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R E S U M E N

Introducción: Las garrapatas trasmiten patógenos a sus hospederos. La manipulación de su 
microbiota puede usarse para modificar su fisiología y afectar su capacidad de trasmitir pa-
tógenos. Esto constituye una alternativa al control por químicos que generan contaminación 
y garrapatas resistentes. Objetivos: Estudiar la comunidad microbiana de las garrapatas Rhi-
picephalus microplus en el tiempo y durante su ontogenia y su interacción con la bacteria 
patógena Anaplasma marginale. Métodos: La presencia de A. marginale se estudió mediante 
PCR a tiempo final o de microfluidos de alto rendimiento, en tiempo real. Usando ADN de 
garrapatas, se obtuvieron secuencias de la región variable V4 del gen 16S de ARN riboso-
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mal que se clasificaron taxonómicamente para generar las filogenias de las comunidades 
microbianas. La topología de estas comunidades, sus asociaciones, y los taxones claves se 
determinaron mediante el análisis de redes de co-ocurrencia. Resultados: El aumento de A. 
marginale en las comunidades microbianas de R. microplus correlacionó con una reducción 
de su diversidad y como taxón clave indujo una disbiosis de la comunidad. Fue más abundan-
te en las ninfas con conectividad e interacciones bien estructuradas. Pseudoalteromonas fue 
un taxón clave que correlacionó positivamente con A. marginale mientras el endosimbionte 
Coxiella correlacionó negativamente. Conclusiones: A. marginale modifica la comunidad mi-
crobiana de R. microplus para facilitar su colonización. Su mayor abundancia en las ninfas, 
sugiere este estadio como el más importante en la transmisión de este patógeno. Los taxo-
nes clave que interaccionan con A. marginale, pueden ser dianas manipuladas para disminuir 
la capacidad vectorial de R. microplus.

Palabras clave: garrapatas; microbiota de garrapatas; Rhipicephalus microplus; Anaplasma mar-
ginale; vacunas antimicrobiota

Interaction of the Rhipicephalus microplus tick microbiota with 
the pathogen Anaplasma marginale

A B S T R A C T

Introduction: Ticks transmit pathogens to their hosts. Manipulating their microbiota can be 
used to modify their physiology and affect their ability to transmit pathogens. This constitutes 
an alternative to chemical control that generates contamination and resistant ticks. Objec-
tives: To study the microbial community resident in Rhipicephalus microplus ticks over time 
and during their ontogeny and their interaction with the pathogenic bacterium Anaplasma 
marginale. Methods: The presence of A. marginale was studied using end-point PCR or hi-
gh-throughput real-time microfluidics. Using tick DNA, sequences of the 16S ribosomal RNA 
gene V4 variable region were obtained and taxonomically classified to generate microbial 
community phylogenies. The topology of these communities, their associations, and key taxa 
were determined through co-occurrence network analysis. Results: The increase of A. margi-
nale in R. microplus microbial communities correlated with a reduction in their diversity and, 
as a keystone taxon, induced community dysbiosis. It was most abundant in nymphs with 
well-structured connectivity and interactions. Pseudoalteromonas was a keystone taxon that 
correlated positively with A. marginale, while the endosymbiont Coxiella correlated negatively. 
Conclusions: A. marginale modifies the microbial community of R. microplus to facilitate its 
colonization. Its greater abundance in nymphs suggests the more important role of this stage 
in the transmission of this pathogen. Key taxa that interact with A. marginale can be manipu-
lated targets to decrease the vector capacity of R. microplus.

Keywords: ticks; tick microbiota; Rhipicephalus microplus; Anaplasma marginale; anti-microbio-
ta vaccines

INTRODUCCIÓN
Las garrapatas son ectoparásitos que ingieren sangre 

de un huésped para reproducirse. Ellas constituyen en sí 
mismas causas de enfermedades, pero son más importan-
tes como vectores de patógenos a los vertebrados que pa-
rasitan. (1,2) Su control se basa fundamentalmente en el uso 

intensivo de químicos, que conduce al establecimiento de 
cepas de garrapatas resistentes. (3,4,5,6)

En este contexto, el estudio de la microbiota de las ga-
rrapatas pudiera constituir una herramienta para modificar 
su fisiología en detrimento de su éxito reproductivo, ya que la 
microbiota está formada por simbiontes, comensales y otros 
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microorganismos que pueden aportar o no ventajas metabó-
licas imprescindibles para garantizar la eficiencia del ciclo de 
vida de las garrapatas. La manipulación de esta microbiota 
también pudiera afectar su capacidad vectorial, ya que los mi-
crorganismos patógenos para transmitirse exitosamente de 
las garrapatas a un nuevo hospedero deben establecerse y 
multiplicarse dentro del artrópodo, superando barreras como 
la inmunidad de las garrapatas y la resistencia a la coloniza-
ción que ofrece dicha microbiota. (7,8,9)

