestra en la grdfica, a lo largo
de la longitud de las lecturas.
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Con base en estos andlisis, se identificaron regiones con presencia de adaptadores y extremos con
caida en calidad, por lo que se procedid a la limpieza de las secuencias mediante el software
trimgalore (Krueger ef al., 2021). Este proceso incluyo:

o Recorte de adaptadores de Illumina.
o Eliminacién de bases con calidad inferior a Phred 25.
o Filtrado de secuencias con longitud inferior a 40 pares de bases (pb).

Los resultados del procesamiento se resumen en la Tabla 10, donde se reporta el nimero total de
lecturas por archivo, lecturas con adaptador, bases secuenciadas, bases descartadas y lecturas
finales retenidas.
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Tabla 10.- Resultados del analisis de limpieza de secuencias con TrimGalore!

No. Archivo Lecturas Totales Lecturas con adaptador  Bases secuenciadas Bases descartadas Lecturas escritas
1 7,371,268 782,342 549,664,096 2,023,027 7,226,019
2 7,371,268 910,374 549,424,218 10,128,507 7,226,019
3 4,107,828 457,286 306,291,131 1,096,440 3,992,818
4 4,107,828 498,786 306,273,883 8,072,787 3,992,818
5 11,469,261 1,396,799 854,957,822 3,424,467 11,239,179
6 11,469,261 1,402,523 855,050,686 15,728,933 11,239,179
7 7,422,464 823,724 553,374,811 2,312,285 7,199,725
8 7,422,464 919,074 553,217,287 15,286,034 7,199,725
9 5,999,216 644,449 447,326,472 1,578,686 5,886,735
10 5,999,216 762,795 447,140,211 7,724,804 5,886,735
11 4,364,231 473,323 325,397,010 1,372,467 4,251,789
12 4,364,231 537,182 325,282,409 7,639,637 4,251,789
13 10,943,260 1,181,427 816,077,805 2,513,495 10,737,198
14 10,943,260 1,402,107 815,675,215 14,476,367 10,737,198
15 11,985,088 1,252,843 893,767,923 2,849,684 11,731,833
16 11,985,088 1,507,981 893,292,464 17,523,324 11,731,833
17 6,160,348 593,801 459,506,262 1,337,734 6,053,068
18 6,160,348 769,006 459,184,896 7,553,072 6,053,068
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En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos de esta limpieza la cantidad total de lecturas
con y sin adaptadores observada en cada una de las réplicas biologicas que se analizaron para las
tres cepas estudiadas: Rancho Nuevo, Vargas y Zacatecas.

Cada uno de los paneles refleja la proporcion de lecturas limpias (sin adaptador) en color azul
respecto a aquellas contaminadas (con adaptador) color salmoén, tras realizar el pretratamiento
correspondiente. En las tres cepas estudiadas, la inmensa mayoria de las lecturas parece
corresponder con secuencias limpias (sin adaptador) con porcentajes entre el 86.3 % y el 88.9 %
segun la réplica y la cepa. Esto implica que la calidad de las librerias es suficientemente adecuada
y que la cantidad de lecturas con adaptadores (o residuos de adaptadores) parece ser relativamente
baja. Por el contrario, el porcentaje de lecturas con adaptador es homogéneo entre réplica dentro
de las cepas, con valores ubicados entre el 11.0 % y el 12.2 %. Este problema de contaminacion
tiene unas tasas relativamente moderadas, pero se encuentra dentro de los margenes esperables
para librerias de secuenciaciones obtenidas por amplicones o genomas bacterianos, en donde
pueden esperarse variaciones segun la calidad del trimming.

En términos de comparativa: 1. Rancho Nuevo muestra tasas de contaminacion ligeramente mas
elevadas en Rep2 y Rep3 (11.48 %—12.20 %). Mientras, que la cepa Vargas presenta una media
estable entre repeticiones (11.73 %—-11.85 %). Finalmente, Zacatecas muestra los niveles de
contaminacion homogéneos (11.06 %—11.80 %) donde no se aprecian diferencias de distribucion
entre réplicas.

Contenido de Adaptadores en las Lecturas

Rancho Nuevo Vargas Zacatecas

24,000,000 -
22,500,000 -
21,000,000 -
19,500,000 -
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12,000,000 - . Lecturas con Adaptador
489000 Lecturas sin Adaptador
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6,000,000 -
4,500,000 -
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Replica

NuUmero de Lecturas

Figura 12.-Grdfico de barras que muestra el numero de lecturas con y sin adaptador por réplicas
biologicas y cepa.
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En la Figura 13 se detalla la composicion de la corrida de secuenciacion desglosada por cepa
(Rancho Nuevo, Vargas, Zacatecas) y por sus respectivas réplicas biologicas. Mediante un
grafico de doble anillo, se observa en el anillo interno presenta la contribucion global de cada una
de las cepas respecto del total de lecturas obtenidas, mientras que el anillo externo ilustra la
distribucion porcentual de las lecturas que cada réplica afiade a su respectiva cepa.

En el nivel de réplicas, la distribucion resulta heterogénea dentro de cada cepa:

e En el caso de Rancho Nuevo, la Réplica 3 fue la més abundante (50.01%); por detrés las
Réplicas 1 y 2 fueron responsables de un 32.15 % y 17.84 %, respectivamente.

e Las lecturas de Vargas fueron mas o menos equilibradas, de forma que la Réplica 1 fue
responsable de un 41.63 %, la Réplica 2 un 33.84 % y la Réplica 3 un 24.53 %.

e Por ultimo, la cepa Zacatecas se fij6 en la Réplica 2 como la mas abundante (41.17 %),
seguida por la Réplica 1 y la Réplica 3 con un 37.63 % y un 21.20 % respectivamente.

Composicion de la corrida de secuenciacion

Replica 3
(21.20%),

s

Replica 1
.15%) Replica 2
N17.84%)

Replica
4117

plica 1
(41.63%)

/
Replica 3

Repli
(24.53%) eplica 2

(33.84%)

Figura 13.-Grdfico de anillo doble que muestra los porcentajes de la distribucion de
las lecturas de acuerdo con la cepa y a la réplica biologica obtenida.
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Una vez aplicados los filtros de calidad se realizé una grafica que ilustra el nimero de lecturas
tras pasar los filtros de calidad en cada una de las réplicas bioldgicas de las tres cepas analizadas
(Rancho Nuevo, Vargas y Zacatecas) como se muestra en la Figura 14; donde el gran porcentaje
de las lecturas se conservaron tras el filtrado, con valores superiores al 98.60%, en ocasiones
superando el 99.18%. Este resultado refleja una buena calidad de la corrida de secuenciacion.

Las lecturas que fueron descartadas representan un porcentaje muy pequefio, que va del 0.82% al
1.44% dependiendo de la réplica y la cepa. La menor pérdida se obtuvo en la réplica 3 de
Zacatecas (0.82%) y la pérdida mas alta en la réplica 1 de Vargas (1.44%). Sin embargo, el
porcentaje de lecturas removidas ha resultado bajo, lo que indica que el preprocesamiento de la
calidad fue eficiente y que las librerias se secuenciaron con calidad suficiente para ser sometidas
al ensamblado y a otros procesos de cuantificacion transcriptomica posteriores.

Lecturas que pasaron el filtro de calidad

Rancho Nuevo Vargas Zacatecas
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o 9,000,000-
E 7,500,000~
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Figura 14.-Grdfica de barras apiladas que muestra el porcentaje de las lecturas que pasaron el
filtro de calidad y las lecturas conservadas

La Tabla 11 resume las estadisticas generales del proceso de secuenciacion, comparando las
métricas antes y después del filtrado.

Tabla 11.- Estadisticas globales de calidad antes y después del filtrado con TrimGalore!

Parametro Antes del filtrado Después del filtrado
Lecturas secuenciadas 139,645,928 138,217,916
Bases secuenciadas 10,410,904,601 10,253,879,911
Tamafio promedio 74.55 74.19
Calidad promedio 34.5516 34.7473
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Porcentaje de G+C 50.67% 50.61%

Posterior al filtrado de calidad, se visualizo la relacion entre las bases y las lecturas conservadas
y descartadas en el proceso de filtrado de calidad como se muestra en la Figura 15. El alto
porcentaje de conservacion observado indica que el algoritmo de filtrado cumpli6 con su objetivo
y que la corrida de secuenciacion fue de alta calidad, asegurando la robustez de los analisis
posteriores de ensamblaje y cuantificacion transcriptomica.

Distribucion de bases y de lecturas conservadas durante el filtrado de calidad

Bases

. Bases Conservadas
. Bases Descarladas

Lecturas

. Lecturas Conservadas
. Lecturas Descartadas

Figura 15.- En la izquierda tenemos el grafico de pastel que representa la cantidad de bases
conservadas y desechadas antes y despuées de realizar el filtro de calidad, jmientras que a la
derecha se tiene el grdfico de pastel de las lecturas y bases conservadas y desechadas después
de aplicar el filtro de calidad con trim_galore!, grdfico realizado con el software ggplot y el
lenguaje R.

13.6 RECONSTRUCCION DE LOS TRANSCRITOS

El ensamblaje transcriptdmico de novo se realizo utilizando cuatro algoritmos diferentes: Trinity,
Trinity Bam-Guided, RnaSPADES y Trans-Abyss, todos con parametros de defecto. Para
comparar el rendimiento de cada ensamblador se utilizaron las BWA-MEM, RnaQuast y
BUSCO, las cuales generaron métricas relevantes sobre la calidad de ensamblado. Los resultados
de las métricas de los ensambles se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12.- Tabla de resultados de los diferentes ensambles transcriptomico de Novo y de las
meétricas obtenidas con RnaQuast, bwa-mem y Busco.

Métrica RnaSPADES  Transabyss  Trinity Trinity-BG
Transcritos 163,945 402,524 150,065 170,948
Tasa de mapeo 96.8 92.9 95.3 91.7
Transcritos >1000 pb 34590 24999 45740 49302
Ensamblados 1001 338 885 180
erroneamente

Discordancias por 12.634 6.138 16.766 11.324
transcrito

Tamaiio promedio de 769.627 368.368 1009.088  871.761
alineamiento

Ensamble de 2966 2731 2880 2935
isoformas

Tasa de duplicacion 1.6 2.689 2.384 2.73
Tasa de alineamiento 0.838 0.9191 0.8894 0.99
Contenido de "N" 4525 0 0 0
Buscos Completo 2615 2514 2563 2498
Buscos Faltantes 229 319 258 318

Posteriormente, estas métricas fueron normalizadas, con el fin de realizar una comparacién
estandarizada entre los ensambladores. Los valores de 0 a 1 a cada métrica fueron asignados para
evaluar el rendimiento, siendo 1 el mejor desempeiio relativo para cada categoria, y el valor de 0
el de peor rendimiento, en dicha categoria. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13.-Métricas de calidad del ensamblado para su comparacion y seleccion del mejor

software.

Métrica. RnaSPAdes Trans-ABySS  Trinity Trinity-
BG

Transcritos 0.05 1.00 0.00 0.08
Tasa de mapeo 1.00 0.24 0.71 0.00
Transcritos >1000 pb 0.39 0.00 0.85 1.00
Ensamblados 0.00 0.81 0.14 1.00
erroOneamente
Discordancias por 0.39 1.00 0.00 0.51
transcrito
Tamafio promedio de 0.63 0.00 1.00 0.79
alineamiento
95-Ensamble de isoformas 1.00 0.00 0.63 0.87
Tasa de duplicacion 0.00 0.96 0.69 1.00
Tasa de alineamiento 0.00 0.50 0.31 1.00
Contenido de "N" 0.00 1.00 1.00 1.00
Buscos Completo 1.00 0.14 0.56 0.00
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Buscos Faltantes 1.00 0.00 0.68 0.01

Con el objetivo de visualizar los datos, se generd un mapa de calor (Figura 16) con base en los
resultados obtenidos de rendimiento donde se visualizan los puntajes normalizados por métrica
y la calificacion global de cada ensamblador con base en la suma de todos los valores. En este
mapa, los valores mas altos son los que se encuentran en los tonos amarillos, estos son
representativos de un mejor rendimiento relativo por métrica y los niimeros mas bajos son los
que se encuentran en los tonos rojos, estos son representativos de un peor rendimiento.

El patron més general muestra diferencias claras entre los programas; en términos generales,
Trinity-BG es el que presenta el mejor rendimiento, en especial en las métricas mas importantes,
tales como el niimero de transcritos largos, la tasa de alineamiento, el ensamblaje correcto, el
ensamblaje de isoformas, lo que se observa incluso en su calificacion final, que es la mas alta del
conjunto, 7.2. Trinity también presenta un rendimiento competitivo, pero algo mas inferior,
concretamente en tamano medio de alineamiento, tasa de duplicacion y consistencia en el
ensamblaje, alcanzando una calificacion de 6.5.

Por el contrario, Trans-ABySS y RnaSPAdes obtienen puntuaciones mas bajas en especial las
métricas que tienen que ver con la integridad del ensamblaje, el nimero de transcritos completos
y la precision en la reconstruccion de isoformas, lo que acaba reflejandose en las calificaciones
finales de 5.6 y 5.4, respectivamente.
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Mapa de calor de las Calificaciones Normalizadas(DeNovo)

Transcritos >1000 pb 4

Transcritos -

Tasa de mapeo -
Calificacion Normalizada

Tasa de duplicacion - Trinity-BG
Trinity 6.5
Tasa de alineamiento Trans-ABySS 56
RnaSPAdes 54

Tamafio promedio de alineamiento A
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Contenido de N -
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Figura 16.- Mapa de calor generado a partir de las métricas normalizadas para su comparacion,
del lado derecho se observa la sumatoria de las métricas normalizadas como la calificacion
normalizada.

13.7 EVALUACION DE MAPEOS CONTRA EL GENOMA DE REFERENCIA.
Para evaluar el desempefio de los diferentes algoritmos de mapeo, se utilizaron los programas
STAR, BWA-MEM, Bowtie2 y GEM-mapper. La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos con
Samtools.

Tabla 14.-Resultados obtenidos con Samtools tras el mapeo de lecturas de RNA-seq al genoma
de referencia mediante distintos algoritmos.

Métrica STAR Bwa-mem Bowtie2 gem_mapper
Lecturas 124,326,445 130,145,692 108,464,541 126,490,795
mapeadas
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Lecturas 124,326,410 129,202,156 95,554,186 122,831,804
mapeadas y

pareadas

Lecturas no 12,310,283 6,491,036 28,172,187 10,145,933
mapeadas

Lecturas 124,326,410 103,289,872 83,416,374 118,203,366
correctamente

pareadas

Lecturas con 864,966 5,849,015 3,356,346 7,643,763
MQO0

Bases mapeadas 9,230,683,969 9,660,769,284 8,050,694,191 9,390,742,716
Discordancias 0 151,296,426 178,275,693 202,981,351
Tasa de error 0.00E+00 1.63E-02 2.21E-02 2.25E-02
Porcentaje de 91 75.6 61 86.5
lecturas

correctamente

pareadas

Tamano 1372.8 915.7 582.7 665.6
promedio del

inserto

Desviacion 2345.2 1935.6 1474.2 1438.9
estandar del

tamaifio promedio
del inserto

Para facilitar la comparacion entre herramientas, se normalizaron las métricas en una escala
relativa de 0 a 1, donde 1 representa el mejor valor observado por parametro entre los algoritmos

evaluados. La Tabla 15 resume estos resultados normalizados.

Tabla 15.-Normalizacion de las métricas de calidad de mapeo para la comparacion entre

herramientas.
Métrica STAR Bwa Bowtie2 Gem_mapper
Lecturas mapeadas 0.73 1.00 0.00 0.83
Lecturas mapeadas y 0.86 1.00 0.00 0.81
pareadas
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Lecturas no mapeadas 0.27 0.00 1.00 0.17

Lecturas correctamente 1.00 0.49 0.00 0.85
pareadas
Lecturas con MQO 1.00 0.26 0.63 0.00
Bases mapeadas 0.73 1.00 0.00 0.83
Discordancias 1.00 0.25 0.12 0.00
Tasa de error 1.00 0.27 0.02 0.00
Porcentaje de lecturas 1.00 0.49 0.00 0.85
correctamente pareadas
Tamaifio promedio del 1.00 0.42 0.00 0.10
inserto
Desviacion estandar del 1.00 0.55 0.04 0.00

tamafio promedio del inserto

En la Figura 17, se presenta un mapa de calor que representa las métricas de rendimiento
obtenidas con los cuatro programas evaluados (Bowtie2, BWA-MEM, GEM-mapper y STAR)
durante el mapeo de lecturas. Cada celda representa la puntuacion normalizada de cada métrica
en cada uno de los programas siendo las puntuaciones altas (tonos amarillos) las que mejor
rendimiento reflejan y las bajas (tonos rojos) el peor rendimiento.
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Mapa de calor de las Calificaciones Normalizadas(Mapeo)
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Figura 17.- Mapa de calor de las métricas de mapeo normalizada, a la derecha se observa una
tabla con los valores de la calificacion normalizada de dichos parametros por cada software.

Como se puede observar, el patron es claro y consistente entre algoritmos. STAR destaca en la
mayoria de las métricas, con un trabajo de mapeo de lecturas que presenta porcentajes muy altos
en lecturas correctamente pareadas, lecturas mapeadas, bases mapeadas y baja tasa de error, algo
que da cuenta de su puntuacion global mas alta (9.5). BWA-MEM se mostrdé como un programa
con un rendimiento intermedio, donde llegd a sobresalir en métricas como lecturas correctamente
pareadas y bases mapeadas, logrando asi una puntuacion total de 6.7.

Por otro lado, GEM-mapper mostré un rendimiento limitado al tener valores normalizados
moderados en algunas métricas, pero muy inferiores en otras, lo que se tradujo en una puntuacion
global de 4.4. Finalmente, Bowtie2 mostrd los valores mas bajos en la mayoria de los parametros
evaluados, mostrando buenos resultados solamente en la tasa de error, algo que lo sitia como el
mapeador con peor rendimiento global (puntuacion total de 1.8).
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13.8 CUANTIFICACION DE TRANSCRITOS

Posteriormente, la cuantificacion de transcritos se realizdé mediante el uso de dos estrategias la
primera Salmon, mediante el ensamblaje de novo producido con Trinity-BG, y la segunda
FeatureCounts, usando las lecturas alineadas a partir del genoma de referencia mediante STAR.

En la Tabla 16 presenta los porcentajes de asignacion obtenidos para cada réplica y cepa. En
todos los casos, Salmon presentd unos valores mucho mas altos, de un 91 % como minimo y
alcanzando cifras hasta del 93,7 % de tasas de asignacion, lo que reflejaba la alta eficiencia de
recuperacion de las lecturas por parte del ensamblaje de novo. Por otro lado, los porcentajes de
asignacion obtenidos mediante FeatureCounts fueron mucho menores, con porcentajes que
variaron entre un 24.5 % y un 38.2 %, lo que es coherente con la escasez de anotaciones completas
disponibles para R. (B.) microplus y la ausencia de un genoma de referencia totalmente curado
para esta especie.

Tabla 16.- Porcentaje de lecturas asignadas por cepa y réplica utilizando Salmon (ensamble de
novo) y FeatureCounts (mapeo a referencia).

Cepa Réplica  Asignadas STAR Asignadas
(FeatureCount) (Trinity/Salmon)
Rancho Nuevo Réplica 1 334 93.23
Rancho Nuevo Réplica 2 26.1 92.6
Rancho Nuevo Réplica 3 24.5 91.8
Vargas Réplica 1 29.7 92.1
Vargas Réplica 2 32.5 93.1
Vargas Réplica 3 31 92.4
Zacatecas Réplica 1 33.6 92.8
Zacatecas Réplica 2 31.9 91.8
Zacatecas Réplica 3 38.2 93.7

De manera ilustrativa en la Figura 18 se resume la clara diferencia entre metodologias, mostrando
de forma comparativa las proporciones que obtiene la asignacion transcriptomica para cada
réplica con STAR/FeatureCounts y con Trinity/Salmon. El contraste entre un tipo de
aproximacion y el otro, por lo tanto, el ensamblaje de novo es el que mejor refleja la diversidad
transcriptomica presente en las muestras, mientras que el enfoque de mapeo tiene una gran
dependencia de la calidad y de la completitud del genoma de la referencia que se haya utilizado.
Esta constatacion da sentido a la eleccion de Salmon + Trinity-BG como la estrategia elegida
para la cuantificacion final de las lecturas que se utilizaré en los andlisis posteriores.
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Figura 18.- Grdfico comparativo de los resultados de los porcentajes de Asignacion de las
cuentas transcriptomicas para los softwares STAR/FeatureCouns y Trinity/Salmon.

