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Resumen.

Se han colectado mensualmente todos los estadios activos de la garrapata Ixodes ricinus en dos
lugares en el norte de Espafia entre los afios 2000 y 2007. Se ha usado la acumulacién percentil
mensual de cada estadio activo para desarrollar correlaciones simples y coherentes entre la
acumulacién de larvas y ninfas en la vegetacién con los datos mensuales del clima y la vegetacion
registrada por la serie de satélites MODIS. Estos datos incluyen la temperatura mensual y
acumulada y el indice normalizado de vegetacion (NDVI). Este marco estadistico no pretende
predecir la abundancia real de garrapatas en el campo (medida de la exposicién para humanos)
sino proporcionar una estructura para abordar la fenologia de la garrapata. Este estudio
demuestra que la acumulacion de larvas es una funcién sigmoidea de la temperatura acumulada
desde el comienzo del afio. También se demuestra que la temperatura acumulada necesaria
para reclutar ninfas desde la etapa larval es una funcién de la actividad de las larvas, de la
temperatura acumulada y el NDVI. Los bajos valores de “p” obtenidos en las regresiones
confirman que dicho reclutamiento puede calcularse utilizando intervalos de tiempo para
estimar, por ejemplo, el comienzo del periodo de busqueda o la época del afio en que se puede
esperar el maximo de poblacidn ninfal. El modelo es coherente porque la comparacion entre las
temperaturas acumuladas pronosticadas y reales para el reclutamiento de larvas y ninfas tuvo
un error promedio de 20 dias en un afio completo. El uso de la temperatura acumulada y el
NDVI, propuestos en este estudio, abren la posibilidad de predecir la fenologia de I. ricinus como
medida basica de auto-proteccién en humana. El marco que se propone en este estudio podria

evaluar las mismas correlaciones a lo largo del rango geografico de la garrapata.
Abstract.

Monthly collections of every questing active stage of the tick Ixodes ricinus tick were carried out
in two places in the northern Spain area between 2000 and 2007. The monthly percentile
accumulation of every active state is used to develop simple and coherent correlations between
the larvae and nymphs accumulation on the vegetation and the MODIS-derived monthly climate
and vegetation data. These data include temperature, monthly-accumulated temperature and
the normalized difference vegetation index (NDVI). This statistical context does not claim to
predict the actual number of ticks in the vegetation (a measure of human exposure) but to set
a structure to deal with the tick phenology. The study proves that the larval accumulation is a
sigmoid function of accumulated temperature from the beginning of the year. It also proves that
the accumulated temperature required to recruit nymphs from the larval state is a function of
larval activity, accumulated temperature and NDVI. The low “p” values obtained in regressions

support that the recruiting of nymphs can be obtained using time lapses to estimate, i.e. the



beginning of the search cycle or the time of the year to expect the maximum nymph population.
The model is consistent because the comparison between the predicted and the true
accumulated temperatures had a 20 days average error in a whole year. The use of accumulated
temperature and NDVI suggested in this study open the possibility to predict the phenology of /
ricinus as a basic measure of human self-protection. The framework of this study could evaluate

the same correlations along the tick geographical range.



Introduccion.

Las garrapatas son acaros, una subclase de los ardcnidos, agrupados en el suborden Ixodida.
Existen 4 familias de garrapatas. Las Ixodidae, conocidas como garrapatas duras (Ixodidae),
blandas (Argasidae), mas la considerada como “fésil viviente” (Nuttalliellidae), con una Unica
especie que se considera un eslabdn perdido en la evolucién de estos pardsitos hematofagos
(Mans et al.,, 2016). Se ha reconocido recientemente una cuarta familia, Deinocrotonidae
(Penalver et al., 2017) representada hasta la fecha por un solo ejemplar fésil conservado en

ambar birmano de alrededor de 90 millones de afios de antigliedad.

El ciclo vital de los Ixodidae estd compuesto por 4 estadios, que consisten en el huevo, del cual
eclosionaran las larvas, que mudaran a ninfa y adulto. A este ciclo también se le llama ciclo de 3
hospedadores ya que cada estadio debe encontrar un hospedador e ingerir sangre para poder
mudar al préximo estadio. Las larvas parasitan normalmente a pequeiios mamiferos o reptiles.
Una vez repletas de sangre se desprenden de su hospedador y caen al suelo para realizar la
muda a ninfa. Las ninfas repetiran este mismo proceso de alimentacién y muda, pero en este
caso sus hospedadores pueden ser también grandes mamiferos. En la mayoria de las especies la
fecundacién de los adultos se produce sobre el hospedador. Una vez que la hembra esté repleta
de sangre (la cual puede llegar a ingerir hasta 100 veces su peso en sangre aumentando
notablemente su tamafio) cae al suelo para realizar la puesta de huevos, cuyo numero oscila
entre 1500 y 16000 segun el género de la garrapata. Finalmente, tras la puesta de huevos, la
garrapata muere. La duracion de todo este proceso es variable, oscilando entre 1 y 5 afos,
dependiendo de las condiciones climaticas, abundancia de hospedadores, o las peculiaridades

de la especie de garrapata (Estrada-Pefia, 2015).

Los ixddidos buscan a sus hospedadores de forma pasiva entre la vegetacidn, en la que realizan
una serie de ciclos de ascenso y descenso para mantener su balance hidrico, siempre que la
temperatura esté por encima de un umbral critico de activacidn. Todo el proceso estd influido
por la temperatura y humedad. En primavera, con una temperatura media, una humedad
adecuada y el correspondiente incremento del fotoperiodo, las garrapatas esperan al
hospedador en las porciones mas altas de la vegetacién. Seglin aumentan la temperatura y
disminuye la humedad, la garrapata desciende para recuperar el balance hidrico perdido. Si en
invierno no han encontrado hospedador, entran en diapausa por el corto fotoperiodo y las bajas
temperaturas. En resumen, la mayor parte del ciclo vital de estos pardsitos depende en gran
medida del clima, ya que son las condiciones de fotoperiodo temperatura y humedad las que

condicionan su actividad (de la Fuente al.,2008; Gray et al., 2016).



