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RESUMO

SATO, T. P. Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e Dermacentor
(Anocentor) nitens Neumann, 1897: Diversidade Genética e Potencial de Transmissiao de
Patégenos em Diferentes Biomas do Brasil. 2020. 187 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Biologicas — Zoologia: Comportamento e Biologia Animal) — Faculdade de Ciéncias

Biolodgicas, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Brasil, 2020.

Os carrapatos sdo artropodes hematofagos de importancia médico-veterinaria, pois
apresentam capacidade de transmitir grande diversidade de agentes patogénicos para animais
vertebrados, incluindo o homem. Cada membro do sistema hospedeiro-vetor-patogeno ¢
afetado pelos outros, este efeito combinado pode influenciar a variagdo genética em
carrapatos e estas diferengas genéticas entre as populagdes de carrapatos podem ter
implicagdes importantes no que diz respeito a capacidade de transmitir patdogenos aos
hospedeiros. Como os principais ectoparasitas que acometem a producdo bovina e equina no
Brasil sdo, respectivamente, Rhipicephalus microplus € Dermacentor nitens, € também como
pouco se sabe sobre a participacdo destes carrapatos nos ciclos enzootico e epidémico dos
bioagentes por eles veiculados, estas espécies sdo o foco principal desta tese. Foram
analisadas a diversidade genética em populagdes destas espécies de carrapatos e a infec¢ao
por patogenos, em espécimes coletados entre 2011 a 2019, em hospedeiros vertebrados e
livres no ambiente, de areas de investigagdo de focos, vigilancia ambiental e em focos
silenciosos da Febre Maculosa (FM), de diferentes biomas do Brasil. Foi observada baixa
diversidade genética e auséncia de estruturacao populacional definida para R. microplus e D.
nitens. Espécimes do carrapato-da-orelha-do-cavalo foram obtidos naturalmente infectados
com Candidatus Rickettsia andeanae, Rickettsia rhipicephali, Rickettsia felis e Babesia
caballi. Ja os espécimes do carrapato-do-boi foram obtidos naturalmente infectados com
Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, R. felis, Rickettsia tamurae, R. rhipicephali, Rickettsia
bellii, Ehrlichia minasensis, Ehrlichia canis e Theileria equi, indicando sua potencial atuacao
na transmissao de erliquia e theileria para animais no pais e sugerindo R. microplus como
marcador da presenca ou circulagdo de riquétsias. Os resultados obtidos e a diversidade de
espécies de riquétsias em carrapatos de animais proximos ao homem contribuem para o

entendimento do ciclo enzoo6tico em areas de foco de FM no Brasil.

Palavras-chave: Genética de Populagdo; Patogenos Transmitidos por Carrapatos; Vigilancia

Epidemiologica; Carrapato-do-Boi; Carrapato-da-Orelha-do-Cavalo; Biomas Brasileiros.



ABSTRACT

SATO, T. P. Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) and Dermacentor
(Anocentor) nitens Neumann, 1897: Genetic Diversity and Transmission Potential of
Pathogens from Different Biomes of Brazil. 2020. 187 pp. PhD Thesis (Philosophy Doctor
in Biological Sciences — Zoology: Behavior and Animal Biology) - Institute of Biological

Sciences, Federal University of Juiz de Fora, Juiz de Fora, Brazil, 2020.

Ticks are hematophagous arthropods with medical-veterinary importance, since they have
capacity to transmit a great pathogens diversity to vertebrate animals, including humans. Each
member of the host-vector-pathogen system is affected by the others, this combined effect can
influence ticks genetic variation and these genetic differences among tick populations may
have important implications regarding the ability of pathogens transmission to hosts. As the
main ectoparasites that affect bovine and equine production in Brazil are, respectively,
Rhipicephalus microplus and Dermacentor nitens, and also as little is known about the
participation of these ticks in the enzootic and epidemic cycles of the bioagents they transmit,
these species are the focus of this thesis. Genetic diversity in populations of these tick species
and their infection by pathogens were analyzed, in specimens collected between 2011 and
2019, in vertebrate hosts and free in the environment, in areas of investigation focus,
environmental surveillance and silent outbreaks of Spotted Fever (SF), from different biomes
in Brazil. Low genetic diversity and no defined population structure for R. microplus and D.
nitens were observed. Horse-ear-tick specimens were obtained naturally infected with
Candidatus Rickettsia andeanae, Rickettsia rhipicephali, Rickettsia felis and Babesia caballi.
On the other hand, the cattle-tick specimens were obtained naturally infected with Rickettsia
rickettsii, Rickettsia parkeri, R. felis, Rickettsia tamurae, R. rhipicephali, Rickettsia bellii,
Ehrlichia minasensis, Ehrlichia canis and Theileria equi, indicating their potential
performance in the transmission of Ehrlichia and Theileria to animals in the country and
suggesting R. microplus as a marker of Rickettsiae presence or circulation. The obtained
results and the diversity of Rickettsiae species in ticks of animals close to humans contribute

to the understanding of the enzootic cycle in SF focus areas in Brazil.

Key words: Population Genetics; Tick-Borne Pathogens; Epidemiological Surveillance;

Cattle-Tick; Horse-Ear-Tick; Brazilian Biomes.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Ciclo biologico de carrapatos ixodideos MONOXENO0S. .......eeevuvreervreeeiureenreeerreeenenens 03

Figura 2. Distribui¢do geografica de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)
e Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 coletados parasitando hospedeiros
vertebrados e/ou livres no ambiente, por unidade federativa e bioma, durante investigagao de

foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019........... 27

Figura 3. Rede de haplotipos do gene 12S ribossomal DNA (12SrDNA) de populacdes de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), de diferentes biomas e Estados do
Brasil, gerada pelo método de median-joining com pds-processamento pelo método de

MAXIMA PATCIMOMNIA. ... veeeeetieeeirieeiieeeitteeeiteeeeiteeeastteesteeaasseeessseeassseeessseeessseeessseeesssessnssessnsseesnnns 42

Figura 4. Rede de haplotipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) de
populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), de diferentes biomas
e Estados do Brasil, gerada pelo método de median-joining com pos-processamento pelo

mMEtodo de MAXIMA PATCIMONIA. .....vveeeereeeserreeireeeiieeeiteeeetreeeteeesseeesseeesseeessseeesssessssseeessseenns 43

Figura 5. Rede de hapldtipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) de
populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 de diferentes biomas e
estados gerada pelo método de median-joining com pds-processamento pelo método de

MAXTMA PATCIMOMIA. ..c.eeneiinteeiteettete ettt et et e et ettt satesbeeteestesbeeatesbeesaeeatesbeenbeeasesbeenseennesneenees 54

Figura 6. Filogenia, inferida por andlise de méxima verossimilhan¢ca com modelo evolutivo
T92+G, para sequéncias parciais (359 pb) do gene 12S ribossomal DNA (12SrDNA),
representando as relagdes entre os trés haplotipos (hl a hlll) de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1888) identificados no Brasil e as sequéncias do GenBank................. 60

Figura 7. Filogenia, inferida por analise de maxima verossimilhanca com modelo evolutivo
T92+G, para sequéncias parciais (639 pb) do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I),
representando as relagdes entre os sete haplotipos (hl a h7) de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus (Canestrini, 1888) identificados no Brasil e as sequéncias do GenBank................. 63



Figura 8. Filogenia, inferida por analise de méxima verossimilhanca com modelo evolutivo
T92+G, para sequéncias parciais (357 pb) do gene 12S ribossomal DNA (12SrDNA) de
Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 identificados no Brasil e as sequéncias do
GOIBANK ...ttt ettt ettt ettt 65

Figura 9. Filogenia, inferida por analise de méxima verossimilhanca com modelo evolutivo
GTR+G+I, para sequéncias parciais (640 pb) do gene Citocromo Oxidase subunidade I
(COX-I), representando as relacdes entre os trés haplotipos (hl a h3) de Dermacentor

(Anocentor) nitens Neumann, 1897 identificados no Brasil e as sequéncias do GenBarnk.......68

Figura 10. Inferéncias filogenéticas da comparacao das sequéncias parciais concatenadas dos
genes gltA, htrA, ompA, ompB e sca4 (de 401, 549, 532, 862 e 744 pb, respectivamente) de
carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), pelo método de maxima

verossimilhanga de 1.000 4rvores replicadas.........c.eeeveeriieiiienieeiieiie e 72

Figura 11. Inferéncias filogenéticas da comparacao das sequéncias parciais concatenadas dos
genes ompB, ompA e gltA (de 862, 532 e 401 pb, respectivamente) de carrapatos Dermacentor
(Anocentor) nitens Neumann, 1897, pelo método de méxima verossimilhanga de 1.000

ATVOTES TEPIICAAAS. ... eeeiieiiieiieiie ettt ettt eet e et e e s e et e e s taeesbeessseenseessseenseessseensaensseens 76

Figura 12. Inferéncias filogenéticas da comparacdo das sequéncias parciais do gene dsb -
disulfide bond (de 409 pb) de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini,
1888), pelo método de maxima verossimilhanca de 1.000 &rvores replicadas............ccceeueee 80

Figura 13. Inferéncias filogenéticas da comparacao das sequéncias parciais do gene que
codifica a subunidade menor do RNA ribossomal 18S (18S rRNA) (de 395 a 410 pb) de
carrapatos Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 e Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1888), pelo método de maxima verossimilhanga de 1.000 arvores

TEPIICAAAS .. et ettt ettt e et e e et e et e e e at e e e taeeenta e e e ta e e e st e e enbaeeenneeeanreeenees 84



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de sequéncias parciais de genes
mitocondriais de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e Demarcentor
(Anocentor) nitens Neumann, 1897, coletados no periodo de 2011 a 2019 em diferentes
b10mas dO Brasil...........oouiiiiiii et 29

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo de sequéncias parciais de genes de
Riquesia, Anaplasma, Ehrlichia, Borrelia, Babesia e Theileria, em amostras de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897

coletados no periodo de 2011 a 2019 em diferentes biomas do Brasil.............cccceecvveeriennennen. 31

Tabela 3. Distribuicao e frequéncia dos haplotipos do gene 12S ribossomal DNA (12SrDNA)
identificados nas populacdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)

analisadas de diferentes biomas e regides do Brasil.........ccccoooieiiiiiiiniiiiiiniecee 37

Tabela 4. Sintese da distribui¢do, variabilidade, diversidade genética e historia demografica
dos haplotipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) e 12S ribossomal DNA
(12SrDNA) das populacdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)
analisadas de diferentes biomas e regioes do Brasil.........ccccveecieieiiiiniiienieecieeee e 38

Tabela 5. Distribuicdo e frequéncia dos haplétipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I
(COX-I) identificados nas populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini,

1888) analisadas de diferentes biomas e regides do Brasil...........cccceceviiriiniininiincnnicnne 40

Tabela 6. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de Fst na
comparagdo par a par, entre as populacdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini, 1888) analisadas do Brasil..........ccccoecuiiiiiiieiiiieciiece e 45

Tabela 7. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de Fsr na
comparagao par a par, entre os grupos delimitados e populagdes de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus (Canestrini, 1888) analisadas do Brasil............cccccooviiiiiiiniiniiiniieecece e 47



Tabela 8. Teste de Mantel que avalia a associag@o entre as distancias genéticas e geograficas
nas populacdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) analisadas do
BIASTL. ottt 48

Tabela 9. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as sequéncias genéticas analisadas
do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) e 12S ribossomal DNA (12SrDNA) de
grupos e populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) analisadas no
BIASIL .ttt b e bt et h et et 48

Tabela 10. Distribuicdo e frequéncia dos haploétipos da regido D-loop identificados nas
populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas de diferentes

biomas € 1egi0es d0 Brasil.........cociiiiiiiiiiieiie e 50

Tabela 11. Sintese da distribui¢do, variabilidade, diversidade genética e histéria demografica
dos haplotipos do gene Citocromo Oxidase Subunidade I (COX-I) das populagdes de
Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas de diferentes biomas e regides do
BIASIL .. ettt ettt h et eaee e 51

Tabela 12. Distribui¢do e frequéncia dos haplotipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I
identificados nas populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas

de diferentes biomas e regides do Brasil...........ccccoeiiiiiiiiiiiiii e 53

Tabela 13. Estimativas de diferenciagdo genética, representadas pelos valores de Fst na
comparagdo par a par, entre as populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann,
1897 analisadas do Brasil............oouiiiiiiiiiiii e 56

Tabela 14. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de Fsr na
comparagao par a par, entre os grupos delimitados e populagdes de Dermacentor (Anocentor)

nitens Neumann, 1897 analisadas do Brasil...............euuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeveveveveaeees 57

Tabela 15. Teste de Mantel que avalia a associagao entre as distancias genéticas e geograficas

nas populacdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas do Brasil.....57

Tabela 16. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as sequéncias genéticas
analisadas do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) e da regido D-loop de grupos e

populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas no Brasil........... 58



Tabela 17. Espécies de Rickettsia detectadas por andlises de glt4, ompA, ompB, htrA e sca4
em amostras de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) coletados
parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de foco e

vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019..................... 70

Tabela 18. Espécies de Rickettsia detectadas por analises de ompB, ompA e gltA em amostras
de carrapatos Dermacentor (Anocentor) nitens coletados parasitando hospedeiros vertebrados,
durante investigacdo de foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo
@ 2011 @ 2019ttt b ettt b ettt ettt ae e enes 74

Tabela 19. Espécies de Ehrlichia detectadas por andlise de sequéncias nucleotidicas parciais
do gene género-especifico da proteina de formacao de ligacdo dissulfeto dsb de amostras de
carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), coletados parasitando
hospedeiros vertebrados, durante investigacdo de foco e vigildncia ambiental de Febre
Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 @ 2019........cooiieiiiiiiieiiieeiieieceee et 78

Tabela 20. Espécies de Babesia e Theileria detectadas por andlise de sequéncias
nucleotidicas parciais do gene que codifica a subunidade menor do RNA ribossomal 18S (18S
rRNA) de amostras de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e
Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897, coletados parasitando hospedeiros
vertebrados e livres no ambiente, durante investigagao de foco e vigilancia ambiental de Febre
Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 @ 2019........coociieiiiiiiieiieeieeeeeeeee et 82

Tabela 21. Relag¢do das amostras de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)
que amplificaram fragmentos de genes de bioagentes transmitidos por carrapatos € o0s

haplotipos 1deNtITICAAOS. . .ouviiiiiieiiiie et e e e e eeeaaeeeas 86

Tabela 22. Relacdo das amostras de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 que
amplificaram fragmentos de genes de bioagentes transmitidos por carrapatos e os haplotipos
TAENEITICAAOS. ...ttt ettt ettt e et saeeeaneas 88



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

°C — Graus Celsius

ul — Microlitro

BA — Bahia

CE — Ceara

COX-I - Citocromo Oxidase subunidade 1

DL — Doenca de Lyme

DNA — Desoxyribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucléico)

DNAg — DNA gendmico

dNTP — Deoxynucleotides triphosphates (Desoxirribonucleotidieos trifosfatados)
EDTA — Ethylenediamine tetraacetic acid (Acido etilenodiamino tetra-acético)
ES — Espirito Santo

EUA — Estados Unidos da América

FAO — Food and Agriculture Organization

FIOCRUZ — Fundagao Oswaldo Cruz

FM — Febre Maculosa

FMB — Febre Maculosa Brasileira

g — Aceleracdo de gravidade

GA — Grupo Ancestral

GFM — Grupo Febre Maculosa

GO - Goias
GT - Grupo Tipo
h — Hora

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Kb — kilobase

LIRN — Laboratério de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses
MA — Maranhao

MG — Minas Gerais

min — Minutos

mM —Milimolar

MT — Mato Grosso

NCBI — Nacional Center for Biotechnology Information
NaCl — Cloreto de Sédio

N2 - Nitrogénio

ng — Nanograma



P. A. — Para Analise

pb — pares de base

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase
PDTIS-FIOCRUZ — Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para Satide
PE — Pernambuco

pH — Potencial hidrogenidnico

PNSE - Programa Nacional de Sanidade em Equideos

PR — Parana

RJ — Rio de Janeiro

RN — Rio Grande do Norte

RS — Rio Grande do Sul

RO — Rondoénia

RR — Roraima

SC — Santa Catarina

SDS — Sodium Dodecyl Sulfate (Dodecil Sulfato de Sédio)
S. [. — Sensu lato

SP — Sao Paulo

S. s. — Sensu stricto

TO — Tocantins

Tris HCI — Tris Hidrocloreto



SUMARIO

1 INTRODUCAQO.....cuurrrrrrrnenene 01
1.1 Carrapatos e sua importancia na transmissao de agentes infecciosos........cceeereeueenns 01
1.1.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus 02
1.1.2 Dermacentor (Anocentor) nitens 07

1.2 Utilizacio de marcadores moleculares em estudos filogenéticos e de estrutura de

POPUIACOES A€ CATTAPALOS..ccuuverieirsrarricssssarrecssssrecsssssssscsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 09
1.2.1 DNA mitocondrial (mtDNA) 12
1.2.1.1 Citocromo Oxidase Subunidade 1 (COX-D)....ccooouiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 13
1.2.1.2 Regi@0 CONLIOLE (D-LOOP).....cccueeaiieaiieieeeeee ettt 14
1.2.1.3 12S 11bossomal DINAL.......cooiiiiiiiiiee ettt 14
1.3 Principais bioagentes transmitidos pelos carrapatos 15
1.3.1 Rickettsia sp......... 15
1.3.2 ANAPIASHIA SP.eneeeneersnvenruensnensaenssnesssnnssnesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssns 18
1.3.3 EFLICRIA SP..cuueeneeenvinuensninsnensninssensnisssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 19
1.3.4 BOFFOLIA SPeeueneeeouensuensninsunisninsnsssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 20
1.3.5 Babesia sp. e Theileria sp 22
1.4 JUSHHICALIVA.ccneiiiiiriniirincticninticnnttcsssticsstecssnesssstessssnessssssssssssssssesssssesssssesssssessssssssssnsses 23
2 OBJETIVOS..iiiininnnensinnnenssnesssessnssssessssssssesssassssssssssssssssssssssassssssssssssassssasssssssassssassss 25
2.1 ODjetivo Geral........coeeicvvericiserinssnncsssnnissnrcssnsncssssncssssscssssesssssessnns 25
2.1.1 Objetivos Especificos 25