13.9 ANOTACION FUNCIONAL

La anotacion funcional se llevé a cabo con Trinotate, lo que permitié conocer el nimero de genes
e isoformas con asignacion biologica por comparacion de cepas. Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 17 y se representan de manera visual a través de la Figura 19. En el caso de
los genes, la anotacion variaba entre el 73.6% y el 84.7%, siendo la comparacion con mayor grado
de asignacion Rancho Nuevo vs. Vargas (2,852 genes anotados frente a 515 no anotados). Las
comparaciones Rancho Nuevo vs. Zacatecas y Vargas vs. Zacatecas presentaron porcentajes un
poco mas bajos (entre un 24.5% y un 26.3% de genes no asignados), algo esperable para
organismos no modelo.

Respecto a las isoformas, el comportamiento era algo similar: entre un 59.3% y un 61.1% fueron
anotadas funcionalmente y el porcentaje de isoformas que no coincidia con ninguna base de datos
fue de un 38%—40%, lo que refleja isoformas novedosas, fragmentos parciales o transcritos
altamente divergentes. La comparacion con mayor numero de isoformas anotadas fue Rancho
Nuevo vs. Zacatecas (8,005 isoformas anotadas) y la comparacion con la mayor proporcion de
isoformas no asignadas fue Vargas vs. Zacatecas (5,761; 40.64%).
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Tabla 17.-Datos obtenidos de la asignacion de genes y transcritos contra las diferentes bases de
datos del pipeline Trinotate.

Cepa Isoformas/Gen No Asignado Asignado
Rancho Nuevo vs Genes 2,852 515
Vargas
Rancho Nuevo vs Genes 4,556 1,630
Zacatecas
Vargas vs Genes 3,966 1,287
Zacatecas
Rancho Nuevo vs Isoformas 6,700 4,263
Vargas
Rancho Nuevo vs Isoformas 8,005 5,305
Zacatecas
Vargas vs Isoformas 8,414 5,761
Zacatecas

La Figura 19 muestra las proporciones de los transcritos anotados, a partir de graficos de barras
apiladas, lo que permite visualizar con facilidad las diferencias entre comparaciones tanto a nivel
de genes como de isoformas. En general, los resultados indican que, si bien una parte relevante
de los transcritos pudo ser anotada, existe un porcentaje relevante de genes e isoformas que no
dispone de informacion funcional, lo cual es caracteristico de transcriptomas de novo en
organismos no modelo como R. (B.) microplus. Este grupo de transcritos no anotados representa
un recurso interesante para estudios futuros de caracterizacion funcional y de nueva identificacion
de genes relacionados con la resistencia a acaricidas.
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Figura 19.-Grdfico de barras con porcentajes de los transcritos que pudieron ser anotados con
el software Trinotate.

13.10 ENSAMBLES DIRIGIDOS PARA MOLECULAS DIANA DE ACARICIDAS

Los transcritos correspondientes a: acetilcolinesterasas (AchEl, AchE2, AchE3), canales de
cloro GABA, canales de sodio voltaje-dependientes, receptores beta adrenérgicos de octopamina
y receptores de octopamina/tiramina fueron identificados y los resultados se resumen en la Tabla
18, donde se incluyen el tamafio del transcrito ensamblado, la cantidad de lecturas usadas y la
profundidad de cobertura para cada isoforma identificada en las distintas cepas.

En la Tabla 18 se muestran los resultados de la identificacion de los principales genes que son
diana de acaricidas. Los genes AChEI y AChE?2 fueron ensamblados, exitosamente, en las tres
cepas, con multiples isoformas y con coberturas moderadas (51< x <79), sin embargo, el AChE3
no pudo ser ensamblado debido a la falta de expresion de estos.

El GABA presentd transcritos completos en todas las cepas, aunque su expresion mostro
coberturas muy altas en Rancho Nuevo, indicando, por tanto, una mayor abundancia relativa. El
canal de sodio voltaje-dependiente y el receptor de octopamina/tiramina no pudieron ser
ensamblados en ninguna de las cepas analizadas, lo que sugiere que su expresion es muy baja o
que no se detectaron transcritos de novo.

Los receptores P-adrenérgicos de octopamina fueron ensamblados en las tres cepas, con
coberturas variables, aunque suficientes para su analisis. En general, los resultados indican que
algunas de las moléculas diana obtenidas presentan transcritos completos y expresados, mientras
que otras muestran, por el contrario, expresiones muy bajas como para ser recuperadas mediante
ensamblaje de novo.
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Tabla 18.- Resultados obtenidos del ensamble dirigido de transcritos relacionados con
resistencia a acaricidas (diana), por cepa.

Gene/Meca Cepa ID de transcrito identificado Tamaiio Lecturas  Profundidad
nismo de (pb) )
resistencia
AchEl Rancho TRINITY DNI12 c0 gl il 1976 266 10.14
Nuevo TRINITY DNI2 ¢0 gl il3 1247 235 14.30
TRINITY DNI2 c0 gl il2 821 143 14.01
TRINITY DNI2 c0 gl il4 1976 296 11.39
TRINITY DNI2 ¢0 gl il6 1976 350 13.47
Zacatecas TRINITY DN2 c0 gl il 1512 196 9.83
TRINITY DN2 c0 gl il0 666 65 7.23
TRINITY DN2 c0 gl ill 1357 143 7.89
TRINITY DN2 c0 gl il2 1771 245 10.46
TRINITY DN2 c0 gl il3 1828 317 12.87
TRINITY DN2 c0 gl i3 1964 407 15.85
Vargas TRINITY DNI11 c0 g2 il 1785 348 14.39
TRINITY DNI11 c0 g2 i3 1830 310 12.54
TRINITY DNI11 c0 g2 i4 1308 257 14.49
AchE?2 Rancho TRINITY DNI15 c0 gl i2 2611 586 17.26
Nuevo TRINITY DNI15 c0 gl i3 2611 725 20.82
Zacatecas TRINITY DNIS5 c0 gl i3 2307 456 14.17
TRINITY DNI15 c0 gl i6 1281 110 6.39
Vargas TRINITY DNI13 c0 gl i2 2290 508 16.41
TRINITY DNI13 c0 gl i3 2290 408 13.45
AchE3 Rancho N/A N/A 49 N/A
Nuevo
Zacatecas N/A N/A 8 N/A
Vargas N/A N/A 64 N/A
Canal de Rancho TRINITY DNS5 c0 gl il 3883 14643 240.07
cloruro Nuevo
activado  Zacatecas TRINITY _DNI ¢0 gl i2 3785 1607 25.84
por acido TRINITY DNI c0 gl i3 3036 537 13.06
Gama TRINITY DNI c0 gl i4 3785 1561 24.78
butirico TRINITY DNI c0 gl i6 2195 344 11.56
Vargas TRINITY DNO9 c0 gl il 466 38 5.77
TRINITY DNO9 c0 g2 il 535 42 5.84
Canal de Rancho N/A N/A 75 N/A
voltaje Nuevo
activado  Zacatecas N/A N/A 63 N/A
porsodio  Vargas N/A N/A 6 N/A
Receptor Rancho TRINITY DNS54 c0 gl il 1455 356 18.15
Beta Nuevo TRINITY DN54 c0 gl i2 1509 325 16.24
androgén  Zacatecas TRINITY DN82 c0 gl il 1468 1010 50.59
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ico de Vargas TRINITY DNS54 c0 gl il 1445 397 20.42

Octopam
ina

Receptor Rancho N/A N/A 35 N/A
de Nuevo

Octopam  Zacatecas N/A N/A 8 N/A

ina/tiram Vargas N/A N/A 44 N/A
ina

En varios casos, especialmente para AchE3 y los receptores de octopamina/tiramina, no fue
posible recuperar isoformas completas, lo cual podria deberse a bajo nivel de expresion,
fragmentacion del ensamble o ausencia de estas variantes en algunas cepas.

13.10.1 BUSQUEDA DE MUTACIONES ASOCIADAS A RESISTENCIA EN GENES
BLANCO DE ACARICIDAS

A partir de los alineamientos multiples de los transcritos ensamblados se realizé una busqueda
rigurosa de mutaciones puntuales previamente vinculadas a resistencia a acaricidas. El analisis
se llevo a cabo en los genes diana mas importantes: acetilcolinesterasa 1 (AchEl),
acetilcolinesterasa 2 (AchE?2), receptor B-adrenérgico de octopamina y los canales de cloruros
dependientes de GABA. En este sentido, se presentan los resultados mas sobresalientes por gen
de acuerdo con la informacion de las Tablas 19-22.

AchE1

En el gen AchEl se pudieron identificar distintas mutaciones previamente relacionadas con
resistencia con unos patrones de presencia muy diferentes entre las cepas: En la cepa susceptible
Zacatecas: Se detectaron mutaciones de tipo P157S, T362M, Q488R, W571R, T576A y N583D,
solo en 1 de 5 contigs o menos, lo que sugiere que podrian corresponder a polimorfismos
naturales, baja cobertura o variantes no fijadas las cuales podrian no estar relacionadas con
resistencia.

Las cepas de Rancho Nuevo y Vargas que son multirresistentes presentaron unas variantes clave
mas consistentes, con las mutaciones Q488R, W571R y N583D apareciendo todas ellas en todos
los contigs o en la mayor parte de ellos, lo que indicaria posible fijacion y un posible papel en la
resistencia a organofosforados y carbamatos. Por su parte, las mutaciones A360T y T362M
también estuvieron presentes, pero con baja frecuencia como se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19.-Mutaciones asociadas a resistencia detectadas en el gen AchE1, aquellas que estan
marcadas con un * son mutaciones encontradas en este estudio.

Mutaciones

Descripcion de las mutaciones.
reportadas

Pégina 84 de 175



P157S Presente en 4/5 contigs de Zacatecas y 2/3 de Vargas

D188G

E195G

E196G No se encontraron las mutaciones

Y230C

S282G

V331A
*A360T Presente en 1/5 contigs de Zacatecas y 1/4 de Rancho

Nuevo
T362A No se encontraron las mutaciones
*T362M Se encontrd en 1/5 contings de la cepa Zacatecas y 1 /5
contings de la cepa Rancho Nuevo.
AchEl F3905 No se encontraron las mutaciones
L417P
Q488R Se encontrd en 2 /5 contigs de la cepa Zacatecas, y 5/5
Rancho Nuevo y 3/3 Vargas

1493T No se encontraron las mutaciones

N566D

W571R Detectada en 1/5 de la cepa Zacatecas, y en los 5 contigs

de Rancho Nuevo,

WS571F No se encontrd la mutacion

Presente en 1 /5 contigs de la cepa Zacatecas y en los 3

TToT0A contigs de Vargas.

¥N583D Presente en 1 /5 contigs de Zacatecas y en los 3 contigs
de la cepa Vargas

P590A No se encontr6 la mutacion

AchE?2

En el gen AchE?2 se encontraron variantes relevantes como se muestra en la Tabla 20, que pueden
corresponder a algunas de las mutaciones previamente descritas en organismos resistentes: A10T
(Rancho Nuevo); E22K (Zacatecas y Rancho Nuevo); S396P (Zacatecas); K558Q (Rancho
Nuevo); otras variantes como A10T y K558Q las que solo se han presentado en las cepas
resistentes y son, por lo tanto, las que con mas rigor podrian desempefiar un papel funcional en
la resistencia toxicodindmica, por la estabilidad que mantienen entre los contigs analizados.

Las mutaciones detectadas en Zacatecas son infrecuentes y no muestran mucha representacion
entre los contigs. Podrian corresponder a variacion natural en lugar de mecanismos implicados
en la resistencia. AchE2 representa uno de los genes con mayor sefial de diversificacion
adaptativa, sobre todo en Rancho Nuevo.

Tabla 20.- Mutaciones asociadas a resistencia detectadas en el gen AchE2, aquellas marcadas
con un * muestran aquellas mutaciones que se encontraron dentro de este estudio.

Mutaciones buscadas Descripcion
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FOL No se encontrd la mutacion

*A10T Detectada en 1/2 contigs de Rancho
Nuevo.
*E20K Detectada en 2/2 contigs de Zacatecas y
en 1 /2 contigs de Rancho Nuevo
A26T
E75G
WI114R
L14lF No se encontraron las mutaciones
K208R
210V
AchE2 P343S
M349V
£3396P Detectada en 2/2 contigs de la cepa
Zacatecas
M406V
H476
G477 No se encontraron las mutaciones
D478
K555M
K5580Q Detectada en 2/2 contigs de la cepa

Rancho Nuevo

Receptor f-adrenérgico de octopamina

Adicionalmente, se revisaron mutaciones tipicamente asociadas a resistencia a amidinas: I61F,
Y215H, Y337F como se muestra en la Tabla 21. Ninguna de estas variantes fue detectada en
ninguna de las tres cepas. Esto indica que, en este caso, la resistencia a amidinas no estd mediada
por modificaciones en este receptor, lo que coincide con que este gen tampoco estuvo
diferencialmente expresado.

Tabla 21.-Receptor p-adrenérgico de octopamina

Mutaciones buscadas Descripcion
Receptor Beta adrenérgico de I[61F No se encontraron las
octopamina Y215H mutaciones

Y337F

Canales de cloruro activados por dcido gama-aminobutirico

Las mutaciones cléasicas asociadas a resistencia a fipronil (A286S, A302S, A302G, A302N),
fueron buscadas, pero no se detectd la presencia de ninguna de ellas. La ausencia de estas
mutaciones indicaria que para fipronil los mecanismos presentes en dichas cepas no serian del

Pégina 86 de 175



tipo toxicodinamico, lo cual también refuerza los resultados transcriptomicos de sobreexpresion
compensatoria del receptor, pero no de mutaciones estructurales.

Tabla 22.- Canales de cloruro activados por acido gama-aminobutirico

Mutaciones buscadas Descripcion
Canales de
cloruro A2865
activados A286L )
por dcido A302S No se encontraron las mutaciones
gama A302G
, . A302N
butirico

En general de acuerdo con los analisis de alineamientos multiples realizados sobre los transcritos
ensamblados, se identificaron mutaciones previamente descritas en la literatura como asociadas
con resistencia a acaricidas en los genes blanco. A continuacion, se presentan los hallazgos por
gen y cepa, destacando que la cepa Zacatecas corresponde a la referencia susceptible, mientras
que Rancho Nuevo y Vargas son cepas con fenotipo multirresistente.

13.11 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES PCA Y MAPAS DE CALOR

El andlisis de componentes principales muestra una clara diferenciacion entre las cepas
estudiadas tanto a nivel global (PCA tradicional) como en los genes con mayor expresion
diferencial (Leading logFC). Esta separacién es coherente con los perfiles fenotipicos de
susceptibilidad y resistencia observados, sugiriendo que existen firmas transcriptomicas
distintivas asociadas a cada cepa como se muestra en la Figura 20. Estos hallazgos se ven
confirmados por el analisis de agrupamiento jerarquico presente en el mapa de calor de la Figura
21. En particular, la cepa Vargas, la cual muestra presenta un agrupamiento mas compacto, lo
que sugiere una regulacion transcriptdmica mas homogénea en comparacion con las demads cepas.
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Figura 20.- Grdficos de componentes principales, el de la izquierda muestra la varianza entre
los componentes principales PCI y PC2 mientras que el grafico de la derecha es el grdfico de
dispersion de PCA con log: FC.

]

———
E— I
— 2
— 1
0
 — -1
l-2
< < < A A N A N N
> & 3§ & &2 K 2 B 3
€ ¢ ¢ gz 3 &8 3 &8 8
7 7 w =3 = [+] = 0 0
I ' ! 2 2 » 2 & ®
N = i = > o > o o
c c | c I |
® @ w @ - N
< < <
N ° ©
(V) - w

Figura 21.—Mapa de calor con agrupamiento jerdarquico de las cepas con sus respectivas
réplicas biologicas. La gama cromdtica que transita del rojo al azul indica la magnitud de
cambio en términos de puntuacion estandar (Z-score), reflejando la desviacion de los 1000
transcritos con mayor varianza inter-muestral. El dendrograma superior ilustra la relacion de

similitud entre muestras.
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13.12 RESULTADOS DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE LA COMPARACION ENTRE
RANCHO NUEVO VS ZACATECAS (CEPA SUSCEPTIBLE).

La comparacion entre la cepa multirresistente Rancho Nuevo y la cepa susceptible Zacatecas,
permitid identificar 13,310 transcritos diferencialmente expresados (DETs), 7,092 (53.28%)
regulados positivamente y 6,218 (46.72%) regulados negativamente como se muestra en la Figura
22. De este conjunto se lograron anotar 5,305 transcritos lo que represento el 39.86% del total de
los DETS, entre los cuales 3,250 (61.26%) presentaron una expresion positiva 'y 2055 (38.74%)
fueron regulados negativamente.
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Figura 22.- Analisis de expresion diferencial entre la cepa Rancho Nuevo y la cepa susceptible
Zacatecas de R. (B.) microplus. A la izquierda se presenta el grafico MA, que muestra en el eje
x la media de los recuentos normalizados y en el eje y los valores de log: fold change (log2FC).
Cada punto representa un transcrito; los que se alejan del eje horizontal corresponden a
transcritos con mayor o menor expresion. A la derecha se presenta el volcano plot, que
representa en el eje x los valores de log:FC y en el eje y el valor transformado de —logio(p-valor).
Los transcritos mas significativos estadisticamente se encuentran en la parte superior del
grafico. Ambas grdficas fueron generadas en R utilizando la paqueteria ggplot2.

El analisis de expresion diferencial revel6 una clara separacion en los perfiles transcriptomicos
entre la cepa multirresistente Rancho Nuevo y la cepa susceptible Zacatecas, lo que indica
diferencias sustanciales en la regulacion génica. El grafico MA muestra una gran cantidad de
transcritos con cambios significativos en la expresion, tanto hacia arriba como hacia abajo, lo
cual sugiere una reprogramacion transcriptémica asociada al fenotipo de resistencia.
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El diagrama de volcan confirma esta tendencia, con numerosos transcritos significativamente
sobreexpresados (en rojo) o subexpresados (en azul) en la cepa Rancho Nuevo. Estos cambios
podrian estar relacionados con rutas metabolicas asociadas a mecanismos de detoxificacion,
modificacion del sitio blanco o regulacion de transportadores. Este patron sugiere que la
resistencia acaricida implica una respuesta multigénica compleja que merece ser explorada en
mayor profundidad mediante anotaciones funcionales y enriquecimiento de rutas.

Expresion diferencial Top 35
Rancho Nuevo (Resistente Campo) Vs Zacatecas (Suceptibilidad)

TRINITY_GG_13299_c26_g1_i27 -
TRINITY_GG_9122_c7_g1_i9-
TRINITY_GG_18695_c0_g1_i5-
TRINITY_GG_2550_c0_g1_i13-
TRINITY_GG_2367_c0_g1_i5-
TRINITY_GG_13897_c6_g2_i8-

TRINITY_GG

8239 c0_g1_i11-

TRINITY_GG_9834_c0_g1_i16-
TRINITY_GG_3222_c7_g1_i20-

TRINITY_GG_4642_c0_g1_i7

TRINITY_GG_8681_c0_g1_i4-
TRINITY_GG_10806_c0_g1_i53 -
TRINITY_GG_14763_c19_g1_i19-

Calpain-B
Protein FAM114A2
Zinc finger SWIM domain-containing protein 8 homolog
LIM domain-binding protein 2
Synaptopodin 2-like protein
Cyclin-L1
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1
Paired box protein Pax-6
Cytochrome c oxidase assembly protein COX15 homolog
Beta-hexosaminidase subunit beta
Acetyl-CoA acetyltransferase A, mitochondrial
Catenin alpha
Solute carrier family 35 member G1

TRINITY_GG_1251_c4_g1_i6- Ras and EF-hand domain-containing protein Log2FoldChange
TRINITY_GG_1413_c13_g2_i9- Glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase 1 20
TRINITY_GG_6216_c2_g1_i2- Transmembrane emp24 domain-containing protein 7 &
TRINITY_GG_12926_c0_g1_i1- Septin-4 % 19
TRINITY_GG_1136_c0_g1_i11- Transmembrane protein 59 g 0
TRINITY_GG_15411_c0_g1_i1- Large ribosomal subunit protein P2 2
TRINITY_GG_10940 c0_g1_i6- Histone H3.3A 10
TRINITY_GG_11255_c0_g1_i17 - Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit ERF3A
TRINITY_GG_14062_c2_g1_i2- Troponin C 20
TRINITY_GG_12662_c13_g2_i2- Polyadenylate-binding protein 1
TRINITY_GG_10940_c0_g1_i3- Histone H3.3
TRINITY_GG_3083_c0_g1_i4- Probable Bax inhibitor 1
TRINITY_GG_15913_c0_g1_i1- Calmodulin

TRINITY_GG_3111_c0_g1_i13~
TRINITY_GG_12899_c4_g1_i4-
TRINITY_GG_7730_c0_g1_i5-
TRINITY_GG_1182_c0_g1_i1-
TRINITY_GG_11502_c0_g1_i31 -
TRINITY_GG_17391_c0_g1_i10-
TRINITY_GG_2033_c0_g1_i4-
TRINITY_GG_11255_c0_g1_i18~

U-scoloptoxin(01)-Cw1a
Ras-related protein Rab-1A
Protein SET
MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 1
Histone H1-delta
Microtubule-associated protein RP/EB family member 3
Paramyosin

Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit ERF3A
TRINITY_GG_9711_c2_g1_i4- YTH

...............................................
- o
Trrreeeee- QRO T OrNOTNON®OO e e - NN

Log2FoldChange

Figura 23.-Grdfico del top 35 de los genes expresados diferencialmente, donde en el eje de las
x, se tienen los valores de log:FFC mientras que en el eje de las y se tiene el nombre del transcrito,
dentro de la barra se encuentra la anotacion del transcrito, diagrama realizado con R y la
paqueteria de ggplot.