Las garrapatas suponen un importante riesgo para la salud humana y animal, ya que son los
artrépodos hematdéfagos que pueden transmitir una mayor variedad de agentes patdgenos,
principalmente virus y bacterias, ademas de protozoos y otros parasitos (Estrada-Pefia, 2015b).
Es necesario indicar que producen toxinas durante su alimentacién y que una parasitacion grave
deriva en una seria anemia, asi como otros trastornos derivados de la diversidad de proteinas

que inoculan con su saliva para completar su alimentacion (de la Fuente et al., 2008).

Ixodes ricinus es la especie de mayor interés sanitario en Europa (Medlock et al., 2013). Es el
vector demostrado de las especies de bacterias del grupo Borrelia burgdorferi s.l., los agentes
etioldgicos de la borreliosis de Lyme. También es el vector de diferentes Flavivirus, que causan
las Encefalitis transmitidas por garrapatas (TBE), mas comunes en el norte y este de Europa.
Ixodes ricinus es también el vector de Anaplasma phagocytophilum, de Babesia divergens, de
varias especies de Rickettsia y de Neoehrlichia michuriensis. Todos estos agentes han
demostrado tener acciones patégenas en los humanos. Muchas de estas enfermedades se
consideran emergentes, ya que en las Ultimas décadas ha aumentado la incidencia de casos por
multiples factores como el cambio climatico, el auge de las actividades al aire libre, o los cambios

en el uso del suelo (Rizzoli et al., 2014).
Justificacion y Objetivos.

Las autoridades sanitarias europeas recomiendan la autoproteccion contra las garrapatas como
la Unica medida adecuada para evitar la transmisidn de agentes patégenos por garrapatas a los

humanos (https://ecdc.europa.eu/en/tick-borne-diseases, pagina visitada en mayo de 2018).

Sin embargo, también se reconoce que es necesaria una herramienta preventiva adecuada que
permita obtener estimaciones de la abundancia de garrapatas en el campo, o al menos, una
aproximacion de los momentos de mayor riesgo. Este planteamiento se basa en el hecho de que
las variables climaticas constituyen la principal (si no la Unica) fuente de variabilidad inter-anual
y de acumulacién de garrapatas en la vegetacion (Estrada-Pefia et al., 2004; Gray, 2008; Perret
et al., 2000). Los muestreos de campo pueden ser orientativos, pero es necesario obtener a
partir de ellos un modelo generalista que permita obtener tales estimaciones. Aunque se han
hecho algunos avances en este campo (Daniel et al., 2015), nunca se han integrado largas series
de muestreos de garrapatas en el campo con datos de clima registrados por satélites. Estos
constituyen la fuente mas fiable y con mayor periodicidad del registro climatico, y deberian ser

el paradigma alrededor del cual elaborar un modelo de riesgo por garrapatas.

El objetivo de este estudio es crear un modelo de prediccion de la abundancia de las ninfas de /.

ricinus a partir de datos mensuales de campo tomados durante 9 afios de muestreos en dos



lugares diferentes de Espafia, y utilizando datos de clima y de vigor vegetal (el indice NDVI)
procedentes de registros de los satélites de la serie MODIS. Se ha elegido el estadio ninfal de I.
ricinus porque es el que parasita en mayor proporcién a los humanos. Se ha pretendido construir
un modelo simple, basado en regresiones multiples, que sea de aplicacion a diferentes lugares
en Europa, una vez que las largas series de datos de campo necesarias estén accesibles, para
comprobar su validez como una herramienta de ayuda a la auto-proteccion en humana. Este
estudio pretende proponer un modelo estadistico simple que explique cémo se recluta la
poblacién de ninfas de . ricinus en el campo, bajo condiciones reales, para, de esta forma,
explicar las relaciones del clima con la actividad de las garrapatas y la exposicién de los humanos

a las mismas.
Material y Métodos.
1. Muestreos de garrapatas en el campo.

Para el desarrollo del modelo de riesgo por ninfas de /. ricinus, se realizaron muestreos de campo
para averiguar la abundancia de garrapatas, datos sobre los que se ajustaron posteriormente
los datos climdticos. Los muestreos se realizaron en 2 lugares diferentes del norte y centro de
Espafia, en los que los valores invernales de clima son diferentes, y por ello cabia esperar una
dinamica estacional distinta. El primer sitio de muestreo se encuentra en el Pirineo Oscense
cerca del Monasterio de San Juan de la Pefia (42230’N, 0241’W). En este punto se muestred
desde enero del afio 2000 hasta noviembre de 2006. El segundo sitio de muestreo se encuentra
en La Rioja, en la Sierra de Cameros, concretamente en la zona del Camero Nuevo (42206’N,
2941’W). En este lugar se muestreé desde enero de 2001 hasta diciembre de 2007. Los
muestreos se realizaron una vez al mes durante los periodos citados previamente, su duraciéon
fue de media hora, en dias sin lluvia y a media mafiana. Los muestreos se realizaron siempre por
las mismas personas entrenadas para evitar sesgos. Para realizar estos muestreos se empled el
Ilamado “método de la bandera”, en el cual se extiende una tela blanca de 1 metro cuadrado,
mientras se camina lentamente, y se recogen las garrapatas que se hayan prendido a la tela.
Conociendo la distancia recorrida (aproximadamente unos 300 metros en los 30 minutos de
muestreo) se puede calcular la densidad de garrapatas por hectarea. Aunque en los muestreos
se colectaron los tres estadios activos de [. ricinus, solamente se han modelado los datos
correspondientes a las ninfas. De cualquier forma, también se ha trabajado sobre los datos de
reclutamiento de las larvas, como una de las medidas necesarias para poder predecir el
comportamiento de las ninfas. El concepto de “reclutamiento” indica la incorporaciéon de
ejemplares activos en la vegetacidn, bien porque han terminado la muda o bien porque se han

activado por las temperaturas después de la diapausa invernal. Dado que la poblacién de ninfas



procede de la muda de las larvas alimentadas, el reclutamiento de las ninfas dependera, ademas
del clima reinante, del momento del afio en el que las larvas estan activas. Por otro, los adultos
de I. ricinus son escasos, por lo que su densidad puede originar problemas estadisticos a la hora
de elaborar los modelos. Sin embargo, se han utilizado los datos de reclutamiento de las larvas

para mejorar el modelo de las ninfas.