3 MATERIAL E METODOS.....ccuceveueeereneeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 26




3.1 Area de estudo e coleta de artropodes .26

3.2 Identificacio taxonomica doS CATTAPALOS.....ccccevvererrresserssaressarsssnsssssssssessssssssssssssssssssasess 28
3.3 Extracio de DNA gen0omico (DINAE).....ccoveireessnicsrsssancsssssssnsssssssssssssssssssssssssssssassssasssns 28
3.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).....uueiiiiinneiicnnssnnnicsssnniccsssnsicsssssssesssssssssssssnnss 29
3.5 Eletroforese, purificacio e sequenciamento parcial de nucleotideos...........ccccceeeeuueee. 32
3.6 Edicao e alinhamento das sequéncias nucleotidicas.........cocceevueesrercsuressnrssnnessercssnesnnenns 32

3.7. Analise de dados de genética de populacdes e analise filogeografica de Rhipicephalus

microplus e Dermacentor nitens .33
3.8 Analises filoZeNEtiCaS.....cccvurrrrrerersreressnrcssrrcssneicsssnsssssssssssesssasssnns 34
4 RESULTADOS . ..cuuiiiiticnineisuicssissesssnsssissssssssssisssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35
4.1 Confirmac¢ao molecular da identificacio dos carrapatos.......ccceeeverecssneccsseeescssnnessanenes 35
4.1.1 Rhipicephalus microplus 35
4. 1.2 DEFrMIACEHION HILEHS ..ueverervsiossrsosssrsosssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssssssssssssssnsssssnsssssnssss 35
4.2 Genética de populacoes doS CArraPALOS.......ccovvvrersricsssercssarisssanssssasesssssssssssssssssssssssssanses 36
4.2.1 Andlises intrapopulacionais em Rhipicephalus microplus 36
4.2.1.1 Diversidade genética de Rhipicephalus microplus no Brasil...........ccccevvvveviiiennnennne. 36

4.2.1.2 Historia evolutiva de Rhipicephalus microplus com base na rede de
J0FT 0 (0151 010 1TSS PSRRI 41

4.2.1.3 Dinamica demografica e diferenciacdo genética nas populagdes de Rhipicephalus

MICTOPIUS A0 BTASIL.....eeiiiiiieiiiecieeee e e e 43
4.2.2 Andlises intrapopulacionais em Dermacentor nitens 49
4.2.2.1 Diversidade genética de Dermacentor nitens 1o Brasil.........c.cccccveeveiiiiniieiniieecneenne, 49
4.2.2.2 Historia evolutiva de Dermacentor nitens com base na rede de haplotipos................. 53

4.2.2.3 Dinamica demografica e diferencia¢do genética nas populagdes de Dermacentor nitens
O BIaSIL ..t sttt 54



4.3 Analises filogenéticas dos carrapatos............. .58

4.3.1 Rhipicephalus microplus S8
4.3.2 DOrMACEHIOY MILEHS cueeeueeeeeersveesaesssecssessssesssassssesssnssssssssassssssssssssassssassssesssssssassssassssassnes 64
4.4 Pesquisa molecular de patogenos transmitidos por carrapatos......cc.ceeeeeceecseecseeecsnees 69
4.4.1 Riquétsias detectadas em Rhipicephalus microplus .09
4.4.2 Riquétsias detectadas em DermacentOr NILEHS......eceeeeeesssresssrossssosssssssssssssssssssssssssses 73
4.4.3 Erliquias detectadas em Rhipicephalus microplus e Dermacentor Ritens.................... 77

4.4.4 Babesias e Theilerias detectadas em Rhipicephalus microplus e Dermacentor

FUILCHS eeueeneneeeeeerereeneennennes .81

4.4.5 Pesquisa de Anaplasma e Borrelia em Rhipicephalus microplus e Dermacentor

72 £ T 85
4.5 Relacido entre patogenos € haplotipos.........cceeeecvuiicicercnssencssnncssnicssnnscsssssssssssssssssssssess 85
5 DISCUSSAQ....cueiininniancnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 89
5.1 Rhipicephalus microplus 89
5.2 Dermacentor nitens ..93
5.3 Pesquisa de bioagentes nos carrapatos......... ...96
5.4 Relacio entre patégenos e haplétipos.............. 104
6 CONCLUSOES.....couitmininsinssnscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 105
REFERENCIAS......coiuminnsensssnscsmsessssessssesssssssssssssssssssssssesess 106
APENDICES. ..o ctuucunnsennnsinsissusessssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 141

APENDICE A. Espécimes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)
coletados parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacao de

foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019.......... 141

APENDICE B. Espécimes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann coletados
parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigagdo de foco e

vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019.................... 143



APENDICE C. Distribuigéo dos haplétipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-
I) identificados nas populacdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)
coletadas parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigagcdo de

foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019......... 143

APENDICE D. Distribuicdo dos haplétipos do gene 12S ribossomal DNA (12SrDNA)
identificados nas populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)
coletadas parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de

foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a

APENDICE E. Distribuigdo do haplétipo da regido D-loop identificados nas populagdes de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) coletadas parasitando hospedeiros
vertebrados e livres no ambiente, durante investigacao de foco e vigilancia ambiental de Febre
Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 @ 2019 ....cc.oooiiiiieiiieiieiecieeeeee e 150

APENDICE F. Distribuigdo dos haplétipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I)
identificados nas populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 coletadas
parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigagdo de foco e

vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019.................... 151

APENDICE G. Distribui¢éo dos haplétipos da regido D-loop identificados nas populagdes de
Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 coletadas parasitando hospedeiros
vertebrados e livres no ambiente, durante investigagao de foco e vigilancia ambiental de Febre
Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019.......ccivveiiiiiiiieieeeeee e 153



1 INTRODUCAO

1.1 Carrapatos e sua importincia na transmissiao de agentes infecciosos

Os carrapatos (Arachnida: Acari: Parasitiformes) sdo artropodes hematdfagos que
parasitam grande variedade de animais vertebrados. Durante a hematofagia, a picada do
carrapato pode causar injurias diretas, desconforto e lesdes, bem como grandes infestacdes
podem causar paralisia e anemia no hospedeiro (Sonenshine, 1993).

Além disso, os carrapatos apresentam grande importancia médico-veterinaria, pois sao
o grupo dos artropodes hematdfagos que transmite maior diversidade de microrganismos
patogénicos como protozoarios, virus e bactérias para uma grande variedade de hospedeiros
vertebrados, incluindo animais domésticos e selvagens, e sdo o segundo grupo de artropodes
com maior importancia para saude publica por atuarem como vetores de patdgenos que
causam doengas em seres humanos (Jongejan e Uilenberg, 2004; Labuda e Nuttall, 2004;
Guglielmone et al., 2006; De La Fuente et al., 2008; Serra-Freire et al., 2011). Sua capacidade
de transmissdo de agentes patogénicos esta diretamente vinculada ao longo periodo de
alimentagdo/ parasitismo e a modulagdo da resposta imune do hospedeiro afim de garantir o
sucesso do repasto sanguineo e, consequentemente, o seu desenvolvimento (Piesman et al.,
1987; Scholl et al., 2016).

Taxonomicamente, os carrapatos estdo subdivididos em trés familias: Nuttalliellidae,
Argasidae e Ixodidae (Horak et al., 2002), compreendendo aproximadamente 900 espécies em
todo o mundo (Camicas et al., 1998; Horak et al., 2002; Nava et al., 2009). No Brasil, foram
catalogadas mais de 70 espécies (Aragao 1936; Martins et al., 2014; Labruna et al., 2016,
Dantas-Torres et al., 2019) distribuidas em duas familias: Argasidae, com 26 espécies de

“carrapatos moles” por ndao possuirem escudo dorsal quitinoso; e Ixodidae, com 47 espécies



de “carrapatos duros” por possuirem escudo dorsal quitinoso (Flechtmann, 1973; Sonenshine,
1993). Este grupo dos ixodideos que ocorrem no pais ¢ representado por cinco géneros
Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus (Aragao, 1936, Martins

et al., 2014; Labruna et al., 2016; Dantas-Torres et al., 2019).

1.1.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Apo6s estudos filogenéticos recentes, as espécies integrantes do género Boophilus
foram reclassificadas como pertencentes ao género Rhipicephalus (Murrel e Barker, 2003).
Dessa forma, o carrapato-do-boi, originalmente conhecido como Boophilus microplus,
denomina-se  Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888). Segundo a
classificagdo do Natinal Center for Biotechnology Information (NCBI — ID: 6941), R.
microplus pertence ao Reino Metazoa, Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari,
Superordem Parasitiformes, Ordem Ixodida, Superfamilia Ixodoidea, Familia Ixodidae,
Subfamilia Rhipicephalinae, Género Rhipicephalus, Subgénero Boophilus, Espécie R.
microplus.

Este carrapato € conhecido como carrapato-do-boi pela sua predile¢ao por hospedeiros
bovinos (Flechtmann, 1975), entretanto ¢ capaz de parasitar outros hospedeiros vertebrados,
incluindo humanos, quando oportuno (Soares et al., 2007). E um parasita monoxeno (Figura
1), necessitando de apenas um hospedeiro para completar seu ciclo de vida (sobre o qual
realiza todas as mudas). A fase ndo parasitaria inicia quando a fémea ingurgitada se desprende
do hospedeiro e realiza a postura dos ovos no ambiente, em local protegido de predadores

naturais e da incidéncia intensa de luz solar (Hitchcok, 1955).
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Figura 1. Ciclo biolégico de carrapatos ixodideos monoxenos (Fonte: Adaptado de CDC,

https://www.cdc.gov/dpdx/ticks).

Por um periodo de 3 a 5 dias apods o desprendimento da teledgina, ocorre o periodo de
pré-postura que € necessario para maturagdo dos ovarios, produ¢do e maturagdo dos ovos
(Legg, 1930; Campos Pereira et al., 2008). Posteriormente, a fémea realiza a oviposicao
(Andreotti et al., 2019) e morre, finalizando o ciclo de vida e deixando os ovos para
incubagdo — este periodo de incubacdo pode variar de acordo com as condigdes climaticas
(Andreotti et al., 2019). Cada teledgina possui potencial de reverter em torno de 50% de seu

peso corporal em massa de ovos, apresentando capacidade de realizar ovipostura de



aproximadamente 3.000 ovos. Decorrido o tempo necessario de incubagao eclodem as larvas,
que apresentam trés pares de pernas.

Apos a eclosao dos ovos, as larvas ficam quiescentes e, posteriormente, tornan-se
ativas, formando uma aglomeragdo na ponta ou haste de alguma vegetagdo, o que facilita o
encontro com o hospedeiro. Estudo realizado por Gauss e Furlong (2002) demonstrou que as
larvas podem permanecer a espera de um hospedeiro na pastagem por mais de oitenta dias. As
larvas de R. microplus sdo atraidas por gases expirados e secrecdes da pele dos bovinos
(Soneshine et al., 1993). A fase ndo parasitaria termina quando as larvas conseguem fixar-se
no hospedeiro ou quando elas morrem sem encontrar nenhum hospedeiro em potencial
(Andreotti et al., 2019).

No intervalo de 4 a 7 dias ap06s a fixagdo da larva ocorre a mudancga do estagio larval,
passando para ninfa que ap6és um periodo de 9 a 16 dias novamente sofre a ecdise
transformando-se em adultos. Por sua vez, os adultos realizam coépula e as fémeas vao se
desprender do hospedeiro entre 18 e 35 dias ap6s a fixagdo das larvas (Gonzales, 1974). Apods
o acasalamento, as fémeas continuam a hematofagia até tornarem-se completamente
ingurgitadas (Pereira et al., 2008; Soneshine et al., 1993). O processo de hematofagia pode
provocar varios danos ao hospedeiro, principalmente se ele estiver com alto grau de
infestagcdo (Soneshine et al., 1993).

A fase parasitaria deste carrapato, desde a fixacdo da larva até o desprendimento da
teledgina, tem duracdo média de 21 dias e, nesta fase as condi¢des climaticas ndo influencia a
fixacdo no hospedeiro, visto que este mantém a temperatura corporal constante,
diferentemente da fase de vida livre, em que o carrapato estd exposto a temperatura e
condi¢des do ambiente (Campos Pereira et al., 2008, Andreotti et al., 2019).

De origem na Asia, especialmente da india e da ITha de Java, a distribuigdo geografica
de R. microplus se expandiu devido as expedi¢des exploratdrias com intensa movimentagao

de animais e mercadorias registradas pela Historia, facilitando seu ingresso nas regides



tropicais e subtropicais: Australia, México, América Central, América do Sul e Africa,
posicionado dentro das areas demarcadas pelos paralelos 32° Norte e 32° Sul (Nuiies et al.,
1982; Estrada-Pena et al., 2006), sendo hoje uma das espécies de ixodideos com maior
distribuicdo mundial.

Ja a introdugdo desta espécie de carrapato no Brasil provavelmente ocorreu por conta
das expedi¢des, no inicio do século XVIII, que transportavam animais domésticos
parasitados. Existe a hipdtese de que ele seria oriundo de bovinos comprados no Chile, que
teria entrado no pais através do Rio Grande do Sul (Kessler e Schenk, 1998) e depois
amplamente expandido por todo o territério brasileiro. Assim, a incidéncia varia de acordo
com as condi¢des climaticas de cada local, bem como influenciada pelas ragas de bovinos
predominantemente criadas (Gonzales, 1995).

Esta espécie de carrapato se destaca por estar associado a prejuizos econdmicos
consideraveis para a pecuaria, especialmente na bovinocultura, sendo atribuido um prejuizo
econdmico de trés bilhdes de dolares por ano no pais, pelos danos causados pelo parasita
(Grisi et al., 2014). Em nivel mundial, estes valores chegam a sete bilhdes de dolares
anualmente (FAO, 2004). Como um bovino pode ser parasitado por milhares de carrapatos, o
comportamento e a saude do hospedeiro sdo afetados direta ou indiretamente, diminuindo a
produtividade do animal, pela elevada perda de sangue que pode causar anemia; pela
inoculacdo de substancias toxicas que causam paralisia; pela reducdo da forca de tragdo,
ganho de peso, producdo de leite e carne; pelos danos no couro causados pela picada que
podem causar infec¢des secunddrias, como as miiases cutdneas e diminuem o valor de
mercado do couro. Além disso, R. microplus € o vetor dos agentes patogénicos causadores da
Tristeza Parasitaria Bovina, os protozoarios Babesia bovis (Babés, 1888, Starcovici, 1893) e
Babesia bigemina (Smith e Kilborne, 1893) e a bactéria Anaplasma marginale (Theiler,
1910), responsaveis por altos indices de mortalidade do rebanho bovino (Sattler et al., 1986;

Gonzales e Serra-Freire, 1992; Gonzales, 1995; Labruna e Verissimo, 2001; Grisi et al., 2002;



Peter et al., 2005; Jonsson, 2006; De la Fuente et al., 2008; Rodrigues e Leite, 2013; Grisi et
al., 2014).

E importante ressaltar que em torno de 95% dos carrapatos em um sistema de
producdo de bovinos encontram-se na pastagem e estdo nos estadgios de ovos, larvas e/ou
teledginas, e somente 5% da populacdo de carrapatos encontram-se parasitando os bovinos
(Campos Pereira et al., 2008). Isso se torna um grande problema com relagdo ao controle
deste ectoparasito, haja visto que as agdes de combate a este carrapato sdo realizadas quase
que exclusivamente por carrapaticidas quimicos (Kunz e Kemp, 1994; Klafke et al., 2017) e
destinadas apenas aos carrapatos fixos (fase parasitaria) que representam a minoria da
populagdo.

Em relacdo ao impacto destes ectoparasitas em aspectos econdmicos, a pecuaria
brasileira ocupa lugar de destaque no cendrio internacional, além de ter um grande potencial
de crescimento (IBGE, 2018). O pais possui o segundo maior rebanho comercial de bovinos
do mundo, com populacdo estimada em pouco mais de 213 milhdes de animais (IBGE, 2018).
Além disso, também Figura como o sexto maior produtor mundial de leite (Anualpec, 2016).
A equideocultura também se faz importante, pois o Brasil possui o terceiro maior rebanho de
equideos do mundo (Lima et al., 2006), com um plantel de aproximadamente 4,2 milhdes de
equinos (IBGE, 2017).

O impacto dos carrapatos como vetores se agrava ainda pelo fato de grande parte dos
agentes transmitidos por estes artropodes serem causadores nao somente de doencas em
animais, mas também de zoonoses relevantes; pelo constante aumento na prevaléncia em
diversos paises de infec¢des originadas por carrapatos nos ultimos anos; € pelo surgimento
constante de novos patogenos transmitidos por eles (Baneth, 2014).

Por ocorrer em toda a extensao do territorio brasileiro, R. microplus é encontrado em
regides onde a Febre Maculosa (FM) ¢ endémica. Contudo, e mesmo considerando os relatos

de sua infec¢do por diferentes espécies de riquétsias pertencentes ao Grupo Febre Maculosa



(Bermudez et al., 2009; Moura-Martiniano et al., 2014; Pesquera et al., 2015), seu
envolvimento na transmissdo de essas bactérias ainda nao esta esclarecido (Cordeiro et al.,

2018a).

1.1.2 Dermacentor (Anocentor) nitens

Dermacentor ¢ um dos cinco géneros de carrapatos da familia Ixodidae que ocorrem
na Regido Neotropical, sendo que este género no Brasil ¢ representado apenas pela espécie
Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 (Barros-Battesti et al., 2006; Guzman-
Cornejo et al., 2016).