El andlisis de expresion diferencial entre la cepa multirresistente Rancho Nuevo y la cepa
susceptible Zacatecas reveld un perfil transcriptomico complejo, con mas de 13,000 transcritos
diferenciales, de los cuales el 39.86% pudieron ser anotados. A modo de analisis exploratorio, se
seleccionaron los 35 transcritos con mayor magnitud de cambio (Figura 23), esta grafica muestra
una clara tendencia hacia la sobreexpresion de genes asociados a procesos metabolicos, transporte
y respuesta a estrés, lo cual puede estar implicado en mecanismos adaptativos de resistencia.

El analisis dirigido permitio identificar numerosos genes previamente asociados a resistencia en

artropodos, clasificados en mecanismos de tipo sitio diana, penetracion, metabolismo de
xenobioticos y transporte/excrecion (Tabla 26). Por ejemplo:
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o Acetilcolinesterasas: 24 transcritos, con un patron de regulacion mixta, predominantemente
negativa. Se destaca la expresion diferencial de isoformas especificas (AchE3) que podrian
estar relacionadas con resistencia a organofosforados o carbamatos.

e CYP450s: 61 transcritos distribuidos en 12 subfamilias, con multiples genes sobreexpresados
como CYP34, CYP6A,y CYP17A, conocidos por metabolizar acaricidas.

e Glutation-S-transferasas (GS7s) y monoxigenasas dependientes de flavina (FMOs)
también mostraron expresion diferencial, apoyando el papel del metabolismo de fase Il en la
resistencia.

e Proteinas de cuticula y quitinasas, que participan en el mecanismo de penetracion,
mostraron cambios expresionales compatibles con una posible remodelacion de la cuticula
que limita la entrada de compuestos toxicos.

e En cuanto al transporte de xenobidticos, destacan miembros de las familias ABC
transportadores y MFSD, muchos de ellos regulados positivamente, lo cual sugiere un
aumento en la capacidad de excrecion de acaricidas.

Finalmente, se detecto la expresion diferencial de genes de defensa oxidativa como superdxido
dismutasa, catalasas, tiorredoxina y peroxirredoxina, que pueden contribuir a la detoxificacion
de compuestos y a la homeostasis celular frente al estrés generado por exposicion a acaricidas.

Estos hallazgos permiten establecer una base molecular para la resistencia multiple observada
en la cepa Rancho Nuevo y sustentan la hipdtesis de que dicha resistencia no esta mediada por
un solo mecanismo, sino por una respuesta integrada que involucra multiples rutas moleculares
y adaptativas.

Los andlisis de expresion llevados a cabo entre la cepa multirresistente Rancho Nuevo y la cepa
susceptible Zacatecas corroboran que la resistencia a acaricidas en R. (B.) microplus es un proceso
multifactorial. También se detectaron modificaciones en genes del sitio diana
(acetilcolinesterasas y receptores GABA principalmente), aunque en su mayor parte fueron de
regulacion negativa. Los mecanismos de penetracion también se vieron involucrados, con
regulacion mixta para las proteinas de cuticula y quitinasas; el metabolismo de xenobidticos se
reveld como el mas destacado, ya que fueron detectadas gran cantidad de citocromos P450, GSTs,
FMOs, lipasas y carboxilesterasas diferencialmente expresadas, lo que indicaba una aceptacion
del potencial detoxificante. Ademas, los mecanismos de excrecion, como por ejemplo los
transportadores ABC o MFSD, mostraron sobreexpresion en varias isoformas y los genes de
defensa oxidativa también fueron reprogramados (SOD, catalasa, tioredoxinas).

En conjunto, los resultados obtenidos confirman que la resistencia a acaricidas no depende de un
solo gen o de una tnica via, sino de una respuesta integrada que vincula cambios en el sitio diana,
la penetracion, la proteccion Tabla 23, y en materiales suplementarios se muestra la tabla a detalle
de las isoformas de los transcritos.
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Tabla 23.- Busqueda especifica de los transcritos expresados diferencialmente para las enzimas
reportadas en la literatura acerca relacionadas con la resistencia a acaricidas/insecticidas

Mecanismo Categoria Hallazgos
Sitio diana Receptores OCT/TYR No detectados.
Receptor B-adrenérgico No detectado.

Acetilcolinesterasas (4ChE) 24 transcritos; predomina la represion
(20/24). Solo 4 inducidos (log2FC +4.23 a
+9.28). AChE3 reprimida.

Canal de sodio presinaptico No detectado.
Receptor GABA 2 transcritos sobreexpresados (log2FC
+8.43 y +4.94).

Penetracion Proteinas de cuticula 10 transcritos; mayoria reprimida.
Proteinas 16.8, 10.9 y 14A con log:FC
negativos.

Quitina sintasa No detectada.
Quitinasas 12 transcritos; regulacion mixta.

TRINITY GG 4762 mayormente
reprimido; otras isoformas altamente
inducidas (+5.32 a +9.05).

Metabolismo  Citocromos P450 61 transcritos en 12 subfamilias; regulacion
de mixta. CYP3A (mayoritaria) reprimida;
xenobidticos CYP17A y CYP4C con varios inducidos.

FMO/MAO 3 transcritos; mayoria inducidos.

Glutation S-transferasas 15 transcritos; regulacion mixta, pero

(GST) predominio negativo en clases G751,
GTS4, Zeta.

Esterasas/Lipasas 20+ transcritos; fosfolipasas mayormente
inducidas; carboxilesterasas variacion
mixta.

Detoxificacion Colinesterasas 5 transcritos; mayoria reprimidos.
especifica

SDR (oxidoreductasas) 7 transcritos; mezcla de reprimidos e
inducidos.

Galactosiltransferasas / ALDH Regulacion mixta; varias isoformas
ampliamente inducidas.

Sulfotransferasas (S7) 11 transcritos; predominio de represion,
aunque carbohidrato-ST y heparan-ST
inducidas.

Transporte —  Transportadores ABC 12 transcritos; mayoria inducidos (sobre
Excrecion todo subfamilias A y C).
MFSD (transportadores 11 transcritos; regulacion mixta, pero
secundarios) tendencia general a induccion.
Defensas Catalasa 1 transcrito inducido.

oxidativas

Superoxido dismutasa (SOD) 11 transcritos; predominio de represion,
con algunas Cu/Zn-SOD inducidas.
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Trx/Prx Regulacion mixta; peroxiredoxinas
(tioredoxina/peroxiredoxina)  mayormente inducidas.
Regulacién Receptor nuclear AR 2 transcritos inducidos (hasta +9.97).

En la Tabla 24 se muestra un resumen de los mas importantes grupos génicos diferencialmente
expresados vinculados a mecanismos de resistencia en R. (B.) microplus, al comparar la cepa
multirresistente Rancho Nuevo con la cepa susceptible Zacatecas. En los genes de sitio diana se
detectaron receptores de octopamina sin cambios, hasta las acetilcolinesterasas presentaron un
importante predominio de transcritos reprimidos (20/24), lo que indica una posible pérdida o
disminucién funcional de estas isoformas de proteinas. En contraparte, el receptor GABA mostro
una clara sobreexpresion.

La categoria de los mecanismos de penetracion mostrd represion de las proteinas de cuticula,
junto con una regulacion mixta de quitinasas. El metabolismo de xenobidticos mostrd el mayor
nimero de genes regulados, pero la caracterizacion se centr6 en la variabilidad en citocromos
P450, GSTs y esterasas, lo que muestra la existencia de una respuesta detoxificadora variada.

Los sistemas de transporte mostraron una tendencia general hacia la induccion, particularmente
los transportadores ABC sugirieron un aumento de la capacidad de excrecion de acaricidas. Por
otro lado, las enzimas de defensa oxidativa mostraron una regulaciéon mixta, siendo algunas
peroxirredoxina y catalasas sobreexpresadas, sugiriendo un fortalecimiento de la capacidad de
control del estrés oxidativo en la cepa resistente.

Tabla 24.- Expresion diferencial de genes relacionados con mecanismos de resistencia a
acaricidas en R. (B.) microplus (Cepa Rancho Nuevo vs Zacatecas)

Mecanismo Subfamilia / Gen  N° Regulacio  Observaciones
Transcrito n técnicas
s diferencial
(log:FC)

Sitio diana Receptor N/A N/A No se detecto
octopamina / expresion
tiramina diferencial
(OCT/TYR) significativa
Receptor N/A N/A No se detecto
octopamina tipo - expresion
adrenérgico diferencial
(PAOR) significativa
Acetilcolinesterasa 24 4inducidos Predominé
s (AchE) (+4.23 a represion. Subtipo

+9.28); 20  AchE3 suprimido
reprimidos  (log2FC -3.02);

(-1.44 a - mayoria son
9.49) TRINITY GG 571
5
Canal de sodio N/A N/A No detectado

presinaptico
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Receptor GABA 2 Inducidos  Sobreexpresion
(+8.43 y clara
+4.94)
Penetracion Proteinas de 10  Mixta (- Predominio de
cuticula 10.75 a represion en
+4.20) proteina 16.8 y 10.9
Quitina sintasa N/A N/A No detectado
Quitinasas 12 7inducidos Mayoria en
(endoquitinasas) (+1.78 a TRINITY GG 476
+9.05); 5 2 (6/8 reprimidos);
reprimidos  regulacion mixta
(-9.17 a - general
3.92)
Metabolism Citocromos P450 61 Regulacion 12 subfamilias; mas
o de mixta (- abundante CYP34
xenobioticos 10.0 a (26), mayoria
+9.38) reprimidos
FMO/ MAO 3 2 FMO3 y MAO-B
inducidos,  inducidos
1
reprimido
Glutation S- 15  Regulacion 5 clases de GST.
transferasa (GST) mixta (- Mayoria reprimidos
9.81a (GTS Zeta, GTS D1,
+6.13) GTS 4, etc.)
Lipasas / Esterasas 30+ Mixta Incluye lipasas
gastricas,
fosfolipasas y
carboxilesterasas.
Variabilidad
elevada
Colinesterasas 5 Mayoria Promedio logFC =
reprimida  -1.03
(-9.27 a
+7.77)
SDR 7 Mixta (- Mayoria reprimidos
(Deshidrogenasas) 8.62 a (retinol SDR 7y 2)
+5.98)
13 Mixta (- Destaca un GalT
914 a con log2FC de
120.62) +20.62 y ALDH
' familia 8 inducida
Sulfotransferasas 11 Mixta (- Predominio de
ST 812a represion en S7-
+7.59) 141, ST-1B1
Transl.)f)rte / Transportadores 12 Mayoria Subfamilias A,‘,C y
excrecion ABC inducidos [ sobreexpresion
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(-11.14 a clara en subfamilia
+9.18) C miembro 1
Superfamilia de 11 Mixta (- Prots. 1, 6, 11, 12,
facilitadores 4.85a 14A reggladqs en
(MFSD) +9.10) ambas direcciones
De.fens.as Catalasa 1 Inducido Sobreexpresion
oxidativas (+2.77) clara
Super6xido 1 12/1;82 ' SoD [Cu-zn] y
dismutasa (SOD) : [Mn]; predominio
+8.22) -,
de represion
Trx / Prx 20 Mixta (- Perox1redox1pa 3y
Nucleoredoxina 2
946 a mayormente
+ . .
8.87) inducidas
Otros II}z;Jeeptor nuclear 2 Inducidos  Potencial
(+997y implicacion en
+2.99) mecanismos
regulatorios

Tabla 25.-Resumen de genes expresados diferencialmente asociados a mecanismo de resistencia

en R. (B.) microplus

Mecanismo

Categoria

Resumen

Sitio diana

Acetilcolinesterasas

24 transcritos. 4 inducidos
(logoFC: +4.23 a +9.28), 20
reprimidos (logFC: -1.44 a -
9.49). Predomina la regulacion
negativa (~81%).

Sitio diana

Receptor GABA

2 transcritos sobreexpresados
con log2FC de +8.43 y +4.94.

Penetracion

Proteinas
cuticula

10 transcritos; mayoria
reprimidos. Proteinas 16.8, 10.9
y 14 isoforma a con log:FC de -
10.75 a +4.20, promedio de -
3.31.

Penetracion

Quitinasa

12 transcritos; regulacion mixta.
Mayoria negativa (6/8 del gen
TRINITY_GG _4762), logFC
promedio de -2.16.

Metabolismo

Citocromos P450

61 transcritos en 12 subfamilias.
Regulacion mixta. Subfamilias
como CYP3A4 (26 transcritos)
predominantemente reprimidas.

Metabolismo

Glutation
transferasa

15 transcritos en 5 tipos.
Regulacion mixta con valores
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log.FC  de -9.81 a +6.13.
Predominio  de  regulacion
negativa.

Metabolismo Esterasas y Lipasas Varios tipos con regulacion
mixta. Fosfolipasas mayormente
inducidas, log:FC hasta +8.65.
Carboxilesterasas: mixtas.

Excrecion Transportadores 12 transcritos. Predomina la

ABC regulacion positiva, con valores |
log-FC de -11.14 a +9.18.

Excrecion MFSD 11 transcritos. Predominio de
regulacion positiva. log2FC de -
4.85a+9.10.

Defensas SOD, Catalasa, Regulacion  mixta.  Varias

oxidativas Tioredoxina isoformas de SOD (mayoria
reprimidas), Peroxiredoxinas

mayormente inducidas, log:FC
de -9.46 a +8.87.

13.13 RESULTADO DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE LA COMPARACION ENTRE

LAS CEPAS VARGAS VS ZACATECAS (CEPA SUSCEPTIBLE)

El andlisis transcriptomico comparativo entre la cepa Vargas y la susceptible Zacatecas reveld
una expresion diferencial robusta con un total de 14,174 transcritos DETs. Se observd una
tendencia hacia la sobreexpresion, con 8,297 (58.53%) transcritos regulados positivamente, lo
que sugiere la activacion de respuestas adaptativas especificas como la desintoxicacion
metabolica, aumento de los sensores quimicos y/o mecanismos compensatorios. En contraste se
identificaron 5,877 (41.46%) transcritos regulados negativamente, esta represion sugiere posibles
mecanismos de silenciamiento génico, supresion de funciones no esenciales o adaptacion a
presion acaricida cronica, la expresion diferencial se logra apreciar en los diagramas presentados
en la Figura 24. De este conjunto solo fueron anotados 5,761 lo cual representa un 40.64% de los
DETs, entre los cuales 3,563 (61.84%) fuero genes regulados positivamente, mientras que 2,198
(38.15%) se regularon negativamente. Debido a la cantidad de cambios en los perfiles
transcripcionales, se realizd un andlisis detallado por mecanismos (sitio diana, metabolismo,
excrecion, etc.) el cual se presenta detalladamente en las Tablas 26 y 28.
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Figura 24.-Analisis de expresion diferencial entre la cepa Vargas y la cepa susceptible Zacatecas
de R. (B.) microplus. A la izquierda se muestra el grdfico MA, donde cada punto representa un
transcrito, el eje X indica la media de los recuentos normalizados y el eje Y el cambio de
expresion (log:F'C). Este grdfico permite visualizar como varia la expresion génica en funcion
de su abundancia. A la derecha, el diagrama de volcan muestra el log:FC en el eje X y el valor
de significancia estadistica transformado (-logl0 p-valor) en el eje Y. Los puntos rojos
corresponden a transcritos sobreexpresados de forma significativa, mientras que los azules
indican transcritos reprimidos. Este analisis evidencia un patron claro de genes diferencialmente
expresados entre la cepa Vargas (potencialmente resistente) y la cepa susceptible Zacatecas.
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Expresion diferencial Top 35
Vargas (Resistente Laboratorio) Vs Zacatecas (Suceptibilidad)

TRINITY_GG_17175_c0_g1_i1- BEN domain-containing protein 5
TRINITY_GG_8013_c1_g1_i4- Elongation factor Ts, mitochondrial
TRINITY_GG_5908 c16_g1_i6- Cytoplasmic polyadenylation element-binding protein 1
TRINITY_GG_16095_c2_g1_i58- tRNA selenocysteine 1-associated protein 1
TRINITY_GG_13971_c0_g1_i14- FERM domain-containing protein 3
TRINITY_GG_18531_c0_g1_i1- BEN domain-containing protein 5
TRINITY_GG_1186_c0_g1_i5- Nucleoredoxin-like protein 2
TRINITY_GG_10052_c0_g1_i13- Tudor domain-containing protein 7B
TRINITY_GG_5562_c0_g1_i8- Cell adhesion molecule 2
TRINITY_GG_11579_c0_g1_i14- Dermonecrotic toxin SPH
TRINITY_GG_8692_c2_g1_i11- 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase delta
TRINITY_GG_1413_c13_g2_i9- Glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase 1
TRINITY_GG_15411_c0_g1_i1- Large ribosomal subunit protein P2
TRINITY_GG_15913_c0_g1_i1 - Calmodulin Log2FoldChange
TRINITY_GG_1136_c0_g1_i11- Transmembrane protein 59 20
TRINITY_GG_14062_c2_g1_i2- Troponin C &
TRINITY_GG_14798_c0_g1_i3- Zinc finger RNA-binding protein S 10
TRINITY_GG_14301_c0_g1_i2- Large ribosomal subunit protein eL8 % 0
TRINITY_GG_2687_c34_g1_i14- Stress-70 protein, mitochondrial 2
TRINITY_GG_3111_c0_g1_i13- U-scoloptoxin(01)-Cw1a 10
TRINITY_GG_17021_c0_g1_i4- Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E-A
TRINITY_GG_10967_c42_g1_i10- Large ribosomal subunit protein uL3 20
TRINITY_GG_12899 c4_g1_i10- Ras-related protein Rab-1A
TRINITY_GG_10940_c0_g1_i6- Histone H3.3A
TRINITY_GG_13001_c0_g1_i2- Pancreatic lipase-related protein 2
TRINITY_GG_12704_c4_g1_i40- GATOR1 complex protein NPRL2
TRINITY_GG_8502 ¢3_g1_i5- Quinone oxidoreductase-like protein 1
TRINITY_GG_14866_c0_g1_i11- Zinc finger CCCH domain-containing protein 11B
TRINITY_GG_9400 c6_g1_i10- Intracellular coagulation inhibitor 2
TRINITY_GG_19112_c0_g1_i6- Annexin-B12
TRINITY_GG_17391_c0_g1_i10- Microtubule-associated protein RP/EB family member 3
TRINITY_GG_13996_c0_g1_i5- Y-box-binding protein 3
TRINITY_GG_13922_c33_g1_i4- Malate dehydrogenase, mitochondrial
TRINITY_GG_1886_c2_g1_i8- Large ribosomal subunit protein eL13
TRINITY_GG_7601_60_g1_i27 = o5 s s s s i s o, A ABREEEEBREEINA-6 . e
JRYFRECEE2ICT ooy rornonTworoa 2 NRTROEOQ O
Log2FoldChange

Figura 25.-Se muestran 35 transcritos con una gran magnitud de cambio en la (log:FC)
expresion, donde las barras verdes representan transcritos sobre expresados en la cepa vargas
v las barras azuladas son transcritos represores. tanto a la izquierda como a la derecha.