Los datos sobre la densidad de garrapatas se escalaron a la fraccion mensual de ninfas (AMN), y
la fraccion acumulada de ninfas (A-AMN) que se entiende como el sumatorio del incremento
mensual de la poblacidn de ninfas, por cada mes, afio y sitio de estudio, para normalizar la
variabilidad entre afios y sitios y para estimar el inicio, los maximos y el final de la temporada de
actividad. Por lo tanto, siendo N el nimero total de larvas o ninfas recogidas en el afio 'y', en el

sitio 's', el valor escalado de N en el mes m tiene la forma

m 12
AML (m,y,s) = 2 L{i,y,s} + 2 L{i, y, s}
i=1 i=1

m 12
AMN (m,y,s) = 2 N{i,y, s} + 2 N{i, y,s}
i=1 i=1

En este estudio, utilizaremos tanto AMN como A-AMN, observadas en un mes, afio y lugar
determinados, como datos de entrada para analisis estadisticos con las variables ambientales
detectadas remotamente. El objetivo es obvio: se trata de poder predecir tanto la densidad de
ninfas esperada en un mes del aio, a partir de los datos de clima de ese mes, y de los meses
anteriores, como el porcentaje de la poblacion de ninfas (A-AMN) que ya ha estado activo en los
meses anteriores, y que representa el “reclutamiento” de la poblacién completa de ninfas
activas. Este segundo pardmetro permite conocer si la época de riesgo para los humanos, en un
territorio determinado “ya ha terminado” pues el total de la poblaciéon de ninfas ha sido

reclutado por las condiciones climaticas reinantes.
2. Datos de clima.

Como se ha mencionado, los datos de clima se han obtenido a partir de registros de los satélites
de la serie MODIS. En primer lugar, fue imposible la utilizaciéon de datos de clima procedentes
de casetas de registro de la red climatoldgica nacional, debido a su lejania a los lugares de
muestreo (y por lo tanto no reflejando las condiciones reales de clima en el punto de muestreo)
y debido a que las garrapatas desarrollan su actividad en los primeros 50-80 centimetros de la

vegetacidn, mientras que las casetas climaticas registran datos a dos metros de altura (segun



condiciones oficiales de registro). Sin embargo, los registros de satélite no estan tampoco
exentos de variabilidad, debido a la presencia de nieve, hielo y nubes que producen los llamados

“pixeles contaminados”, los cuales se pueden procesar y eliminar adecuadamente.

Se ha utilizado la temperatura de la superficie terrestre durante el dia y la noche y el Normalized
Difference Vegetation Index (NDVI) registrado por la serie de satélites MODIS. El NDVI es un
indice que evalua el vigor vegetal, y que se ha venido utilizando como un indicador adecuado de
la humedad relativa en el territorio. Se descargaron los productos mensuales de los conjuntos
de datos MOD11C3, MYD11C3, MOD13C1 y MYD13C1 (versién 5) en la serie MODIS para los
afios 2000 a 2007 (en el repositorio oficial accesible en
https://lpdaac.usgs.gov/dataset_discovery/modis/modis_products_table). Los datos MOD11C3
y MYD11C3 incluyen la temperatura de la superficie terrestre durante el dia (LSTD) y la
temperatura de la superficie terrestre durante la noche (LSTN) de los satélites Terra y Aqua (solo
después de 2002 para la serie Aqua), respectivamente, mientras que MOD13C1 y MYD13C1
incluyen mediciones de NDVI de ambos satélites. Cada satélite traza una ruta orbital Unica sobre
la region de estudio, lo que origina estimaciones ligeramente divergentes de las variables diarias.
La resolucién espacial nominal del conjunto de datos es de 0.052 (~ 5800 m). Las imagenes se
recortaron de acuerdo con el drea geografica de la regidn de estudio y las mediciones se
convirtieron en grados Celsius para LSTD y LSTN y un rango comun para NDVI (- 1 a +1) (MRT
User's Manual, 2011). Los indicadores de calidad se corrigieron eliminando los pixeles
identificados por MODIS como de baja fiabilidad de pixeles debido a nubes, nieve o mediciones
nulas o no validas y que podrian afectar los valores de LSTD, LSTN o NDVI. Este procedimiento
aseguré que solo los pixeles grabados de forma éptima se usaran para el estudio. El conjunto
completo de datos de temperatura y vegetacidn se convirtié en valores promediados

mensuales, porque esta es la unidad de tiempo utilizada para las muestras de campo.

Todo el procesado digital de imagenes se desarrollé en el software qGIS (http://qggis.org, visitada
en febrero de 2018) que permite tanto el procesado de imagenes raster como la transferencia
de datos a datos vectoriales. En nuestro caso, esta capacidad es esencial, pues es preciso
“transportar” los datos de temperatura y NDVI a los puntos en los que se realizaron los
muestreos, y obtener asi una tabla de variables explicativas de la variable de campo (el nimero

de garrapatas capturadas).
3. Estadistica

Para la confeccidn de los modelos de este estudio se ha empleado un método estadistico

Ilamado regresién lineal multiple. En una regresidn lineal se sigue una ecuacion del tipoy =a +



bx en el que sdélo existe una variable independiente (y) y otra dependiente (x) La regresion
multiple se utiliza cuando se quiere estudiar la posible relacién entre diferentes variables
independientes (predictivas o explicativas) y otra variable dependiente (criterio, explicada o
respuesta). En este caso queremos estudiar el nimero de garrapatas activas en el campo, el cual
consideramos como hipdtesis que puede estar relacionado con la temperatura del suelo o la
humedad relativa del suelo (evaluada en base al NDVI). Por tanto, una regresién multiple
seguiria un modelo del tipo y = a + bx;+cxa+dxs... ecuacion en la que “y” seria el nimero de

garrapatas activas en el campo, mientras que bxi, cx,, dxs... serian las variables independientes

procedentes de los datos climaticos satelitales.