Estudios recientes han intentado dilucidar cómo la micro-
biota modula los patrones de infección de los patógenos y la 
dinámica de sus interacciones, corroborando que su resisten-
cia actúa como una barrera natural contra el establecimiento 
y la colonización por estos patógenos. (10,11) Probablemente 
los patógenos actualmente trasmitidos por diferentes espe-
cies de garrapatas (TBPs, del inglés Tick-borne pathogens) 
desarrollaron mecanismos para superar esta resistencia. Por 
tanto, dilucidar estos mecanismos permitiría diseñar una ma-
nipulación del microbioma del vector como estrategia nove-
dosa y eficaz para controlar la propagación y el desarrollo de 
enfermedades causadas por TBPs. (12,13)

En este trabajo se caracterizan, por primera vez, las co-
munidades microbianas asociadas a la garrapata del ganado 
Rhipicephalus microplus presente en Cuba y sus interaccio-
nes con Anaplasma marginale, que constituye uno de los he-
moparásitos más importantes transmitidos a los bovinos por 
esta especie de garrapatas. Tomando como base los resulta-
dos del análisis de la interacción de otro patógeno del género 
Anaplasma con la microbiota de garrapatas Ixodes scapularis, 
diseñamos nuestro estudio para caracterizar la comunidad 
microbiana residente en las garrapatas R. microplus en dife-
rentes épocas del año y durante su ontogenia, así como la 
identificación de taxones claves y su interacción con la bacte-
ria patógena Anaplasma marginale.

MÉTODOS

Análisis del microbioma de ninfas de Ixodes 
scapularis infectadas o no con Anaplasma 
phagocytophilum

Usando datos públicos del repositorio SRA: PRJ-
NA353730 de secuencias de ARN ribosomal (ARNr) 16S ob-
tenidas utilizando cebadores universales de garrapatas con 
códigos de barras 515F/806R para amplificar las regiones 
hipervariables V4 de este gen, seguido de la secuenciación 
con el sistema Illumina MiSeq a partir de ADN de intestino 
de ninfas de I. scapularis alimentadas en ratones C3H/SCID 
infectados experimentalmente o no, con la cepa NCH-1 de 
A. phagocytophilum realizamos el perfil taxonómico de cada 

conjunto de datos de secuencias usando la versión 2 de una 
plataforma bioinformática, desarrollada originalmente para 
el análisis de secuenciación de amplicones de genes marca-
dores de microbiomas de alto rendimiento conocida como 
QIIME (del inglés Quantitative Insights into Microbial Ecology, 
QIIME 2, versión 2021.4). (14,15) Las variantes de secuencias de 
los amplicones (ASVs) obtenidas en el mencionado estudio 
se alinearon utilizando la herramienta MAFFT de la interfase 
q2 de esta plataforma. (16) Luego se generó un árbol filogenéti-
co utilizando FastTree a través del complemento de filogenia 
de q2. (17) La anotación taxonómica de las ASVs se realizó uti-
lizando el clasificador Bayes del complemento de q2 con refe-
rencia a la base de datos SILVA de ARNr 16S (versión 132). (18) 
A partir de estos datos, se calcularon métricas de diversidad, 
basadas en una tabla de abundancias de los ASVs utilizando 
el complemento de diversidad de q2.

Para el cálculo de la diversidad alfa, utilizamos las métricas 
de “especies observadas” y el índice de diversidad filogenética 
de Faith. (19,20) La primera se refiere al número de taxones únicos 
presentes en una muestra y la segunda evalúa la historia evolu-
tiva representada en la comunidad. La uniformidad se analizó 
utilizando el índice de Pielou que evalúa la distribución de los 
individuos entre las especies dentro de una comunidad, indi-
cando su equilibrio en relación con las especies presentes. (21) 
Valores altos en el número de especies indican una comunidad 
diversa y valores altos de equidad de Pielou indican una distri-
bución equitativa de los individuos entre los taxones. Valores 
altos de diversidad filogenética indican que los taxones presen-
tes en la comunidad están distantes evolutivamente. Por otro 
lado, la diversidad beta examina la similitud en la composición 
entre las comunidades analizadas utilizando un análisis de 
coordenadas principales (PCoA), basado en el índice de disi-
militud de Bray-Curtis. (22) Los taxones únicos y compartidos 
entre las condiciones experimentales se visualizaron median-
te diagramas de Venn creados con una herramienta en línea 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) y el pa-
quete Upset implementado en R Core Team (R v.4.3.1, 2023) 
utilizando el entorno de desarrollo integrado (IDE) en RStudio 
(v.2023.03.0-daily+82.pro2, RStudio Team, 2020).

La representación gráfica del ensamblaje de las comunida-
des microbianas de las garrapatas se realizó utilizando redes 
de coocurrencia, para analizar las asociaciones que se esta-
blecen entre los taxones que las componen y su naturaleza. 
En estas redes, los nodos representan los taxones, mientras 
que los bordes representan las asociaciones entre ellos. Los 
análisis de correlaciones entre los nodos se realizaron, positi-
vas significativas (peso > 0,75) o negativas (peso < −0,75), uti-
lizando el método SparCC (del inglés Sparse Correlations for 
Compositional data) implementado en RStudio (RStudio Team, 
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2020). (23) La robustez de la red se analizó mediante estudios de 
la pérdida de conectividad a partir de la eliminación de nodos.