Esta espécie de carrapato apresenta distribui¢ao pelas regides tropicais e subtropicais,
do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina, sendo amplamente distribuido no territdrio
brasileiro (Serra-Freire, 1982; Gazeta e Serra-Freire, 1996, Amorim et al., 1997). Trata-se de
um carrapato de comportamento monoxeno, que realiza diferentes geragdes por ano na Regido
Sudeste do Brasil (Souza e Serra-Freire, 1992; Borges et al., 1999; Labruna et al., 2001).
Popularmente conhecido como “carrapato-da-orelha-do-cavalo” devido a sua predilecdo a
hospedeiros equinos, comumente encontrado na regido das orelhas e responsavel por lesdes
no pavilhdo auricular, depreciando os animais em termos zootécnicos € econdmicos
(Flechtmann, 1975; Malheiro, 1952; Borges e Leite, 1998).

Embora muitas espécies deste género necessitem de trés hospedeiros para
completarem o ciclo de vida, D. nitens € Dermacentor albipictus (Packard, 1869) necessitam
de um unico hospedeiro (Guzman-Cornejo et al., 2016). A fase parasitaria se inicia com a
fixacdo da larva em um animal e termina com desprendimento da teledgina, com duragdo
média de 25 dias e, cada um dos estadios de desenvolvimento do carrapato tem um periodo

médio de alimentagdo, sendo que as larvas, ninfas e fémeas levam em média oito, nove e oito



dias, respectivamente, para completarem seu repasto sanguineo (Rodrigues et al., 2017). Por
fim, quando a teledgina completa sua alimentagao ela se desprende do animal caindo no solo
e dando inicio a fase nao parasitaria.

Bem como os demais Ixodideos, ao se desprender do hospedeiro, a teledgina busca um
local adequado sob a vegetacdo para iniciar o processo de ovipostura. Esse processo pode
levar alguns dias e, ap6s encerrar a oviposi¢do, a fémea morre. Os ovos que ali permanecem
sao naturalmente incubados. Apos esse periodo de incubacdo eclodem as larvas que, ao
estarem aptas para buscarem por hospedeiros, sobem até as pontas das folhas das gramineas ¢
ali permanecem a espreita de um animal, reiniciando o ciclo de vida (Andreotti et al., 2019).

Devemos, contudo, sempre levar em conta que a fase ndo parasitaria sofre influéncia
direta dos fatores abioticos, tais como temperatura ¢ umidade, ¢ ainda os fatores bioticos, pois
estdo susceptiveis a inimigos naturais, como formigas, aves, entre outros (Bastos et al., 1996;
Guimaraes da Silva et al., 1997; Andreotti et al., 2019).

Portanto, apdés uma teledgina se desprender do animal, varios fatores podem
influenciar a sua sobrevivéncia, bem como a sobrevivéncia de seus descendentes. Tais fatores
podem eventualmente resultar na morte da fémea antes da ovipostura, na produgdo de ovos
inférteis, ou ainda, na morte das larvas que ndo entrarem em contato com um hospedeiro
(Pereira et al., 2008).

Com relagdo a dindmica populacional, na regido Sudeste do Brasil, essa espécie de
carrapato apresenta de trés a quatro geragdes anuais € os maiores picos de infestagdo ocorrem
no primeiro semestre do ano (Borges et al., 2000; Labruna et al., 2002).

Apesar de ser encontrado principalmente sobre equideos, ¢ considerado sem
especificidade parasitaria (Gazéta e Serra-Freire, 1995) e eventualmente parasita outros
animais domésticos e silvestres, desde bovinos, cervideos, ovinos, alguns carnivoros como
Cerdocyon thous (Linnaeus, 1766) e ongas [Panthera onca (Linnaeus, 1758) e Puma concolor

(Linnaeus, 1771)]. Além disso, esta espécie ja foi relatada parasitando humanos quando



oportuna e em baixas infestagdes (Guglielmone et al., 2006; Miziara et al., 2007; Martins et
al., 2015; Gusman-Cornejo et al. 2016; Nava et al., 2017; Andreotti et al., 2019).

Infestacdes elevadas por D. mitens podem causar lesdes nas orelhas, resultando em
danos permanentes na cartilagem, além de criar condi¢des para miiase e acarretar outras
enfermidades nos equideos (Labruna e Amaku, 2006). Entre os danos indiretos, destaca-se a
transmissdo Theileria equi (Laveran, 1901) Mehlhorn e Schein, 1998 e Babesia caballi
(Nuttall e Strickland, 1910), hemoprotozoarios causadores da Piroplasmose Equina, podendo
resultar na morte de animais ou reduzir seu desempenho (Roby e Anthony, 1963).

Devido a sua ampla distribui¢do no Brasil, o carrapato da orelha do cavalo ¢
encontrado em regides onde a FM ¢ endémica, porém ha somente um relato de infeccao de
Rickettsia rickettsii em D. nitens no pais (Gehrke, 2010) e um relato no Panamé (Bermudez et
al., 2009), contudo o conhecimento da participa¢do deste carrapato no ciclo do patégeno

permanece incipiente.

1.2 Utilizacdo de marcadores moleculares em estudos filogenéticos e de estrutura de

populacdes de carrapatos

A variabilidade genética em carrapatos pode estar associada a sua capacidade de
transmitir patéogenos (Qiu et al.,, 2002; McCoy, 2008; Araya-Anchetta et al., 2015;
Bitencourth et al., 2016). Uma vez que carrapatos, patdgenos e seus hospedeiros estdo
ligados, a compreensdo sobre a diversidade e distribuicao da fauna de carrapatos torna-se
muito importante (Petney et al., 2011; Guillemi et al., 2015) e para que isso seja possivel,
estudos de genética de populagdes utilizando marcadores moleculares para analisar se ha

diferencgas dentro ou entre populacdes da mesma espécie sao necessarios (Song et al., 2011).
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Inicialmente, poucos estudos foram realizados focando especificamente na genética da
populagdo de carrapatos (Wallis e Miller, 1983; Bull et al., 1984; Hilburn e Sattler, 1986),
mas ja era perceptivel que a dispersao e a especificidade do patdogeno para subpopulagdes de
carrapatos podem ter significativas consideragdes para os esforcos de controle de doengas
(Sattler et al., 1986; Kubasu, 1992). Adicionalmente, com o passar dos anos, diferentes
marcadores moleculares tém sido utilizados em estudos filogenéticos e populacionais de
carrapatos (Notris et al., 1996; Mixson et al., 2006; Nava et al., 2009; Burger et al., 2012).

Dessa forma, marcadores moleculares podem fornecer novos conhecimentos sobre a
estrutura populacional (Kanduma et al., 2012), o que permitiria, por exemplo, uma
compreensdo mais profunda das populagdes de R. microplus (Burger et al., 2014). Nesse
sentido, apesar de estudos anteriores mostrarem que populacdes de R. microplus
apresentavam auséncia de divergéncia entre as populagdes das Américas (Labruna et al.,
2009), o avanco do conhecimento e¢ do aprimoramento das ferramentas de analise
populacional, caracterizaram a formacgao de clado constituido por populagdes de R. microplus
do Brasil, China e Camboja (Burger et al., 2014), demonstrando uma nova compreensao sobre
a diversidade populacional desta espécie.

Para o género Dermacentor, poucos estudos foram realizados objetivando a analise da
diversidade genética. De acordo com estudo molecular de Crosbie et al. (1998), Dermacentor
hunteri Bishopp, 1912, apresenta pouca variagdo genética e se trata de um grupo
monofilético, entretanto o oposto foi observado em Dermacentor albipictus. Ja os estudos
conduzidos com Dermacentor andersoni Stiles, 1908 em areas com caracteristicas
divergentes, Lysyc e Scoles (2008) observaram que em uma delas o nivel de diversidade
genética foi maior que em outra. E possivel que essa divergéncia possa ter relagdo com

1solamento geografico (Lysyc e Scoles, 2008, Patterson et al., 2009).
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Para investigar a variagdo genotipica de D. albipictus, considerada até entdo
taxonomicamente confusa, estudo com abordagens integrativas, utilizando dados moleculares
e morfoldgicos, concluiram que se tratava de uma unica espécie (Leo et al., 2010).

Recentemente, um estudo molecular foi conduzido, indicando que o género
Dermacentor ¢ composto de pelo menos duas linhagens: Eurasia (Clado I), constituida por
Dermacentor everestianus Hirst, 1926, Dermacentor silvarum Olenev, 1931, Dermacentor
nuttalli Olenev, 1928 e Dermacentor marginatus Sulzer, 1776; e Neartico (Clado II),
composta por D. variabilis, D. nitens e D. albipictus (Chen et al., 2014).

Além disso, sobre a espécie D. nitens, mesmo nao tendo sido possivel detectar
diferencas morfoldgicas significativas em amostras provenientes da Colombia, inferéncias
filogenéticas moleculares indicaram que a espécie apresentou polimorfismo, o que resultou
em um clado que separou as sequéncias da localidade Leticia das demais sequéncias
Colombianas (Rivera-Pées et al., 2018).

No Brasil, um estudo morfoldgico constatou a variagdo sazonal do nimero aerdpilos
em placas espiraculares em D. nitens, considerando como uma indicagdo do estado adaptativo
(Gazéta et al., 2001). Outros dois estudos foram conduzidos no pais e relataram a ocorréncia
de diversidade haplotipica com divergéncia entre as diversas populagdes de R. microplus e D.
nitens (Csordas et al., 2016, 2017), permitindo supor que tal divergéncia pode, de alguma
forma, influenciar na competéncia vetorial desses ixodideos. Entretanto, o conhecimento
sobre a diversidade genética e seus impactos na competéncia vetorial da espécie do género
Dermacentor com maior importancia para o Brasil permanece incipiente.

Por outro lado, estudos relacionados a diversidade genética de espécies do género
Amblyomma sdo inimeros no Brasil, devido a sua relevincia para satde publica, e tém
demonstrado variedade haplotipica relativamente grande, em relagdo a outros géneros de
carrapatos (Csordas et al., 2016, 2017; Caetano et al., 2017). E, em algumas espécies de

Amblyomma, ha indicios de estruturacdo populacional associada as distancias genéticas e
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geograficas ou até mesmo a aspectos ecologicos (Martins et al., 2016; Ogrewalska et al.,
2016; Bitencourth et al., 2017, 2019; Founier et al., 2019).

Nesse sentido, a partir do cenario apresentado para R. microplus e D. nitens, o estudo
sobre as relacdes filogenéticas e filogeograficas verificadas no pais, bem como sobre seus
possiveis patdgenos torna-se importante, sabendo que tanto a diversidade do vetor quanto sua
rapida mudanca genética podem influenciar fortemente na dindmica de interagcdo hospedeiro —
vetor — patogeno (Fussmann et al., 2007; Patterson et al., 2009). Além disso, a variagao
filogeografica dentro de uma espécie pode influenciar a capacidade de adquirir, manter e
transmitir agentes patogénicos (McLain et al., 1995), e assim, modificar o cenario

epidemioldgico de transmissao de bioagentes.

1.2.1 DNA mitocondrial (mtDNA)

As mitocondrias das células eucaridticas possuem um genoma proprio e independente
do genoma nuclear e a analise do DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido amplamente utilizada
em estudos de genética de populagdes de carrapatos (Burkman, 2009; Krakowetz et al., 2011;
Beati et al., 2012). O mtDNA ¢ particularmente, adequado para esses estudos porque seus
genes evoluem, em média, mais rapidamente do que os nucleares (Li, 1997). Essa taxa de
evolugdo acelerada do mtDNA ¢, predominantemente, devida ao seu tamanho reduzido
(aproximadamente quatro vezes menor que o genoma nuclear), a transmissdo genética
horizontal exclusivamente materna, assim como a auséncia recombinac¢ao meiotica (Simon et
al., 1994). E, devido ao seu tamanho reduzido ¢ abundancia de mitocondrias nas células, ¢é
mais facil de sequenciar do que o genoma nuclear (Shao e Barker, 2007).

O mtDNA dos carrapatos ¢ pequeno € compacto, com comprimento de 14 a 15 Kb e

formado por uma sequéncia de 37 genes, dispostos ao longo de uma dupla cadeia de
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nucleotideos em forma circular, sendo estes: dois genes que codificam os RNA ribossémicos,
22 genes que codificam os RNA de transferéncia e 13 genes que codificam os RNA
mensageiros correspondentes as subunidades das enzimas mitocondriais (Campbell e Barker,
1999).

De forma geral, a maioria das permutacdes genéticas do mtDNA sdo simples
substitui¢des de bases, algumas s3o pequenas adi¢des ou supressdes de um ou poucos
nucleotideos (Hillis et al., 1996) e, talvez a caracteristica mais importante do mtDNA dos
animais, € que sdo heranca materna (exceto raras excecdes). Dessa forma, o mtDNA agrupa
muitas caracteristicas desejaveis a um marcador evolutivo, e tem sido amplamente utilizado
para analisar as relacdes entre espécies ¢ a dinamica das trocas que se produzem em niveis
micro e macro-evolutivos.

Os genes mitocondriais se dividem em duas categorias: genes de codificagdo de
proteinas e genes ribossomicos (12S rDNA e 16S rDNA), que ndo sdo separados por

espacadores internos transcritos (Cruickshank, 2002).

1.2.1.1 Citocromo Oxidase Subunidade 1 (COX-I)

A subunidade 1 da Citocromo Oxidase (COX-I) do mtDNA faz parte deste complexo
génico codificante de proteinas transmembranas, esta subunidade estd envolvida no transporte
elétrico e catalise da cadeia respiratdoria de organismos eucariotos. Este gene vem sendo alvo
de estudos populacionais de variabilidade genética pela sua universalidade e importancia
evolutiva (Hebert et al., 2013).

A andlise deste gene auxilia na resolugdo de divergéncias sobre a diversidade animal,
devido a sua taxa de mutacdo ser frequentemente rapida para distinguir espécies estreitamente

relacionadas e, como sua sequéncia tende a ser conservada entre os membros da mesma
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espécie, este gene funciona como uma importante ferramenta para analise do sistema

taxonomico (Caporale et al., 1995; Xu et al., 2003).

1.2.1.2 Regiao controle (D-loop)

Estudos demonstraram que as sequéncias de mtDNA sdo Uteis para distinguir espécies
de carrapatos estreitamente relacionadas, e devem ser, portanto, adequadas para identificar
populagdes distintas dentro de uma espécie (Caporale et al., 1995; Xu et al., 2003). Este &,
particularmente, o caso da regido controle ou regido D-loop (displacement loop), cuja fungao
ainda ndo ¢ clara, mas pesquisas recentes sugerem que ela participa da organizacdo do
nucledide mitocondrial (Leslie, 2007). Sabe-se que o D-loop evolui muito rapidamente (Li,
1997) e essa variabilidade o tornou um dos genes mais utilizados para os estudos de relagdo

abaixo do nivel de espécie (Taylor et al., 1993; Simon et al., 1994).

1.2.1.3 128 ribossomal DNA

Para estudos de filogenia de carrapatos que sofreram eventos de especiacdo recente a
analise do 12S rDNA tem sido amplamente realizada (Murrell et al., 1999; Norris et al., 1999;
Beati e Keirans, 2001), assim este marcador apresenta caracteristicas que o tornam eficiente
no estudo das relagdes filogenéticas e de estrutura de populagdes de carrapatos, por apresentar
regides conservadas alternadas com regides altamente variaveis (Norris et al., 1996; Norris et
al., 1999; Beati e Keirans, 2001; Barker e Murrell, 2004; Mixson et al., 2006; Casati et al.,
2008; Burkman, 2009; Krakowetz et al., 2011; Beati et al., 2012; Kovalev e Mukhacheva,

2012).
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1.3 Principais bioagentes transmitidos pelos carrapatos

Em virtude do prolongado periodo de alimentacdo/ repasto sanguineo, os membros da
familia Ixodidae sdo vetores de uma grande diversidade de agentes patogénicos, incluindo
virus, causadores de encefalites e febres hemorragicas (Piesman e Eisen, 2008; Kilpatrick e
Randolph, 2012); protozoarios, causadores de babesioses (Suarez ¢ Noh, 2011); e bactérias,
causadoras de tularemia, erliquiose, doenca de lyme, febre recorrente, além das febres

maculosas (Parola e Raoult, 2006).

1.3.1 Rickettsia sp.

Dentre as doengas veiculadas por estes artropodes, as riquetsioses sdo consideradas as
mais antigas dentre as doengas zoonoticas transmitidas por vetores (Parola et al., 2013) e tém
recebido aten¢do por se tratar de uma ameaca emergente global (Lim et al., 2012). Sao
doencas causadas por bactérias Gram-negativas agrupadas na familia Rickettsiaceae,
especificamente pelo género Rickettsia (Galvao et al., 2005; Jacinto et al., 2005).

O género Rickettsia compreende bactérias intracelulares obrigatérias pertencentes a
ordem Rickettsiales e a familia Rickettsiaceae, descritos como formas cocobacilares,
pequenos bastonetes ou bacilos gram-negativos (0,3 a 0,5 pm por 0,8 a 2,0 um). Estas
bactérias podem se localizar no citoplasma e/ou nucleo da célula hospedeira (Eremeeva e
Dasch, 2000; Eremeeva et al., 2000). Em infec¢des naturais, o principal alvo em animais
vertebrados sdo as células endoteliais, nas quais o bioagente se multiplica, causando
vasculites com a ativagdo de plaquetas e do sistema de coagulacdo (Greene e Breitschwerdt,

2006). Nos artropodes vetores, a bactéria permanece em células intestinais, tibulos de



16

Malpighi, hemolinfa, glandulas salivares e ovarios (Burgdorfer, 1970; Billings et al., 1998;
Yu e Walker, 2003).

As riquétsias apresentam crescente interesse na saude publica e diferentes espécies
tém sido identificadas em diversos paises nos ultimos anos, utilizando métodos de biologia
molecular (WHO, 1988; La Scola e Raoult, 1997; Azad e Beard, 1998; Paddock et al., 2004)
com constantes revisdes taxonOmicas e filogenéticas, indicando diferentes proposicdes para
familia Rickettsiaceae (Gillespie et al., 2007; Fournier et al., 2008; Gillespie et al., 2008,
Weinert et al., 2009a; Weinert et al., 2009b). Entretanto, classicamente, com base em critério
antigénico e molecular, as espécies do género Rickettsia estdo subdivididas em Grupo
Ancestral (GA), Grupo Tifo (GT) e Grupo Febre Maculosa (GFM) (Stothard et al., 1994;
Roux et al., 1997; Roux e Raoult, 2000; Yu e Walker, 2003).