Es obvio que existen otros métodos estadisticos que pueden proporcionar un mejor ajuste o
quizds elaborar un modelo mas robusto. Entre las técnicas mas usadas recientemente se
encuentran las redes neurales, los arboles de regresiéon o las llamadas “support vector
machines” que producen normalmente mejores resultados que una regresién multiple. Sin
embargo, se trata de modelos complejos, en los que en algunas ocasiones se diluye el significado
ecolégico de las variables explicativas. Por otro lado, tales modelos suelen ser de escasa utilidad
fuera de los datos con los que han sido ajustados. Es decir, son capaces de predecir
adecuadamente la serie de datos a estudiar, pero necesitan de nuevos ajustes cuando se aplican

a nuevas series de datos.

La estadistica de este estudio se ha realizado entre todas las variables procedentes de los dos
satélites Terra y Aqua, con los datos de temperatura diurnos y nocturnos, junto con los datos de
NDVI de ambos satélites (diurnos y nocturnos) para cada uno de los puntos de muestreo. En
cada caso, se ha pretendido explicar tanto la fraccidn percentil de ninfas (AMN) como el valor
percentil acumulado, como se ha explicado mas arriba. El procesamiento estadistico se ha
realizado en el software JMP versidn 9 (Instituto SAS). Se ha buscado el mejor modelo basado
en el Criterio de Informacién de Akaike (AIC), que se basa en producir el mejor ajuste utilizando
el menor nimero y la mejor combinacion de variables climaticas. Todas las variables explicativas
se han utilizado de forma Unica y simple (sin términos cuadraticos) para no afiadir redundancia
al modelo. Es sabido que esta recursividad en la introduccién de las variables mejora los
modelos, al coste de la redundancia en la inclusion de variables auto-correlacionadas. Como se
ha mencionado antes, es importante conocer cuando esta activa la poblacién de larvas, con
objeto de tener una mejor aproximacion al momento de actividad de las ninfas (Randolph et al.,
2002). Por ello, y aunque el objetivo principal de este estudio no es la obtencién de un modelo
para las ninfas, también se comprobd la influencia de la temperatura (real y acumulada) en el

reclutamiento de las larvas, como una variable mas a incluir en los modelos de actividad de las



ninfas. Las variables detectadas como adecuadas para explicar la abundancia de garrapatas se
han identificado mediante el valor de “p”, y la bondad del ajuste del modelo mediante su

coeficiente de determinacién de Spearman.
Resultados
1. Datos reales de fenologia

Aunque los modelos se han realizado con el estadio de ninfa de . ricinus, se ha incluido Ia
fenologia completa de todo el ciclo vital de la garrapata, entre los aflos 2000 y 2007, en las zonas
de muestreo. Las graficas en la Figura 1 muestran la abundancia relativa (percentil) de las larvas,
ninfas y adultos capturados en Pirineos (A) y Rioja (B) como porcentaje del total de la poblacion
de individuos, para normalizar los resultados. Estas graficas indican varios hechos de interés que

se repiten de forma constante en todos los afios de muestreos:

- Llas larvas aparecen siempre a mediados del verano, después del reclutamiento de las
ninfas, lo que indica que las larvas presentes en un afio, dardn lugar a las ninfas activas
al afio siguiente, y no al contrario.

- Las ninfas tienen siempre un pico de actividad en la primavera, que puede ser Unico
(unimodal) en los Pirineos o doble (bimodal) en Rioja. En otras palabras, las larvas que
aparecen activas en Rioja durante el verano, son responsables de la cohorte de ninfas
en el otofio del mismo afo, solamente en Rioja. El patrén bimodal de actividad de las
ninfas aparece en Pirineos exclusivamente en los afios 2000 y 2005.

- Los maximos de actividad ninfal en Rioja son variables, no aparecen siempre en fechas
semejantes, y puede haber varios meses de diferencia entre unos afos y otros. De la
misma forma, el maximo de actividad en primavera puede ser mayor que el de otofio
en algunos afios, 0 menor, en otros.

- Los adultos estan activos practicamente durante todo el afo, con mdximos en otofio-

invierno.

Es preciso mencionar que el maximo reclutamiento del estadio larvario (cerca del 100%) se
produce casi siempre en el mes de septiembre, apareciendo en algunos afios en octubre. Sin
embargo, en Rioja, la acumulacidén completa de larvas reclutadas se observa en el mes de
octubre (100%) en todos los afios. Como se ha mencionado, los adultos tienen una actividad
muy variable, y no se observa un patrén claro. La disminucidn de horas luz durante el otofio y el

invierno no interfiere en su actividad.

2. Datos de temperatura y NDVI.
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La Figura 2 incluye los datos de temperatura registrados y procesados para este estudio, tanto
para la serie de datos diurnos (LSTD) como nocturnos (LSTN) y para los dos satélites usados
(Terra y Aqua) indicados como grados Celsius acumulados por meses (la unidad temporal de
trabajo en este estudio). Puede comprobarse la obvia diferencia entre los valores diurnos y
nocturnos, pero, de mayor interés, la diferencia entre los dos satélites para registrar cada una
de las series de valores. Debido a la serie de lanzamientos, los dos satélites no estaban
operativos en las mismas fechas, por lo que las series comparativas comienzan a partir del afio
2002. De cualquier forma, como dato mas significativo, resulta obvio que la zona de muestreo
en Rioja es mas fria que la zona de Pirineos. Aunque los datos de verano son semejantes para
las dos zonas, el invierno en Rioja es mas frio y ligeramente mas largo en algunos afios. El satélite
Aqua casi siempre registrd datos mayores de temperatura que el satélite Terra, debido a que

sus horas de paso sobre Espafia se producen en momentos diferentes.