La expresion diferencial entre la cepa multirresistente Vargas y la cepa susceptible Zacatecas
evidencia una profunda reorganizacion transcripcional asociada a mecanismos de resistencia. El
grafico MA muestra una amplia distribucion de transcritos con valores extremos de log.FC,
principalmente hacia la sobrexpresion génica (valores positivos), mientras que el diagrama de
volcan indica un alto nimero de transcritos diferencialmente expresados con significancia
estadistica robusta (—log10 p-value > 20).

En términos funcionales, destacan genes vinculados al metabolismo de xenobidticos (como
monooxigenasas, transferasas y esterasas), asi como componentes del sistema antioxidante
(SOD, catalasas), los cuales presentan patrones mixtos de regulacion. Sin embargo, en este
contraste Vargas vs Zacatecas, sobresale especialmente la represion de genes relacionados con
sintesis y remodelacion de cuticula, lo que sugiere un ajuste en la via de penetracion como
estrategia de resistencia. Esta modulacion podria reflejar una adaptacion estructural para
disminuir la absorcion de acaricidas como se muestra en la Tabla 26.

Tabla 26.- Expresion diferencial de genes asociados a resistencia a acaricidas - Cepa Vargas

Mecanismo Categoria N° de Patron de Hallazgos
transcritos regulacion
(log:FC)
Sitio diana Receptores OCT/TYR N/A — No se detectd expresion
diferencial.
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Receptor f- N/A — No se detectd expresion
adrenérgico diferencial.
Acetilcolinesterasas 42 9 Predominio de represion

(AChE) inducidos;  (78%). AChE2 y AChE3

33 reprimidas; mayoria de
reprimidos  isoformas corresponden
a TRINITY GG 5715.

Canal de sodio N/A — No detectado.

presinaptico

Receptor GABA 2 Ambos Evidente

inducidos sobreexpresion; posible
(+8.49, participacion en
+3.38) resistencia.
Penetracion  Proteinas de cuticula 16 Mayoria Proteinas 16.8, 109 y
reprimida 14A con regulacion
predominantemente
negativa.

Quitina sintasa N/A — No detectada.

Quitinasas 7 Mixto Endoquitinasas
mayormente inducidas;
TRINITY_GG 12807 y
GG _302 altamente
inducidas.

Metabolismo Citocromos P450 99 Mixto; 13 familias, CYP34 (51
de predominio transcritos)
xenobidticos de principalmente
represion reprimida; CYP20A4 y
CYP4C inducidas.
FMO | MAO 6 Mayoria FMO3y MAO-B
inducida inducidos; regulacion
compatible con
detoxificacion.
Glutation S- 19 Mixto; Clases Mu, Omega,
transferasas (GST) mayoria Zeta; predominio de
reprimida represion en G751 y
GTS4.

Esterasas / Lipasas 25+ Mixto Fosfolipasas
mayormente inducidas;
carboxilesterasas
mayormente reprimidas.

SDR 9 Mixto Retinal SDR

(deshidrogenasas) mayormente inducidas;
SDR7'y SDR2
reprimidas.

Otras Galactosyltransferasas 7 Mixto; Destaca un transcrito
enzimas varias con log2FC +20.64.
inducidas
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Aldehido 9 Mayoria ALDH familias 5-8
deshidrogenasa inducida inducidas.

Sulfotransferasas (S7) 12 Mayoria ST-141y ST-1B1
reprimida fuertemente reprimidas;
carbohidrato-ST

inducidas.
Transporte / ABC transportadores 10 Mayoria Subfamilias A, C y F;
excrecion inducida ABC-C1 fuertemente
inducidos.
MFSD 10 Mayoria MFSDI, 4B, 6y 144
inducida con fuerte induccion.
Defensas Catalasa 3 Mixto, Una isoforma altamente
oxidativas tendencia a inducida (+9.12).
induccion
Superdxido dismutasa 11 Mixto; Cu/Zn-SOD
(SOD) mayoria mayormente reprimidas;
reprimida chaperonas SOD
inducidas.
Tiorredoxina / 15+ Mixto Peroxirredoxina 3
Peroxirredoxina inducida; tiorredoxina
variables.
Regulacion  Receptor nuclear 1 Inducido Potencial rol regulador
AhR/ARNT (+10.04) maestro en
detoxificacion.

En la tabla 27, se presenta el analisis detallado de los transcritos diferencialmente expresados en
la cepa multirresistente Vargas frente a la cepa susceptible Zacatecas, agrupados por mecanismo
de resistencia: sitio diana, penetracion, metabolismo de xenobidticos, excrecion y defensas
antioxidantes.

Tabla 27.- Resumen estructurado por mecanismo

Mecanismo Total, de Tipo de Rango Observaciones
transcritos regulacion log:FC

Sitio diana: 42 Mayoria -10.16 a Predominio de

Acetilcolinesteras reprimida +7.15 transcritos

a (AchE) (33/42) reprimidos;
AchE3 y AchE2
con fuerte
regulacion
negativa

Sitio diana: 2 Sobreexpres +3.38 a+8.49 Sobreexpresion

Receptor  acido ados (2/2) clara de ambos

GABA transcritos
GABA-R
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Penetracion: 16 Mayoria -10.16 a Proteinas de
Proteinas de reprimida +6.79 cuticula
cuticula mayoritariament
e reprimidas, tres
tipos
representados
Penetracion: 7 Mayoria -8.46a+9.10  Quitinasas
Quitinasas inducida expresadas con
tendencia
positiva en su
mayoria
Metabolismo: 99 Mixta, -12.26 a 13 familias
Citocromos P450 mayoria +9.82 identificadas,
reprimida mayoria CYP3A4,
CYP4V y
CYP204
inducidas
Metabolismo: 19 Mixta, -991 a+6.78 Diversidad de
Glutation S mayoria clases GST,
transferasas reprimida regulaciones
(GSTys) variables
Metabolismo: 55 Mixta, -9.71 a+8.20 Abundantes
Esterasas y mayoria transcritos  de
lipasas reprimida esterasa/lipasa,
en su mayoria
reprimidos
Metabolismo: 9 Mixta -10.22 a SDR con
Deshidrogenasas +5.89 regulacion
SDR mixta,
destacando
retinal y retinol
SDR
Metabolismo: 12 Mixta, -4.62 a+6.42 Predominio de
Sulfotransferasas mayoria regulacion
(AY))] reprimida negativa, ST-
141 y ST-1BI
suprimidas
Excrecion: 10 Mayoria -7.11a+9.22 ABC tipo Ay C
Transportadores inducida altamente
ABC sobreexpresados
Excrecion: MFSD 10 Mayoria -8.59a+9.16 MFSD tipo 1,
inducida 4B, 6 y 14
mayormente
sobreexpresados
Defensas 39 Mixta -8.97a+9.12 Defensas mixtas;
oxidativas: SOD, Cu/Zn-SOD
catalasa, principalmente
reprimidas;
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tioredoxinas, catalasa y

peroxiredoxinas tioredoxinas
mayormente
inducidas

Otros: Receptor 1 Inducida +10.0  Unico transcrito

de hidrocarburos 4 fuertemente

de arilo (AHR) sobreexpresado
(log2FC +10.04)

El andlisis de expresion diferencial de genes asociados con resistencia a acaricidas en la cepa
Vargas revel6 una participacion destacada de multiples mecanismos moleculares, con
predominancia del metabolismo de xenobioticos y defensas antioxidantes. El grupo de los
citocromos P450 (CYPs) fue el mas representado, con 99 transcritos distribuidos en 13 familias,
destacando CYP34, CYP4V y CYP20A. Asimismo, se observd una abundante presencia de
esterasa/lipasa, aunque la mayoria de sus transcritos estuvieron reprimidos.

El sistema de excrecion también presentd una fuerte activacion en la cepa Vargas, evidenciado
por la sobreexpresion de transportadores ABC de tipo A y C, asi como miembros de la
superfamilia MFSD. Las defensas antioxidantes mostraron una regulacion mixta, con transcritos
de superdxido dismutasa (SOD) predominantemente reprimidos, pero con catalasa y tiorredoxina
mayormente inducidas. Por otro lado, se identifico un transcrito del receptor de hidrocarburos de
arilo con una notable sobreexpresion (log2FC +10.04), que podria participar en la respuesta a
compuestos toxicos o xenobioticos.

En el caso de los mecanismos de tipo “sitio diana”, destaca la expresion de multiples variantes
de acetilcolinesterasa, de las cuales mas del 75% fueron reprimidas, con algunos transcritos
fuertemente inhibidos (log2FC hasta -10.16), lo que sugiere un posible silenciamiento funcional
de esta via como estrategia adaptativa. Finalmente, las proteinas de cuticula, quitinasas y quitinas
sintasas relacionadas con la penetracion también mostraron patrones mixtos, siendo la mayoria
de los transcritos reprimidos, aunque algunas quitinasas se sobreexpresaron de manera
considerable.

Posteriormente se muestra en la Tabla 28 un resumen de los genes asociados a la resistencia la
cepa Vargas.

Tabla 28.- Transcritos asociados a resistencia en cepa Vargas

Mecanismo  Familia/Molécula Total, Tipo de log.FC
transcritos regulacion

Sitio diana Receptores de 0 N/A N/A
octopamina/tiramina
(OCT/TYR)

Sitio diana Receptores de octopamina 0 N/A N/A
tipo B-adrenérgico (fAOR)

Sitio diana Acetilcolinesterasa (AchE) 42 9 inducidos +2.96 a

(21.4%), 33 +7.15/ -
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reprimidos 1.59a-
(78.6%) 10.16
Sitio diana Canal de sodio 0 N/A N/A
presinaptico
Sitio diana Receptor GABA 2 2 inducidos +3.38 a
+8.49
Penetracion  Proteinas de cuticula 16 Mayoria reprimida  -10.16 a
+6.79
Penetracion  Quitina sintasa 0 N/A N/A
Penetracion  Quitinasa (endoquitinasa, 7 5 inducidos, 2 -8.46a
OAM) reprimidos +9.10
Metabolismo Citocromos P450 99 Regulacion mixta  -12.26 a
(=54% reprimidos) +9.82
Metabolismo Monoxigenasas 6 Mayoria inducida  -3.87 a
(FMO/MAO) +5.17
Metabolismo Glutation S-transferasa 19 Mayoria reprimida  -9.91 a
(GST) +6.78
Metabolismo Esterasas y lipasas 29 Mixta, tendenciaa -9.71 a
la represion +8.20
Metabolismo Carboxilesterasas 26 Mixta, tendenciaa -10.37 a
represion +7.41
Metabolismo Deshidrogenasas de cadena 9 Mixta -10.22 a
corta (SDR) +5.89
Metabolismo Aldehido deshidrogenasa 9 Mayoria inducida  -4.39a
(ALDH) +9.90
Metabolismo Sulfotransferasas (S7) 12 Mixta -4.62 a
+6.42
Metabolismo Galactosiltransferasa 7 Mayoria inducida  -8.76 a
+20.64
Excrecion Transportadores ABC 10 Mayoria inducida  +1.27 a
+9.22
Excrecion Transportadores MFSD 10 Mayoria inducida  -8.59 a
+9.16
Defensas Catalasa 3 2 inducidos, 1 -8.82a
ROS reprimido +9.12
Defensas Superoxido dismutasa 11 Mixta -7.14 a
ROS (SOD) +6.50
Defensas Tiorredoxina y 21 Mixta -21.87 a
ROS peroxirredoxina +8.99
Otros Receptor nuclear AHR 1 Inducido 10.04

13.14 ARBOL FILOGENETICO PARA CLASIFICACION DE A CETILCOLINESTERASAS

A partir de los ensambles de novo especificos para las secuencias anotadas como
acetilcolinesterasas, se llevo a cabo el analisis filogenético para poder clasificar las secuencias de
ACHhE obtenidas. Las secuencias TRINITY ensambladas se agrupan con las diferentes referencias
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previamente reportadas, comprobando la correcta anotacion de los ensamblajes, ademés de poder
determinar qué isoformas estan presentes en las cepas analizadas. Los valores de bootstrap
indican el soporte de cada agrupamiento.

En el arbol filogenético evidencid que las secuencias de las acetilcolinesterasas AChEI, AChE?2
y AChE3 de referencia, y los transcritos derivados del ensamblado Trinity forman multiples
clados independientes con altos valores de bootstrap, sugiriendo la existencia de diversas

variantes estructurales y funcionales de la familia de colinesterasas en R. (B.) microplus (Figura
26).

Estas variantes no se agrupan dentro de los clados canénicos de AChEI-3, sino que forman
conjuntos separados, compatibles con la presencia de paralogos adicionales, duplicaciones
génicas recientes o isoformas generadas por splicing alternativo. Dado que las colinesterasas
participan en procesos de detoxificacion y pueden conferir resistencia a organofosforados y
carbamatos, esta diversificacion génica podria representar un mecanismo adaptativo clave en las
cepas resistentes analizadas.

—1 ®Rancho Nuevo TRINITY_DN7_c0_g1 (i1, i2)
®Rancho Nuevo TRINITY_DN11_c0_g2 (i1)
®Rancho Nuevo TRINITY_DN10_c0 g1 (i10, i11, i12)
Zacatecas_TRINITY_DN21_c0_g1 (i2)
VVargas_TRINITY_DN21_c0_g1 (i2)
Rancho Nuevo TRINITY_DN19 c0 g1 (i1, i3)
Zacatecas_TRINITY_DN1_c0_g1 (i1, i2, i4)
VVargas_TRINITY_DN1_c0_g1 (i1, i2, i4)
Rancho Nuevo_TRINITY_DNO_c0_g1 (i4, i5, i6, i7, i9)
®Zacatecas_TRINITY_DN4 c0 g1 (i1, i2, i5, i6)
®Vargas_TRINITY_DN4_c0_g1 (i1, i2, i5, i6)
1Zacatecas_TRINITY_DN22_cO_g1 (110, i11,i2, i3, 5, i9)
\Vargas_TRINITY_DN22_c0_g1 (i10, i11, i2, i3, i5, i9)
®Zacatecas_TRINITY_DN17_c0_g1 (i1)
1 ®Vargas_TRINITY_DN17_c0_g1 (i1)
®Rancho Nuevo_TRINITY_DN3 c0_g1 (i1, i10, i7, i9)
Rancho Nuevo_TRINITY_DN2_c0_g1 (i1, i10, i2, i6, i9)
EAF067771 .1_R.microplus_AchE2_temeyer_etal 2013’
'AJ278343.1_R_microplus_AchE2_Biarra_Baxter_becker_2002'
P®'KX670385.1_R_microplus_AChE3'
®AY267337.1_R_microplus_ AChE3_Temeyer_etal 2004'
Rancho Nuevo_TRINITY_DN8 c0_g1 (i2, i3, i7, i9)
AJ223965.1_R_microplus_AchE1_Baxter_Barker_1998'
MHO037059.1_Rhipicephalus_annulatus_ AChE1'
@' 07765.1_H.Sapiens_carboxylesterase'

Figura 26.- Arbol filogénico, realizado con el objetivo de clasificar los transcritos anotados
como Acetilcolinesterasas junto con las secuencias de referencia del NCBI. Los transcritos
obtenidos, se agrupan en diferentes clados.
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13.15 ANALISIS DE PERFIL DE RESISTENCIA Y MECANISMOS INVOLUCRADOS EN
LA RESISTENCIA MULTIPLE A ACARICIDAS.

Para poder establecer los mecanismos de la resistencia detoxificadora que observamos en R. (B.)
microplus, se llevo a cabo una comparacion profunda entre las cepas Rancho Nuevo, Vargas y
Zacatecas, analizando tanto las mutaciones puntuales de los genes blanco de acaricidas, como el
patron de expresion diferencial de los mismos. La Tabla 29 representa un compendio de los
resultados mas relevantes para cada tipo de insecticida, resumiendo la presencia o ausencia de
mutaciones, los cambios transcripcionales, y la posible contribucion funcional de cada gen o
familia génica. Dicha sintesis permite reconocer los puntos de diferenciacion de los mecanismos
de la resistencia que se pudo o no identificar entre cepas resistentes y susceptibles, siendo los
mecanismos relacionados con acetilcolinesterasas y receptores GABA, aquellos que
probablemente explican la resistencia observada.

Multiples mutaciones en los genes de acetilcolinesterasa (AChEI, AChE2 y AChE3) fueron
detectadas en las tres cepas analizadas (Rancho Nuevo, Vargas y Zacatecas), lo que sugiere la
existencia de un mecanismo de resistencia por sitio blanco a organofosforados y carbamatos
como un mecanismo compartido, aunque diferentes entre cepas. No obstante, las cepas resistentes
(Rancho Nuevo y Vargas) presentan represion consistente de AChE3 y expresion diferencial
compleja en transcritos de AChE no clasificada (donde incluimos probablemente splicing
alternativo), lo que sugiere un papel central de la regulacion de la expresion a nivel transcripcional
y post-transcripcional en la resistencia.

Para otros blancos (OCT/TYR, fAOR, canales de sodio) no se observaron mutaciones ni expresion
diferencial, lo que hace poco probable la resistencia por sitio blanco a piretroides o amidinas. En
contrapartida, el receptor GABA estaba sobreexpresado en las cepas resistentes y podria contribuir
a resistencia a fipronil, aun en ausencia de mutaciones.

En su conjunto, la resistencia toxicodinamica parece depender de:

Represion y variaciones estructurales en AChE3, cambios transcripcionales en AChE no
clasificada, y sobreexpresion en el receptor GABA en cepas resistentes.
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Tabla 29.- Tabla comparativa de los mecanismos relacionados a la toxicocinética de resistencia presentes en las cepas

Resistencia toxicodinamica

Sitio de accion Rancho Nuevo Vargas Zacatecas
Amidinas Receptores de Mutaciones: n.d. Mutaciones: Mutaciones: n.d.
octopamina/tiramina Expresion diferencial: n/a Expresion diferencial: n/a Expresion diferencial: n/a
(OCT/TYR)
Receptores de octopamina de Mutaciones: n/a Mutaciones: n/a Mutaciones: n/a
tipo B-adrenérgico (BAOR) Expresion diferencial: n/a Expresion diferencial: n/a Expresion diferencial:
Expresion basal
Carbamatos y Acetilcolinesterasa 1 Mutaciones: Mutaciones: Mutaciones:
Organofosforados o - e PI157S e PI57S
o *A360T ° - o *A360T
o *T362M ° - o *T362M
e (Q488R e (Q488R o (Q488R
e W571R ° - e W571R
o - o *T5T76A o *T5T76A
o - e *NS583D e *N583D

Expresion diferencial: n/a

Expresion diferencial: n/a

Expresion diferencial:
Expresion basal

Acetilcolinesterasa 2

Mutaciones:
e *AI10T
o *E22K
o -
o K558Q

Expresion diferencial: n/a

Mutaciones:

Expresion diferencial:
Represion

Mutaciones:
* -
o *E22K
e *S396P

Y -
Expresion diferencial:
Expresion basal

Acetilcolinesterasa 3

Mutaciones: n.d.
Expresion diferencial:
Represion

Mutaciones: n.d.
Expresion diferencial:
Represion

Mutaciones: n.d.
Expresion diferencial:
Expresion basal

Acetilcolinesterasa
clasificar

sin

Mutaciones: n.d.
Expresion diferencial:

Expresion diferencial mixta,
reprimida

mayormente
(20/24 transcritos)

Probable splicing alternativo

Mutaciones: n.d.
Expresion diferencial:

Expresion diferencial mixta,
reprimida

mayormente
(33/42 transcritos)

Mutaciones: n.d.
Expresion diferencial:
Expresion basal
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Probable
alternativo

splicing

Piretroides Canal de para sodio sinaptico Mutaciones: n.d. Mutaciones: n.d. Mutaciones: n.d.
Expresion diferencial: n/a Expresion diferencial: n/a Expresion diferencial: n/a
Fipronil Receptor de acido Gama butirico. Mutaciones: n/a Mutaciones: n/a Mutaciones: n/a

Expresion diferencial:
Sobreexpresion igual a la de

Vargas

rancho nuevo

Expresion diferencial:
Sobreexpresion igual a la de

Expresion diferencial:
Expresion basal

Tabla 30.- Tabla comparativa de los mecanismos de resistencia toxicodinamica encontrados en las cepas Vargas y Cepa rancho Nuevo.