No GFM sdo reconhecidas cerca de 30 espécies, destas, até o inicio do presente
século, apenas nove eram consideradas patogénicas para o homem. Hoje sdo reconhecidas
pelo menos 15 espécies patogénicas deste grupo: Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia africae,
Rickettsia akari, Rickettsia australis, Rickettsia conorii, Rickettsia felis, Rickettsia helvetica,
Rickettsia honei, Rickettsia japonica, Rickettsia marmionii, Rickettsia mongolotimonae,
Rickettsia parkeri, R. rickettsii, Rickettsia sibirica, Rickettsia slovaca. Com excecdo de R.
akari e R. felis transmitidas, respectivamente, por acaros e pulgas, todas as demais sdo
veiculadas por carrapatos (Raoult e Roux, 1997; Graves e Stenos, 2003; Brouqui et al., 2004,
Parola et al., 2013).

Algumas riquétsias do GFM apresentam patogenicidade comprovada e potencial para
induzir, em humanos, a Febre Maculosa, doenga com caracteristica clinica e evolugao
variaveis, segundo a espécie do bioagente envolvido (Stothard et al., 1994; Roux et al., 1997;
Roux e Raoult, 2000; Paddock et al., 2004). Dentro desse grupo, R. rickettsii foi considerada,
durante todo século XX, a unica espécie transmitida por carrapatos associada com doenga

humana nas Américas (Parola et al., 2009).
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No Brasil, a Febre Maculosa Brasileira (FMB) causada pela R. rickettsii ¢
caracterizada por febre alta, manifestacdes hemorragicas graves e altas taxas de letalidade,
sendo registrada principalmente nas regides sudeste e na parte norte da regido sul, em areas
antropizadas de biomas de Cerrado e Mata Atlantica. Os carrapatos Amblyomma sculptum e
Amblyomma aureolatum sao os vetores conhecidos e as capivaras, os cavalos e os caes sao 0s
hospedeiros vertebrados envolvidos no ciclo (Oliveira et al., 2016a).

Uma outra riquetsiose que acomete humanos e que ocorre no pais ¢ a FM causada pela
R. parkeri (Nieri-Bastos et al., 2018, Faccini-Martinez et al., 2018), caracterizada por febre,
erupcdo cutanea, escara de inoculagdo, linfadenopatia, dor de cabeca, mialgia, artralgia e
auséncia de 6bitos (Faccini-Martinez et al., 2018). Esta forma branda da FM foi recentemente
registrada nas regides sul, sudeste e nordeste do Brasil, em &reas preservadas ou pouco
antropizadas do bioma Mata Atlantica (Spolidorio et al., 2010; Silva et al., 2011; Krawczak et
al., 2016, Faccini-Martinez et al., 2018). O carrapato Amblyomma ovale € o vetor comprovado
e os caes sdao os hospedeiros associados ao ciclo (Moerbeck et al., 2016; Faccini-Martinez et
al., 2018; Nieri-Bastos et al., 2018).

Entretanto, casos de FM registrados em novos focos do Brasil apontam perfis clinicos
diferentes aqueles ja estabelecidos, com auséncia de vetores ja reconhecidos em esses focos
ou auséncia da deteccdo da infeccdo por riquétsia nesses vetores, ndo sendo possivel, dessa
forma, caracterizar o mecanismo de circulacdo do bioagente naqueles focos (Oliveira et al.
2016a-b; 2017; 2018). Além disso, durante as ultimas décadas, outras espécies patogénicas ou
potencialmente patogénicas de riquétsias, bem como de novas espécies de carrapatos com
potencial vetor, foram relatados para o Brasil (Labruna et al., 2011; Parola et al., 2013; Nieri-
Bastos et al., 2014; Nunes et al., 2015; Moerbeck et al., 2016; Weck et al., 2016; Silva et al.
2017a, 2018).

Devido a ocorréncia em toda a extensdo do territdrio brasileiro, as duas espécies de

carrapatos R. microplus e D. nitens, tém sido também encontradas em regides onde a FM ¢é
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endémica. Contudo, mesmo considerando os relatos de infec¢do em R. microplus por
diferentes espécies de riquétsias pertencentes ao GFM (Bermudez et al., 2009; Moura-
Martiniano et al., 2014; Pesquera et al., 2015), seu envolvimento na transmissao dessas
bactérias ainda nao estd esclarecido (Cordeiro et al., 2018a). Nesse contexto, o carrapato D.
nitens também teria o mesmo potencial que R. microplus, e ja fora detectado com riquetsia

causadora da FM (Bermudez et al., 2009; Gehrke, 2010).

1.3.2 Anaplasma sp.

Dentre as espécies do género Anaplasma, Anaplasma phagocytophilum (anteriormente
denominada Ehrlichia phagocytophila) se destaca por ser o agente causador da Anaplasmose
Granulocitica Humana (anteriormente conhecida como Erliquiose Granulocitica Humana).
Esta bactéria mantém seu ciclo de vida em carrapatos da familia Ixodidae e parasita
mamiferos como hospedeiros intermediarios (Dumler, 2005; Dahlgren et al., 2011; Biggs et
al., 2016). Ao infectar animais domésticos como bovinos e cavalos, que servem como
reservatorios € aumentam o risco de contdgio para seres humanos, esses parasitas causam
prejuizos econdomicos elevados (Oliveira et al., 2010), conforme citado anteriormente sobre a
infeccdo de bovinos com A. marginale (ver se¢do 1.1.1 da Introdugdo).

No Brasil, embora A. phagocytophilum tenha sido encontrada apenas infectando caes e
carrapatos (Santos et al., 2013), outras espécies como 4. marginale e Anaplasma platys foram
encontrados infectando animais domésticos em todo o pais (Pohl et al., 2013; Souza et al.,
2013).

A espécie A. platys € a bactéria que infecta plaquetas de cdes, causando a doenga
conhecida como Anaplasmose Trombocitica Canina (Harvey, 2006). Carrapatos ingurgitados

foram examinados no Japao e o DNA de A4. platys foi amplificado (Inokuma et al., 2000). No
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Brasil, o agravo ja foi descrito em varias regides, com baixa prevaléncia na regiao sul (Lasta
et al., 2013) e alta no centro-oeste (Witter et al., 2013) e com evidéncias de que 4. platys ¢
transmitida através da picada de ixodideos.

Por fim, responsavel pela Anaplasmose Bovina, A. marginale ¢ uma bactéria
transmitida por carrapatos que causa perdas econdmicas significativas na pecuaria e ¢
encontrada em regides onde os carrapatos vetores sdo endémicos. Sabe-se que ao menos 20
espécies de carrapatos ixodideos participam na transmissdao de A. marginale, incluindo
Dermacentor spp. € Rhipicephalus spp. (Kocan et al., 2010). Nas regides tropicais ¢
subtropicais, R. microplus ¢ o vetor da Anaplasmose Bovina, pois apesar da alta
especificidade de hospedeiro de R. microplus para o gado, esta espécie de carrapato também

pode ser encontrada parasitando pequenos ruminantes (Brito et al., 2005).

1.3.3 Erlichia sp.

Bactérias do género Ehrlichia integram a ordem Rickettsiales, pertencendo a familia
Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001) e antes da disponibilidade de técnicas moleculares, as
espécies pertencentes ao género Ehrlichia eram agrupadas de acordo com seu tropismo
celular. Embora tenha sido descrita primeiramente em caes na Argélia em 1935, poucos foram
os estudos realizados na época e dados epidemiologicos destas infeccdes ndo foram
averiguados durante muitos anos. Porém, o reconhecimento desta erliquiose como uma
doenca potencialmente fatal para humanos em 1980, levou a intensificagao de estudos sobre
estes organismos com a utilizagdo de técnicas moleculares, resultando na reclassificagao
taxondmica do género (Cohn, 2003).

A erliquiose ¢ uma doenga infecciosa que afeta animais e humanos, ¢ causada por

diferentes espécies do género FEhrlichia e transmitida por carrapatos. O carrapato
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Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806 sensu lato ¢ considerado o vetor de Ehrlichia canis
para caes (Groves et al., 1975), ja a espécie Amblyomma americanum Linnaeus, 1758 atua
como um vetor de Ehrlichia chaffeensis e Ehrlichia ewingii para veados, caninos ¢ humanos
(Cohn, 2003), enquanto Amblyomma hebraeum (Koch, 1844) e Amblyomma variegatum
Fabricius, 1794 estdo associados a transmissdo de FEhrlichia ruminantium a ruminantes
(Allsopp, 2010). Além disso, um novo genoétipo de Ehrlichia filogeneticamente proximo a E.
canis (Ehrlichia sp. UFMG-EV) foi identificado em carrapatos R. microplus no Brasil

(Cabezas Cruz et al., 2012).

1.3.4 Borrelia sp.

Borrelias sdo responsdveis pela doenca de Lyme (DL) ou Borreliose de Lyme,
pertencem ao complexo Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.) e incluem, atualmente, 20
genoespécies conhecidas, sendo que existem outras espécies que ainda necessitam de
caracterizacao filogenética. Atualmente, oito destas genoespécies sao clinicamente relevantes:
B. burgdorferi sensu stricto (s.s.), Borrelia garinii, Borrelia afzelii, Borrelia lusitaniae,
Borrelia valasiana, Borrelia bavariensis, Borrelia bissettii € Borrelia spielmanii. As
genoespecies B. burgdorferi s.s., B. afzelii, B. garinii t€m sido as mais diretamente
relacionadas as manifestacdes clinicas (Socolovschi et al., 2009a; Stanek e Reiter, 2011;
Franke et al., 2013; Ruzic-Sabljic et al., 2016; Cutler et al., 2017).

No Brasil foi ponderado o fato de haver diferengas significativas em aspectos
epidemioldgicos e clinico-laboratoriais entre a doenca presente e a DL. E dessa forma,
Gauditano e colaboradores sugeriram a mudanga de nomenclatura da enfermidade para
Sindrome de Baggio-Yoshinari, no intuito de desvincular a doenga brasileira da DL e

incentivar as pesquisas desta enfermidade emergente no pais (Gauditano et al., 2005; Santos
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et al., 2010).

Diferentes artropodes podem se infectar com B. burgdorferi s.l., mas somente
carrapatos parecem ter importancia como vetores no seu ciclo epidémico, variando em
espécie, segundo o continente, sendo carrapatos do género Ixodes considerados os principais
transmissores (Biesiada et al., 2012; Steere et al., 2005; Socolovschi et al., 2009a; Burgdorfer
et al., 1982; Gayle e Ringdahl, 2001; Barbieri et al., 2013; Sebastian et al., 2016; Lopez-
Pérez et al., 2019).

A borreliose bovina ¢ uma dessas doengas que acometem animais de produgdo,
causada pela espiroqueta Borrelia theileri e transmitida pela picada de espécies de carrapatos
infectados do género Rhipicephalus e subgénero Boophilus. Véarias espécies do género sao
capazes de transmitir o agente e sdo encontrados em véarios continentes (McCoy et al., 2014).

Naturalmente a espiroqueta esta associada aos bovinos e com elevada taxa de infec¢ao
em R. microplus (Smith et al., 1985). Curiosamente, B. theileri foi observada a partir de R.
microplus coletado no cavalo (Ypaguirre et al., 2007). Posteriormente em R. microplus de
bovino (Cordeiro et al., 2018b).

Assim como o reservatorio de B. theileri detectada no Brasil, ndo é conhecido se R.
microplus representa de fato um vetor competente para sua transmissdo e propagagdo entre
espécies hospedeiras distintas também ¢ uma incognita (Ypaguirre et al., 2007).

Os relatos clinicos que se assemelham a DL no Brasil podem estar associados a
borrélia mencionada, entretanto a determinagdo de sua ecologia, bem como o potencial
patogénico sdo necessarios para saber se estdo relacionados (Ypaguirre et al., 2007). O DNA
de B. burgdorferi s.s. foi detectado em carrapatos da espécie D. nitens coletados em equinos
no Brasil, esse relato aponta para a importancia da comunidade hospedeira na ecologia da DL,
bem como informacgao para esclarecer a prevaléncia de genoespécies do complexo Borrelia

burgdorferi e a capacidade vetorial dos carrapatos (Gongalves et al., 2013).
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1.3.5 Babesia sp. e Theileria sp.

A babesiose ¢ uma patogenia que também tem como vetores os carrapatos, causada
por uma infeccdo de eritrocitos por protozoarios membros do filo Apicomplexa, ordem
Piroplasmida e género Babesia (Gray et al. 2019).

Organismos do género Babesia sdo, em sua maioria, parasitas de mamiferos e as
espécies mais conhecidas causam doencas em animais de companhia e de producao.
Entretanto, ja foram encontradas babesias em hospedeiros selvagens e algumas espécies sao
de caracteristicas zoondticas (Schnittger et al., 2012).

O impacto econdmico da doenga causada pelo género ¢ consideravel, principalmente
em bovinos e equinos, mas pequenos ruminantes € animais de companhia sdo também
afetados. Além disso, ha crescente interesse em estudos com Babesia spp. como agentes
zoondticos. A doenga ocorre quando a taxa de infec¢do e perda de eritrocitos excede a taxa de
substitui¢do, dando origem a anemia com demais problemas de satde (Bock et al., 2004;
Tamzali, 2013).

A espécie B. caballi e T. equi (Ueti et al., 2008) sdo os agentes causadores da
Piroplasmose Equina, agravo considerado endémico em regides tropicais, subtropicais €
algumas zonas temperadas do mundo (Shkap et al. 1998; Steinman et al. 2012) e infec¢des
mistas pelos dois bioagentes sdo comuns em dreas endémicas (Scoles e Ueti 2015). Esta
espécie, antes conhecida como Babesia equi e atualmente denominada 7. equi, apresenta
caracteristicas em seu ciclo de vida que resultaram em sua transferéncia para o género
Theileria (Uilenberg, 2006).

Esses dois parasitas tém diferengas bioldgicas, mas causam patologia semelhante e
apresentam ciclos de vida e relagdes vetoriais semelhantes (Rothschild, 2013). Os carrapatos

sao considerados hospedeiros definitivos para 7. equi € B. caballi, pois o parasita deve passar
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pelo desenvolvimento do estagio sexual do carrapato para completar seu ciclo de vida (Zapf e
Schein, 1994). Uma vez infectado, o animal permanece portador por longos periodos e age
como fonte de infecgdo para os carrapatos (Laus et al., 2015).

Atualmente, sdo conhecidas mais de 15 espécies de carrapatos dos géneros
Dermacentor, Hyalomma e Rhipicephalus que podem transmitir tais bioagentes. Enquanto R.
microplus, mesmo com afinidade por gado, também pode transmitir 7. equi aos cavalos
(Friedhoff et al., 1990; Stiller et al., 2002, Nogueira et al., 2017), o carrapato D. nitens
também ¢ um ectoparasita importante que afeta a saude animal, transmitindo B. caballi entre

equideos (Roby e Anthony, 1963).

1.4 Justificativa

Em areas onde a carga parasitaria de carrapatos em cavalos e gado costuma ser alta
(Oliveira et al., 2003; Teglas et al., 2005), o risco de infecg@o por bioagentes em trabalhadores
ao ar livre, agricultores ou turistas que estdo em contato com equideos ¢ elevada (Ghane et al.,
2016; Donohoe et al., 2018). Como os principais ectoparasitas que acometem a producao
bovina e equina no Brasil sdo, respectivamente, R. microplus € D. nitens, € também como
pouco se sabe sobre a participacdo destes carrapatos nos ciclos enzootico e epidémico dos
bioagentes por eles veiculados, estas espécies sdo o foco principal desta tese, onde foi
analisado se existe a relacdo entre a diversidade genética em populagdes destes carrapatos,

coletados em areas de investigacao de focos, vigilancia e focos silenciosos da FM no pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a diversidade genética nas populacdes de R. microplus e D. nitens ¢ a

infecg¢do por patdgenos transmitidos por carrapatos em diferentes biomas do Brasil.

2.1.1 Objetivos Especificos

e Realizar andlises filogenéticas, filogeograficas e de estrutura populacional de R.
microplus e D. nitens a partir de dados moleculares;

e Investigar a presenga e caracterizar molecularmente os patdgenos transmitidos por
carrapatos (Rickettsia sp., Anaplasma sp., Ehrlichia sp., Borrelia sp., Babesia sp. e
Theileria sp.) em espécimes de R. microplus e D. nitens;

e Observar se ha relagdo entre a diversidade genética de R. microplus e D. nitens,

com as espécies dos patdgenos identificados nesses.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo e coleta de artropodes

No periodo de 2011 a 2019, durante Investigacdo de Focos ou Vigilancia de Ambiente
para FM, realizadas pela Rede Nacional de Vigilancia Ambiental para Doencas Transmitidas
por Carrapatos, as equipes das Secretarias Estaduais ¢ Municipais de Saude (Ministério da
Satde do Brasil), em parceria com o Laboratorio de Referéncia Nacional em Vetores das
Riquetsioses (LIRN, Fundacao Oswaldo Cruz) realizaram coletas de ectoparasitas apteros em
hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, de dreas rurais e urbanas das cinco regides do
Brasil, compreendendo areas com caracteristicas fisiogeograficas distintas de diferentes
biomas.

Foram coletados 7.678 espécimes de R. microplus (Apéndice A) e 807 espécimes de
D. nitens (Apéndice B), de 17 Estados do pais: Tocantins (TO), Roraima (RR) e Ronddnia
(RO) — regidao Norte; Bahia (BA), Ceara (CE), Maranhao (MA), Pernambuco (PE) e Rio
Grande do Norte (RN) — regido Nordeste; Goias (GO) e Mato Grosso (MT) — regido Centro-
Oeste; Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ) e Sao Paulo (SP) — regido

Sudeste; Parand (PR), Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) — regido Sul (Figura 2).
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Figura 2. Distribui¢do geografica de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e Dermacentor

(Anocentor) nitens Neumann, 1897 coletados parasitando hospedeiros vertebrados e/ou livres no ambiente, por
unidade federativa e bioma, durante investigacdo de foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no
periodo de 2011 a 2019. Os estados marcados com losango preto representam os estados de coleta de carrapatos

(Fonte: Modificado de IBGE, 2007).