La Figura 3 muestra los valores de NDVI (vigor vegetal o unidades de actividad fotosintética) para
los dos lugares y afios de muestreo, exclusivamente con el sensor Terra. Es de destacar que el
valor de NDVI es siempre mayor en el Pirineo, y que la depresidén observada durante el otofio e
invierno, con la disminucion de los valores de NDVI es siempre mucho mas pronunciada en Rioja.
Este hecho puede ser debido a dos factores: (a) la mayor presencia de nieve en Rioja que
contamina pixeles durante mas tiempo y produce estimaciones de NDVI mas bajas (factor que
descartamos debido a que no se observa en las series de temperaturas) o (b) la existencia de
arboles caducifolios en Rioja (fundamentalmente Quercus spp.) y perennes en Pirineos
(fundamentalmente Pinus spp. y Abies spp.) que provoca la pérdida de hoja en los primeros

disminuyendo profundamente el valor de las mediciones de NDVI.
3. Datos de modelo y su ajuste a los datos reales

La Figura 4 muestra el reclutamiento de la poblaciéon de larvas en funcién de la temperatura
acumulada, expresado como el percentil de la poblacién de larvas de I. ricinus. Se observa que
ese crecimiento sigue en todos los casos una curva sigmoidea saturada, y que este
comportamiento se repite en los dos puntos de muestreo. Los datos modelados se explican

mediante los datos de la Tabla 1.

Tabla 1. Ecuaciones de regresién lineal que describen la acumulacion en percentiles de las larvas
de I. ricinus en la vegetacién como una funcién de la temperatura diurna acumulada, registrada
por el sensor Terra. Se muestran los resultados de forma independiente para ambos lugares de
captura, asi como integrados en una sola ecuacién para mostrar que el modelo es aplicable a

ambos lugares independientemente de los datos con los que se entrene.
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Sitio Término Estimacion Valor P
Pirineos T. independiente -6.5852 <0.0001
LSTD acumulada (Terra) 0.0024 <0.0001
Rioja T. independiente -8.1455 <0.0001
LSTD acumulada (Terra) 0.0027 <0.0001
Pirineos+Rioja T. independiente -6.9921 <0.0001
LSTD acumulada (Terra) 0.0024 <0.0001

La regresidn para el cdlculo de la fraccion acumulada de larvas en la vegetacidon frente a la

temperatura se muestra en la Tabla 1. La mejor correlacién se obtuvo utilizando solo una

variable, la LSTD acumulada del sensor Terra (Pirineos: R* = 0,91, P <0,0001; Rioja : R>= 0,93, P

<0,0001; sitios combinados: R? = 0,91, P <0,0001). La inclusién de otras variables (por ejemplo,

temperatura mensual no acumulada o NDVI) no mejord la regresion, lo cual indica que el

reclutamiento de las larvas en la vegetacion es una funcién directa de la temperatura acumulada

a lo largo del afio.

Tabla 2. Importancia de las variables que describen la fraccién acumulada de ninfas de . ricinus

en la vegetacion, como funcidn de la fraccion acumulada de larvas y de los datos climaticos

registrados mediante satélite. Se incluyen como variables el lugar de muestreo y el afio como

efectos sobre las regresiones.

Término T-Ratio Valor P
Fraccién acumulada de larvas -7.41 <0.0001
LSTD acumulada (Terra) -1.15 0.116
LSTD acumulada (Aqua) 5.57 <0.0001
NDVI acumulado (Terra) 46.23 <0.0001
NDVI acumulado (Aqua) 0.98 0.105
Afio 1.04 0.109
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Sitio de muestreo -1.98 0.098

Las variables que describen la temperatura acumulada necesaria para "desarrollar"
(mudar+activar) la poblacion de larvas segun los datos registrados en el afio "y" hacia una
fraccion de ninfas en el afio "y + 1" se incluyen en la Tabla 2. Tanto el NDVI de Aqua como el
LSTD de Terra tienen una discriminacion pobre, asi como las variables 'afio' y 'sitio'. Tanto el
NDVI acumulado de Terra y los valores mensuales (es decir, no acumulados) de LSTD de Aqua
son las mejores variables. El mejor conjunto de variables es LSTD mensual derivado de Aqua,
NDVI mensual acumulado derivado de Terra y la fraccidn de larvas ya reclutadas. Los valores de
R? para los Pirineos y Rioja fueron de 0.99 y 0.91, respectivamente (P <0.0001 en ambos casos).
Cuando los datos de ambos sitios de recoleccidn se usaron juntos para la regresion multiple, el
valor de R* fue 0,99 (P <0,0001). La Tabla 3 proporciona los coeficientes de las regresiones para

los tres conjuntos de datos.

Tabla 3. Ecuaciones de regresién que describen la fraccién acumulada escalada de las ninfas de
en lavegetacion en funcién de la temperatura diurna acumulada (LSTD) del sensor Aqua, el NDVI
acumulado (Terra) y los valores de LSTD del mes de estudio. Los resultados de los dos sitios de
recoleccidn (Pirineos y Rioja) se muestran por separado, y se combinan también en una sola
ecuacion para demostrar la validez del método empleado para predecir la acumulacidn de ninfas
en una region, aunque se entrenen los modelos con datos de la otra. Los resultados a incluyen

los modelos con el valor mas bajo del criterio de informacién Akaike como una medida del mejor

modelo.
Sitio Término Estimacion Valor P
Pirineos T. independiente 733.646 <0.0001
Fraccién acumulada de larvas -10.495 <0.0001
NDVI acumulado (Terra) 665.855 <0.0001
LSTD (Aqua) 0.462 0.0105
Rioja T. independiente 1647.795 <0.0001
Fraccién acumulada de larvas -21.072 <0.0001
NDVI acumulado (Terra) 336.364 <0.0001
LSTD (Aqua) 1.105 <0.0001
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Pirineo+Rioja T. independiente 721.843 <0.0001
Fraccién acumulada de larvas -15.351 <0.0001
NDVI acumulado (Terra) 535.655 <0.0001
LSTD (Aqua) 0.533 <0.0001
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Discusion.