Mecanismo de Proteinas relacionadas Vargas vs Susceptible Rancho Nuevo vs Susceptible
accion
Penetracion Proteinas de cuticula 10 transcritos 16 transcritos
e Proteina de cuticula 16.8 Regulacion mixta, mayormente Regulacion mixta, mayormente
reprimido (4/6 transcritos) reprimido (5/6 transcritos)
e Proteina de cuticula 10.9 Regulacion mixta, mayormente Regulacion negativa
reprimida (2/3)
e Proteina de cuticula 14 isoformaa  Regulacion negativa Regulacion mixta, mayormente
reprimido (4/5 transcritos)
Quitina sintasa - -
Quitinasa 12 transcritos 7 transcritos
e Endoquitinasa Regulacion mixta, mayormente Regulacion mixta, mayormente Inducida
reprimida (7/12) (4/6)
e Quitinasa acida de mamiferos - Regulado positivamente (1/1)
Metabolismo de
xenobidticos
(monooxigenasas) Citocromo p450 (12 clanes expresados) 61 transcritos totales 99 transcritos totales
e Clan CYP 34 Regulacion mixta, mayormente Regulacion mixta, mayormente reprimida
reprimida (14/26) (37/51)
e Clan CYP 54 Regulacion mixta, mayormente Regulacion Negativa (1/1)
reprimida (2/3)
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e Clan CYP 64 Regulacion mixta, mayormente Regulacion mixta, mayormente Inducida
Inducida (4/6) (4/6)

e Clan CYP 174 Regulacion ~ mixta, mayormente Regulacion mixta, mayormente Inducida
Inducida (2/3) (2/3)

e C(lan CYP 4C Regulacion mixta, mayormente Regulacion mixta, mayormente Inducida
Inducida (4/6) (3/4)

e Clan CYP 4V Regulacion ~ mixta, mayormente Regulacion mixta, mayormente Inducida
reprimida (6/9) (12/21)

Monoxigenasas dependientes de flavina

3 transcritos

6 transcritos

e FMO3 Regulacion positiva (1/1) Regulacion positiva (1/1)
o FMO)S Regulacion Negativa (1/1) Regulacion mixta, mayormente Inducida
(2/3)
e MAO - Regulacion positiva (1/1)
e MAO-B Regulacion positiva (1/1) Regulacion positiva (1/1)
Glutation s glutation S transferasa 15 transcritos 19 transcritos
transferasa
o GTS - Regulacion Negativa (1/1)
o GTS1 Regulacion Negativa (1/1) Regulacion Negativa (4/4)
o (GTSH4 Regulacion Negativa (2/2) Regulacion Negativa (1/1)
e GTSD Regulacion Negativa (1/1) -
o GTSDS5 - Regulacion Negativa (1/1)
o GTS Mul - Regulacion mixta (1/2) mayormente
inducido
o GTS Mu?2 Regulacion positiva (1/1) -
o GTS Mu3 Regulacion Negativa (1/1) Regulacion Negativa (1/1)
o GTS Mu4 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion positiva (1/1)
reprimido (2/4)
o GTS Mu5 Regulacion Negativa (1/1) Regulacion Negativa (1/1)
o GTS Omega-1 Regulacion positiva (2/2) Regulacion positiva (1/1)
o GTS Zeta 1 Regulacion Negativa (1/1) Regulacion Mixta, mayormente
reprimido (3/4)
o GTS Zeta 2 Regulacion Negativa (1/1) Regulacion Negativa (1/1)
o GITS C-terminal - Regulacion Negativa (1/1)
(Esterasas) Lipasas 19 transcritos 25 transcritos
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e Lipasa triacilglicerol gastrica 2 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion negativa (3/3)
Inducida (1/2)

e Fosfolipasa A2 Regulacion Positiva (1/1) Regulacion Positiva (2/2)

e Fosfolipasa Bl - Regulacion Mixta, mayormente

reprimida (8/11)

e Fosfolipasa B2 putativa Regulacion ~ Mixta, = mayormente -
Inducida (6/12)

e Fosfoinosito fosfolipasa C Regulacion Positiva (3/3) Regulacion Negativa (1/1)

e Fosfolipasas, D1, D3 - Regulacion Negativa (2/2)

e Fosfolipasas D (GDPDI) Regulacion Positiva (1/1) -

e Monoacilglicerol lipasa (LIPE) Regulacion Mixta, mayormente Regulacion Positiva (1/1)
Inducida (1/2)

e  Monoacilglicerol lipasa - Regulacion negativa (4/4)

e Monoacilglicerol lipasa (A4BHD12) - Regulacion Negativa (1/1)

Carboxilesterasas

e 3s-malil-CoA-tiolesterasa Regulacion Positiva (2/2) Regulacion Positiva (2/2)

e Acil-CoA-tioesterasa 9 Regulacion Positiva (2/2) Regulacion Negativa (9/9)

e Acil-proteina tioesterasa - Regulacion Negativa (1/1)

e Hot dog fold tioesterasa - Regulacion Negativa (1/1)

e Ubiquitin tioesterasas (10, 48, 34, Regulacion = Mixta, = mayormente Regulacion Mixta, mayormente

46, 36, 25, 35, CYLD, ZRANBI, reprimida (6/12) reprimida (7/13)
Ls),

e Colinesterasas Regulacion Mixta, mayormente Regulacion Mixta, mayormente

reprimida (3/5) reprimida (2/3)

(Deshidrogenasas)

Deshidrogenasas de cadena corta

7 transcritos

9 transcritos

Retinal SDR 4

Regulacion Negativa (1/1)

Regulacion Mixta, mayormente Positiva
(3/5)

Retinol SDR 7

Regulacion ~ Mixta,
Reprimida (3/4)

mayormente

Regulacion Negativa (3/3)

Retinol SDR 11

Regulacion Positiva (1/1)

Retinol SDR 2

Regulacion Negativa (1/1)

Regulacion Negativa (1/1)

Galactosiltransferasas (GalTase)

Core 1 betal,3- GalTase 1

Regulacion ~ Mixta,

Inducida (2/3)

mayormente

Regulacion Mixta, mayormente Inducida
(2/3)
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Beta-1,4-GalTase 1

Regulacion ~ Mixta,

reprimida (1/2)

mayormente

Regulacion Positiva (2/2)

Betal,3- GalTase bre2

Regulacion Positiva (1/1)

Procolageno GalTase

Regulacion Negativa (1/1)

Aldehido Deshidrogenasa (ALDH)

8 transcritos

9 transcritos

ALDH Familia 4 Miembro 1A

Regulacion Negativa (1/1)

ALDH Familia 5 Miembro 1A

Regulacion Positiva (3/3)

ALDH Familia 7 Miembro 1A

Regulacion
Inducida (1/2)

Mixta, = mayormente

Regulacion Positiva (2/2)

ALDH Familia 8 Miembro 1A

Regulacion Positiva (3/3)

Regulacion Mixta, mayormente Inducida
(3/4)

Sulfotransferasas (S7)

11 transcritos

12 transcritos

o ST-141 Regulacion Negativa (1/1) Regulacion Negativa (3/3)

o ST-1BI Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Negativa (4/4)
reprimida (3/4)

o ST-2BI Regulacion Positiva (1/1) -

o ST-341 - Regulacion Negativa (1/1)

carbohidrato-ST !/

Regulacion Negativa (1/1)

Regulacion Positiva (2/2)

carbohidrato-S7 11

Regulacion Positiva (1/1)

Heparan sulfato 2-O-ST 1

Regulacion Positiva (1/1)

Heparan sulfato glucosamina 3-
0

Regulacion Positiva (1/1)

Regulacion Positiva (1/1)

Hidroxiesteroide-ST 2

Regulacion Negativa (1/1)

Transporte/excrecion

Cassete ABC

e ABC Subfamilia A Miembro 1 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Positiva (1/1)
Inducida (1/2)

e ABC Subfamilia A Miembro 3 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Positiva (2/2)
Inducida (2/3)

e  ABC Subfamilia C Miembro 1 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Positiva (4/4)
Inducida (4/5)

ABC Subfamilia C Miembro 4

Regulacion Positiva (1/1)

ABC Sub-familia F Miembro 2

Regulacion Mixta, mayormente Inducida
(2/3)

Superfamilia de Facilitadores mayores
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o MFSD prot 1 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Positiva (2/2)
Inducida (2/4)
e MFSD prot 4B - Regulacion Positiva (1/1)
e  MFSD prot 6 Regulacion Positiva (2/2) Regulacion Positiva (1/1)
e MFSD prot 11 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Mixta, mayormente Inducida
Inducida (1/2) (1/2)
e MFSD prot 12 Regulacion Negativa (1/1) -
e MFSD prot 144 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Mixta, mayormente Inducida
Inducida (1/2) (2/3)
Respuesta de estrés Catalasa Regulacion Positiva (1/1) Regulacion Mixta, mayormente Inducida
oxidativo (2/3)
Super oxido dismutasa
e SOD [Cu-Zn] Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Mixta, mayormente
Reprimida (5/6) Reprimida (4/5)
e SOD [Cu-Zn] 1 Regulacion Positiva (1/1) -
e SOD [Cu-Zn] 2 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Negativa (1/1)

Inducida (1/2)

e SOD [Mn] Regulacion Negativa (1/1) Regulacion Negativa (1/1)
e Chaperona SOD Cu Regulacion Positiva (1/1) Regulacion Mixta, mayormente Inducida
(3/4)
Sistema tiorredoxina-peroxirredoxina 30 transcritos 25 transcritos
Nucleorredoxina y tiorredoxina 7 transcritos 9 transcritos
reductasa
e Tiorredoxina reductasas 2 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Mixta, mayormente
Reprimida (2/3) Reprimida (3/4)
e Proteina tipo Nucleorredoxina 2 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Mixta, mayormente Inducida
Inducida (2/4)

Probable Nucleorredoxina 1

Regulacion Negativa (1/1)

(3/5)

Peroxirredoxina

13 transcritos

3 transcritos

Peroxirredoxina 2

Regulacion Negativa (3/3)

e Peroxirredoxina 3 Regulacion Mixta, mayormente Regulacion Positiva (1/1)
Inducida (4/7)

e Peroxirredoxina 4 Regulacion ~ Mixta, = mayormente Regulacion Negativa (2/2)
Reprimida (2/3)

Tiorredoxina

10 transcritos

13 transcritos
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e proteina tipo tiorredoxina 1

Regulacion Positiva (1/1)

Regulacion Positiva (1/1)

e proteina tipo tiorredoxina 2

Regulacion Positiva (1/1)

e proteina tipo tiorredoxina 4A

Regulacion Negativa (1/1)

Regulacion Negativa (1/1)

e Tiorredoxina - Regulacion Mixta, mayormente
Reprimida (2/3)

e proteina con dominio Regulacion Positiva (1/1) Regulacion Mixta, mayormente Inducida
tiorredoxina (2/3)

e proteina con dominio Regulacion Mixta, mayormente Regulacion Mixta, mayormente Inducida
tiorredoxina 9 Inducida (2/3) (3/4)

e proteina con dominio Regulacion Positiva (1/1) -
tiorredoxina 15

e proteina con dominio Regulacion = Mixta, = mayormente Regulacion Positiva (1/1)
tiorredoxina 17 Inducida (1/2)

Reguladores transcripcionales

e Receptor nuclear de Regulacion Positiva (2/2) Regulacion Positiva (1/1)

hidrocarburos arilo

translocador

La Figura 27 muestra la expresion diferencial de genes, asi como también las mutaciones asociadas a la resistencia toxicoldgica para los individuos
muestreados. En el panel izquierdo se muestran los conteos de transcritos implicados en los mecanismos de desintoxicacion, como los receptores
neuronales, los canales 16nicos y las diversas variantes de las proteinas Achel y Ache2, mientras que en el panel de la derecha se producen los cambios en
la expresion que son representados por los valores de log. fold change (LFC) referidos en relacion con la situacion control. De manera que se puede
observar, en comparativa, la tipicidad de expresion del conjunto de genes en cada una de las poblaciones analizadas. Se proporciona un panorama integral
de los componentes moleculares implicados en la respuesta a insecticidas. Al comparar patrones de sobreexpresion, represion y presencia de mutaciones
especificas, es posible identificar rutas metabolicas y blancos moleculares que podrian estar modulando los niveles de resistencia entre las tres cepas

evaluadas.
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| Rancho Nuevo || Vargas || Zacatecas

B o i [ 0
Piretroides { Canal de para sodio sindptico
AchE sin clasificar — . 95 -37 .-10.2 26

Fipronil { Receptor de acido Gama butirico

-

Carbamatos y AchE3 3 3 3 -32 32 32
organofosforados AChE2 R
AchE1

Amidinas
Receptores de octopamina de tipo B-adrenérgico (BAOR

Receptores de octopaminaltiramina (OCT/TYR)

B
—_ 2
AchE2 *S396P r 2 2 2
Carbamatos y
organofosforados _ AchE2 *E22K : 1 1 1 2 2 2
Mutaciones
AChE2 AchE2 *A10T L 1 1 1
AchE1 *N583D r 3 3 3 1 1 1
AchE1 *T57TBA r 3 3 3 1 1 1
Carbamatos y AchE1 WST1R = 4 4 4 A0 TR
organofosforados
Mutaciones -
AChE1 AchE1 Q488R : 4 4 4 3 3 3 2 2 2
AchE1 *T362M = 1 1 1 1 1 1
AchE1 *"A360T = 1 1 1 1 1 1
— AchE1P157S r 2 2 2 4 4 4
0 10 20 30 40 ‘gb*" o Déo 153'1" S 0‘;:}0 ‘!@t & . qbo
Q‘§ Q‘é(\ ‘2‘6
Conteo Transcritos
Paoblacién . Rancho Nuevo . Vargas . Zacatecas LFC (vs Contral) .
40 5 0 5

Figura 27.-Grafico de calor que describe la expresion diferencial de moléculas relacionadas con la resistencia
toxicodindamica y las mutaciones que se encontraron en las proteinas de AchEl y AchE, grdfico realizado con lenguaje R y
paqueteria ggplot
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En la Figura 28 se muestra una comparacion en la respuesta de la expresion diferencial en enzimas envolventes desde un punto de vista de la desintoxicacion
metabolica en las dos cepas multirresistentes de dcaros (Rancho Nuevo y Vargas) respecto al grupo control; graficamente se presentan tanto los conteos de
transcritos (panel de la izquierda) como los valores de cambio de la expresion (LFC) asociados a cada condicion (panel de la derecha) y presenta una
visualizacion simultanea de la abundancia y regulacion de genes candidatos desde el punto de vista de las rutas de detoxificacion. En la Figura 28 se
distinguen claramente cuatro grandes familias enzimaticas involucradas en la biotransformacioén de xenobidticos: aldehido deshidrogenasas (ALDHs),
deshidrogenasas de cadena corta (SDRs), monoxigenasas dependientes de flavina (FMO) y monoxigenasas del citocromo P450 (CYP450). Estas enzimas
participan en procesos criticos como la oxidacion, reduccion y detoxificacion de compuestos toxicos, y suelen estar implicadas en mecanismos de resistencia
metabdlica.

IRancho Nuevo vs Control| | Vargas vs Control |
ALDH Familia 8 Miembro 1A h“‘ B 2.33 [ 457 402 -439 069
Aldehido ALDH Familia 7 Miembro 1A ﬂ22 936N 634 302 |[NOEN IS4 NeEeN
. ] deshid \ 3 '
Fzgura 28.—Graﬁco de mapa de eshidrogenas ALDH FamTlfa 5 Miembro 1A F 749 188 41
. hace la comparativa ALDH Fanmilia 4 Miembro 1A g 3 123 419 -235
caior que P Retinol SDR 2 |14 862 -862 862 917 917 917
entre ambas cepas Deshidrogenas ] Reimol SR 11} 598 598 598
multirresistentes a acaricidas de cadena corta ] Retinol SDR7 §% 453 755 -32 -185 928 657
(Rancho Nuevo y Vargas) y su Retinal SDR 4 75 559 559 559 (589 -1022 077
. . . — MaoB [ 274 274 274 25128 29128 §2572
expresion clz'zferegcml c;’e Monoigenasas _ ity ] T
enzimas mvoiucradas - en id il Fmo 5 3 387 -387 -387 387 006 LFC
desintoxicacion metabdlica, C mwos i, 513 513 513 | o B —
donde se encuentran las - cyp4v [ L7105 | -757 -0.95 3 -1226 086 5
Aldehido deshidrogenasas, CYP 2U : -39 -39 0
deshidrogenasas de cadena SPes 5 -6.86//-6.686 5
; . CYP 2J |_1 -461 -461 -461 : -286 -286
corta, monoxigenasas cYP2H | el Faiel e 10
dependientes de flavina y cyp 2o 1 536 536
monoxigenasas CYP450, Monoxigenasas cyp ac [lfs 363 693 -053 795 181
grafico creado con lenguaje R y £PeR N ¢orx Ezz LF861 37 208 -71.37 -458
, CYP 2B 623 623 623
aqueteria lot. 1
paq 88P cvp 20 3 TR L
cyp 17a s 205 [l 919 o0.07
cypea fi# 429 514 722 -239
cypsA il 83 129 [ERBEFCIEE
CYP 3A 65 939 -055 [J982N-1063 -171
~ CYP1A I23 143 -348 -1.02 486 -931 -276
0 20 40 60 \».A\’Z‘"L § @30 v\,z:,- \FQ e&c
& S
Q Q
Conteo Transcritos
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En la Figura 29 se muestra una comparacion de la expresion diferencial de tres familias enzimaticas clave responsables de la desintoxicacion metabodlica,
sulfotransferasas, galactosiltransferasas y esterasas, en las dos cepas multirresistentes (Rancho Nuevo y Vargas) frente al grupo control. En el panel
izquierdo se muestran los conteos de transcritos de cada gen y en el panel derecho los patrones de regulacion, a través de los valores de logz fold change
(LFC). La sobreexpresion de varias esterasas y la regulacion diferencial de sulfotransferasas sugieren una activacion selectiva de rutas de detoxificacion,
lo que podria contribuir a los fenotipos de resistencia observados

Rancho Nuevo vs Control Vargas vs Control
— Hidroxiesteroide-ST 2 EH -333  -333 -333
Heparan sulfato glucosamina 3-O E1 137 137 137 137 137 137
Heparan sulfato 2-0-ST_1 Ei! 6.14 614 6.14
, carbohidrato-ST 11 [ 265 265 265
Figura 29.-Grdfico de _ 2
mapa de calor que hace Sulfotransferasas = carbohidrato-ST 1 & 812 812 -812 642 225 433
la  comparativa entre ST-3A1 F -266 -266 -266
ambas cepas sT281 [ 144 144 144
multirresistentes ¢ ST-1B1 5 7.59 448 -065 197 4 62 3.06
acaricidas (Rancho _ 4 : - - o o -
Nuevo y Vargas) y su - ST-1A1 H 68 68 68 -1.77 -383 -3.14
expresion diferencial de —_ Procalageno GalTase F -378 -378 -378
enzimas involucradas en
. . ., Beta1,3- GalTase bre2 F 7.74 7.74 7.74
la desintoxicacion Galactosiltranst
metabélica, donde se aciosiiransierasa - Beta-1,4-GalTase_1 52 198 -543 172 616 58 598
encuentran las Core_1_betal,3- GalTase_1 3 - 914 651 - 876 619
Sulfotransferasas, —

. — Colinest -9 -1. d -9 -1.
Galaciosiltransferasas y olinesterasas & 777 927 -1.03 7.82 9.41 1.11
Esterasas, grdfico (10, 48, 34, 46, 36, 25, 35, CYLD, ZRANB1, L5), 877 -1045 -167 7.41 1037 -047
creado con lenguaje R y Hot dog fold tioesterasa F -706 -7.06 -7.06

aqueteria lot. Esterasas
paq g&p Acil-proteina tioesterasa F 117 17 AT
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- 3s-malil-CoA-tiolesterasa 52 576 564 57 576 569 572
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En la Figura 30 se muestran los facilitadores mayores (MFSD), con familia de transportadores involucrados en el movimiento transmembranal de
metabolitos y compuestos toxicos. Transportadores 4ABC dependientes de ATP, responsables del mecanismo de expulsion activa de xenobidticos, y que
mudan en resistencia metabolica. Proteinas de la cuticula, entre ellas quitinasas y proteinas especificas de cuticula que pueden estar involucradas en procesos
de rigidizacion, remodelacion estructural o como barreras protectoras de compuestos quimicos.

En conjunto se puede ver diferencias evidentes entre ambas cepas de resistencia, como la sobreexpresion de varios genes, asi como la diversidad de las
proteinas de la cuticula que podrian tener un papel modulatorio en la permeabilidad y proteccion de los acaricidas. Estos patrones sugieren sinergia en el
transporte/expulsion de toxicos y modificacion de la cuticula que contribuyen al fenotipo que se observa en las poblaciones resistentes.