Os ectoparasitos foram coletados sobre animais domésticos como caes, bois, cavalos,
asnos, cabras e ovelhas, além de animais silvestres como cervo-do-pantanal, tamandué-
bandeira e anta, presentes na localidade, bem como no ambiente (Apéndice A e B). A técnica
de obtencdo de carrapatos nos hospedeiros foi por tor¢do em torno do proprio eixo
longitudinal do idiossoma e no ambiente a coleta foi realizada seguindo a técnica de arrasto de
flanela e busca ativa. Os artropodes coletados foram acondicionados em microtubos estéreis

contendo isopropanol P. A. e encaminhados para o LIRN para identificacdo.
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3.2 Identificacdo taxonémica dos carrapatos

Todos os espécimes foram identificados morfologicamente, utilizando chaves
dicotomicas apropriadas (Aragdo e Fonseca, 1961; Barros-Battesti et al., 2006) e descrigdes
morfologicas (Marquez et al., 1992; Amorim et al., 1997; Maroun et al., 1999,). Para deteccao
de patégenos e correlacdo entre eles e a diversidade genética dos carrapatos estudados, as
amostras de carrapatos adultos e ninfas foram definidas por espécime unico. Dessa forma, as
amostras com larvas foram apenas utilizadas para analise da infec¢do de patogenos, pois seu
DNA foi extraido em grupos de 10 espécimes por amostra. O total de amostras analisadas foi

de 797, sendo 620 amostras de R. microplus e 177 amostras de D. nitens.

3.3 Extracdo de DNA genomico (DNAg)

Inicialmente, o DNA gendmico (DNAg) das amostras foi extraido através da técnica
de extragdo por solugdo saturada de NaCl (Aljanabi e Martinez, 1997) e armazenado a —20 °C
até a realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os artropodes foram triturados
em banho de N, e ressuspendidos em um volume méaximo de 400 pl de solugdo 1 (NaCl 0,4
M; EDTA 2 mM pH 8,0; Tris HCl 10 mM pH 8,0). Em seguida foi adicionado SDS 2% e 0,4
mg/ ml Proteinase K (Ambion®, Austin, EUA) e o material incubado em banho — maria a 56 -
60 °C por 1 a 2 h. Apds esta incubacdo, a mistura foi acrescentada de 2,57 mM de NaCl,
homogeneizada e centrifugada 10.000 g por 30 min; o sobrenadante foi precipitado em igual
volume de isopropanol. O DNAg foi ressuspendido em 30 ul de dgua ultra pura livre de
DNase e RNase. Amostras representantes foram selecionadas aleatoriamente para
quantificagdo em espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™, Waltham,

EUA).
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3.4 Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para identificacdo molecular, analise filogenética e estudo sobre diversidade genética
de R. microplus e D. nitens, as amostras foram submetidas a amplificacdo através da PCR,
utilizando oligonucleotideos iniciadores e protocolos de amplificagdo disponiveis na literatura
que objetivaram a amplificacdo de sequéncias parciais dos marcadores mitocondriais D-loop,
COX-I e 12S rDNA (Tabela 1). As reagoes de PCR, foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®, Carlsbad, EUA) e T-Professional

Gradient Thermocycler (Biometra Ltd., Goettingen, Germany).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo de sequéncias parciais de genes
mitocondriais de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e Demarcentor
(Anocentor) nitens Neumann, 1897, coletados no periodo de 2011 a 2019 em diferentes

biomas do Brasil

Gene/Regido Oligonucleotideo Sequéncia de nucleotideo (5'-3") Fragmento (pb)
12S ribosomal DNA TIB AAACTAGGATTAGATACCCT 360 @
T2A AAAGAGTGACGGGCGATATGT
Regido Controle D-loop3-1x TAACCGCTGCTGCTGGCACAA .
(D-loop) D-loop-1x TAACCCTTTATTCAGGCAT 440
Citocromo Oxidase I COX-1.2F CTTCAGCCATTTTACCGCGA .
(COX-I) COX-12R CTCCGCCTGAAGGGTCAAA 643

a: Beati e Keirans, 2001; b: Burkman, 2009; c¢: Csordas et al., 2016.
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Para pesquisa de patogenos, as amostras foram submetidas a amplificagdo através da
PCR, utilizando oligonucleotideos iniciadores e protocolos de amplificacdo disponiveis na
literatura que objetivaram a amplificagdo de sequéncias parciais de genes de riquetsia,
anaplasma, erliquia, borrelia, babesia e theileria (Tabela 2). O preparo das solucdes e as
condigdes dos ensaios de PCR foram adequados para cada tipo de gene pesquisado
(Sambrook e Russell, 2001), em cada reacdo foram utilizados os respectivos controles
positivos (300 ng DNAg de: R. parkeri, A. phagocytophillum, E. canis, B. burgdorferi e B.
canis) e como controle negativo agua ultra pura livre de DNase e RNase. As reacdes de PCR,
foram realizadas em termociclador Genedmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®,
Carlsbad, EUA) e T-Professional Gradient Thermocycler (Biometra Ltd., Goettingen,

Germany).
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de sequéncias parciais de genes de
Riquesia, Anaplasma, Ehrlichia, Borrelia, Babesia e Theileria, em amostras de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897

coletados no periodo de 2011 a 2019 em diferentes biomas do Brasil

Gene Oligonucleotideo Sequéncia de nucleotideo (5°-3°) Fragmento (pb)
Rickettsia sp.
gltA CS2-78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 4012
(citrato sintase) CS2-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT
CS4-239 GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT 8340
CS4-1069 CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT
htrd 17k-3 GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA 549 °
(antigeno 17-kDa) 17k-5 TGTCTATCAATTCACAACTTGCC
scad
(gene D — antigeno de D1738fF GTATCTGAATTAAGCAATGCG 744 ¢
& & D2482R CTATAACAGGATTAACAGCG

superficie celular PS120)

Rickettsia Grupo Febre Maculosa + Grupo Tifo

(pro l,rfmplf o d 120M59  GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA 262
proteina externa de 120.807 TGTCTATCAATTCACAACTTGCC
membrana rOmpB 120-kDa)
Rickettsia Grupo Febre Maculosa
(proteh‘l’;”gjema d Rr190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA S
membrana OmpA 190kDa)  RF190:602 AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
Anaplasma phagocytophilum e Anaplasma marginale
(protein f’t"fn maior d MSP3F CCAGCGTTTAGCAAGATAAGAG 3341
proteina externa maiot de MSP3R GCCCAGTAACAACATCATAAGC
membrana P44)
Ehrlichia sp.
(proteina dzsg) acio de Dsb-330 GATGATGTCTGAAGATATGAAACAT 200 ¢
protetna de formag Dsb-728 CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAT
ligagdo dissulfeto)
Borrelia sp.
(subuni d;fr;’;nNi wrNa  6RNAR CTGGCAGTGCGTCTTAAGCA 336t
b 16RNAL CATATAGTCTTACTATGCCACTTATG
ribossomal 16S)
Babesia sp. / Theileria sp.
18S rRNA BT-FI GGTTGATCCTGCCAGTAGT
(subunidade menor do RNA BT-R1 GCCTGCTGCCTTCCTTA 395-4101
ribossomal 18S) BT-R2 TTGCGACCATACTCCCCCCA

a: Labruna et al., 2004b; b: Labruna et al., 2004a; c: Sekeyova et al., 2001; d: Roux e Raoult, 2000; e: Regnery et
al., 1991; f: Zeidner et al., 2000; g: Doyle et al., 2005; h: Barbour et al., 1996; i: Criado-Fornelio et al., 2003.
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3.5 Eletroforese, purificaciao e sequenciamento parcial de nucleotideos

Para visualizagdo dos produtos amplificados, os amplicons foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio e observados em scanner
de gel MiniBis Pro® (DNR Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel) com luz
ultravioleta. Imagens digitais de cada gel foram geradas e arquivadas. Todos os produtos da
PCR que corresponderam ao tamanho de DNA esperado, para cada marcador molecular,
foram selecionados para purificagdo e sequenciamento.

As amostras de DNA amplificado foram purificadas utilizando o kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean up System (Promega©, Madison, EUA), seguindo as recomendacdes do
fabricante

Posteriormente, os produtos da PCR purificados foram encaminhados para o
sequenciamento do DNA, cujas reacdes foram executadas utilizando os mesmos
oligonucleotideos iniciadores empregados na PCR e o BigDyeTMTerminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems®, Carlsbad, EUA), de acordo com o manual do
fabricante. Em seguida, as amostras foram precipitadas, ressuspendidas em formamida e
aplicadas em sequenciador automdatico ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems®,
Carlsbad, EUA) na Plataforma de Sequenciamento de DNA (PDTIS) da Fiocruz/RJ para

determinagdo das sequéncias em ambas as dire¢des (3°- 5 e 5°- 3°).

3.6 Edicao e alinhamento das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente e as sequéncias consenso geradas

no programa ChromasPro 1.5 (Tecbhnelysium Pty Ltd, Queensland, Australia). Inicialmente,

essas sequéncias foram identificadas, por avaliagdo de similaridade, através de analise
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comparativa com as sequéncias depositadas no GenBank, utilizando o algoritmo BLASTN
(NCBI, 2018).

As sequéncias produzidas e sequéncias disponiveis no banco de dados do GenBank,
para cada gene analisado, foram automaticamente alinhadas através do algoritmo de
alinhamento multiplo ClustalW (Thompson et al., 1994), disponivel no programa MEGA 6.0
(Tamura et al., 2013). Todos os alinhamentos foram inspecionados manualmente e, para os
genes codificantes de proteina, foi realizada a traducdo para sequéncia de aminoacidos para
verificar a existéncia de pseudogenes e confirmar a existéncia de homologia, onde nenhum

codon de parada foi observado.

3.7 Analise de dados de genética de populacdes e analise filogeografica de Rhipicephalus

microplus e Dermacentor nitens

Essas andlises foram realizadas, separadamente, para as sequéncias de cada gene das
espécies R. microplus e D. nitens. No programa Arlequin versdao 3.5.2.2 (Excoffier e Lischer,
2010) foram executadas as andlises de: nimero de haplétipos; nimero de sitios polimérficos;
diversidade haplotipica e nucleotidica; nimero médio de diferencas nucleotidicas; testes de
neutralidade Tajima’s D (Tajima, 1989) e Fu’s Fs (Fu, 1997) aplicados nas populagdes de R.
microplus e D. nitens para testar a hipdtese de mutagdo neutra e equilibrio populacional;
valores de estruturacdo Fst de Wright (1951), estimados par a par para as populacdes de cada
espécie, foram calculados para avaliar a diferenciacdo molecular entre as populagdes das
espécies avaliadas; teste de Mantel (Mantel, 1967) para determinar se ha correlacdo entre as
distancias geograficas [obtidas a partir do Google Maps (Google Maps, 2018)] e genéticas

(baseadas nos valores de Fst) nas populacdes dessas espécies; analise de varidncia molecular
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(AMOVA) (Excoffier et al., 1992), realizada para detectar a diferenciagdo genética entre as
populagdes de R. microplus e D. nitens avaliadas.

Para a analise filogeografica, as relagdes entre os haplotipos de cada gene em cada
espécie de ixodideo estudada foram investigadas pela constru¢do de redes de haplotipos,
utilizando o algoritmo Median- Joining no programa Network versao 10.0.0.0 (Bandelt et al.,

1999).

3.8 Analises filogenéticas

As reconstrugdes filogenéticas dos marcadores de DNA mitocondrial das espécies de
ixodideos estudadas, foram realizadas pelo método de Maxima Verossimilhanga no programa
PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010), com modelos evolutivos especificos para cada grupo de
dados, estimados através do BIC (Bayesian Information Criterion) e indicados pelo programa
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013), e os valores de apoio estatistico dos ramos internos foram
estimados com o teste aLRT (approximate likelihood ratio test) com 1000 réplicas
(Anisimova e Gascuel, 2006).

Ja as inferéncias filogenéticas da comparagdo das sequéncias parciais de marcadores
de DNA dos patogenos identificados, foram realizadas de forma individual para cada grupo
de patdgenos, com excegdo dos genes riquetsiais, cujas analises filogenéticas foram realizadas
de sequéncias concatenadas dos fragmentos obtidos (g/t4, htrA, ompA, ompB e sca4). Os
filodendogramas foram constuidos pelo método de Maxima Verossimilhanga, com modelos
evolutivos especificos para cada grupo de dados, estimados através do BIC e indicados pelo
programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), e os valores de suporte dos ramos internos foram

calculados, utilizando bootstrap de 1000 réplicas (Felsenstein, 1985).
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmaciao molecular da identificacido dos carrapatos

4.1.1 Rhipicephalus microplus

Foram geradas 82 sequéncias para o gene 12S rDNA (359pb), 163 sequéncias para o
gene COX-I (639pb) e 52 sequéncias para a regido D-loop (438pb) a partir dos espécimes de
R. microplus submetidos aos estudos moleculares. A similaridade indicada pelo algoritmo
BLASTN foi de 99.72 -100% com sequencias de R. microplus depositadas no GenBank

(KC503261, KP143546, KP226159, KP226169 e MK234703).

4.1.2 Dermacentor nitens

Os espécimes de D. nitens empregados no estudo produziram cinco sequéncias para o
gene 12S rDNA (380 pb), 74 sequencias para o COX-I (640 pb) e 72 sequencias para a regido
D-loop (460 pb). O algoritmo BLASTN indicou a similaridade de 99.78 -100% com
sequencias de D. nitens depositadas no GenBank (AY008679, KC503258, KY441487 e

KY441477).
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4.2 Genética de populagdes dos carrapatos

4.2.1 Analises intrapopulacionais em Rhipicephalus microplus

4.2.1.1 Diversidade genética de Rhipicephalus microplus no Brasil

Foram identificados com base nas varia¢des das sequéncias do gene COX-I e 12S
rDNA (Apéndice C e D), o total de sete e trés hapldtipos, respectivamente. As sequéncias
obtidas da regido D — loop (Apéndice E) detectaram apenas um haplétipo (MT231549) e com
isso ndo foi possivel fazer analises intrapopulacionais.

No genel2S rDNA foi verificado trés haplotipos (hl, hIl e hIII). O hl (com frequéncia de
97,56%) foi compartilhado em todas as populagdes estudadas. O hlIl (1,22%) e hIII (1,22%)
foram exclusivos, onde hll foi de uma populagcdo de Mata Atlantica (MG) e h3 da populagdo

de Mata Atlantica — Caatinga (RN) (Tabela 3, Apéndice D).
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Tabela 3. Distribui¢do e frequéncia dos hapldtipos do gene 12S ribossomal DNA (12SrDNA)
identificados nas populagdoes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)

analisadas de diferentes biomas e regides do Brasil

Bioma

Populagéo Ns

Haplotipos 12S rDNA (359 pb)

hl hIl hilI
. Rondonia 2 2
Amazonia
Roraima 1 1
Cerrado Minas Gerais 2 2
Ceara 20 20
Espirito Santo 16 16
Mata Atlantica Minas Gerais 28 27 1
Parana
Rio de Janeiro
Mata Atlantica-Caatinga Rio Grande do Norte 5 4 1
Mata Atlantica-Pampa Rio Grande do Sul 3 3
Pampa Rio Grande do Sul 1 1
Total 82 80 1 1
Frequéncia (%) (100,00) 7(97,56%) " (1,22%) " (1,22%)

Ns: niimero de sequéncias.