Se han utilizado los datos de abundancia de 168 colectas mensuales de la garrapata /. ricinus en
dos zonas de Espafia, junto con la informacién ambiental derivada de los registros de satélite de
la serie MODIS, para demostrar que existen correlaciones simples entre el porcentaje de
garrapatas activas, la temperaturay el vigor vegetal. Estos modelos se han desarrollado para las
ninfas de I. ricinus, porque son el estadio que mas frecuentemente afecta a los humanos y es el
mayor responsable de la transmisidon de agentes patégenos en humana. Este estudio es un
intento de proporcionar un marco estadistico para predecir el momento de actividad de esta
garrapata como una herramienta mas de prevencion. La temperatura acumulada necesaria para
reclutar ninfas desde la etapa larval puede calcularse con un error promedio de
aproximadamente 20 dias en un afio completo. Los bajos valores de “p” obtenidos en las
regresiones confirman que dicho reclutamiento puede calcularse para estimar, por ejemplo, la
época del afio en la que podrian esperarse los maximos poblacionales. Estos resultados
respaldan informes previos acerca de que el reclutamiento de larvas (Estrada-Pefia et al., 2004)
es una funcién sigmoidea de la temperatura acumulada. El marco propuesto no pretende medir
la abundancia real de garrapatas, que tiene una relacién compleja no solo con el clima, sino
también con la poblacion de hospedadores (Dobson, 2014), y no puede explicarse solo por los

componentes abidticos del medio ambiente (Estrada-Pefia et al., 2013).

Las poblaciones de garrapatas pueden presentar variaciones estacionales tanto en el tiempo de
inicio de actividad como en su duracién. Su respuesta a las sefiales ambientales es generalmente
no lineal, lo que hace que la prediccién del riesgo planteado por las garrapatas y los patégenos
transmitidos sea un desafio (Bisanzio et al., 2008). Sin embargo, sigue habiendo una gran
incertidumbre sobre la regulacién de la actividad de garrapatas en amplias zonas geograficas
(Gray et al., 2009), particularmente la fenologia (tiempo de duraciéon y actividad de los estadios
del ciclo) y la duracién de eventos poblacionales clave. El aumento de la temperatura puede
conducir a un aumento en la densidad de garrapatas debido a un inicio mas temprano de su
actividad en la primavera y una menor duracion del desarrollo entre una etapa y la siguiente,
siempre que la comunidad de hospedadores no se vea afectada por los cambios de temperatura,
y las garrapatas dispongan de un entorno adecuado para encontrar a un hospedador antes de

morir por desecacion o agotamiento energético (Gray, 1991).

La modalidad de los patrones estacionales es con frecuencia diferente entre diferentes afios y /
o areas. Gray (1991) revisé la modulacion de estos patrones en /. ricinus. En primer lugar, la
variabilidad de afio en afio en el nimero absoluto de garrapatas y pequeias variaciones en el

pico de garrapatas activas, indican un patrén unimodal de actividad de las ninfas que se ha
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registrado consistentemente en los Pirineos, mientras que el patrén bimodal de actividad ninfal
es laregla en Rioja. Las caracteristicas ambientales detectadas por los satélites de la serie MODIS
en Rioja muestran que esta drea es mas fria y seca, con temperaturas mas bajas en otofio e
invierno, que empujan a las larvas a retrasar su actividad, para comenzar la muda en la
primavera del préximo afio, lo que resulta en el segundo pico de actividad. La longevidad de las
garrapatas sera mas corta en Rioja debido a las mayores tasas de desecacién y la vegetacién
abierta. Por lo tanto, los picos de actividad estacional resultantes tenderdn a estar mas

separados, es decir, a presentar un patrén bimodal.

En unazonaboscosa mas calida (Pirineos), las larvas que se alimentan en otofio podrian terminar
la muda en la primavera del aio siguiente, ya que son reclutadas para comenzar la actividad con
el aumento de la temperatura. La longevidad de las garrapatas se extenderd y tenderd a producir
un patrén unimodal. El aumento de la temperatura puede conducir a un aumento en la densidad
de garrapatas debido a la actividad de garrapatas en primavera y a una menor duracién del
desarrollo de una etapa a la siguiente. Nuestros datos no son compatibles con un aumento de
la temperatura que induzca un pico de otofio (como lo mencionan Steele y Randolph, 1985,
Randolph et al.,, 2002). Por el contrario, el aumento de la temperatura se correlacioné
sistematicamente con la ausencia de dicho pico en otofio. Estos datos sugieren, junto con
estudios previos sobre el desarrollo de campo de garrapatas repletas (Estrada-Pena et al., 2004;
Gray, 2008), que la temperatura acumulada en el verano es suficiente para reclutar ninfas en el
mismo afio, solo si las larvas se alimentan muy temprano en la primavera. Por lo tanto, estos
datos apoyan la interpretacion de que (a) las larvas de un afio pueden dar ninfas solo al afio
siguiente, independientemente del nimero de picos en la temporada de actividad y (b) que la
temperatura acumulada corregida con una estimacion del vigor vegetal (NDVI) esta impulsando
el reclutamiento de ninfas. Nuestros datos sobre la actividad de garrapatas no han podido ser
correlacionados con la densidad del hospedador porque razones logisticas impidieron registrar
este parametro para la amplia gama de todos los hospedadores naturales, durante 7 afios a

intervalos mensuales.

Las regresiones entre las variables ambientales y las densidades escaladas de los estadios
inmaduros de /. ricinus obtenidas para los dos sitios de recoleccidn fueron coherentes, en el
sentido de que un Unico marco estadistico es capaz de explicar las observaciones de diferentes
periodos de tiempo (con clima diferente) y con patrones de actividad unimodales o bimodales.
La temperatura acumulada predice mejor la acumulacién de larvas en la vegetacién desde el
comienzo del afio, lo que sugiere que ni la temperatura en el momento de la recoleccién ni el

estrés hidrico (medido indirectamente por el NDVI) son variables significativas que describen la
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acumulacién estacional de larvas activas. Hemos supuesto el comienzo del afio porque no se
conoce el momento de la puesta de huevos (y por lo tanto el comienzo del desarrollo del huevo)
a partir de muestreos de campo y porque esta bien documentado que el desarrollo del huevo
ocurre consistentemente al comienzo de la primavera debido al efecto de reinicio de las
temperaturas frias invernales (Gray, 1984, 1991). Nuestra suposicidn, por lo tanto, no es
completamente confiable, pero consideramos despreciable el efecto que las bajas temperaturas
alrededor del final del otofio y el invierno pueden ejercer sobre los huevos en desarrollo (Gray,
2008). La temperatura acumulada necesaria para describir el intervalo de tiempo necesario para
"convertir" una fraccién poblacional de larvas en el afio X en una fraccidon acumulada de ninfas
en el afio x + 1 es un valor que esta modulado por la temperatura promedio mensual y el NDVI
acumulado. Por lo tanto, la cantidad de ninfas en la vegetacidén estd regulada no solo por la
temperatura acumulada para la larva-muda ninfa, sino también por las condiciones climaticas
actuales, junto con un efecto modulador de la mortalidad o el cese de actividad capturado por

el NDVI acumulado.