Rancho Nuevo vs Control Vargas vs Control
Figura 30.- Grdﬁco de calor B MFSD prot 14A ’ 5.45 -2.2 1.63 - -8.59 215
que hace la compa.rativg entre MFSD prot 12 i 436 436 436
ambas cepas multirresistentes
a acaricidas (Rancho Nuevo y  Facilitadores Mayores MFSD prot 11 l2 - 452 174 -3.89

g a BEGN s
ey e ol e -
diferencial de enzimas
involucradas en las proteinas MFSD prot 48 P ---
relacionadas con la cuticula, MFSD prot 1 h - 485 947 - 578 - e

transportadores ABC 'y la -
superfamilia de los ABC Sub-familia F Miembro 2 F 64 264 264 55 711 011

facilitadores mayores, grdfico ---
RUNRTERE N

ABC Sub-familia C Miembro 4 i

creado con lenguaje R  Yygores ABC
paqueteria ggplot. tesde ATP ™)  ABC Subfamilia C Miembro 1 ‘

BEE -

-5
ABC Subfamilia A Miembro 3 E 4.86 -4 55 1.14 491 3.56 423
-10
oo St Atont 1 B -
— Quitinasa acida de mamiferos F 34 3.4 34
Endoquitinasa L - 917 -061 - -8.48 3.39
Proteinas relacionadas ]  proteina de cuticula 14 isoforma a F -3.31 -3.31 -3.31 —10 16 -3.31
con la cuticula
Proteina de cuticula 10.9 [ 277 35 331 26 563 -376
_ Proteina de cuticula 16.8 - 338 879 25 42 -10.75 -3.31
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En el grafico 31 se muestran patrones diferenciados de regulacion entre las dos cepas resistentes, con variaciones notables tanto en tiorredoxina y
peroxirredoxina como en enzimas detoxificantes clasicas como SOD y catalasa. La sobreexpresion de ciertos genes y la represion marcada de otros sugieren
que cada cepa emplea estrategias antioxidantes particulares para contrarrestar el estrés oxidativo inducido quimicamente. Estos perfiles diferenciales pueden
contribuir al fenotipo de resistencia y a la tolerancia celular frente a compuestos generadores de ROS.

Figura 31.-Grdfico de
calor que hace la
comparativa entre
ambas cepas
multirresistentes a
acaricidas (Rancho
Nuevo y Vargas) y su
expresion diferencial de
enzimas involucradas en
la respuesta a especies
reactivas de oxigeno
ROS, donde se
encuentra la catalsa,
sistema tiorredoxina
peroxirredoxina,
superoxido dismutasa y
del sensor nuclear de
hidrocarburos de arilo
translocador,  grdfico
creado con lenguaje R y
paqueteria ggplot.
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14. DISCUSION

14.1 EXTRACCION Y SECUENCIACION
La extraccion de ARN total de las tres cepas analizadas cumplid con los criterios establecidos
por la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica), superando los >3pug por
50 pl requeridos. Sin embargo, el nimero de integridad del ARN (RIN por sus siglas en inglés),
que idealmente debe ser >8 segun Illumina, (2017), no se pudo determinar correctamente debido
a que la senal correspondiente a la subunidad ribosomal 28S fue igual a cero en los
electroferogramas.
Este patrén coincide con lo reportado por Mueller ef al., (2016) , quienes concluye que el colapso
o desnaturalizacion de las subunidades ribosomales18s y 28s, es un fenomeno comun en los
artropodos, dando lugar a una inica banda en el analisis por electroforesis capilar. En este estudio
no se observaron signos de degradacion, por lo que se atribuye a la perdida de esta sefial a dicho
fendmeno, por lo tanto, las muestras presentaron una 6ptima integridad y calidad de la extraccion,
siendo aptas para la secuenciacion masiva.
La corrida de secuenciacion generd un total de 139,645,928 lecturas, correspondientes a 10.410
Gb (Giba bases) de datos, con una longitud promedio de lectura de 74.5 pb y una calidad
promedio Phred de 34.55. Tras aplicar los filtros de calidad, se conservaron 138,217,916 lecturas
(98,98%), descartando tnicamente el 1.02% por debajo del umbral de calidad, lo cual indica una
corrida de alta calidad y adecuada para ensamble y andlisis transcriptémico.

14.2 RECONSTRUCCION DE LOS TRANSCRITOS

Varios programas de ensamblaje de novo y mapeo a referencia, fueron evaluados, las
puntuaciones normalizadas obtenidas fueron: Trinity-BG (Trinity bam guided) 7.2; Trinity 6.5,
Trans-ABySS 5.6 y RnaSPAdes 5.4. Para alineadores de referencia, Star obtuvo 9.5; Bwa 6.7;
Gem_mapper 4.4 y Bowtie2 1.8.

A pesar de que STAAR presentd mayor puntuacion de mapeo de referencia, la tasa de lecturas
asignadas fue significativamente menor en comparacion con el ensamblado de novo: usando
STAR, solo el 31.21% de las lecturas se asignaron a transcritos, mientras que Salmon en
combinacion con el ensamblaje Trinity Bam-guided se logrd asignar del 92.6% de lecturas. Esta
diferencia de 61.4% indica que Trinity Bam-guided combinado con Salmon fue el enfoque mas
eficiente y adecuado para la reconstruccion de transcritos en este estudio.

Respecto a los genes blanco de acaricidas, se logroé ensamblar 4 de 7 moléculas diana buscadas:
acetilcolinesterasa 1 (AchEl), acetilcolinesterasa 2 (AchE2), el receptor de 4cido gama
aminobutirico (GABA-R) y el receptor beta adrenérgico/octopaminérgico. En contraste, no se
logré ensamblar acetilcolinesterasa 1 (AchE3), el receptor tiramina/octopamina ni el canal sodio
presinaptico, presumiblemente por baja expresion y escasa cobertura de lectura en estas regiones.

El ensamblaje produjo diversas isoformas por transcrito, con un rango de 1 a 6 por cepa. Lo que
refleja la existencia de splicing alternativo y una compleja regulacion post-transcipcional en estas
moléculas clave.

14.3 EXPRESION DIFERENCIAL

Los resultados del andlisis de expresion diferencial sugieren una respuesta transcriptomica
robusta y especifica al fenotipo de resistencia observado en las cepas bajo estudio. La consistencia
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de estos datos se evidencia inicialmente en el analisis de componentes principales (PCA), donde
los dos primeros componentes explicaron el 84% de la varianza total, la alta cohesion observada
entre replicas biologicas valida la metodologia de obtencion de muestras y el proceso de
extraccion de ARN de organismos completos.

La clara segregacion de la cepa Vargas a lo largo del PCl (45%) sugiere una firma
transcriptomica Unica en sus mecanismos de respuesta a resistencia a acaricidas,
complementariamente el analisis de escalamiento multidimensional (MDS) permitio visualizar la
agrupacion en términos de distancia transcriptomica (log2FC), mostrando congruencia con la
agrupacion triple entre replicas bioldgicas.

Por otro lado, el analisis del agrupamiento jerarquico (mapa de calor) confirmé el patron
distintivo entre las réplicas de la cepa Vargas, sin embargo se observaron divergencias puntuales
en las réplicas de la cepa Rancho nuevo y Vargas, donde la réplica Rancho nuevo supero6 los 20
millones de lecturas, proporcionando a la muestra una mayor resolucioén técnica que permitio
capturar los transcritos de baja abundancia compartidos con la cepa resistente, los cuales no
fueron detectados con las réplicas de menor profundidad, por el contrario la menor profundidad
de la réplica Zacatecas 3 pudo haber limitado la deteccion molecular de estos detalles, influyendo
su posicion dentro del dendrograma.

Esta homogeneidad entre replicas, asi como la segregacion por cepas confirman diferentes firmas
moleculares del fenotipo resistente, esto refuerza lo planteado por Feyereisen ef al. (2015a) quien
sefiala que la resistencia es un fendmeno multifactorial que involucra diferentes mecanismos y
niveles de regulacién molecular.

La magnitud de la respuesta diferencial de transcritos en la comparacion de cepas, con 13,310
DETs en la cepa rancho nuevo y 14,174 DETs en la cepa Vargas con respecto a la cepa
susceptible, evidencian una reprogramacion transcriptomica del organismo consistente en
poblaciones resistentes. En ambos casos el predominio de la regulacion positiva (53.28% y
58.53%) sugiere que, a pesar de la diferencia geografica de las cepas, estas comparten una
estrategia bioldgica basada en la activacion coordinada de diferentes mecanismos de resistencia
y defensa para contrarrestar la presion selectiva de los acaricidas.

A pesar de la robustez del ensamble, se observo una proporcion de transcritos sin anotacion
funcional (60.14% y 59.36%), este fenomeno es atribuible en organismos no modelos y a la
probable presencia de genes especificos del taxdn, no obstante, este grupo de transcritos DETs
sin caracterizar muestra la complejidad del genoma de R. (B.) microplus, asi como una
oportunidad para el descubrimiento de nuevos mecanismos moleculares involucrados en la
resistencia a acaricidas. A partir de la identificacion de estos transcritos anotados, se procedio a
realizar analisis funcionales especificos. Estos permitieron correlacionar la firma molecular de
cada cepa con los mecanismos de resistencia observados y reportados en la literatura.

14.4 RESISTENCIA TOXICODINAMICA (INTERACCION CON EL SITIO DE ACCION)
La resistencia toxicodinamica se define como los cambios en la interaccion entre un acaricida y
su sitio de accion (molécula diana). Generalmente, este fendmeno es provocado por dos tipos de
mecanismos principales: modificaciones estructurales debido a mutaciones puntuales en regiones
sensibles del gen/proteina y cambios en la abundancia de dichas moléculas, ya sea por
sobreexpresion. En este estudio se observaron mutaciones reportadas en la literatura, asi como la
sobrexpresion en moléculas diana, estos hallazgos se discuten detalladamente a continuacion:
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14.4.1 ACETILCOLINESTERASAS — RESISTENCIA A ORGANOFOSFORADOS Y
CARBAMATOS

Con el objetivo de evaluar la resistencia toxicodinamica a organofosforados y carbamatos, se
analizaron los transcritos ensamblados anotados como AChE 1, AChE2, AChE3y AchE, los cuales
representan las principales moléculas diana de estos acaricidas, el andlisis se centrd en la
identificacion de polimorfismos y en la cuantificacién de sus niveles de expresion como se
muestra a continuacion:

Acetil colinesterasa 1 (AchE]):

Un total de 7 mutaciones se identificaron, de las cuales tres ya habian sido reportadas previamente
(P157S, Q488R y W571R) (Temeyer et al., 2019), mientras que las 4 mutaciones restantes se
describen por primera vez en este estudio (A360T, T362M T576A y N583D). Sin embargo, la
presencia de estas mutaciones en la cepa susceptible Zacatecas, sugiere que corresponden
polimorfismos neutros, derivados de la variabilidad de la poblacién y no a mecanismos de
resistencia. Por lo tanto, no puede considerase marcadores confiables de resistencia
toxicodindmica. Asi mismo la ausencia de transcritos expresados diferencialmente refuerzan que
la participacion de esta enzima en poblaciones resistentes es nula.

Acetil colinesterasa 2 (AchE?2):

Cuatro polimorfismos se encontraron, destacando la variante K558Q (Temeyer et al., 2019), la
cual estuvo presente exclusivamente en la cepa Rancho Nuevo, al igual que la mutaciéon A10T,
descubierta en este estudio. Ambas variantes son las candidatas solidas a conferir resistencia
toxicodindmica, no obstante, su papel funcional requiere validacion experimental, tal como
sugieren Guest ef al., (2019). Por otro lado, las mutaciones E22K y S396P encontradas en este
estudio, mostraron ser mutaciones neutras, por lo cual no hay evidencia que relacione estas
mutaciones con fendémenos de resistencia. En cuanto la expresion diferencial, la cepa Vargas
mostro regulacion negativa contrario a lo reportado por Cossio-Bayugar ef al., (2024) quienes
hallaron una sobreexpresion en cepas resistentes a organofosforados, la cepa Rancho nuevo no
presentd ningun tipo de regulacion para esta molécula.

Acetil colinesterasa 3 (AchE3):

Debido a los bajos niveles de expresion de esta molécula, no fue posible realizar el ensamble de
novo para detectar polimorfismos reportados en literatura (Temeyer et al., 2006, 2007), sin
embargo, estas moléculas presentaron una regulacion negativa en ambas cepas con respecto a la
cepa control, lo cual sugiere un mecanismo de resistencia enfocado regular negativamente
transcritos de genes paralogos especificos (como AchE3) que podrian ser mas susceptibles al
efecto antagonista, permitiendo que la funcion especifica de la enzima sea realizada por variantes
con menor afinidad al acaricida.

Acetil colinesterasas sin clasificar (AchE)

Adicionalmente, en ambas cepas resistentes se detectd un niimero elevado de transcritos anotados
como acetilcolinesterasas (41 DETs para la cepa Vargas y 23 DETSs para rancho nuevo) con baja
similitud a AchEl, AchE2 y AchE3 de acuerdo el analisis filogenético del ensamble de novo de
estas moléculas, esta divergencia sugiere la presencia de una familia extendida de estas enzimas,
cuya relevancia en el fenotipo de resistencia a insecticidas merece mayor exploracion.

Este patron sugiere:
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0 La existencia de isoformas no caracterizadas,
(1 La participacion de esterasas divergentes, y
(] Posibles eventos de splicing alternativo como mecanismo regulatorio.

La validacion funcional de estos transcritos es necesaria para determinar si representan nuevas
acetilcolinesterasas adaptativas o enzimas accesorias en la resistencia a OPs y carbamatos.

En cuanto el perfil de expresion, la cepa Rancho nuevo tuvo 4 (16.66%) transcritos regulados
positivamente, con valores altos de log-FC de 9.28 a 4.22; los 20 transcritos restantes 20 (83.33%)
presentaron una regulacion negativa. Mientras que Vargas tuvo 9 (21.95%) transcritos regulados
positivamente y 32 (78.05%) con regulacion negativa. Estos genes sobreexpresados se perfilan
como candidatos robustos para ser biomarcadores de resistencia funcionando como mecanismo
de resistencia compensatorio consistente con lo propuesto por Kwon et al., (2012), En contraste,
los transcritos regulados negativamente podrian presentar un mecanismo compensatorio, donde
las isoformas mas sensibles al acaricida son silenciadas para minimizar la susceptibilidad
toxicodindmica del organismo, como lo menciona

14.4.2 RECEPTOR GABA — RESISTENCIA A FIPRONIL

Los estudios previos han identificado mutaciones clave asociadas a resistencia al fipronil en el
receptor GABA, tal como A285S, en el gen Rdl, asociadas con la insensibilidad del sitio diana
(Castro-Janer et al., 2021; Guest et al., 2019; Hope et al., 2010b). Sin embargo, en este estudio
no se detectaron dichas variantes polimoérficas en las cepas resistentes. En contraste, el perfil
transcriptomico mostrd la sobreexpresion de canales de cloruro activados por acido gamma
aminobutirico (GABA-CI) en ambas cepas resistentes, dicha sobreexpresion de estos canales.
Este hallazgo descarta el mecanismo de insensibilidad del sitio activo y confirma el mecanismo
de resistencia toxicodindmica de sobrexpresion del sitio diana (De Rouck ef al., 2023; Feyereisen
et al.,2015a; Kwon et al., 2012), el cual, al incrementar la densidad de receptores en la membrana
presinaptica, el organismo eleva el umbral critico necesario para que el acaricida logre una
inhibicion de su sitio diana, del mismo modo, Estos resultados confirman la coexistencia de
multiples estrategias adaptativas, sustentando el modelo de resistencia multifactorial descrito por
Feyereisen et al., (2015), La validacion funcional mediante sistemas expresion heterologa,
ensayos de union (biding) y cinética de inhibicion serd necesaria para cuantificar la contribucion
especifica al fenotipo de resistencia en las cepas analizadas.

14.4.3 RECEPTORES DE OCTOPAMINA/TIRAMINA Y RECEPTORES
B-ADRENERGICOS — (AMIDINAS) Y CANALES DE SODIO
DEPENDIENTES DE VOLTAJE (PIRETROIDES)

Para las amidinas, como el amitraz, los mecanismos toxicodinamicos descritos incluyen
mutaciones en el receptor de octopamina/tiramina (OCT/TYR) y en el receptor -adrenérgico de
octopamina (fAOR) (Hernandez-Rodriguez et al., 2022; Rinkevich et al., 2023; Takata et al.,
2020).
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En este estudio el anélisis de variantes en el receptor B-adrenérgico:
e No se encontraron mutaciones conocidas.
e No se detectaron nuevas mutaciones

Complementariamente, el analisis de expresion diferencial no mostrd cambios significativos en
los niveles de los transcritos relacionados con esta molécula diana en ninguna de las poblaciones
analizadas. Estos resultados indican que la resistencia a amidinas en las cepas no esta vinculada
a mecanismos toxicodinamicos descritos en la literatura, por el contrario, la resistencia seria
mejor explicada por los mecanismos toxicocinéticos. Estos permitirian una mayor capacidad de
detoxificacion o degradacion de las amidinas otorgando asi la supervivencia de la cepa frente a
la exposicion al acaricida.

Para las amidinas y los piretroides, las moléculas diana receptor de octopamina/tiramina
(OCT/TYR) y el canal de sodio dependientes de voltaje (Nav), no se logré el ensamble especifico
a partir de los transcritos, Esta limitacion se atribuye a la baja abundancia relativa de estas lecturas
observadas en las 3 cepas analizadas, es probable que la sefal de estos genes, cuya expresion es
predominante tejido-especifica del sistema nervioso, se encuentre diluida frente a transcritos de
tejidos metabolicamente mas activos, no obstante, la ausencia de una sefial robusta sugiere que
el fenotipo de resistencia en estas poblaciones dependan mas de los mecanismos toxicocinéticos
de los cuales se detallan a continuacion.

14.5 RESISTENCIA TOXICOCINETICA

La resistencia toxicocinética comprende los mecanismos mediante los cuales un organismo
reduce la concentracion efectiva de un acaricida antes de que este alcance su sitio diana. Este
fenomeno involucra alteraciones coordinadas en los procesos de absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion de moléculas xenobioticos (Abbas et al., 2014; Agwunobi et al., 2021;
Cossio-Bayugar et al., 2021; Miranda-Miranda et al., 2023; Feyereisen et al., 2015a; Obaid et al.,
2022). En artropodos, se han descrito la participacion de diversas familias de enzimas que
intervienen en estos procesos adaptativos, no obstante, en el presente estudio se detectaron
enzimas que actuan como sensores moleculares, y enzimas involucradas en etapas finales de la
respuesta de estrés oxidativo. La identificacion de estos componentes amplia la perspectiva
tradicional de la resistencia, sugiriendo que la respuesta adaptativa, no solo depende de la
degradacion del toxico, si no de una regulacion sensorial fina y una robusta proteccion contra el
dafio colateral derivado del metabolismo oxidativo.

14.5.1 ABSORCION

El primer nivel de defensa en la resistencia toxicocinética es la barrera fisica de la cuticula, cuya
estructura puede influir en la tasa de absorcion de acaricidas (Balabanidou ef al., 2016a; Remedio
et al., 2015; Sun et al., 2024). Algunos artropodos emplean estrategias como engrosamiento de
la cuticula y la sobreexpresion de proteinas de cuticula (Huang et al., 2018; Lilly et al., 2016;
Mavridis et al., 2025).

En este estudio se identificaron cambios de expresion en genes relacionadas a la arquitectura de
la cuticula, como lo son las proteinas de cuticula (10.9, 14 isoforma a y 16.8), asi como en
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endoquitinasas y una quitinasa dcida de mamiferos. A diferencia de los mecanismos tradicionales
reportados, donde se menciona un engrosamiento de la cuticula mediado por la sobrexpresion de
la quitina sintasa, este estudio sugiere un proceso de remodelacion cuticular.