A populacdo de Mata Atlantica (MG) e a populagdo de Mata Atlantica — Caatinga

(RN) apresentaram um sitio polimorfico cada uma, dentre os 359 nucleotideos analisados para

o gene 128 rDNA. A diversidade haplotipica (h) foi de 1,000 com varri¢des no desvio padrao

(SD) para todas as populacdes analisadas. E a nucleotidica (nd) foi de <0,0001 para quase

todas as populagdes, com exce¢do dessas duas populagdes que apresentaram um sitio

polimérfico, MG (0,0002) e RN (0,0011) (Tabela 4).
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Tabela 4. Sintese da distribuicdo, variabilidade, diversidade genética e historia demografica
dos haplotipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) e 12S ribossomal DNA
(12SrDNA) das populacdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)

analisadas de diferentes biomas e regides do Brasil

. . N Tamanho Fs de Fu D de Tajima
¢ + + +

Gene/ Regido Bioma Populagdo amostral n K k+SD h+SD nd + SD (valor do P) (valor do P)
Amaz6nia Roraima 2 2 1 1,00 = 1,00 1,000 + 0,500 0,0016 + 0,0022 <0,001 (0,24) <0,001 (1,00)

Caatinga Ceard 3 2 1 0,67 + 0,67 1,000 + 0,272 0,0010 + 0,0013 -2,197 (0,00%) <0,001 (1,00)

Goids 8 3 2 0,68+ 0,57 1,000 + 0,062 0,0011 +0,0010 -12,737 (0,00%) -0,448 (0,35)

Cerrado Minas Gerais 6 1 0 <0,01 + 0,00 1,000 + 0,096 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)

Tocantins 2 2 0 1,00 £ 1,00 1,000 + 0,500 0,0016 + 0,0022 <0,001 (0,25) <0,001 (1,00)

Cerrado-Mata Atlantica Minas Gerais 10 2 1 0,20+ 0,27 1,000 + 0,045 0,0003 + 0,0005 -28,456 (0,00%) -1,112 (0,18)

COXI1

Bahia 1 1 0 <0,01 + 0,00 1,000 £ 0,000 <0,0001 £ 0,0000 N.A. <0,001 (1,00)

Ceara 43 2 1 0,28 +0,31 1,000 + 0,005 0,0004 + 0,0005 -34,03 (0,00%) 0,290 (0,77)

Mata Attintica Espirito Santo 6 2 1 0,53 +0,51 1,000 + 0,096 0,0008 + 0,0009 -8,984 (0,00%) 0.850 (0,85)

Paran 20 1 0 <0,01 + 0,00 1,000+ 0,016 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Rio de Janeiro 25 6 5 0,55+ 0,47 1,000 + 0,011 0,0008 + 0,0008 34,03 (0,00%) -1,682 (0,02*)

Minas Gerais 11 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 £ 0,039 <0,0001 £ 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)

Mata Atlantica-Caatinga Rio Grande do Norte 13 2 1 0,38 +0,39 1,000 + 0,030 0,0006 + 0,0007 -34,03 (0,00%) 0,426 (0,79)

Mata Atlantica-Pampa Rio Grande do Sul 13 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 £ 0,030 <0,0001 £ 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)

Amazonia Rondonia 2 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 + 0,500 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A)) <0,001 (1,00)

Roraima 1 1 0 <0,01 + 0,00 1,000 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 NA. <0,001 (1,00)

Cerrado Minas Gerais 2 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 £ 0,500 <0,0001 £ 0,0000 <0,001 (N. A)) <0,001 (1,00)

Ceara 20 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 + 0,016 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A) <0,001 (1,00)

Espirito Santo 16 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 £ 0,022 <0,0001 £ 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)

Mata Atlantica Minas Gerais 28 2 1 0,07+0,15 1,000 + 0,009 0,0002 + 0,0004 -34,03 (0,00%) -1.151 (0,13)

12S rDNA Parand 2 1 0 <0,01 0,00 1,000 £ 0,500 <0,0001 £ 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Rio de Janeiro 2 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 + 0,500 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A) <0,001 (1,00)

Mata Atlantica-Caatinga Rio Grande do Norte 5 2 1 0,40 + 0,44 1,000 + 0,126 0,0011 +0,0014 -7,58 (0,00%) -0,816 (0,31)

Mata Atlantica-Pampa Rio Grande do Sul 3 1 0 <0,01 0,00 1,000 £ 0,272 <0,0001 £ 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)

Pampa Rio Grande do Sul 1 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 N.A. <0,001 (1,00)

n: namero de haplotipos; s: niimero de sitios polimorficos; k: niimero médio de diferencas nucleotidicas; h:

diversidade genética/ haplotipica; nd: diversidade nucleotidica/ loci; SD: desvio padrdo; N.A.: ndo se aplica;

P< 0,05, exceto para Fs de Fu P<0,02; * significativo; COXI: citocromo oxidase subunidade I.
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Para o gene COX-I foram constatados sete haplétipos (hl — h7), somente o h2 (em maior
frequéncia, 62,57%) foi compartilhado por todas as populacdes estudadas. O hl (33,73%) foi
compartilhado nos biomas Amazdnia (RR), Caatinga (CE), Cerrado (GO, MG e TO), Cerrado —
Mata Atlantica (MG), Mata Atlantica (CE, ES e RJ) e Mata Atlantica — Caatinga (RN), com
excecao do bioma Mata Atlantica — Pampa (RS), e ainda, no bioma Mata Atlantica também nao
foi detectado este haplotipo em trés populacdes (BA, MG e PR). Foram observados haplétipos
exclusivos em dois biomas distintos (Cerrado e Mata Atlantica), o h3 (0,62%) na populacdo de
GO e h4 (1,22%), h5 (0,62%), h6 (0,62%) e h7 (0,62%) na populagdo do RJ (Tabela 5, Apéndice

Q).
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Tabela 5. Distribuicdo e frequéncia dos haplotipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I
(COX-I) identificados nas populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)

analisadas de diferentes biomas e regides do Brasil

Haplotipos Citocromo oxidase subunidade I (639

Bi Populaca N
toma opuiacao s hi  h2 h3 h4 h5 h6 b7
Amazodnia Roraima 2 1 1
Caatinga Ceara 3 2 1
Goias 8 1 6 1
Cerrado Minas Gerais 6 6
Tocantins 2 1 1

Cerrado-Mata

.. Minas Gerais 10 1 9
Atlantica
Bahia 1 1
Ceara 43 36 7
A Espirito Santo 6 2 4
Mata Atlant
ata Atlantica Parana 20 20
Rio de Janeiro 25 1 19 2 1 1 1
Minas Gerais 11 11
Mata A‘qannca- Rio Grande do Norte 13 10 3
Caatinga
Mata Atlantica-  p. 0 Grande do Sul 13 13
Pampa
Total 163 55 102 1 2 1 1 1

Frequéncia (%)  (100,00) (33,73) (62,57) (0,62) (1,22) (0,62) (0,62) (0,62)

Ns: namero de sequéncias.
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Ao analisar os 639 nucleotideos do gene COX-I, o maior nimero de sitios polimorficos
foi cinco na populacdo do RJ - bioma Mata Atlantica e dois em GO — Cerrado. Apenas um sitio
polimoérfico em cada uma das duas populagdes de CE - Mata Atlantica e Caatinga, ES - Mata
Atlantica, RN- Mata Atlantica- Caatinga, MG- Cerrado-Mata Atlantica ¢ RR — Amazo6nia. A
diversidade haplotipica foi de 1,000 com varricdes no desvio padrao para todas as populagdes
analisadas. E a nucleotidica variou de <0,0001 a 0,0016. A maior diversidade nucleotidica
(0,0016) foi observada nos biomas e suas populagdes, Amazonia (RR) e Cerrado (TO), seguida
por Cerrado (GO - 0,0011), Caatinga (CE - 0,0010), Mata Atlantica (RJ ¢ ES - 0,0008), Mata
Atlantica — Caatinga (RN - 0,0006), Mata Atlantica (CE - 0,0004), Cerrado — Mata Atlantica (MG
- 0,0003). O menor valor de diversidade nucleotidica (<0,0001) foi nos biomas Cerrado (MG),

Mata Atlantica (BA, PR e MG) e Mata Atlantica — Pampa (RS) (Tabela 4).

4.2.1.2 Historia evolutiva de Rhipicephalus microplus com base na rede de haplotipos

Na rede de haplétipos do gene 12S rDNA de R. microplus, todos os haplotipos foram
geneticamente muito proximos, ja que foram separados por uma Unica mutag¢do. O haplotipo
encontrado em maior nimero € em todas as populagdes {{RR ¢ RO (Amazoénia)], [MG (Cerrado)],
[CE, ES, MG, PR e RJ (Mata Atlantica)], [RN (Mata Atlantica — Caatinga)], [RS (Mata Atlantica
— Pampa)], [RS (Pampa)]} foi o hl. Os haplotipos exclusivos da populagdo de MG pertencente ao
bioma Mata Atlantica (h2) e a populacao do RN (h3) foram localizados nas extremidades da rede,
levantando a hipotese de que sdo haplotipos recentes que divergem apds uma mutagdo do

haplétipo ao qual estdo relacionados (Figura 3).
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Figura 3. Rede de hapldtipos do gene 128 ribossomal DNA (12S rDNA) de populagdes de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1888), de diferentes biomas e Estados do Brasil, gerada pelo método de median-joining com
pos-processamento pelo método de maxima parcimonia. O tamanho dos circulos corresponde a frequéncias de cada

haplétipo, niimeros em vermelho indicam passos mutacionais.

A topologia da rede de haplotipos do gene COX-I de R. microplus informou que todos os
haplotipos foram geneticamente muito proéximos, visto que foram separados por uma ou duas
mutacdes. O h2 foi o haplotipo encontrado em maior nimero e em todas populagdes do estudo.
Assim como para a rede de haplétipos do gene 12S rDNA, a hipdtese de que sao haplotipos
recentes que surgiram por mutacdo de uma base dos haplotipos compartilhados por diversas
populagdes (hl e h2) devido a posicdo dos haplotipos exclusivos, em baixa frequéncia, da

populacdo de GO (h3) e do RJ (h4, hS5, h6 e h7) nas extremidades da rede (Figura 4).
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Figura 4. Rede de haplotipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) de populagdes de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), de diferentes biomas e Estados do Brasil, gerada pelo método de median-
joining com poés-processamento pelo método de maxima parcimoénia. O tamanho dos circulos corresponde a

frequéncias de cada haplétipo, numeros em vermelho indicam passos mutacionais.

4.2.1.3 Dinamica demografica e diferenciacdo genética nas populagdes de Rhipicephalus

microplus do Brasil

Nos testes de neutralidade, o Fs de Fu apresentou valores significativos em duas
populacdes de R. microplus MG (Mata Atlantica) e RN (Mata Atlantica - Caatinga) para o gene
12S rNA, assim como em duas populagdes de R. microplus do CE (Mata Atlantica e Caatinga),
nas populacdes de GO (Cerrado), MG (Cerrado — Mata Atlantica), ES e RJ (Mata Atlantica),
populagdo a qual também teve valor significativo para o teste D de Tajima para o gene COX-I

(Tabela 4).
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As estimativas de diferenciagdo genética entre as populacdes de R. microplus
representados pelos valores de F'stna comparacao para a par revelou valores significativos para o
gene COX-I entre as populagdes do bioma Mata Atlantica [(CE' x ES); (CE! x MG!); (CE! x PR);
(CE! x RJ)], e quando comparada com populagdes do Cerrado [(CE! x MG?) e (CE' x GO)],
Cerrado — Mata Atlantica (CE' x MG?®), Mata Atlantica — Pampa (CE! x RS), Mata Atlantica —
Caatinga [(PR x RN); (RJ x RN); (MG!x RN)], Caatinga (PR x CE?). Apresentando assim valores
significativos com todos os biomas contemplados no estudo, com exce¢ao do bioma Amazonia. A
diferenciagdo genética ainda foi significativa entre a populagdo da Caatinga com Mata Atlantica
(CE? x MG') e com Mata Atlantica — Pampa (CE? x RS), bem como entre populagio do Cerrado
com Mata Atlantica — Caatinga [(MG? x RN); (GO x RN)], e por fim Mata Atlantica — Caatinga
com Cerrado — Mata Atlantica (RN x MG?) e com Mata Atlantica — Pampa (RN x RS), todavia

nenhum valor foi significativo para o gene 12Sr DNA (Tabela 6).
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Tabela 6. Estimativas de diferenciagdo genética, representadas pelos valores de Fst na comparacdo par a par, entre as populagdes de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) analisadas do Brasil

- . Espirito Minas . , . ) ” Minas . Minas Rio Grande . X Rio Grande
-1 22
Populagdes  Gene/ Regido Ceara Santo Gerais' Bahia Parand  Rio de Janeiro  Ceara Goias Gerais? Tocantins Gerais® do Norte Rondénia Roraima do Sul’
Ceara' coxl
12S rDNA
Espirito Santo COXI 0,42344*
12S rDNA 0,00000
Minas Gerais' COXI 0,75331* 0,33188
12S rDNA -0,01247 -0,02179
Bahia COXI 0,66667 -0,60000 0,00000
12S rDNA N.A. N.A. N.A.
Parana COXI 0,78314* 0,47137 0,00000 0,00000
12S rDNA 0,00000 0,00000 0,28850 N.A.
Rio de Janeiro COXI 0,60341* 0,03395 -0,02031 -0,95311 0,01219
12S rDNA 0,00000 0,00000 -0,33216 N.A. 0,00000
Ceard? COXI -0,08727 -0,05882 0,79121* -0,00000 0,87193* 0,31152
12S rDNA N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
Goias COXI 0,49925* -0,12285 0,14685 -0,80941 0,25388 0,01421 0,04786
12S rDNA N.A. N.A. N.A. N.A N.A. N.A. N.A.
Minas Gerais? COXI 0,73087* 0,20000 0,00000 0,00000 0,00000 -0,06913 0,67568 0,04906
12S rDNA 0,00000 0,00000 -0,33216 N.A. 0,00000 0,00000 N.A. N.A.
Tocantins COXI 0,10932 -0,40426 0,71066 -1,00000 0,82533 0,05848 -0,61538 -0,25639 0,53846
12S rDNA N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
Minas Gerais® COXI 0,66537* 0,03597 0,01030 -1,00000 0,07455 -0,04653 0,47661 -0,01966 -0,05882 0,21348
12S rDNA N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
Rio ?\‘r:;‘:e do Ccoxl -0,03607 024344 073245 050000  0,79637*  048143*  -022006  0,32289*  0,67296*  -0,13721  0,57941*
12S rDNA 0,31054 0,25581 0,19698 N.A. 0,00000 -0,29032 N.A. N.A. -0,29032 N.A. N.A.
Rondonia COXI N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
12S rDNA 0,00000 0,00000 -0,33216 0,00000 N.A. 0,00000 N.A. N.A. 0,00000 N.A. N.A. -0,29032
Roraima COXI 0,10932 -0,40426 0,71066 -1,00000 0,82533 0,05848 -0,61538 -0,25639 0,53846 -1,00000 0,21348 -0,13721 N.A.
12S rDNA 0,00000 0,00000 -1,00000 N.A. 0,00000 0,00000 N.A. N.A. 0,00000 N.A. N.A. -1,00000 0,00000
Rio Grande do
Sul COXI 0,76072* 0,36970 0,00000 0,00000 0,00000 -0,01057 0,81690* 0,17467 0,00000 0,74757 0,02743 0,75000* N.A. 0,74757
12S rDNA 0,00000 0,00000 -0,19810 N.A. 0,00000 0,00000 N.A. N.A. 0,00000 N.A. N.A. -0,13208 0,00000 0,00000
Rio Grande do
SuP COXI N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A N.A. N.A. N.A.
12S rDNA 0,00000 0,00000 -1,00000 N.A. 0,00000 0,00000 N.A. N.A. 0,00000 N.A. N.A. -1,00000 0,00000 0,00000 0,00000

Ceara'- Amostras da Mata Atlantica; Ceara® Amostras da Caatinga; Minas Gerais'- Amostras da Mata Atlantica; Minas Gerais>- Amostras do Cerrado; Minas Gerais>- Amostras do Cerrado-Mata Atlantica; Rio Grande do Sul'- Amostras da Mata
Atlantica-Pampa; Rio Grande do Sul’- Amostras do Pampa; COXI, citocromo oxidase subunidade I; N. A., ndo analisado; *Significativo (P <0,05).
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A andlise do F'st par a par entre os grupos demonstrou que o grupo I (amostras de Mata
Atlantica) e grupo III (Mata Atlantica-Caatinga) do gene 12S rDNA sdo geneticamente distintos,
bem como os valores observados para o COX-I entre as populagdes grupo V (Mata Atlantica -
Caatinga) em relacdo ao grupo I (Mata Atlantica), grupo III (Cerrado), grupo IV (Cerrado - Mata
Atlantica) e grupo VII (Mata Atlantica — Pampa), e entre populagdes do grupo VII (Mata Atlantica
— Pampa) com grupo I (Mata Atlantica) e grupo II (Caatinga) evidenciaram essa diferencia¢ao
genética significativa (Tabela 7). De forma complementar, o teste de Mantel indicou que a
diferenciagdo genética ndo estd associada a distancia geografica tanto para 12S rDNA quanto para
COX- I (Tabela 8).

Os resultados da AMOVA apontaram que a maior parte da variancia molecular dos
haplotipos de R. microplus ocorreram dentro das populagdes estudadas para o 12S rDNA
(92,88%) e para o0 COX-I entre populagdes dentro dos grupos - COX-I (68,17%). Esses resultados,
quando associados aos valores obtidos na estatistica, indicam que nao ha estruturacdo de R.
microplus de acordo com os biomas (grupos) analisados, como pode se ver o Fcr com valor baixo
e ndo significativo. Embora, ¢ provavel que exista alguma estrutura¢do entre as populagdes, de
acordo com as areas/periodos de coleta, ja que os indices de Fsc e Fst foram significativos no gene

COX-I, mas sem valores elevados (Tabela 9).
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Tabela 7. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de Fst na comparacdo par a par, entre os grupos delimitados e

populacdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) analisadas do Brasil

Populagdo Gene/ Regido Grupo I Grupo 11 Grupo 111 Grupo IV Grupo V Grupo VI
COXI -0,02406
Grupo IT
12S tDNA -0,33314
Grupo 1T COXI 0,03587 0,22635
P 12S tDNA 0,40945* -0,29032
Grupo IV COXI 0,08172 0,47661 -0,05126
P 12S tDNA -0,19968 0,00000 -0,13208
Grupo V COXI 0,19185* -0,22006 0,42620* 0,57941*
P 12S rDNA -0,19968 0,00000 -0,13208 0,00000
Grupo VI COXI -0,29424 -0,61538 -0,07745 0,21348 -0,13721
P 12S tDNA -1,00000 0,00000 -1,00000 0,00000 0,00000
COXI 0,19163* 0,81690* 0,07967 0,02743 0,75000* 0,74757
Grupo VII

Para o COXI: Grupo I- Amostras da Mata Atlantica (Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais, Bahia, Parana ¢ Rio de Janeiro); Grupo II- Amostras da Caatinga (Ceara); Grupo
III- Amostras do Cerrado (Goias, Minas Gerais e Tocantins); Grupo IV- Cerrado-Mata Atlantica (Minas Gerais); Grupo V- Mata Atlantica-Caatinga (Rio Grande do Norte);
Grupo VI- Amazonia (Roraima); Grupo VII- Mata Atlantica-Pampa (Rio Grande do Sul). Para o 12S rDNA: Grupo I- Amostras da Mata Atlantica (Ceara, Espirito Santo,
Minas Gerais, Parana e Rio de Janeiro); Grupo II- Amostras do Cerrado (Minas Gerais); Grupo III- Mata Atlantica-Caatinga (Rio Grande do Norte); Grupo IV- Amazo6nia
(Rondonia e Roraima); Grupo V- Mata Atlantica-Pampa (Rio Grande do Sul); Grupo VI- Pampa (Rio Grande do Sul). COXI, citocromo oxidase subunidade I; *Significativo
(P<0,05). COXI, citocromo oxidase subunidade I; *Significativo (P< 0,05).



47

Tabela 8. Teste de Mantel que avalia a associagdo entre as distancias genéticas e geograficas nas

populacdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) analisadas do Brasil

Teste de Mantel COXI 12S rDNA
Coeficiente de regressao (b) 0,000069 -0,000053
Coeficiente de correlacao (1) 0,187605 -0,246369
P 0,141 0,938

COXI: citocromo oxidase subunidade I; *Significativo (P < 0,05).