Diversos esfuerzos previos para definir los patrones estacionales de la actividad de [. ricinus
usando informacién ambiental detectada remotamente (por ejemplo, Bisanzio et al., 2008) no
pudieron producir correlaciones simples, probablemente debido al uso de nimeros absolutos
de garrapatas activas en lugar de la simplificaciéon de la estacionalidad en densidades
acumuladas ponderadas, lo que proporciona un fondo mas coherente para la regresion (Eisen
et al.,, 2002). Es interesante observar que la inclusion del afio y el lugar de las prospecciones no
afecta la combinacion de variables necesarias para producir la mejor estimacion de las
temperaturas acumuladas necesarias para pasar una cohorte de larvas a una nueva cohorte de
ninfas. Por supuesto, es necesario producir ecuaciones separadas para cada sitio para producir
el mejor ajuste. Por lo tanto, una sola ecuacién no puede ajustarse a los patrones de actividad
de campo, pero las mismas variables explican los datos observados, lo que indica que se ha

detectado un patrén ecoldgico de la especie, y no una peculiaridad de la zona de muestreo.

Curiosamente, las variables de temperatura utilizadas en este estudio no han incorporado el
umbral de 6°C informado como el limite inferior para el desarrollo y la actividad de . ricinus
(Gray, 1984) porque se obtuvieron sistematicamente mejores regresiones con los datos de
temperatura bruta sin correcciones adicionales. En este estudio se han utilizado estimaciones
mensuales de la temperatura, lo que oscurecia las relaciones diarias entre las garrapatas vy el
ambiente. Una caracteristica importante de la ecologia de garrapatas que no se incluyé en esta
evaluacién es el fotoperiodo. Los efectos de los dias mas cortos en otofio e invierno sobre el

desarrollo y la actividad de las garrapatas se han discutido exhaustivamente (Belozerov et al.,
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2002) y tales efectos se han demostrado empiricamente (Belozerov, 1972, 1995). La inclusion
de los valores mensuales de horas luz en las ecuaciones no mejord la confiabilidad de las
predicciones y dio como resultado valores més bajos de R2. Sin embargo, algunos efectos
derivados del fotoperiodo podrian estar presentes, pero no han sido detectados en el conjunto

completo de regresiones.

Los protocolos desarrollados en este estudio se pueden aplicar a los informes disponibles sobre
la actividad estacional de /. ricinus en su rango de distribucién en toda Europa con el fin de
evaluar si la dependencia propuesta de las tasas de reclutamiento de garrapatas sobre algunas
caracteristicas ambientales es contextual para la regiéon de estudio o es simplemente una
herramienta predictiva general para evaluar el riesgo en grandes regiones. La adaptacién a las
condiciones locales permite que una especie colonice un amplio abanico de condiciones
ambientales y le permite responder a condiciones ambientales variables. Ixodes ricinus coloniza
un area geografica amplia (toda Europa templada) en la cual las condiciones climaticas varian
considerablemente (Gray, 1982; Barandika et al., 2006, 2010; Burri et al., 2007; Jouda et al.,
2004; Gilbert, 2010). La adaptacion de este marco estadistico a un amplio rango geografico
requeriria la determinacién de la variaciéon geogrdfica de los procesos fisioldgicos de la
garrapata, algo que solo se ha abordado parcialmente (Rosa et al., 2003; Rosa y Pugliese, 2007;
Estrada-Pefia et al., 2013) utilizando enfoques empiricos o de modelizacién, pero nunca de un

modo empirico.

Las técnicas de modelado mds avanzadas incluyen el uso de una matriz de poblacion parcial para
evaluar la probabilidad de que persista una poblacién de garrapatas dado el clima predominante
y la disponibilidad de los hospedadores (Pugliese y Rosa, 2008). Estos enfoques se basan en un
modelado adecuado de cada proceso fisiolégico de la garrapata y las densidades de los
hospedadores disponibles, los cuales también muestran patrones fenoldgicos complejos
(Dobson et al., 2011a). Aunque precisos y confiables, estos métodos requieren una estimacion
de las densidades de los diferentes hospedadores, asi como las tasas de fijacién para cada
especie de hospedador y los procesos de mortalidad dependientes de la densidad durante la
alimentacion. Aunque la informacion sobre variables ambientales estd ampliamente disponible,
los datos necesarios sobre los hospedadores no se pueden calcular para territorios tan grandes.
Por lo tanto, estos modelos, que por otro lado son muy potentes, son problematicos para la
aplicacion en la gestion del riesgo para los humanos en dreas amplias. El marco desarrollado
aqui muestra que existen relaciones consistentes, ecoldgicamente significativas y repetibles
entre las caracteristicas ambientales detectadas por satélite a una resolucién media y el

reclutamiento de las larvas y las ninfas de /. ricinus a su fase de actividad. Tal relacién estima de
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manera adecuada la temperatura acumulada necesaria para la distribucién temporal de las
ninfas activas en el ambiente con una estimacion de campo previa de la fenologia larval en el
area de interés. En otras palabras, dada una coleccidn de larvas en el afio 'X', se puede obtener
una aproximacion de la fenologia de las ninfas en el afio 'X + 1' usando la temperatura y el NDVI.
Este enfoque abordaria el riesgo para los humanos, estimando los patrones estacionales de

ninfas con el registro continuo de pardmetros abidticos.
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Conclusiones.