Este proceso de modulacion selectiva, donde ciertas isoformas de proteinas de la cuticula
presentan una regulacion positiva apuntan a una estrategia de recambio estructural. Bajo este
modelo, el organismo favoreceria la integracion de proteinas que reduzcan la permeabilidad al
acaricida(Balabanidou ef al., 2018b), mientras que la presencia de las endoquitinasas sugiere la
degradacion controlada de la matriz de la cuticula para poder permitir este reordenamiento, en
lugar de solo engrosar la cuticula agregando mas quitina, este proceso de adaptacion sugiere una
medida eficiente para la reducir la penetracion sin comprometer la flexibilidad o el costo
energético del organismo (Arakane & Muthukrishnan, 2009; Rabadiya & Behr, 2024)

14.5.2 SENSOR DE XENOBIOTICOS

La regulacion de la respuesta metabolica frente a condiciones de exposicion a acaricidas depende
de mecanismos de control transcripcional altamente especificos. Existen moléculas que actian
como sensor quimico que, al activarse por ligados de xenobidticos especificos, se translocan al
nlcleo para promover la expresion coordinada de los genes relacionados con la desintoxicacion
metabolica (Ema et al., 1992; Vazquez-Gomez et al., 2016; Yan et al., 2019). En este estudio
detecto la sobreexpresion del siguiente factor de transcripcion:

Receptor nuclear de hidrocarburos de arilo translocador. Esta molécula sensor se encontro
sobre expresada en ambas cepas resistentes, teniendo valores de induccion 1000 veces mayores
a la cepa control, lo cual sitia a esta molécula como un marcador de la desintoxicacion metabdlica
importante. Hallazgos similares han sido reportados recientemente en acaros, reforzando la
hipotesis de que la regulacion positiva de estos sensores es una parte fundamental en procesos de
adaptacion para la resistencia a acaricidas (Wen et al., 2025).

14.5.3 METABOLISMO DE XENOBIOTICOS O RESISTENCIA METABOLICA.

La resistencia metabolica representa una de las formas mas comunes y complejas de resistencia
toxicocinética. Se basa en la capacidad del organismo para metabolizar o inactivar el acaricida
antes de que alcance su sitio blanco (Feyereisen et al., 2015a; Van Leeuwen et al., 2020).
Funcionalmente, este proceso se organiza en tres fases coordinadas:

e Fase I (modificacién funcional): Oxidacion, reduccién o hidrélisis por enzimas como
CYPs y carboxilesterasas.
e Fase II (conjugacion): union del xenobidtico a compuestos hidrosolubles mediante
glutation-S-transferasas y las UDP-glucosiltransferasas y sulfatotrasnferasas
e Fase III (excrecion): Transporte activo de conjugados por proteinas de membrana fuera
de la célula. Super familia de los facilitadores mayores y transportadores ABC
En este estudio se encontraron genes codificantes para estas enzimas que estan diferencialmente
expresados de las tres fases, lo que confirma a participacion del metabolismo en la resistencia
(Achuthkumar et al., 2023; Cossio-Bayugar et al., 2021, 2025; Dai et al., 2023; Miranda-
Miranda., et al 2023; Venthur et al., 2022).
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14.5.3.1 MODIFICACION FUNCIONAL FASE 1
A través de reacciones de oxidacion, el organismo introduce grupos polares en la estructura de
xenobiotico, incrementando sus propiedades hidrofilicas, esta modificacion resulta conveniente
dado que los acaricidas son predominantemente moléculas hidrofébicas (lipofilicas). Al aumentar
la polaridad de estos compuestos se facilita que los metabolitos resultantes sean procesados en
las siguientes fases II y III para la neutralizacion y excrecion.(Feyereisen, 2012; Waldman et al.,
2023)
Citocromo p450 (CYP)
En el presente trabajo, se identificd una respuesta transcriptomica masiva de la familia de los
citocromos P450, 61 DETs en la cepa Rancho Nuevo y 99 DETs en la cepa Vargas, la distribucion
de estos transcritos en 12 clanes subraya la complejidad y diversidad funcional de estas enzimas.
Donde el clan mas representado fue el clan de CYP3 con los siguientes valores:

e Rancho Nuevo: 26 transcritos (42% del total CYP)
e Vargas: 51 transcritos (57% del total CYP)

La presencia de DETs pertenecientes a este clan refuerza el documentado en la literatura,
consolidando estas enzimas como componente clave en la degradacion de xenobidticos en
insectos (Barrero et al., 2017; Charamis et al., 2025; Dermauw et al., 2020; Fadahunsi et al.,
2023; Feyereisen, 2012; Nelson, 2018), a pesar de su abundancia, el clan CYP3 mostro un perfil
de expresion complejo, con una tendencia mayormente reprimida: 46% inducidos en Rancho
Nuevo y 24.45 % en Vargas, esta regulacion mixta sugiere que la resistencia concedida por estas
enzimas no solo depende en la cantidad de enzima producida, si no de una regulacion
postranscripcional fina, posiblemente mediada por el splicing alternativo. Este mecanismo
permitiria al organismo a generar una diversidad de isoformas enzimdticas funcionales,
optimizando asi la respuesta metabdlica frente a diferentes tipos de acaricidas.(Charamis et al.,
2025; Fadahunsi et al., 2023)

El clan CYP64 fue el segundo con mayor frecuencia:
e Rancho Nuevo: 6 transcritos (9.84%), expresion mayormente reprimida.
e Vargas: 11 transcritos (21.21%), expresion mayormente inducida.

Estos resultados indican diferencias entre cepas en el patron de expresion de CYPs, lo que sugiere
un ajuste adaptativo del metabolismo de xenobioticos segun el tipo de resistencia. El splicing
alternativo también sugiere la generacion de isoformas funcionales especializadas para la
detoxificacion de acaricidas especificos.

Monoxigenasas dependientes de flavina (FMO y MAO)

Las monoxigenasas dependientes de flavina (FMOs) y las monoaminas oxidasas (MAOs) han
sido asociadas con mecanismos de resistencia metabolica en insectos, como Spodoptera exigua
(Cashman, 2024; Tian et al., 2014). En la cepa Rancho Nuevo, se detectaron 3 DETs: dos de ellos
mostraron regulacion positiva (FMO3 y MAO-B) y uno con regulacion negativa (FMO-5). Por
otra parte, la cepa Vargas exhibi6 un perfil mas robusto con 6 DETs donde FMO 3, MAO y MAO
B estuvieron regulados positivamente mientras que FMO-5 mostr6 regulacion mixta (con dos de
tres transcritos inducidos).
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Estos hallazgos refuerzan la premisa de que la resistencia metabolica es un fendémeno
multifactorial, donde no participa Ginicamente una sola enzima, sino multiples familias con
regulacion diferenciada y posiblemente complementaria. La expresion positiva consistente de
FMO-3 en ambas cepas resistentes sugiere su posible uso como marcador molecular de
resistencia metabodlica en R. (B.) microplus, aunque su validacion funcional ain es necesaria.
Cabe destacar que abundancia de estas monoxigenasas fue significativamente menor comparada
con los CYPs (18 veces menos), lo que indica un papel secundario, pero como de apoyo crucial
para la red de detoxificacion

Carboxilesterasas
En este estudio se detectd expresion diferencial significativa de genes codificantes para
carboxilesterasas (CCE):

e Cepa Rancho Nuevo: 42 DETs

e (epa Vargas: 54 DETs
La alta representatividad de esta familia de enzimas sugiere una presion de seleccion mads intensa,
estas esterasas o carboxilesterasas son enzimas hidroliticas que catalizan las rupturas de enlaces
de esteres en presencia de agua, generando un alcohol y un 4cido como productos (Wheelock
et al., 2005). Su participaciéon en mecanismos de resistencia ha sido ampliamente reportada en
insectos y 4caros expuestos a piretroides y otros acaricidas, incluyendo especies como M.
cincticees, C. pipiens, A.albopictus, M. domestica y R. (B.) microplus (Motoyama et al., 1984;
Grigoraki et al., 2015; Hu et al., 2020; X. Feng & Liu, 2020; Aguilar-Diaz et al., 2018; Cossio-
Bayugar et al., 2002; Cossio-Bayugar et al., 2021; Miranda-Miranda, 2023 Cossio-Bayugar et a/
2018).
De estas CCEs, se identifico un perfil diferencial en diversas tioesterasas, las cuales desempefian
un rol critico en el metabolismo de lipidos y regulacion proteica, destacando 3s-malil-CoA-
tiolesterasa, sobre expresadas en ambas cepas y candidata como biomarcador de resistencia, por
otro lado, la familia de las ubiquitin tioesterasas mostrd una regulacion mixta, mayormente
reprimida, esta familia de enzimas se caracterizan por regular la degradacion de proteinas, su
expresion mixta podria indicar un mecanismo fino de regulacion, para alargar la vida util de otras
enzimas relacionadas en la detoxificacion. Y, por ultimo, las colinesterasas presentaron una
regulacion mixta, con tendencia a la represion, esta expresion diferencial de estas colinesterasas
podria estar involucrado en mitigar la sobreestimulacion nerviosa provocada por la exposicion a
cierto grupo de acaricidas.

Deshidrogenasas de cadena corta (SDR)

Un perfil de expresion diferencial complejo fue encontrado en las enzimas SDR, las cuales
desempefian un papel importante en el metabolismo de hormonas (Kallberg et al., 2002) asi como
en la desintoxicacion metabdlica en artropodos (Tchigossou et al., 2018; Vijay et al., 2015).
Tienen un impacto en el metabolismo de las hormonas y en la desintoxicacion. Se obtuvieron
perfiles de expresion mixto:

Retinal SDR 4. negativa en RN; mixta en Vargas.

Retinol SDR 2: reprimida en ambas.

Retinol SDR 4: reprimida en Vargas; negativa en RN.

Retinol SDR 7: sobre expresada solo en Rancho Nuevo; la cual la postula como potente candidata
funcional.

La represion mixta, predominantemente negativa en ambas cepas, sugiere que estas enzimas al
participan en procesos de regulacion de los retinoides, su represion ayuda a una reprogramacion
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del desarrollo o a una reduccidn de procesos metabdlicos esenciales para priorizar la respuesta al
estrés quimico, sin embargo, la sobrexpresion de diferentes variantes sugiere un papel como
enzima funcional que podria participar en la degradacion de compuestos xenobioticos esto debido
a su capacidad para metabolizar compuestos carbonilicos, actuando como un sistema
complementario a las monoxigenasas y las carboxilesterasas antes descritas, lo cual refuerza lo
encontrado en la literatura (Feyereisen et al., 2015a; Li et al., 2025)

Aldehido deshidrogenasas (4LDH).

Estas enzimas han sido ampliamente estudiadas, ya que catalizan la oxidaciéon de aldehidos
reactivos a acidos carboxilicos menos toxicos (Vasiliou & Nebert, 2005), su participacion en la
resistencia a xenobioticos ha sido documentada en artropodos (Fry & Saweikis, 2006; Lumjuan
et al., 2014). En este estudio, se identificd que las familias 7 y 8 se encontraron inducidas en
ambas cepas resistentes, principalmente en la cepa Vargas, lo que sugiere su participacion en la
metabolizacién de acaricidas. Estas enzimas podrian estar envueltas en la metabolizacion de
subproductos derivados de la metabolizacion de los acaricidas, como forma de proteccion ante el
estrés oxidativo. Otras subfamilias mostraron regulacion diferencial, aunque en general la
induccion indica una maquinaria de detoxificacidon mas robusta, capaz de neutralizar los
metabolitos secundarios para dar lugar al fenotipo de resistencia a acaricidas.

14.5.3.2 FASE II (CONJUGACION)

En esta fase del metabolismo de xenobidticos se caracteriza por tener reacciones de conjugacion,
donde se anaden grupos funcionales para aumentar su hidrosolubilidad y facilitar su excrecion
(Gao et al., 2022) Las GST se encontraron reguladas diferencialmente con 15-19 transcritos, con
patrones de regulacion mixta, especificos por cepa. Se noto una divergencia notable en la GST
Mu-1 inducida en Vargas; GST Mu-2 inducida en Rancho Nuevo; GST Mu-3, Mu-5, Zeta y D
reprimidas en ambas. Estos resultados corroboran la participacion de estas enzimas en fenotipos
de resistencia en R. (B.) microplus reportados en la literatura(Cossio-Bayugar et al., 2002; Fular
et al., 2020; Hernandez et al., 2021; Miranda-Miranda et al., 2016). Asimismo, el patron de
expresion Unico en cada cepa sugiere diferentes niveles de optimizacion metabolica, asi como la
produccion de isoformas mas afines a los acaricidas expuesto. Las galactosiltransferasa y
Sulfotransferasas (S7) mostraron perfiles divergentes, con la subfamilia Heparan-sulfato 3-O-ST
se encontro inducida en las dos cepas, aunque con niveles moderados de log2FC, lo que corrobora
este mecanismo de sulfatacion descrito por Xu ef al. (2021). En contraste con el transcrito Core-
1-betal,3-Galactasa-1 que exhibid valores de log:FC mayores a 20, lo cual indica una mayor
participacion en la respuesta adaptativa en la resistencia a acaricidas como se reporta en la
literatura (Pan et al., 2020; Scott, 2026).

Dada la magnitud de la respuesta de induccion, se postula esta molécula como biomarcador para
la medicion de la resistencia, Finalmente la presencia de otras subfamilias mostré inducciones
especificas por cepa. Estas variaciones sugieren especializacion en la conjugacion y
neutralizacion de xenobioticos mediante una red enzimatica flexible y diversa.

14.5.3.3 FASE III (EXCRECION)
La fase final del metabolismo de xenobioticos consiste en la excrecion activa de los compuestos
procesados, este proceso es llevado mediante transportadores de membrana que utilizan energia
para movilizar los metabolitos fuera de la célula (Gao ef al., 2022), en este estudio se presentd
una expresion diferencial significativa en dos familias de transportadores: Casete de uniéon a ATP
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(4BC) y la superfamilia de los facilitadores mayores. Para los transportadores ABC se
encontraron 12 DETs para Rancho Nuevo y 10 DETs para Vargas, con regulacion mixta, con
tendencia a la induccion, donde la subfamilia A miembro 1 y subfamilia C miembro 1 son
candidatos como biomarcadores debido a su alto nivel de sobreexpresion y presencia en ambas
cepas. La familia de MF'SD obtuvo un total de 11 y 9 transcritos con expresion mixta, mayormente
inducidos para la cepa RN y Vargas, donde los miembros de la superfamilia de MFSD prot 1,
prot 6y prot 11 son probables candidatos para biomarcadores debido a su alto nivel de induccién
logFC > +8.

Estas variaciones sugieren un mecanismo complementario entre estas dos familias de
transportadores, donde la diversificacion de transportadores excretores de xenobiodticos son parte
de un sistema altamente eficiente, y dichos datos son respaldados por lo reportado en la literatura
(Labb¢ et al., 2011; Lv et al., 2023; Pohl et al., 2011; Shakya et al., 2023)

14.5.4 ESTRES OXIDATIVO.

Como consecuencia secundaria de la desintoxicaciéon metabolica, especialmente en la fase
oxidativa de la fase I, se genera una produccion significativamente de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que son capaces realizar dafio celular irreversible en lipidos, proteinas y ADN
(Hao, Hamzah, Alias, et al., 2020; Lukaszewicz-Hussain, 2010; Otali et al., 2014), en este estudio
se encontraron 43 y 29 transcritos expresados diferencialmente en las cepas Rancho Nuevo y
Vargas respectivamente, Entre estos transcritos se encontraban la superoxido dismutasa (SOD),
Catalasa y sistema de la tiorredoxina/peroxirredoxina (77x/Prx), la presencia de DETs en estos
sistemas corrobora lo reportado en la literatura, respecto a las respuestas al estrés oxidativo en
artropodos, especialmente en modelos de resistencia(Cossio-Bayugar et al., 2005; Miranda-
Miranda et al., 2023; Rukmini et al., 2004; Sachin et al., 2021)

El sistema Trx/Prx resultd ser el mecanismo mas abundante y con los niveles de induccion mas
elevados, lo que lo posiciona como el mecanismo principal del control del estrés oxidativo
inducido por metabolismo de xenobidticos. Mientras que la SOD mostro una regulacion mixta
caracteristica; destacando el transcrito SOD [Cu-Zn] que se mantuvo presente de manera
consistente en ambas cepas resistentes, por Ultimo, se identificaron transcritos con regulacion
mixta para la catalasa, aunque estos transcritos no alcanzaron la intensidad que la SOD o el
sistema Trx/Prx. Estos hallazgos corroboran lo previamente reportado en la literatura de las
defensas antioxidantes en artropodos por Shi et al. (2014).
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15. CONCLUSIONES

La obtencioén de perfiles transcriptomicos de alta calidad y la consistencia entre sus réplicas
bioldgicas permitieron establecer una metodologia de extraccion de ARN de organismos
completos y secuenciacion Optima para visualizar el perfil transcriptomico relacionado a la
resistencia a acaricidas. El uso del ensamble guiado por genoma de referencia (Trinity-BAM-
guided) permiti6 la reconstruccion de un transcriptoma robusto con 170,948 transcritos,
superando las limitaciones de los ensambles de novo y de la falta de informacién en la anotacion
de los genomas de referencia.

Gracias al analisis de expresion diferencial se concluye que el fenotipo de resistencia observado
en las cepas trabajadas es un fendmeno multifactorial y poligénico, sustentado por la regulacion
de 268 y 331 transcritos. La coexistencia de isoformas sobreexpresadas y reprimidas en familias
clave, tanto para resistencia toxicodinamica como toxicocinética, demuestran que no dependen
de un solo mecanismo aislado, sino de una red de procesos metabolicos, excrecion, proteccion
celular, proteinas sensores. Esta actividad de rutas compensatorias permite a R. B. micropolus
optimizar su respuesta adaptativa, garantizando la supervivencia ante dosis letales de acaricidas
mediante una estrategia de desintoxicacion compleja.

En este estudio, se demuestra que la caracterizacion de los mecanismos moleculares de resistencia
a acaricidas es pilar fundamental para superar la crisis de resistencia generada por el uso
indiscriminado de acaricidas, practica que afecta la inocuidad alimentaria, ambiental y la salud
humana y animal. Se establece que el control de garrapatas debe evolucionar a un manejo integral
basado en la evidencia, donde la identificacion de los mecanismos de resistencia permita la
seleccion de moléculas estratégicas para combatir eficazmente las cepas multirresistentes.

Finalmente, la implementacién de un monitoreo constante, que arroje resultados en menor en
comparacion con las técnicas cominmente utilizadas para detectar la resistencia, no solo es una
necesidad para preservar la eficacia de los tratamientos, si no una medida importante para
garantizar la inocuidad alimentaria, la sostenibilidad econdémica del sector ganadero y la
proteccion de la salud publica bajo el enfoque de “One heatlh”.

Sin embargo, el éxito técnico de estas estrategias moleculares depende directamente del factor
humano; por ello, la concientizacion de grandes y pequeios productores es indispensable. Solo a
través de la educacion y el compromiso de todos los actores del sector, se podrd promover un uso
racional de los acaricidas, y avanzar hacia programas de control que sean sostenibles con el
tiempo.
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17. ANEXOS
17.1 BASES DE DATOS.

Tabla 31.-Tabla de la base de datos utilizada para filtrar las lecturas para el ensamble individual
de las acetilcolinesterasas.

Numero de secuencias Pares de bases
Bases de datos
AchE1
Ao 64 147330
Identificadores

AJ223965.1, KT215342.1, OR378375.1, OR378376.1, AJ278345.1, AJ278344.1, AJ278342.1, AJ278343.1,
AF067771.1,  AY267337.1,  KX670385.1,  KT215340.1,  KT215337.1,  GU944963.2,
TRINITY_GG_16425 c0 gl i12, TRINITY GG_16829 c0 gl il, TRINITY GG_16907 c0 gl i2,
TRINITY_GG_16907 c0 gl i3, TRINITY GG_16907 c0 gl i4, TRINITY GG_16907 c0 gl i5,
TRINITY_GG_5608 c12 gl i7,  TRINITY_GG 5715 ¢0 gl i2,  TRINITY_GG 5715 c0 gl i3,
TRINITY GG 5715 ¢0 gl i5,  TRINITY GG 5715 ¢0 gl i7,  TRINITY_GG 5715 c0 gl i9,
TRINITY_GG 5715 c13 gl il, TRINITY GG _5715 c13 gl i3, TRINITY_GG 5715 c13 gl id,
TRINITY_GG 5715 _c13 gl i5, TRINITY_GG_5715 c16 gl _il, TRINITY_GG 5715 c16 gl _ill,
TRINITY_GG 5715 ¢16 gl i3,  TRINITY_GG 5715 cl gl il,  TRINITY_GG 5715 cl gl i2,
TRINITY GG 5715 ¢l gl i3,  TRINITY_GG 5715 c1 gl i4,  TRINITY_GG 5715 cl_gl_i6,
TRINITY_GG 5715 ¢l gl i7,  TRINITY GG_5715 ¢l gl i9,  TRINITY_GG_5715 ¢20 gl i2,
TRINITY_GG 5715 ¢2 gl i15, TRINITY GG 5715 ¢2 gl i8,  TRINITY GG 5715 ¢2 gl i9,
TRINITY_GG 5715 ¢30 gl il, TRINITY GG_5715 ¢31 gl il, TRINITY_GG 5715 c36_gl il,
TRINITY_GG 5715 ¢3 gl il,  TRINITY_GG 5715 ¢3 gl i3,  TRINITY_GG 5715 c3 gl id,
TRINITY_GG 5715 ¢3 gl i7,  TRINITY_GG_5715 ¢3 gl i8,  TRINITY_GG_5715_c6_gl il6,
TRINITY_GG_5715 ¢6_gl 20,  TRINITY_GG 5715 ¢6 gl i3,  TRINITY_GG 5715 ¢8 gl il,
TRINITY GG 5715 ¢8 gl i4,  TRINITY GG 5715 ¢8 gl i5,  TRINITY GG 5715 ¢9 gl i2,
TRINITY_GG 5715 ¢9 gl i5,  TRINITY_GG 5908 ¢8 gl il, = TRINITY_GG_5908 c8 gl i6,
TRINITY_GG_5908_c¢8 gl_i8, TRINITY _GG_6497 ¢5 gl i2

Tabla 32.- Tabla de la base de datos utilizada para filtrar las lecturas para el ensamble
individual del canal de cloro activado por acido gama-aminobutirico.