Presencia de Anaplasma marginale en bovinos y 
garrapatas Rhipicephalus microplus en el tiempo

Diseñamos un estudio en una finca de la provincia Maya-
beque en Cuba, desde marzo del 2020 hasta marzo del 2021 
usando 8 bovinos hembras mayores de 2 años de edad, de la 
raza Siboney seleccionados al azar que eran criados extensi-
vamente sin tratamientos acaricidas, a los que se le tomaron 
muestras de sangre y de garrapatas hembras repletas en 3 
momentos durante los períodos climáticos secos y húmedos. 
El estado de salud de los animales se monitoreó mediante la 
observación de signos clínicos de enfermedades, y la determi-
nación de parámetros hematológicos como el hematocrito, el 
recuento total de leucocitos y la proteína total. Las garrapatas 
colectadas parasitando a los animales fueron identificadas 
morfológicamente utilizando un estereomicroscopio (Carl 
Zeiss AG, Oberkochen, Alemania) y las claves taxonómicas 
estandarizadas descritas por Estrada-Peña et al. (24)

La presencia de A. marginale se estudió usando la PCR de 
microfluidos en tiempo real de alto rendimiento a partir del ADN 
purificado de 32 muestras de sangre total de los bovinos, toma-
das en 3 momentos diferentes y en una muestra de 24 garrapa-
tas R. microplus colectadas en los diferentes tiempos. Evalua-
mos además la presencia simultánea de 3 taxones de parásitos 
(Apicomplexa, Theileria y Hepatozoon) donde se incluyeron 7 es-
pecies y 5 géneros de bacterias (Borrelia, Anaplasma, Ehrlichia, 
Rickettsia y Mycoplasma) que incluyeron 27 especies. (25)

Las comunidades microbianas de las garrapatas R. mi-
croplus colectadas, con un bajo nivel de engorde y con una 
infección simple con A. marginale se caracterizaron usando 
la secuenciación de próxima generación (NGS) de los 251 
pares de bases (pb) de la región variable V4 del gen codifi-
cante de ARNr 16S ya descrito a partir del ADN purificado. 
Estas secuencias se analizaron utilizando QIIME 2 (v. 2021.4). 
Las diferencias en las métricas de diversidad alfa y beta en-
tre los grupos se evaluaron con la prueba de Kruskal-Wallis 
(p ≤ 0,05) y con el índice de disimilitud de Bray-Curtis con la 
prueba PERMANOVA (p ≤ 0,01) en QIIME 2, respectivamente. 
(22) La abundancia relativa de cada taxón se calculó usando 
una transformación de la razón logarítmica centrada (clr, del 
inglés centred log ratio). Los taxones identificados con abun-
dancia diferencial se utilizaron para crear un mapa de calor 
utilizando el paquete “Heatplus” en RStudio (RStudio Team, 
2020). Con un enfoque de red y utilizando los perfiles taxonó-
micos a nivel de familia y género que se obtuvieron se crea-
ron redes de coocurrencia para cada conjunto de datos. Los 
taxones clave dentro de la comunidad para cada uno de los 

tiempos estudiados se identificaron usando 3 criterios: a) ubi-
cuidad referida a los taxones presentes en todas las muestras 
del grupo experimental, b) centralidad superior a 0,75 que se 
refiere al grado de asociación de los nodos. En términos bio-
lógicos, los nodos centrales representan especies altamente 
conectadas que determinan la estructura y función de la co-
munidad y cuya eliminación puede causar el colapso del sis-
tema y c) abundancia relativa media alta que se refiere a un 
taxón cuya abundancia es superior a la abundancia relativa 
media de todos los taxones del grupo experimental. (26) El rol 
de Anaplasma dentro de la comunidad, se determinó cons-
truyendo subredes donde se visualizaron sus asociaciones 
directas positivas y negativas usando Gephi v0.10.

Interacción de A. marginale con la comunidad 
microbiana de R. microplus durante su ontogenia

Durante la ontogenia de las garrapatas R. microplus in-
fectadas con A. marginale, estudiamos comparativamente la 
interacción de este patógeno adquirido con la microbiota y la 
interacción de Coxiella (CLE), que es un miembro de dicha co-
munidad descrito como endosimbionte. (27, 28) Para este estudio, 
se utilizaron garrapatas R. microplus de la colonia establecida 
en el Laboratorio Nacional de Parasitología de Cuba, alimenta-
das en un bovino infectado con A. marginale diagnosticado por 
técnicas moleculares. (29) Se recolectaron 13 larvas, 15 ninfas y 
15 machos adultos mientras permanecían desarrollando su ci-
clo de vida sobre el animal. El ADN de las garrapatas individua-
les se purificó utilizando el juego de reactivos “DNA Tissue and 
Blood” (QIAGEN, Alemania) según las instrucciones del fabri-
cante. Se detectaron Anaplasma marginale y Coxiella en cada 
muestra mediante una PCR cualitativa a tiempo final específi-
ca para cada microorganismo. Para A. marginale se diseñaron 
cebadores específicos amplificando secuencias codificantes 
de msp1α y msp5 según las secuencias reportadas para es-
tos genes en la base de datos Genbank y para CLE se usó una 
PCR anidada (en inglés nested PCR) utilizando cebadores es-
pecíficos previamente descritos. (30) Esta PCR anidada es una 
variante de la PCR convencional que comprende 2 rondas de 
amplificación con distintos pares de iniciadores, con el fin de 
incrementar la sensibilidad de detección. Una primera reacción 
amplifica una región de ADN más grande que contiene el seg-
mento diana y la segunda PCR amplifica la región específica 
con los iniciadores internos.