Tabela 9. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as sequéncias genéticas analisadas do
gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) e 12S ribossomal DNA (12SrDNA) de grupos e

populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) analisadas no Brasil

AMOVA COXI 12S rtDNA
Entre grupos -21,71% 15,04%
Entre populagdes dentro dos grupos 68,17% -7,92%
Dentro das populagdes 53,54% 92,88%
Fer -0,217 0,150
Fsc 0,560* -0,093
Fsr 0,465* 0,071

Para o COXI: Grupo I- Amostras da Mata Atlantica (Ceard, Espirito Santo, Minas Gerais, Bahia, Parana e Rio de
Janeiro); Grupo II- Amostras da Caatinga (Ceard); Grupo III- Amostras do Cerrado (Goias, Minas Gerais e
Tocantins); Grupo IV- Cerrado-Mata Atlantica (Minas Gerais); Grupo V- Mata Atlantica-Caatinga (Rio Grande do
Norte); Grupo VI- Amazonia (Roraima); Grupo VII- Mata Atlantica-Pampa (Rio Grande do Sul). Para o 12S rDNA:
Grupo I- Amostras da Mata Atlantica (Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana e Rio de Janeiro); Grupo II-
Amostras do Cerrado (Minas Gerais); Grupo III- Mata Atlantica-Caatinga (Rio Grande do Norte); Grupo I'V-
Amazonia (Rondonia e Roraima); Grupo V- Mata Atlantica-Pampa (Rio Grande do Sul); Grupo VI- Pampa (Rio
Grande do Sul). COXI, citocromo oxidase subunidade I; *Significativo (P< 0,05).
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4.2.2 Analises intrapopulacionais em Dermacentor nitens

4.2.2.1 Diversidade genética de Dermacentor nitens no Brasil

Foram identificados com base nas variacdes das sequéncias da regido D-loop e do gene
COX-I (Apéndice F e G) o total de 2 e 3 haplétipos, respectivamente.

Para a regido D — loop, foi observado dois haplotipos (hA e hB), sendo que o haplotipo hA
(93,05%) foi comum em todas as populagdes estudadas, nos biomas e populagdes de Mata
Atlantica (CE-16, ES -12, PR-3 e RJ-14), Cerrado (GO-8), Mata Atlantica — Caatinga (RN-15) e
Amazoénia (RR -4). E o hB (6,95%) ocorreu apenas na populacdo do Rio de Janeiro (5). O bioma
que apresentou a maior diversidade de haplotipos para a regido D-loop foi Mata Atlantica. Nesse
contexto, o haplotipo hB foi exclusivo do bioma Mata Atlantica (RJ), enquanto o haplétipo hA foi
encontrado em todos os biomas estudados. A populagdo que apresentou os dois haplotipos
identificados no estudo foi a do Rio de Janeiro. Devido a quantidade de haplétipos identificados,
ndo foi possivel confeccionar a rede de hapldtipos (seriam necessarios, no minimo, trés

haplotipos) para o D-loop (Tabela 10, Apéndice G).
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Tabela 10. Distribuicdo e frequéncia dos haplotipos da regido D-loop identificados nas

populacdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas de diferentes biomas e

regides do Brasil

Haplotipos D-1 460 pb
Bioma Populacao Ns apIOtpos L-0op (460 pb)
hA hB
Ceara 16 16
Mata Atlantica Espirito S?.ntO 12 12
Parana 3 3
Rio de Janeiro 14 9 5
Cerrado Goias 8 8
Mata Atlantica-
ata ) mica Rio Grande do Norte 15 15
Caatinga
JBnia Rorama 4 4
Total 72 67 5
Frequéncia (%) 100,00 93,05 6,95

Ns: numero de sequéncias.

Para o D-loop, a diversidade haplotipica apresentou valor de <0,001 para todas as

populagdes de D. nitens estudadas, exceto para populagdo do RJ (0,495), e em todas as populagdes,

o valor da diversidade nucletidica foi de <0,001, e do mesmo modo com excecdo para populagdo

do RJ (0,0011). Dos 460 nucleotideos analisados, de forma individual o Rio de Janeiro exibiu um

sitio polimorfico e as demais populagdes ndo apresentaram sitios polimorficos (Tabela 11).
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Tabela 11. Sintese da distribuicdo, variabilidade, diversidade genética e historia demografica dos haploétipos do gene Citocromo Oxidase

Subunidade I (COX-I) e da regido D-loop das populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas de diferentes biomas e

regides do Brasil

. . Tamanho Fs de Fu D de Tajima
Gene/ Regia B Populaga k+SD h+SD d + SD
ener Regio 1oma Opagdo amostral § B (valor do P) (valor do P)
Bahia 4 2 1 0,67 + 0,63 0,667 £+ 0,204 0,0010 + 0,0017 0,540 (0,49) 1,633 (0,96)
Ceara 4 2 1 0,50+ 0,52 0,500 + 0,265 0,0008 + 0.0010 0,172 (0,38) -0,612 (0,38)
Mata Atlantica Espirito Santo 6 1 0 <0,01 + 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A) <0,001 (1,00)
Parana 1 1 0 <0,01 + 0,00 1,000 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Rio de Janeiro 14 3 2 0,41 + 0,40 0,385+ 0,149 0.0006 + 0.0007 -0,855 (0,08) -0,959 (0,23)
Santa Catarina 2 1 0 <0,01 + 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
COXI Cerrado Goids 2 1 0 <0,01 + 0,00 <0,001 £ 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A)) <0,001 (1,00)
Minas Gerais 1 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Mata Atlantica - Caatinga Rio Grande do Norte 31 1 0 <0,01 + 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A) <0,001 (1,00)
Ronddnia 5 1 0 <0,01 £ 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Amazdnia Roraima 3 1 0 <0,01 £ 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A) <0,001 (1,00)
Maranhdo 1 1 0 <0,01 £ 0,00 1,000 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Ceara 16 1 0 <0,01 £ 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Mata Atlintica Espirito Santo 12 1 0 <0,01 + 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Parana 3 1 0 <0,01 + 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Rio de Janeiro 14 2 1 0,49 £ 0,45 0,495 + 0,088 0,0011 +0,0011 1,139 (0,61) 1,212 (0,91)
Dloop Cerrado Goids 8 1 0 <0,01 + 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Mata Atlantica - Caatinga Rio Grande do Norte 15 1 0 <0,01 £ 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)
Amazdnia Roraima 4 1 0 <0,01 =+ 0,00 <0,001 + 0,000 <0,0001 + 0,0000 <0,001 (N. A.) <0,001 (1,00)

n: nimero de haplétipos; s: nimero de sitios polimorficos; k: nimero médio de diferencas nucleotidicas; h: diversidade genética/ haplotipica;

nd: diversidade nucleotidica /loci; SD: desvio padrao; N.A.: ndo se aplica; P< 0,05, exceto para Fs de Fu P<0,02; *significativo; COXI, citocromo oxidase subunidade I.



51

Para o gene COX-I foi constatado trés haplotipos (hl, h2 e h3), dentre esses ndo houve
nenhum compartilhado em todas as populagdes. Assim como para a regiao D-loop, o bioma
que apresentou a maior diversidade de haplotipos para COX-I foi Mata Atlantica. A
frequéncia dos haplotipos foi de 45,95% (hl) 52,70% (h2) e 1,35% (h3). Nesse contexto, o
haplétipo hl foi identificado em todas as populagdes do bioma Mata Atlantica (BA, CE, ES,
PR, RJ e SC) e do Cerrado (GO e MG), além de duas populagdes do bioma Amazonia (RO e
RR). Ja o haplotipo h2, foi observado em trés populagdes do bioma Mata Atlantica (BA, CE e
RJ), na populagdo do bioma Mata Atlantica — Caatinga (RN) e em uma populacdo do bioma
Amazodnia (MA). O haplétipo h3 foi exclusivo da populacdo do RJ (Mata Atlantica) (Tabela
12, Apéndice F).

Foram registrados sitios polimorficos apenas em algumas populacdes do bioma Mata
Atlantica (RJ, BA e CE) nos 640 nucleotideos analisados. A diversidade haplotipica variou de
<0,001 (ES, SC, GO, RN, RO ¢ RR) a 1,000 (PR, MG ¢ MA), enquanto a diversidade
nucletidica foi de <0,0001 a 0,0010. Trés populagdes ndo tiveram o valor de diversidade

nucletidica <0,0001, sendo elas: BA (0,0010), CE (0,0008) e RJ (0,0006) (Tabela 11).
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Tabela 12. Distribui¢do e frequéncia dos haplotipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I

(COX-I) identificados nas populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897

analisadas de diferentes biomas e regides do Brasil

Haplotipos Citocromo oxidase subunidade I (640

Bioma Populagio Ns pb)
hl h2 h3
Bahia 4 2 2
Ceara 4 1 3
Mata Atlantica Espirito Sfmto 6 6
Parana 1 1
Rio de Janeiro 14 11 2 1
Santa Catarina 2 2
Goias 2 2
Cerrado Minas Gerais 1 1
Mata Atlantica-
a . nuica Rio Grande do Norte 31 31
Caatinga
Rondo6nia 5 5
Amaz06nia Roraima 3 3
Maranhio 1 1
Total 74 34 39 1
Frequéncia (%) 100,00 45,95 52,70 1,35

Ns: numero de sequéncias.

4.2.2.2 Historia evolutiva de Dermacentor nitens com base na rede de haplotipos

A topologia da rede de haplétipos do gene COX-I de D. nitens, corroborou que todos

os haplétipos foram geneticamente muito proximos, visto que foram separados por uma

mutacao. O hapldtipo hl foi detectado em todas as populagdes, exceto RN e MA, enquanto o

haplotipo h2 esteve presente nas populacdes da BA, CE, RJ, RN e MA. Na extremidade da

rede, o haplotipo h3, exclusivo do RJ, pode ser considerado um haplotipo recente, pois surgiu
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por mutacdo de uma base do hl (compartilhado pelas populagdes) e se apresentou em baixa
frequéncia. O mesmo nao ocorre com o haplétipo h2, que se apresentou com maior frequéncia

(Figura 5, Tabela 12).

h1

34
485
@ Bahia O Parana
OCeara B Rio de Janeiro
W Espirito Santo ERio Grande do Norte
W Goias B Roraima

OMaranhao ERondobnia
EMinas Gerais B Santa Catarina

Figura 5. Rede de haplétipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) de popula¢des de Dermacentor
(Anocentor) nitens Neumann, 1897 de diferentes biomas e estados gerada pelo método de median-joining com
pés-processamento pelo método de maxima parcimonia. O tamanho dos circulos corresponde a frequéncias de

cada haplétipo, nimeros em vermelho indicam passos mutacionais.

4.2.2.3 Dinamica demografica e diferenciagdo genética nas populagdes de Dermacentor nitens

do Brasil

Todas as populagdes, tanto para regido D-loop quanto para COX-I, ndo apresentaram

resultados significativos para os testes de neutralidade Fs de Fu e D de Tajima. Esses
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resultados ndo rejeitam a hipotese nula de neutralidade, e podem sugerir tamanho
populacional constante (Tabela 11).

As estimativas de diferenciagdo genética entre as populagdes de D. nitens,
representados pelos valores de Fsr na comparagdo par a par, apresentaram valores
significativos para a regido D-loop entre populagdes do bioma Mata Atlantica [(RJ x ES) e
(RJ x CE)], e também quando comparada com para populagdo do bioma Mata Atlantica —
Caatinga (RJ x RN). Para o gene COX-I, os valores significativos foram entre populacdes do
bioma Mata Atlantica [(RJ x CE) e (ES x CE)], e ainda quando comparada com para
populagdo do bioma Amazonia (CE x RO). Assim como para a populagdo compreendida no
bioma Mata Atlantica — Caatinga (RN) quando confrontada com todas as demais populagdes
estudadas e pertencentes aos biomas Mata Atlantica [(RN x BA); (RN x ES); (RN x PR); (RN
x RJ); (RN x SC)], Cerrado [(RN x GO) e (RN x MG)], Amazonia [(RN x RO) e (RN x RR)].
O valor deste bioma Mata Atlantica — Caatinga (RN) ndo foi significativo somente quando
contraposto com a populagdo do CE (Tabela 13).

A andlise do Fstpar a par entre os grupo demonstrou haver diferenciacdo significativa
no gene COX-I entre as populagdes do grupo I (bioma Mata Atlantica) em relagdo a
populacdo do grupo III (bioma Mata Atlantica — Caatinga), entre as populagdes do grupo II
(bioma Cerrado) em relacdao a populagdo do grupo III e entre as populagdes do grupo Il em
relacdo a populagdo do grupo IV (bioma Amazonia) (Tabela 14). Em conformidade, o teste de
Mantel demonstrou haver associacdo significativa neste gene entre as distdncias genéticas e

geograficas das populacdes de D. nitens do estudo (Tabela 15).



55

Tabela 13. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de Fst na comparagdo par a par, entre as populagdes de

Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas do Brasil

Populacoes Gene/ Regiédo Bahia Ceara Espirito Santo Parana Rio de Janeiro Santa Catarina Goias Minas Gerais Rio Grande do Norte Ronddnia Roraima
Bahia CcOoxi
D-loop
. COXI -0,16667
Ceara D-loop N. A.
Espirito Santo COXI 0,44186 0,73626*
D-loop N. A <0,00001
Parana COXI -0,33333 0,33333 -0,03330
D-loop N. A. <0,00001 <0,00001
Rio de Janeiro COXI 0,11560 0,41885* <0,00001 -0,89758
D-loop N. A 0,32822* 0,28511* 0,08696
Santa Catarina COXI 0,11111 0,52941 <0,00001 <0,00001 -0,27908
D-loop N. A. N. A. N. A. N. A. N. A.
Goids CoxXI 0,11111 0,52941 <0,00001 <0,00001 -0,27908 <0,00001
D-loop N. A. <0,00001 <0,00001 <0,00001 0,22995 N. A.
Minas Gerais COXI -0,33333 0,33333 <0,00001 <0,00001 -0,89758 <0,00001 <0,00001
D-loop N. A. N. A. N. A. N. A. N. A, N. A. N. A.
Rio C[%qr:;:e do COoXI 0,79935 0,55235 1,00000 1,00000 0,85649 1,00000 1,00000* 1,00000*
D-loop N. A <0,00001 <0,00001 <0,00001 0,31818* N.A. <0,00001 N. A.
Rondénia COXI 0,39394 0,70588* <0,00001 <0,00001 -0,05677 <0,00001 <0,00001 <0,00001 1,00000*
D-loop N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A.
Roraima COXI 0,25000 0,61290 <0,00001 <0,00001 -0,14947 <0,00001 <0,00001 <0,00001 1,00000*
D-loop N. A. <0,00001 <0,00001 <0,00001 0,13551 N. A. <0,00001 N. A. <0,00001
Maranho COXI -0,33333 -1,00000 1,00000 1,00000 0,56221 1,00000 1,00000 1,00000 <0,00001 1,00000 1,00000
D-loop N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A. N. A.

COXT: citocromo oxidase subunidade I; N.A.: ndo analisado; *Significativo (P<0,05).
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Tabela 14. Estimativas de diferenciagdo genética, representadas pelos valores de Fsr na
comparag¢do par a par, entre os grupos delimitados e populagdes de Dermacentor (Anocentor)
nitens Neumann, 1897 analisadas do Brasil

Populagéo Gene/ Regido Grupo | Grupo |l Grupo lll
COoxXi -0,05539
Grupo Il
D-loop -0,00279
Grupo I Coxi 0,73602* 1,00000*
D-loop 0,03485 <0,00001
Gruvo IV (010)4| -0,03587 -0,18033 0,94387*
P D-loop -0,07623 <0,00001 <0,00001

Grupo I- Amostra da Mata Atlantica (Bahia, Ceard, Espirito Santo, Parand, Rio de Janeiro e Santa Catarina);
Grupo II- Amostras do Cerrado (Goias e Minas Gerais); Grupo III- Amostras da Mata Atlantica-Caatinga (Rio
Grande do Norte); Grupo IV- Amostras da Amazonia (Rondonia, Roraima e Maranhao); COXI: citocromo

oxidase subunidade [; *Significativo (P< 0,05).

Tabela 15. Teste de Mantel que avalia a associacdo entre as distdncias genéticas e geograficas

nas populacgdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas do Brasil

Teste de Mantel COXI D-loop
Coeficiente de regressao (b) 0,000136 -0,000019
Coeficiente de correlagao (r) 0,343999 -0,238836
P 0,045%* 0,831

COXTI: citocromo oxidase subunidade I; *Significativo (P < 0,05).

A AMOVA apontou que a maior parte da variancia molecular de D. nitens aconteceu
dentro das populacdes estudadas - D-loop (79,73%), e entre grupos - COX-I (57,74%).

Esses resultados indicam que para D-loop nao houve estruturagdo de acordo com os
biomas, entretanto pode haver estruturacdo de acordo com os biomas para o COX-I, visto que
a maior parte da variancia ocorreu entre grupos — biomas. Contudo a rede de haplétipos e

outras andlises populacionais ndo indicaram estruturacdo populacional de acordo com os
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iomas, como pode-se observar Fct com valor baixo e ndo significativo. ossivel também
b , de-se observar F| lor b n ficat E el também,
que exista alguma estruturagdo entre as populagdes, de acordo com as areas/periodos de

coleta, ja que os indices de F'sc e Fst foram significativos para COX-I e D-loop (Tabela 16).

Tabela 16. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as sequéncias genéticas
analisadas do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-I) e da regido D-loop de grupos e

populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 analisadas no Brasil

AMOVA COXI D-loop
Entre grupos 57,74% -32,11%
Entre populagdes dentro dos grupos 22,48% 52.37%
Dentro das populagbes 19,78% 79.73%

Fer 0,577 -0.321

Fsc 0,532* 0,396*

Fsr 0,802* 0,203*

Grupo I- Amostra da Mata Atlantica (Bahia, Ceara, Espirito Santo, Parana, Rio de Janeiro e Santa Catarina);
Grupo II- Amostras do Cerrado (Goias e Minas Gerais); Grupo III- Amostras da Mata Atlantica-Caatinga (Rio
Grande do Norte); Grupo IV- Amostras da Amazonia (Rondonia, Roraima ¢ Maranhao); COXI: citocromo

oxidase subunidade I; *Significativo (P< 0,05).