Numero de Pares de bases
Bases de datos secuencias

Canal de cloruro activado por acido Gama butirico 15 20822

Identificadores

GQ398111.1, GQ398112.1, MH801932.1, MH801933.1, MH801934.1, GQ398111.1, GQ398112.1,
MH801932.1, MHS801933.1, MHS801934.1, TRINITY _DN1243 ¢l gl i7,
TRINITY_DN1243 ¢1_gl i3, TRINITY DN3414 cl gl il, TRINITY DN3414 c1_g2 il,
TRINITY_GG 9318 ¢8 gl i2
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Tabla 33.-Tabla de la base de datos utilizada para filtrar las lecturas para el ensamble individual
de los receptores de octopaminas.

Bases de datos Numero de secuencias Pares de bases
octopaminas 159 567,772
Identificadores

XM_075887219.1, XM_037421701.2, XM_075887217.1, XM_075887216.1,
XM_075887215.1, XM_075894650.1, XM_037426518.2, XM_075877250.1,
XM_075877249.1, XM_075689923.1, XM_075672144.1, XM_075672136.1,
XM_075672127.1, XM_075677257.1, XM_074745535.1, XM_074745534.1,
XM_074741051.1, XM_074741050.1, XM_074737716.1, XM_050192214.3,
XM_070531428.1, XM_064600371.1, XM_064609831.1, XM_064609830.1,
XM_064609828.1, XM_064609827.1, XM_054311331.1, XM_054310618.1,
XM_053351894.1, XM_053351268.1, XM_053351266.1, XM_053351265.1,
XM_053351264.1, XM_053350889.1, XM_053350888.1, XM_053350887.1,
XM_053350886.1, XM_053350884.1, XM_053349552.1, XM_053349551.1,
XM_053349550.1, XM_053349549.1, XM_053349548.1, XM_053349547.1,
XM_053358275.1, MZ855513.1, MZ855512.1, XM_049662811.1, XM _037717702.2,
XM_037648820.2, XM_037648699.2, XM_049420385.1, XM_037651671.1, MT656571.1,
MN928576.1, MN928575.1, KU836748.1, KU836747.1, KU836746.1, KU836745.1,
KU836744.1, KU836743.1, KU836742.1, KU836741.1, KU836740.1, KU836739.1,
KU836738.1, HM151377.1, EF490688.1, EF490687.1, PP156773.1, PP156772.1,
PP156771.1, PP156770.1, PP156769.1, PP156768.1, PP156767.1, PP156766.1, PP156765.1,
PP156764.1, OR978331.1, OR978330.1, OR978329.1, OR978328.1, OR978327.1,
OR978326.1, OR978325.1, OR978320.1, MZ198231.1, MZ198230.1, MT814702.1,
MT814700.1, XM_042287388.1, XM_042287387.1, XM_042287386.1, XM _029985306.4,
XM_029985307 4, XM_042290367.1, XM_029110495.1, XM_015929872.2,
XM _022843483.1, XM _022843482.1, XM_022843481.1, XM_022843480.1,
XM_022843479.1, XM_022834146.1, XM_022808969.1, XM_022808968.1,
XM_022808967.1, XM_022808966.1, XM_022808965.1, XM_022808964.1,
XM_022808963.1, XM_022808962.1, XM_022814607.1, XM_022814602.1,
XM_022814594.1, EU669576.1, JN974909.1, JN974908.1, XM_037428976.2,
XM_075894620.1, XM_075894570.1, XM_055074063.2, XM_050183532.3,
XM_050183529.3, XM_072287891.1, XM_050183531.3, XM_055074062.2,
XM_050193513.3, XM_070530693.1, XM_070530692.1, XM_070530691.1,
XM_070530690.1, XM_065426755.1, XM_065426754.1, XM_065426753.1,
XM_065426751.1, XM_065426750.1, XM_065426749.1, TACW01032120.1,
TIACW01032121.1, TIACW01032122.1, TACW01038677.1, TACW01022540.1,
TACW01029584.1, XM_075819480.1, XM_075730881.1, XM_075730039.1,
XM_064628736.1, XM_064628731.1, XM_054302800.1, MZ855516.1, MZ855515.1,
MZ855514.1, MZ855511.1, XM _037651670.2, XM_037651669.2, AJ010743.1
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Tabla 34.-Tabla de la base de datos utilizada para filtrar las lecturas para el ensamble individual
del canal de sodio presinaptico

Bases de datos Numero de secuencias Pares de bases
Canal de sodio 49 28,7742
Identificadores

OP612720.1, ONSS52241.1, FJ387018.1, KU866097.1, KU866096.1, KU866095.1,
KU866094.1, KU866093.1, KF771994.1, KF771993.1, KF771992.1, KF771991.1,
KF771990.1, NM_001323169.1, HM117902.1, XM_075891653.1, XM_075823778.1,
XM_075823777.1, XM_075734263.1, XM_075734261.1, XM_075734260.1,
XM_075734259.1, XM_075680915.1, XM_075680914.1, XM_075680913.1,
XM_075680912.1, XM_074738986.1, XM_074738985.1, XM_074738984.1,
XM_074738983.1, XM_074738981.1, XM_072286412.1, XM_072286411.1,
XM_072286410.1, XM_055077118.2, XM_070531852.1, LC555743.1, MHS591213.1,
MH591212.1, MH607137.1, TACW01034779.1, TACW01036585.1, TACW01032533.1,
TACW01032534.1, TACW01033568.1, TACWO01036722.1, MNS35172.1, MNS535171.1,
MHS591214.1
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17.2 ALINEAMIENTOS MULTIPLES CON LAS REFERENCIAS
17.2.1 AcHE1

Tabla 35.-Fragmentos del alineamiento multiple para cada una de las mutaciones reportadas y para aquellas encontradas en este estudio para la
enzima acetilcolinesterasa 1

Mutacion Alineamiento
P157S P157S

-
_|
a-&
A

Consensus
Identity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998
2. AJA71270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus
3. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i1_1

4. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i11_1

5. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i12_1

6. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i10_1

7. zacatecas_TRINITY_DN2 _c0_g1_i13_1

8. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i3_1

9, Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1
10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13_1
12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i14_1
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0 g1 _i16_1
14. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i1_1

15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i3 1

16. Vargas_TRINITY_DN11_c0 g2 _i4 1
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D188G,
E195G vy
E196G

Y230C
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200
Consensus TS THED
Identity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxte...
2. AJAT1270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus

3. zacatecas_TRINITY_DNZ2_c0_g1_i1_1
4, zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i11_
5. zacatecas_TRINITY_DN2 c0_g1_i12_
6. zacatecas_TRINITY_DN2 c0_g1_i10_

i

EEEE
SRR EREEE
= U (o (o Lt Ll

L) H AL

1
1
1
1

7. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i13_ )
8. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i3_1 D
9. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1 )
10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1

11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13_1

12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i14_1 )
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1 )
14. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i1_1 )
15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i3 1 )

16. Vargas_TRINITY_DMN11_c0_g2 id 1

Consensus
Identity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998
2. AIAT1270.1 _AchE1_Rhipicephalus_microplus
3. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i1_1

4, zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i11_1

5. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i12_1

6. zacatecas_TRINITY_DNZ_c0_g1_i10_1

7. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i13_1

8. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i3_1

8. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1
10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0 g1_i12_1
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13_1
12. Rancho_nueva_TRINITY_DN12_¢0 _g1_i14_1
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1
14.Vargas_TRINITY_DN11_c0 g2 i1_1

15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i3_1

16. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i4_1
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S282G

Consensus
Identity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998
2. AJAT1270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus
3. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i1_1

4, zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i11_1

5. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i12_1

6. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i10_1

7. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i13_1

B. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i3_1

9. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1
10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12 c0_g1_i13_1
12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0 g1 _i14_1
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1
14, Vargas_TRINITY_DN11_c0 g2 i1 1

15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i3_1

16. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i4 1

V331A

Consensus
Identity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998
2. AJAT1270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus
3. zacatecas_TRINITY_DN2 c0 g1 _i1_1

4. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i11_1

5. zacatecas_TRINITY_DN2 0 _g1_i12_1

6. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i10_1

7. zacatecas_TRINITY_DNZ_c0_g1_i13_1

8. zacatecas_TRINITY_DN2_c0 g1 _i3_1

9. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1

10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13_1
12. Rancho_nuevo_TRINITY_ DN12_c0 g1_i14_1
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1
14, Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i1_1

15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i3_1
16.Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i4_1
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A360T
T362A

F390S
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Consensus ) ( T D[R G S OF]
Identity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998
2. AJAT1270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus

3. zacatecas_TRINITY_DN2 <0 _g1_i1_1

4, zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i11
5. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i12

6. zacatecas_TRINITY_DN2 <0 _g1_i10,

=]
i
Scecc
) ) (W3
EL B

Al

c
e
-

7. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i13_ IR IG S IF
8, zacatecas_TRINITY_DN2 <0 g1_i3.1 1R MG S BF
9, Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1 T DIRIG STF

10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1 ) 2, O [ K MG S O
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13.1
12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i14_1
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1

14, Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i1_1 5
15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i3_1 ) AL TD
16. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i4_1 ) L )

Consensus
ldentity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter Becker_1998
2. AJAT1270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus

3. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i1_1

4, zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i11
5. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i12_
6. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i10_
7. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i13_
8. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i3 1

9. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1
10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13_1
12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i14_1
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1
14. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i1_1

15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i3_1

16. Vargas_TRINITY_DN11_c0 g2 i4 1
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L417P L417P

_|

Consensus
|dentity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998
2. AJAT1270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus
3. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i1_1

4. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i11_1

5. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i12_1

b. zacatecas_TRINITY_ DN2 c0 g1_i10_1

7. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i13_1

8. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i3_1

9. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1

10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13_1
12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12 c0_g1_i14 1
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1
14, Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i1_1

15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i3_1

16. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_id 1

=
o
<
=
5
5
T
=

=~~~
myrmprmprmgrm

e e
Lo e L L Lo o L
M g rm g
H(HHHHHHHHIR-HHHH
EEEEEEEEEE e

(W] (Wl (W (W (W] (Wl (W) (W1 (W (Wit

Q488R, Q488R  1493T
1493T

Consensus
Identity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998
2. AJAT1270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus
3. zacatecas_TRINITY_DNZ_c0_g1_i1_1

4, zacatecas_TRINITY_DN2 <0 _g1_i11_1

. zacatecas_TRINITY_DNZ c0_g1_i12_1

. zacatecas_IRINITY_DN2Z_c0_g1_i10_1

. zacatecas_TRINITY_DNZ_c0_g1_i13_1

. zacatecas_TRINITY_DNZ_c0_g1_i3_1

. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1
10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13_1
12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i14_1
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1
14. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i1 1

15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i3 1

16. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2 i4 1

O 00 ~JCh LN
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N566D

Consensus

Identity

1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998
2. AJA71270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus

3. zacatecas_TRINITY_DN2_c0 g1 _i1_1

4, zacatecas_TRINITY _DN2_c0 g1_i11_1

5. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i12_1

6. zacatecas_TRINITY _DN2_c0 g1 _i10.1
7.
8.

zacatecas_[RINITY_DN2_c0_g1_i13_1 W (N E[S Y

zacatecas_TRINITY_DN2Z_c0_g1_i3_1 ] IN E SN

9, Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i1_1 )
10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1
11. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i13_1 INE S
12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i14_1 IN E SI§
13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i16_1 IN ESH
14. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i1_1 IN E ST§
15. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i3_1 IN E S
16. Vargas_TRINITY_DN11_c0_g2_i4 1 IN E 'S

WS571R, ﬂt\Q"

W57F P

TS76A Consensus i B H RO

N583D ldentity

P590A 1. CAA11702.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus_Baxter_Becker_1998 m T Y C DIESW E 3 \

2, AJAT1270.1_AchE1_Rhipicephalus_microplus { RIC T % C D NS E

3. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i
4, zacatecas_TRINITY_DN2 c0_g1_i11
5. zacatecas_TRINITY_DNZ _c0_g1_i12
6. zacatecas_TRIMITY DN2 c0 g1 i10
7. zacatecas_TRINITY_DNZ_c0_g1_i13
8. zacatecas_TRINITY_DN2_c0_g1_i3_1

9. Rancho_nuevo_TRINITY_DMN12_c0_g1_i1_1
10. Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i12_1
11. Rancho_nueve _TRINITY_DN12_c0 g1 _i13_1
12, Rancho_nuevo_TRINITY_DN12_c0_g1_i14_1
13. Rancho_nuevo _TRINITY DN12_c0_gi_i16_1
14, Vargas_TRINITY_DMN11_c0_g2_i1_1

15, Vargas_TRINITY_ DN11_c0_g2 i3_1

16. Vargas_TRINITY_DMN11_c0_g2_i4 1

|
.
1
_1
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17.2.2 ACHE2

Tabla 36.-Fragmentos del alineamiento multiple para cada una de las mutaciones reportadas y para aquellas encontradas en este estudio para la
enzima acetilcolinesterasa 2

Mutacion Alineamiento
FIL
-
a o
-
L <C
! 910
Consensus MYMR MEASAW
Identity

1. AAC18857.1_AchE2_R_microplus_Temeyer_etal_2013

2. ALD51321.1_R_microplus_AchE2

3. CAB93509.1_AchE2_Rhipicephalus_microplus

4. WKZ09323.1_AchE2_Rhipicephalus_microplus

5. WKZ09324.1_AchE2_Rhipicephalus_microplus

b. CAB93511.1_AchE2_R_microplus_5_ultimo_Baxter_backer_2002
7. CAB93510.1_AchE2_R_microplus_Baxter_MtAlfornd_Baxter_Back...
8. CAB93508.1_AchE2_R_microplus_Ctrl_Baxter_Becker_2002

9. CAB93509.1_AchE2_R_microplus_Biarra_Baxter_Becker_2002
10. Zacatecas_TRINITY_DN15_c0_g1_i3_1

11. Zacatecas_TRINITY_DN15_c0_g1_i6_1

12. Rancho_nuevo_TRINITY_DN15_c0_g1_i2 1

13. Rancho_nuevo_TRINITY_DN15_c0_g1_i3_1

14. Vargas_TRINITY_DMN13_c0 g1_i2_2
15.Vargas_TRINITY_DN13_c0_g1_i3_2
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E22K
A26T w&"' (\{3
& Y.

Consensus
Identity
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17.2.3 RECEPTOR B-ADRENERGENICO DE OCTOPAMINA

Tabla 37.-Fragmentos del alineamiento multiple para cada una de las mutaciones reportadas y para aquellas encontradas en este estudio para los
receptores de beta adrenergenico de optopamina

Mutacion Alineamiento
161F
Consensus
Identity

1. AFC88978.1_Beta2 OCT_receptor_NRF5_R_microplus_Corley2013
2. Zacatecas_TRINITY_DM82_c0_g1_i1_3

3. Rancho_nuevo_TRINITY_DN54_c0_g1_i1_3
4. Rancho_nuevo_TRINITY_DN54_c0_g1_i2 3
5. Vargas_TRINITY_DN54 _c0_g1_i1_3

Y215H

Consensus
Identity

1. XP_022664697.1_beta-2R-like_octopamine_V_destructor

2. AFC88978.1_Beta2 OCT _receptor_NRFS_R_microplus_Corley2013
3. Rancho_nuevo_TRINITY_DN54 _c0_g1_i1_3

4. Rancho_nuevo_TRINITY_DN54_c0 _g1_i2 3
5.Vargas_TRINITY_DN54_c0 g1_i1_3

6. Zacatecas_TRINITY_DN82_c0_g1_i1_3
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17.2.4 CANALES DE CLORURO ACTIVADOS POR ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO.
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7. Consenso_trinity GG_9318_¢8 g1 i2_ 2 - 0 A A £
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D ACVO7674.1 A : A . AA 2 A A
G LACQYD7675) g i ) P A

3. Q&SS%:;B.LR.mmo us_juarez_janer... ASP .
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1 L L
T T T
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7znSF79590DEF5mY5B+bK7DuWMUU2x6imTSfAMhYmqVDdGIM91BHFxCj/8EqOfs+zGF 1pAhqlkNIAr1cFw3l0xyA3mHmm/xlkJku+wlUzJjWRijci38HCGpNrF7idhoP4vTDS6/r
L4zesOnJda9CPWevicmQCtkb3JvxGHIWOVRhWcOuSMpy TON28PW+0Ddkf8IAr1EJY G2EQw==

ARMANDO HERNANDEZ MENDOZA | Fecha:2026-03-24 08:02:12 | FIRMANTE
KDQCLLzdmO08FVOWYynFBBKCLafGhtBChUr2HgCgZZJkZIJ9oFMd+LcJAUQIKyyFj3gCiOSpd TMX+FhEFIfvZVzxJkysLiXp11CSgGRsx4Pt8tqSSJcaiQX92hpmY/4onIXWHswD8
JQh3kVmxuQBNAAX9zLXSqibJJVyttL CpUznAXbZAZHeX7j0Ysm4bq7AXVWyBDRaO/ALT1BWI403PT/OLmy/oJbT6yCo8+60zXKcZbWaF xbADLcJ2WkuQNp3CLJpzyNYh2D
47yitjx6AMg+G80huAbCpnQMjzg T1kC2AGuUWpOru7799RIMWvasbHpk4pCfuOB17n23pin6njg==

VERONICA OBREGON BARBOZA | Fecha:2026-03-24 14:17:29 | FIRMANTE
dH7XX4IbljcddG448x2kWmJK600njKj09GA8HMuj+/ORQfnNd2Lcbu/7wfFInvdHgYj0TUx7v1GzPhLXXNF5kJnAj4HO5F8aWQKpig4ieeQr50imGB9/oDHDmwINyzaJsSNG5ThV
WBIjkoWrgNFPmoZTwt3veWuD48tnmtj0604bNmnu3h30JA9f7HpXLfTMisQN+inbw4ySarRGsI5noS7+Gknm4A//GGaUnFJsVPis04aZ4iADAUpi7PQB3925Tbbj2zsZdct8 1KmeXP
UauxRPPrJkTzYhgw6vdflgY9YNt5S603jMbNc5QiiFOy5yqQslor7vK3s0T08GaHP91g==

MARIA EUGENIA NUNEZ VALDEZ | Fecha:2026-05-06 15:55:18 | FIRMANTE
Ea5Ctk/fvE2IMA/bp2me6Yt1HB21LGhG+qYZXJPR1to6crUtaqDzTzngv55Bg4R845sxEVOFI52N81KY 5roE+9KDQmMAj07kNONnIHRLilFuhpSY892LTDUJbjU1b+0OfqglUyvjKB/Sf9ka
Ol8takjFzREUou1mPvABHU729KLT 1bJGwZOpgprwVkVj45fcamu3YfjFl+xUJNGBLeYwYHOu52H52u8RX4eJnE80HkudHdoKrY CGhQWQ11HalRra107peQWvzbgDLWiconaN2A
8BPhDWEoJizrbNF565gL4laA8yBNmxgX4cWSO0MJBTenoDyxI40u7x5kXCOUvC19VIZ/A==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electréonica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

3P9MziFXn

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Csp15jvZdV02d33uwOaiise9ibofyeNe
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