El ADN (900ng) de las garrapatas se usó para generar las 
lecturas de la región variable V4 del gen codificante de ARNr 
16S. Estas secuencias crudas, en archivos fastq, fueron pro-
cesadas a través de la plataforma QIIME2. La diversidad mi-
crobiana de las muestras se evaluó mediante el cálculo de las 
métricas de alfa y beta diversidad y la significación estadística 
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se probó utilizando el paquete Past 4 versión 4.08. (31) Los taxo-
nes únicos y compartidos entre las condiciones se visualizaron 
utilizando los diagramas de Venn. La abundancia relativa de los 
taxones entre los diferentes conjuntos de datos se calculó me-
diante la razón logarítmica centrada (clr) y los datos resultantes 
se utilizaron para crear un mapa de calor usando sólo los taxo-
nes con diferencias significativas (p ≤ 0,05).

La representación gráfica del ensamblaje de las comuni-
dades microbianas y la determinación de los taxones clave se 
realizó utilizando redes de coocurrencia. La robustez de estas 
redes se evaluó mediante el estudio de su comportamiento 
frente a perturbaciones. Para ello se analizó el impacto de la eli-
minación de nodos sobre la conectividad de la red que incluyó 
ataques aleatorios o dirigidos a eliminar nodos con los valores 
más altos de centralidad de intermediación o eliminando nodos 
con los valores más altos de centralidad de grado o eliminan-
do nodos en cascada que significa eliminar los nodos con los 
valores más altos de centralidad de intermediación y recalcular 
dicha centralidad antes de proceder a la siguiente eliminación. 
Este análisis utiliza el método de remuestreo (bootstrapping) 
para calcular los intervalos de confianza y se realiza utilizan-
do el paquete Network Strengths and Weaknesses Analysis 
(NetSwan) (Lhomme, 2015) en R R Core Team (R v.4.3.1, 2023) 
en el entorno de RStudio (RStudio Team, 2020).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Anaplasma phagocytophilum modifica la red 
microbiana de I. scapularis

La infección con A. phagocytophilum no alteró significativa-
mente la diversidad microbiana general en ninfas de I. scapularis 
porque no hubo significación estadística de la diversidad alfa 
y la beta entre las condiciones experimentales (p > 0,05; Krus-
kal-Wallis y p > 0,05; PERMANOVA, respectivamente). Sin embar-
go, el análisis de las características topológicas de las redes de 
coocurrencia, revelaron una reducción del 30 % (265 de 377) en 
el número de taxones o nodos y del 82 % (826 de 4605) en el 
número de conexiones o aristas en la red microbiana de I. scapu-
laris infectadas con A. phagocytophilum comparadas a la de las 
no infectadas. Es decir, que la infección con A. phagocytophilum, 
reorganizó el ensamblaje microbiano de I. scapularis disminu-
yendo su modularidad, aumentando el número de comunidades 
distintas y afectando taxones específicos. Esto demuestra que 
la resistencia a la colonización no depende de una sola especie, 
sino de las asociaciones de múltiples bacterias que viven de ma-
nera cohesiva en una comunidad. (32) Los resultados mostraron 
243 taxones compartidos entre las redes de I. scapularis infecta-
das y las no infectadas con A. phagocytophilum (61 % del total de 
399), mientras que 134 (33,6 %) y 22 (5,4 %) fueron únicos para 

esas redes, respectivamente. Además, en la red infectada con 
A. phagocytophilum, eliminando sólo 0,05 fracciones de nodos o 
taxones se logró una pérdida de conectividad de la red del 80 % 
mientras que en la red de Ias no infectadas, para lograr alcanzar 
el mismo nivel de pérdida de conectividad se debieron eliminar 
0,38 fracciones de los nodos. Esto demuestra que la infección 
con esta bacteria Gramnegativa reduce la robustez de la red mi-
crobiana mediante la reducción de los taxones y sus conexiones, 
y consecuentemente reduce su resistencia a la colonización por 
otros microbios. Este podría constituir un mecanismo general 
para facilitar la coinfección de diferentes patógenos en poblacio-
nes naturales de garrapatas.