1. Elreclutamiento de las larvas de Ixodes ricinus en la vegetacidn es una funcidn directa
de la temperatura acumulada a lo largo del afio, demostrada mediante modelos de su
actividad en dos lugares de muestreo mensual en Espafia durante 8 afos. Este
reclutamiento sigue una curva sigmoidea saturada y se expresa en ambos sitios de
muestreo.

2. Lasninfas de I. ricinus pueden producir patrones de fenologia unimodales o bimodales.
En los lugares mas frios y secos no todas las larvas completan su desarrollo en otofio,
sino que parte de ellas entran en quiescencia y completan su desarrollo en primavera.
De esta forma las larvas que completaron su desarrollo en otofio realizan la muda en
primavera dando lugar al primer pico de ninfas y las que lo completaron la primavera
siguiente dardn lugar al pico de otofio tras la muda, formando asi el patrén bimodal. En
cambio, en zonas con otofios e inviernos mas suaves y humedos, la mayoria de las
garrapatas completa su desarrollo en otofio y la muda en primavera dando lugar a un
Unico pico y al patrén unimodal.

3. Lamodelizacién de la actividad de las ninfas, que es el mds importante de cara a la salud
publica, se puede obtener a partir de los datos de larvas acumuladas del afio anterior,
temperatura (LSTD Aqua) y NDVI acumulado (Terra), con una fiabilidad del modelo alta
(R?=0,99 y p<0,0001).

4. Estos resultados permiten elaborar un modelo predictivo para conocer con un error
minimo (20 dias en un afio) los picos de aparicion de las garrapatas y por tanto los

momentos de mayor riesgo para los humanos.

Conclusions.

1. The abundance of larvae of Ixodes ricinus recruited on vegetation is a direct function of
the accumulated temperature throughout the year, proven by its activity models in two
sampling sites in Spain for 8 years. This recruitment follows a sigmoidal saturated curve
and is recorded in both sampling locations.

2. The nymphs of I. ricinus can produce unimodal or bimodal phenology patterns. On the
coldest and driest sites not all the larvae can fulfil their development in autumn, but
part of them enter on quiescence and complete their growth in spring. In this way the
larvae that completed their development in autumn conduct their moult in spring, giving
place to the first nymph peak and the ones that completed it next spring will give place

to the autumn peak after moulting, creating this way the bimodal pattern. However, in

20



zones with warmer autumns and winters, most of the ticks fulfil their development in
autumn and moulting in spring leading to the single peak and the unimodal pattern.

3. The nymph activity modelling, which is the most important stage regarding the public
health, can be obtained from the accumulated larvae data from the previous year,
temperature (LSTD Aqua) and accumulated NDVI (Terra), with a high model reliability
(R?=0,99 y p<0,0001).

4. These results allowed us to elaborate a predictive model to identify with a minimal error
(20 days in a year) the ticks activity peaks and thus predict the highest risk moments for

humans.
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Valoracion Personal

El objetivo principal de este TFG es aprender sobre la especie de garrapata Ixodes ricinus, la cual
se considera uno de los mayores vectores de enfermedades para el hombre. Todo esto me ha
permitido reforzar mis conocimientos en este campo. Sobre todo, en la fenologia, estudiando
las relaciones entre el desarrollo de los diferentes estadios de la garrapata y los datos de clima,
pudiendo asi elaborar un modelo de prediccién de riesgo que nos mostrara los meses de mayor
actividad de las garrapatas. Sin olvidar el hecho de que gran parte de la bibliografia trabajada se
encontraba en inglés, permitiéndome reforzar mi vocabulario con términos cientificos y

especificos de este campo.

También, mediante la realizacion de este trabajo he aprendido bastante en materia de
estadistica, ya que para realizar el estudio fue necesaria la aplicacidén de regresiones multiples a
los datos de clima y de colecta de garrapatas, ademas del hecho de trabajar con datos
acumulados, como por ejemplo la correlacidn entre los grados acumulados de temperaturay la

muda de las larvas.

Ademas de todo esto, me ha brindado la oportunidad de trabajar con un gran profesional de
este campo, que ha compartido sus amplios conocimientos y escaso tiempo conmigo y al cual

agradezco enormemente su colaboracion en este trabajo.
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Leyenda de las Figuras.

Figura 1. La estacionalidad de las tres etapas activas de Ixodes ricinus en los Pirineos (a) y Rioja
(b) expresada como el porcentaje del total de ejemplares de cada estadio capturados en cada
muestreo y recolectadas durante un afio calendario completo. Los graficos aparecen
desplazados para permitir una comparacidn de las colectas entre los mismos afios en los dos

sitios.

Figura 2. Valores mensuales de la temperatura de la superficie terrestre proporcionados por los
satélites Terra y Aqua tanto en los Pirineos (a) como en Rioja (b) en grados Celsius. Los valores
son temperatura mensual acumulada. Los graficos se han desplazado para permitir una
comparaciéon entre colectas de los mismos afios en los dos sitios. LSTD: temperatura de la

superficie terrestre durante el dia; LSTN: temperatura de la superficie terrestre en la noche.

Figura 3. Valores mensuales del indice de Vegetacién de Diferencia Normalizada (NDVI) del

satélite Terra en los Pirineos y Rioja.

Figura 4. Valores mensuales acumulados y escalados a percentiles, observados para las larvas
de . ricinus activas en funcién de la temperatura superficial acumulada (LSTD) derivada del
sensor Terra en los Pirineos (a) o Rioja (b). El conjunto completo de observaciones se usé para

producir el cuadro en (c).

Figura 5. La temperatura acumulada observada y prevista necesaria para el reclutamiento de un
determinado percentil de ninfas activas a partir de un percentil dado de larvas activas (ver Tablas
2 y 3 para conocer los coeficientes de las regresiones). Los graficos muestran las regresiones
entre los valores observados y pronosticados en las colecciones de los Pirineos (a), Rioja (b) y

ambos (c).
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