A. marginale disminuye la conectividad entre 
taxones dentro y entre los módulos de la red 
microbiana de R. microplus

Los bovinos en este estudio permanecieron asintomáti-
cos y exhibieron valores de hematocrito y proteína total den-
tro del rango fisiológico normal para la especie. Encontramos 
infestación de garrapatas en todos los animales y un total de 
350 garrapatas adultas (153 hembras y 197 machos) de las 
colectadas fueron morfológicamente identificadas como R. 
microplus. Los resultados de la PCR de microfluidos revela-
ron la presencia de A. marginale en 31 de las 32 muestras 
de sangre de los bovinos (96,9 %; IC 95 %: 90,9-100), seguida 
de Rickettsia felis en 4 muestras (12,5 %; IC del 95 %: 1,10–
23,9), bacterias no caracterizadas del género Rickettsia en 
2 muestras (6,25 %; IC del 95 %: 0-7,09) y Anaplasma spp. en 
una muestra (3,12 %; IC 95%: 0-9,19). A. marginale fue detec-
tada como infección única en 26 muestras (81,3 %; IC 95 %: 
67,8-94,8). Las infecciones mixtas se encontraron en 6 mues-
tras, 3 coinfecciones de A. marginale con R. felis (3/32, 9,38 %; 
IC 95 %: 0-19,5) y 2 con Rickettsia spp. (2/32, 6,25 %; IC 95 
%: 0-7,09), y la sexta de R. felis con Anaplasma spp. (1/32; 
3,13%; IC 95%: 0-0,11). En las garrapatas, se detectó ADN de 
A. marginale en 11 de las 24 muestras analizadas (45,8 %; 
IC del 95 %: 25,9-65,7-64,4), R. felis en 4 garrapatas (16,7 %; 
IC 95 %: 1,81– 31,5), Ehrlichia spp. en 2 garrapatas (8,33 %; 
IC 95 %: 2,69-13,9), y Rickettsia spp. en 1 garrapata (4,17 %; 
IC 95 %: 0,1-8,24). En términos de infecciones simples, A. 
marginale fue el TBP más común detectado en 8 garrapa-
tas (33,3 %; IC del 95 %: 14,2-51,8), R. felis en 3 garrapatas 
(12,5 %; IC del 95 %: 5,75-19,3) y Ehrlichia spp. en 1 garrapata 
(4,17 %; IC 95 %: 0,1-8,24). Se detectó A. marginale en doble 
infección con R. felis y Rickettsia spp. y en triple infección 
por Ehrlichia spp. y B. canis. Estos resultados mostraron un 
predominio de la infección con A. marginale tanto en bovinos 
como en garrapatas y las coinfecciones con otros patógenos 
no fueron persistentes en el tiempo. A pesar de la detección de 
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infecciones mixtas en algunos animales, todos permanecieron 
asintomáticos durante el estudio, lo cual nos permite hipote-
tizar interacciones negativas entre estos microorganismos, 
donde la presencia de uno suprime la virulencia del otro, o la 
ocurrencia del fenómeno de inmunidad heteróloga donde las 
especies menos patógenas dentro de las infecciones mixtas 
pueden estimular el sistema inmunológico del huésped, para 
desarrollar inmunidad contra las otras especies con patogeni-
cidad variable. (33) A pesar de la infección persistente por A. mar-
ginale en los bovinos estudiados, este patógeno no se detectó 
en todas las garrapatas R. microplus analizadas. Esto pudiera 
atribuirse a una baja carga microbiana presente en los anima-
les presumible porque permanecieron asintomáticos durante 
todo el experimento, lo que reduce la probabilidad de transmi-
sión exitosa del hospedero a las garrapatas. (34) Otro factor a 
considerar son las interacciones negativas que pudieran existir 
entre A. marginale y otros microorganismos que coexisten en 
el sitio de alimentación de la garrapata que podrían dificultar 
el proceso de adquisición de este patógeno. (35) Y, por último, 
la inmunidad de las garrapatas a la infección por A. marginale.

Las redes de coocurrencia mostraron diferencias significa-
tivas en la diversidad alfa de la comunidad microbiana de las 
garrapatas R. microplus colectadas en julio del 2020 (J-20) en 
comparación con las de marzo del 2021 (M-21). Sin embargo, 
no se observaron diferencias significativas entre las colectadas 
en J-20 y las de septiembre del 2020 (S-20). El análisis del índi-
ce de Bray-Curtis no reveló diferencias significativas en la com-
posición del microbioma de las garrapatas entre J-20 y S-20 
pero si ambos diferían del microbioma en M-21. Este análisis 
identificó 437 taxones, de los cuales el 67,7 % era compartido 
entre las comunidades a diferentes tiempos. Se encontraron 
1,60 % de taxones únicos en M-21; 0,92 % en J-20 y ninguno 
en S-20 (figura 1a). Estos cambios significativos entre las 3 
comunidades fueron en 20 taxones. Los géneros Murdochiella, 
Neisseria y Rickettsiales fueron los más abundantes en las co-
munidades de J-20 y S-20, mientras que Anaplasma, Cloacibac-
terium, Delftia y Frigoribacterium fueron los más abundantes en 
M-21. La abundancia relativa media de Anaplasma mostró ser 
significativamente mayor en M-21 comparada con J-20 y S-20 
(figura 1b). El aumento de la presencia de este patógeno en 
las garrapatas correlacionó con una reducción de la diversidad 
de la comunidad microbiana lo cual reduce su resistencia a la 
colonización de patógenos, reduciendo las interacciones trófi-
cas entre los taxones que impiden el dominio de un solo pató-
geno. (36) Por consiguiente, la presencia de Anaplasma crea un 
ambiente favorable en la comunidad microbiana para su propia 
colonización y la coinfección de otros patógenos lo que con-
cuerda con el resultado obtenido del análisis de la comunidad 
microbiana de I. scapularis infectada con A. phagocytophilum.

Los patrones de coocurrencia revelaron también el im-
pacto de Anaplasma en la estabilidad de la red, por una nota-
ble disminución de las asociaciones entre los miembros de la 
comunidad en el tiempo (figura 1c). La red microbiana en J-20 
mostró la mayor cantidad de taxones totales y conectados, 
mientras que la de M-21 tuvo la menor cantidad, mostrando 
variaciones topológicas de la red por una drástica disminu-
ción de la conectividad entre taxones dentro y entre los mó-
dulos. Observamos también una disminución de la presencia 
de módulos en las redes en S-20 y M-21 respecto a la red en 
J-20 que implica una pérdida de la estructura de la comunidad 
que unida a la pérdida de conectividad pudiera sugerir una 
pérdida de funciones o de vías metabólicas y el reforzamiento 
de otras que pueden facilitar la colonización de las especies 
patógenas que invaden dicha comunidad.

La conectividad local de Anaplasma en las redes microbia-
nas de los 3 puntos temporales reveló relaciones dinámicas 
ya que en J-20, mostró numerosas asociaciones directas con 
nodos que exhibían altos valores de centralidad pero su abun-
dancia fue inferior a la abundancia relativa media de todos los 
taxones descalificándolo como taxón clave. En la red de S-20, 
Anaplasma mostró principalmente asociaciones positivas, a 
excepción de una asociación negativa con Rickettsiella y mos-
tró una centralidad mayor en comparación con la red de J-20, 
aunque todavía con un valor de abundancia relativa media por 
debajo de la abundancia relativa promedio de todos los taxo-
nes. Notablemente, en la red de M-21, ya Anaplasma emergió 
como un taxón clave, formando un grupo o módulo indepen-
diente anidado en la red con una asociación positiva con otros 
7 nodos o taxones y Rickettsiella ya no se encontraba forman-
do parte de la red, posiblemente debido a una coexclusión cau-
sada por la interacción negativa observada en la red de S-20. 
Este resultado apunta a la posibilidad de manipular Rickettsiella 
para obstaculizar la colonización de Anaplasma.

A. marginale es más abundante en el estadio de 
ninfas de R. microplus y muestra una correlación 
negativa con el simbionte Coxiella

Según el resultado de las PCR a tiempo final a partir del 
ADN genómico de los diferentes estadios del ciclo de vida de 
R. microplus, CLE estuvo presente en el 100 % (43/43) de las 
muestras, mientras que A. marginale sólo estuvo en el 44 % 
(19/43). Este resultado es similar al del estudio usando la PCR 
de microfluidos en tiempo real, corroborando que no existe 
linealidad entre la infección de este patógeno en bovinos y 
garrapatas. La frecuencia de aparición de A. marginale varió 
entre las diferentes etapas del ciclo de vida de esta especie 
de garrapatas, siendo del 31 % (4/13) en las larvas, del 80 % 
(12/15) en las ninfas y del 20 % (3/15) en los adultos.
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Las secuencias crudas de ARNr 16S obtenidas fueron 
depositadas en el repositorio SRA, en el Bioproyecto PR-
JNA1034019. Las redes microbianas en la ontogenia de R. 
microplus mostraron que las ninfas tuvieron los niveles más 
altos en el número de especies en comparación con las larvas 
y los adultos (prueba de Kruskal-Wallis, p = 0,001 y p < 0,018, 
respectivamente) así como también en el índice de diversidad 
filogenética de Faith (prueba de Kruskal-Wallis, p = 0,0018 y 
p = 0,0029, respectivamente). Sin embargo, no se encontra-
ron diferencias estadísticamente significativas entre las co-
munidades microbianas de las larvas y los adultos (prueba de 
Kruskal-Wallis, p > 0,05). Las comparaciones de la diversidad 
beta indicaron diferencias significativas en la composición 

bacteriana de las comunidades entre larvas y adultos, ninfas y 
adultos y larvas y ninfas (PERMANOVA, p = 0,001, p = 0,001, y 
p = 0,002, respectivamente). También se encontraron diferen-
cias significativas en la dispersión beta (ANOVA, p = 0,001), 
lo que sugiere una alta variabilidad dentro de los grupos. En 
general, la diversidad del microbioma bacteriano fue notable-
mente diferente entre las ninfas y las otras etapas del ciclo de 
vida de R. microplus.

La composición de las redes microbianas en cada esta-
dio de vida reveló un total de 1038 taxones en las 3 etapas, 
de los cuales 726 taxones (69,8 %) fueron compartidos en 
todas las etapas. Se identificaron 1,4 % de taxones únicos 
en las larvas (15/1038 taxones); 5,2 % en ninfas (55/1038) y 

Fig. 1. A) diagrama de Venn comparando la composición de taxones en garrapatas recolectadas en los 3 momentos de muestreo. B) compara-
ción de la abundancia relativa de comunidades microbianas complejas dentro de R. microplus en el tiempo. Los taxones se agruparon en función 
de la abundancia relativa (calculada como valores transformados de clr). Cada columna representa los valores de clr para taxones bacterianos 
por muestra y por grupo. Cada línea representa taxones bacterianos con cambios significativos entre los conjuntos de datos. El color representa 
el valor de clr (rango de −15 a 15). C) redes de coocurrencia de J-20, S-20 y M-21. Los colores de los nodos se basan en la métrica de clase de 
modularidad y un color igual significa módulos de taxones coocurrentes. El tamaño de los nodos es proporcional a la centralidad del vector propio 
de cada taxón. Los colores en los bordes representan correlaciones fuertes positivas (azul) o negativas (rojo) (SparCC > 0,75 o < −0,75).
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4,0 % en adultos (41/1038) (figura 2). CLE y A. marginale fue-
ron taxones compartidos por todas las etapas, estando pre-
sentes en al menos una muestra de cada grupo. El análisis de 
abundancia relativa diferencial reveló cambios significativos 
en 60 taxones. Coxiella mostró una mayor abundancia que 
otros taxones en todas las etapas, mientras que Anaplasma 
fue muy abundante sólo en las ninfas lo que sugiere que las 
ninfas podrían jugar el papel más significativo en la transmi-
sión de este patógeno a hospederos no infectados.

Las redes microbianas de cada estadio de R. microplus 
mostraron cambios topológicos (figura 3). Hubo una reduc-
ción en el número de comunidades o módulos a medida que 
las garrapatas progresaban en su desarrollo. Paralelamente, 
hubo un aumento en la complejidad de la red, demostrado por 
el incremento en el número de bordes, el diámetro de la red y 
el grado promedio y ponderado de bordes por nodo a lo largo 
de las etapas consecutivas desde larva hasta adultos. En ge-
neral, la complejidad de la red microbiana aumentó conforme 

avanzaban las etapas de desarrollo, con un salto particular en 
la complejidad en la etapa de ninfa. Es notable que en todas 
las redes CLE y A. marginale se ubicaron en módulos distin-
tos. En la red de larvas, A. marginale estuvo presente en la 
tercera comunidad más grande (L3), mientras que CLE estu-
vo asociado con una comunidad más pequeña. En la red de 
ninfas, CLE se encontró en la comunidad más grande (N1), 
mientras que A. marginale se ubicó en la segunda comunidad 
más grande (N2). En la red de adultos, CLE fue prominente en 
la comunidad A1, mientras que A. marginale se identificó en 
comunidades más pequeñas.

En la red de ninfas A. marginale mostró una fuerte corre-
lación con Pseudoalteromonas, identificada como taxón cla-
ve. Interesantemente ningún taxón estuvo consistentemen-
te conectado con A. marginale en todas las etapas de la vida 
de R. microplus, mientras que CLE estuvo consistentemente 
conectado con Bacillus. En la red de la etapa de larvas, A. 
marginale mostró menos conexiones en comparación con 

Fig. 2. a) Diagrama de Venn que muestra la composición de taxones para cada estadio del ciclo vital de garrapatas R. microplus. Los números 
representan los taxones encontrados en cada conjunto de datos y los compartidos entre los grupos. b) Comparación de la abundancia relativa 
de comunidades microbianas complejas dentro de las etapas del ciclo vital de R. microplus. Cada columna representa los valores clr para los 
taxones bacterianos por muestra y por grupo. Cada línea representa los taxones bacterianos con cambios significativos entre los conjuntos de 
datos. Los colores representan el rango de valores clr desde -10 (azul) hasta 10 (rojo)
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CLE. En la red de ninfas, tanto A. marginale como CLE mos-
traron un aumento en las asociaciones en comparación con 
la etapa de larvas y en la red de adultos, las conexiones de 
A. marginale disminuyeron, mientras que CLE mantuvo un 
alto nivel de conectividad. Curiosamente en las ninfas, A. 
marginale y CLE mostraron una asociación negativa directa 
entre ellos sugiriendo una relación de competencia. Tales 
interacciones competitivas podrían impactar significativa-
mente la dinámica de transmisión de otros patógenos. Por 
otra parte, tanto A. marginale como CLE aparecieron conec-
tados directamente a taxones clave en la red de las ninfas. 
Específicamente, A. marginale interactuó positivamente con 
7 taxones clave, mientras que CLE interactuó negativamente 
con 6 de ellos. A pesar de esta presencia variable de A. mar-
ginale en las etapas de desarrollo de las garrapatas R. micro-
plus, se observó su notable influencia en la complejidad de 
la red, especialmente en la etapa de ninfas, donde apareció 
involucrada en interacciones microbianas estructuradas, 
desafiando la hipótesis inicial de un patrón no anidado y 
puramente dinámico que se esperaría de una bacteria pa-
tógena adquirida, cuya presencia debería estar fuertemente 
influenciada por factores como la variable de exposición de 
las garrapatas al patógeno, la resistencia a la colonización y 
la respuesta inmune del vector.

Por otro lado, nuestros resultados confirman la presen-
cia ubicua de CLE en todas las etapas de desarrollo de R. 
microplus con una organización estructurada en sus inte-
racciones formando un grupo central de taxones y un pa-

trón anidado en el microbioma como reflejo de una relación 
estable y coevolutiva respaldando una relación mutualista 
en correspondencia a su condición de endosimbionte. (37) 
De hecho, se ha descrito que CLE proporciona vitaminas B 
esenciales y cofactores críticos para el desarrollo, la fecun-
didad y el metabolismo de las garrapatas. (38)

La detección de CLE en el 100 % de las muestras estudia-
das, su asociación negativa con A. marginale en la red de ninfas 
y la relativa baja tasa de infección por A. marginale observada 
en las garrapatas estudiadas, sugieren que CLE podría inhibir 
la infección por A. marginale en R. microplus, bajo la influencia 
de determinados factores bióticos o abióticos. Más allá de la 
provisión de nutrientes, los simbiontes mutualistas también 
pudieran conferir protección contra patógenos mediante me-
canismos que pueden involucrar la inmunomodulación, don-
de los simbiontes protectores preparan al sistema inmune del 
artrópodo para producir continuamente bajas cantidades de 
péptidos antimicrobianos, inhibiendo así la multiplicación de 
otros microbios (8, 39). Otros mecanismos involucrados pudie-
ran ser la competencia por recursos, la interferencia directa o 
los efectos de prioridad. (37)

La eliminación del nodo de CLE en las comunidades mi-
crobianas de cada estadio de R. microplus causó una mayor 
reducción en el número de nodos conectados que la elimina-
ción de A. marginale lo que demuestra que CLE tiene un rol 
crítico en el mantenimiento de la integridad y conectividad de 
la red y es un conector central dentro del microbioma de estas 
garrapatas y los nodos o taxones que estaban conectados a 

Fig. 3. Dinámica de las comunidades microbianas de R. microplus a lo largo de las etapas de su ciclo vital. Red de co-ocurrencia de las etapas 
de larva (A), ninfa (B) y adultos (C). Los colores de los nodos se basan en la métrica de clase de modularidad, y el mismo color indica módulos 
de taxa que co-ocurren. Los colores en los bordes representan correlaciones fuertes positivas (azul) o negativas (rojo) (SparCC > 0.50 o < -0,50; 
respectivamente). Los puntos negros representan el taxón Anaplasma y los puntos blancos el taxón Coxiella. (L1–3), (N1–3) y (A1–3) indican los 
3 módulos principales en la red de las larvas, las ninfas y los adultos, respectivamente
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él, probablemente sean dependientes, ya sea directa o indirec-
tamente por simbiosis nutricionales. (40) Esta simbiosis mu-
tualista, por tanto, es crucial para la supervivencia tanto del 
microbio como de la garrapata, y por consiguiente ocurre una 
anidación estable en la comunidad microbiana, lo cual fue 
validado por nuestros resultados que mostraron una relación 
recíproca entre CLE y A. marginale, en la que la eliminación de 
un taxón influye en la posición del otro dentro de la estructura 
modular de las redes microbianas.

La resiliencia de las redes ante perturbaciones mostró 
que los ataques dirigidos llevaron a una pérdida de conectivi-
dad más rápida que los ataques aleatorios, siendo la elimina-
ción en cascada la que tuvo el impacto más significativo. La 
proporción de nodos que se necesitan eliminar para inducir 
una pérdida del 80 % de la conectividad aumenta a medida 
que avanzan las etapas de vida de R. microplus, lo que indica 
que las redes son más robustas a medida que R. microplus 
se desarrolla. En la red de larvas, se requirió la eliminación de 
una fracción menor de nodos para alcanzar una pérdida del 
80 % de la conectividad luego de eliminar los nodos corres-
pondientes a A. marginale o CLE. Para la red de las ninfas, 
la eliminación de nodos tuvo menor impacto sobre la conec-
tividad de la comunidad cuando CLE estaba presente. En la 
red de adultos, la eliminación de A. marginale resultó en una 
menor fracción de nodos necesarios para alcanzar una pérdi-
da del 80 % de conectividad en comparación a cuando A. mar-
ginale estaba presente lo que indica que en esta condición la 
presencia del patógeno le confiere robustez a la comunidad. 
Estos resultados sugieren que A. marginale puede jugar roles 
variados en los diferentes estadios del ciclo de vida de esta 
especie de garrapatas.

Conclusiones

Nuestro estudio corrobora que las comunidades micro-
bianas dentro de las garrapatas son consorcios complejos, y 
la presencia de patógenos las modifican para facilitar su esta-
blecimiento y su trasmisión a hospederos no infectados. Las 
comunidades microbianas de R. microplus expuestas a la pre-
sencia de A. marginale en el tiempo, mostraron que el patógeno 
pasó de tener conexiones diversas iniciales a ser un taxón clave 
que induce una disbiosis y cambia las interacciones dentro de 
la comunidad probablemente para la creación de un ambiente 
favorable que facilite su colonización dentro de la garrapata. Su 
mayor presencia en el estadio de ninfas, subraya la importancia 
potencial de dirigir las estrategias de control de la trasmisión 
de esta enfermedad hacia esta etapa de desarrollo de R. micro-
plus. Estos resultados constituyen estudios pioneros en Cuba 
y aportan nuevos datos sobre la interacción de un agente pa-
tógeno como A. marginale con la microbiota de la especie de 

garrapatas que lo trasmiten. La identificación de taxones clave 
dentro de la comunidad como CLE y Rickettsiella que interac-
cionan negativamente con A. marginale y la interacción positiva 
con taxones como Pseudoalteromonas constituyen el primer 
paso para una futura manipulación del microbioma como una 
estrategia eficaz para controlar la propagación y el desarrollo 
de Anaplasmosis bovina.
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