4.3 Analises filogenéticas dos carrapatos

4.3.1 Rhipicephalus microplus

A reconstrucdo filogenética do 12S rDNA de R. microplus foi desenvolvida por meio
da analise de maxima verossimilhanga, com modelo evolutivo Tamura 3-parametros (T92 +

G) e trés haplotipos (hI-hIll) foram obtidos através de sequéncias geradas neste estudo,
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depositadas no GenBank com os numeros de acesso MT231546, MT231547 ¢ MT231548
(Figura 6).

Para a analise do 12S rDNA foram utilizadas as sequéncias de R. microplus da Africa
do Sul (EU921764), Argentina (EU921758), Austrdlia (EU921769), Bangladesh
(MG459958), Bolivia (EU921759), Brasil (EU921766), Costa Rica (EU921761), China
(KF583590), India (EU921772), Indonésia (EU921771), Mogambique (EU921766),
Myanmar (MG459960), Nova Caledonia (EU921770), Paquistao (MG459959), Paraguai
(EU921762), Republica Democratica do Congo (MF479199), Tanzania (EU921765), Uganda
(KY688459), Uruguai (EU921763) e como grupo externo Rhipicephalus annulatus Neumann,
1904 (KU568500).

Na Figura 6, os haplotipos identificados no presente estudo foram observados em
ramo separado de outras sequéncias da América do Sul e sdo filogeneticamente relacionados
as amostras do continente africano (Uganda e Republica Democratica do Congo), com valor

de suporte de 91%.
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K'Y 688459 Rhipicephalus microplus (Uganda)
N T231548 Rivipiceplhalus micropius - Haplotipo hIII Brasil (Rio Grande do Norte - Mata Atliintica e Caatinga)

NT231546 Rhipicephalus miicropins - Haplétipo hI Brasil (Rondénia e Roraima - Amazdnia; Minas Gerais - Cerrade: Ceara, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana
¢ Rio de Janeiro - Mata Atlantica: Rio Grande do Norte - Mata Atlantica e Caatinga; Rio Grande do Sul - Mata Atlantica e Pampa: Rio Grande do Sul - Pampa)
9%

N T231547 Rhipicephalus micropius - Haplétipo hII Brasil (Minas Gerais - Mata Atlantica)

MF479199 Rhipicephalus microplus (Republica Democratica do Congo)
EU921766 Rhipicephalus microplus (Mogambique)

EU921760 Rhipicephalus microplus (Brasil)

EU921759 Rhipicephalus microplus (Bolivia)

EU921758 Rhipicephalus microplus (Argentina)

EU921763 Rhipicephalus microplus (Urugua1)

EU921765 Rhipicephalus microplus (Tanzania)

EU921764 Rhipicephalus microplus (Africa do Sul)

94%
EU921762 Rhipicephalus microplus (Paraguai)

EU921761 Rhipicephalus microplus (Costa Rica)

EU921771 Rhipicephalus microplus (Indonésia)

EU921770 Rhipicephalus microplus (Nova Caleddnia)

EU921769 Rhipicephalus microplus (Australia)

MG459959 Riipicephalus microplus (Paquistio)

1334[;1_92 1772 Rhipicephalus microplus (India)

o, MG459958 Rhipicephalus microplus (Bangladesh)

MG459960 Rhipicephalus microplus (Myanmar)

KF583590 Rhipicephalus microplus (China)

KU568500 Rhipicephalus annulatus

0.005

Figura 6. Filogenia, inferida por analise de maxima verossimilhanga com modelo evolutivo T92+G, para sequéncias parciais (359 pb) do gene 12S ribossomal DNA
(12SrDNA), representando as relagdes entre os trés haplotipos (hl a hIll) de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) identificados no Brasil e as sequéncias do

GenBank. Os nimeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico (70% cut-off).
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A reconstrugdo filogenética de COX-I de R. microplus foi desenvolvida por meio da
analise de maxima verossimilhanga, com modelo evolutivo Tamura 3-pardmetros (T92 + G) e
os sete haplétipos (hl — h7) foram obtidos através de sequéncias geradas neste estudo,
depositadas no GenBank com os numeros de acesso MT229966, MT229967, MT229968,
MT229969, MT229970, MT229971 ¢ MT229972 (Figura 7).

Para analise filogenética do COX-I foram utilizadas as sequéncias de R. microplus da
Africa (MK648412), Africa do Sul (KY678117), Benin (KY678120), Bangladesh
(MG459961), Camboja (KC503260), China (MK371430), Coléombia (MF363077), Estados
Unidos (KP143546), Guiana Francesa (MH513250), India (KP792589), Madagascar
(KY678119), Malasia (KM688459, KM246872, KM246875 e KM246876), Myanmar
(MG459967), Panamd (KF200166), Paquistaio (MG459963) e Brasil, dos estados do
Amazonas (KP226162), Acre (KP226159), Bahia (KP226168), Ceara (KP226177), Distrito
Federal (KP226166), Espirito Santo (KP226175), Maranhdao (KP226160), Mato Grosso
(KP226167), Mato Grosso do Sul (KC503261 e KP226164), Minas Gerais (KP226171), Para
(KP226163), Paraiba (KP226176), Parand (KP226179), Piaui (KP226174), Rio de Janeiro
(KP226165), Rio Grande do Norte (KP226172), Rio Grande do Sul (KP226169), Rondonia
(KP226178), Roraima (KP226161), Santa Catarina (KP226173), Sao Paulo (KP226170) e
Tocantins (KP226180). Além de sequéncias de Rhipicephalus australis Fuller, 1899 da
Austrélia (AF132827, KC503255), e como grupo externo R. annulatus (KC503256).

Na Figura 7, os haplotipos hl (presente em populagdes de vérios biomas), h3
(exclusivo de Goias, bioma Cerrado) e h5 (exclusivo do Rio de Janeiro, bioma Mata
Atlantica) foram observados formando um clado com sequéncias de carrapatos de seis estados
brasileiros (CE, MA, MT, RN, RS, e¢ PI), além da Colombia, Estados Unidos ¢ Panama, com
apoio estatistico de 82%. Ja os haplotipos h4, h6 e h7 (exclusivos da populagcdo do Rio de

Janeiro, bioma Mata Atlantica), assim como h2 (presente em todas as populagdes e biomas do
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estudo), formaram grupos com espécimes de R. microplus de 13 estados brasileiros, Africa do

Sul, Benin, Guiana Francesa e Madagascar.
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750y BEMI468 72 Rhipicephalus microplus (Malasia)
760 | KM246871 Rhipicephalus microplus (Malasia)
KM246876 Rhipicephalus microplus (Malasia)
I—KMMGS]‘S Rhipicephalus microplus (Malasta)
ME 648412 Rhipicephalus microplus (Africa)
KP226166 Rhipicephalus microplis (Brasil - Distrito Federal)
KP226165 Rhipicephalus microplus (Brasil - Rio de Janeiro)
KP226168 Rhipicephalus microplus (Brasil - Bahia)
KY678119 Rhipicephalus microplus (Madagascar)
KY678120 Rhipicephalus microplus (Benin)
KY678117 Rhipicephalus microplus (Africa do Sul)
IMH 313250 Rhipicephalus microplus (Guiana Francesa)
p—KP226176 Rhipicephalus microplus (Brasil - Paraiba)
o AT 229969 Rlnipicen 15 micraplns - Haplotipo h4 Brasil (Rio de Janeiro - Mata Atlantica)
fee NI T 229972 Riipicepha nicropins - Haplotipo h7 Brasil (Rio de Janeiro - Mata Atlantica)
KP226180 Rhipicephalus micropius (Brasil - Tocantins)
AIT229967 Rhipicephs cropins - Haplatipo h2 Brasil (Roraima - Amazdnia; Tocantins, Goids e Minas Gerais - Cerrado; Ceari - Caatinga; Minas Gerais - Cerrado e Mata
Atlantica; Bahia, Céara, Espirito Santo, Parana, Rio de Janeiro e Minas Gerais - Mata Atlantica; Rio Grande do Norte - Mata Atlanica e Caatinga; Rio Grande do Sul - Pampa)
[KP226162 Rhipicephalus microplus (Brasil - Amazonas)
[LP226163 Rhipicephalus microplus (Brasil - Pard)
[KP226164 Rhipicephalus microplus (Brasil - Mato Grosso do Sul)
[KP226170 Rhipicephalus microplus (Brasil - Sdo Paulo)
[LP226150 Rhipicephalus microplus (Brasil - Acre)
[KP226161 Rhipicephalus microplus (Brasil - Roraima)
KP226178 Rhipicephalus microplus (Brasil - Rondonia)
KP226175 Rhipicephalus microplus (Brasil - Espirito Santo)
[KP226171 Rhipicephalus microplus (Brasil - Minas Gerais)
[KP226173 Rhipicephalus microplus (Brasil - Santa Catarina)
[LP226179 Rhipicephalus microplus (Brasil - Parana)
MT2129971 Rhipicephalus microplus - Haplotipo hé Brasil (Rio de Janeiro - Mata Atlintica)
[F.C303261 Rhipicephalus microplus (Brasil - Mato Grosso do Sul)
KP226160 Rhipicephalus microplus (Brasil - Maranhéo)
KF200166 Rhipicephalus microplus (Panamd)
*IMF363077 Rhipicephalus microplus (Coldmbia)
K P226167 Rhipicephalus microplus (Brasil - Mato Grosse)

KP7"6169 thrcq:halu: microplus (Brasil - Rio Grande do Sul)
o M hipicephalus micraplus - Hﬁ]:lonpoh‘ Brasil (Goias - Cerrado)

krp:wphahes microplus - Haplotipa bl B oraima - Amazonia; Tocantins e Goids
rito Saiito ¢ Rio de Janeiro - Mata Atlintica; Rio Grande do Norte - Mata Adantica e

7% . 9970 Rlupicephalus micraplus - Haplétipo h5 Brasil (Rio de Janeiro - Mata Atlantica)
KP226177 thrcq:halu: microplus (Brram.l Ceard)

ooy KP226172 Rhipicephalus microphus (Brasil - Rio Grande do Norte)
KP226174 Rhipicephalus microplus (Brasil - Piaui)
KP143546 Rhipicephalus microplus (EUA)

KC503260 Rhipicephalus microplus (Camboja)

Cerrado; Ceara - Caatinga; Minas Gerais - Cerrado e Mata Atlintica;
aatinga

o AF132827 Rhipicephalus australis (Austrilia)
¥YKC503253 Rhipicephalus australis (Australia)

n MG4359961 Rhipicephalus microplus (Bangladesh)
Ehl\{G-hmthrcephabu microplus (Myanmar)
KP792389 Rhipicephalus microplus (India)
I i MG459963 Rhipicephalus microplus (Paquistio)
| ME371430 Rhipicephalus microplus (China)
KC503256 Rhipicephalus annulanis
0.009

Figura 7. Filogenia, inferida por andlise de méaxima verossimilhanca com modelo evolutivo T92+G, para sequéncias parciais (639 pb) do gene Citocromo Oxidase

subunidade I (COX-I), representando as relagdes entre os sete hapldtipos (hl a h7) de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) identificados no Brasil e as

sequéncias do GenBank. Os nimeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico (70% cut-off).
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4.3.2 Dermacentor nitens

A reconstrucdo filogenética do 12S rDNA de D. nitens foi desenvolvida por meio da
analise de maxima verossimilhanga, com modelo evolutivo Tamura 3-pardmetros (T92 + G) e
as sequéncias geradas neste estudo foram depositadas no GenBank com os nimeros de acesso
MT231542, MT231543, MT231544 ¢ MT231545 (Figura 8).

Foram utilizadas as sequéncias de D. nitens do Brasil — Mato Grosso do Sul
(NC0233349) e Guatemala (JF523336). Além de sequéncias de D. silvarum (NC026552), D.
nuttalli (KT764942) da China, Dermacentor reticulatus Fabricius, 1794 (KX018994) da
Italia, Dermacentor variabilis Say, 1821 (U95869), D. andersoni (U95868), D. albipictus
(AF150041), Dermacentor niveus Neumann, 1897 (MF973045), D. marginatus (MK905212),
D. everestianus (NC042764), Dermacentor rhinocerinus Denny, 1843 (AF031850) e como
grupo externo R. sanguineus (NC002074) e R. microplus (NC02335).

Na Figura 8, foi observado que amostras de D. nitens coletados nos estados de Goias,
Maranhdo, Roraima e Rio de Janeiro agruparam com uma sequéncia do Brasil do Mato
Grosso do Sul, bioma Cerrado (NC023349), e da Guatemala (JF523336), com apoio

estatistico de 92% (Figura 8).



MT231541 Dermacentor nitens LICG091A Brasil (Roraima - Amazdnia)

NC023349 Darmacentor nitens Deni (Brasil - Mato Grosso do Sul)

[ JF523336 Dermacentor nitens (Guatemala)

MT231345 Dermacentor nitens LICG6181F Brasil (Rio de Janeiro - Mata Atlintica)

MT231544 Dermacentor nitens LIC7627A Brasil (Maranhio - Amazénia)

MT231542 Dermacentor nitens LIC6139C Brasil (Goias - Cerrado)
9%

MT231542 Dermacentor nitens LIC6091E Brasil (Roraima - Amazdnia)

U93869 Derm tor variabilis

EX018994 Dermacentor reficularus (Ttalia)

MF973045 Dermacentor niveus (China)

MEK905212 Dermacentor marginatus

83%

NC026552 Dermacentor silvarum (China)
9T
KT764942 Dermacentor nuttalli (China)
004
NC042764 Dermacentor everestiianus
-1 AF031830 Darmacentor rhinocerinus
NC002074 Rhipicephalus sanguineus
100%%
NC02335 Rhipicephalus microplus

0.07

V93868 Dermacentor andersoni

—— AF150041 Dermacentor albipictus
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Figura 8. Filogenia, inferida por analise de maxima verossimilhanga com modelo evolutivo T92+G, para sequéncias parciais (357 pb) do gene 12S ribossomal DNA

(12StDNA) de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 identificados no Brasil e as sequéncias do GenBank. Os nimeros nos ramos indicam valores de apoio

estatistico (70% cut-off).
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A reconstrucao filogenética de COX-I de D. nitens foi desenvolvida por meio da
analise de maxima verossimilhan¢a, com modelo evolutivo GTR + G + I e os trés
haplotipos (hl — h3) foram obtidos através de sequéncias geradas neste estudo,
depositadas no GenBank com os numeros de acesso MT229963, MT229964 ¢
MT229965 (Figura 9).

Para analise filogenética do COX-I foram utilizadas as sequéncias de D. nitens
da Colombia (MF363058, MF363059, MF363060, MF363061, MF36306162,
MF363068, MF363070, MF363071, MF363092), Guiana Francesa (MHS513243,
MHS513244), Panama (KF200121, KF200162, KF200169, KF200094, KF200099) e
Brasil, dos estados do Amapa (KY441477), Amazonas (KY441478), Mato Grosso
(KY441480), Mato Grosso do Sul (NC023349, KY441481), Minas Gerais (KY441484),
Parana (KY441486), Pernambuco (KY441487), Rio de Janeiro (KY441485), Rondonia
(KY441479) e Sao Paulo (KY441482, KY441483), além de sequéncias de D. silvarum
(NCO026552), D. nuttalli (KT764942), Dermacentor sinicus Schulze, 1932
(KM083592), D. marginatus (MK905212), D. niveus (JQ737080), D. reticulatus
(HM193879), Dermacentor auratus Supino, 1897 (MG721047) da China, D. albipictus
(GU968843), D. andersoni (MN358154) e Dermacentor steini Schulze, 1933
(HM193861) do Canadd, D. variabilis (MG834212) e Dermacentor parumapertus
Neumann, 1901 (MN650067) dos EUA, Dermacentor everestianus Hirst, 1926
(NC042764), D. rhinocerinus (AF132830) e como grupo externo R. microplus
(NCO023335) e R. sanguineus (NC002074).

Na Figura 9, os haplétipos hl e h3 agruparam com outras sequéncias de D.
nitens, provenientes do Brasil (Mato Grosso do Sul, bioma Cerrado) (NC023349),
Coldmbia (MF363070, MF363071, MF363059, MF363060, MF363068, MF363092,
MF363058), Guiana Francesa (MHS513243, MHS513244) e Panama (KF200169,

KF200162, KF200121, KF200099, KF200094), com apoio estatistico de 75%. Além
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disso, foi observado que o haplotipo h2 ¢ filogeneticamente relacionado a amostras
desta espécie do Brasil, provenientes dos estados de Pernambuco e Amapa (KY441477,

KY441487).



67

MHS513243 Dermacensor nitens (Guiana Francesa)
MHS513244 Dermacentor nitens (Guiana Francesa)
[—~NC023349 Dermacentor nitens Deni (Brasil, Mato Grosso do Sul)
KF200169 Dermacentor nizens (Panama)
KF200162 Dermacéntor nitens (Panama)
KF200121 Damacentor nitens (Panama)
KF200099 Dermacentor nitens (Panama)
KF200094 Dermacentor nitens (Panama)
MF363070 Dermacentor nitens Colombia-Arauca (Colombia)
ME363071 Dermacentor nitens Colombia-Arauca (Colémbiz)
ME363059 Dermacentor nitens Colombiz-Numchiz (Colombiz)
MF363060 Dermacentor nitens Colombiz-Arauca (Coldmbia)
MF363068 Dermacentor nitens Colombia-SanJacinto (Colombia)
[FMF363092 Dermacentor nitens Colombia-SenJacinto (Colémbia)
MF363058 Dermacentor nitens Colombia-Yopal (Colémbia)
MT220963 Dermacentor nitens - Haplotipo hl Brasil (Bahia, Ceara, Espirito Santo, Parana, Rio de Janeiro e Santa Catarina - Mata Atlantica; Goids e Minas Gerais - Cerrado; Rondonia e Roraima - Amazonia)
LMT229965 Dermacentor nitens - Haplotipe h3 Brasil (Rio de Janeiro - Mata Atlintica)
KY441485 Dermacentor nitens (Brasil - Rio de Janeiro)
KY441486 Dermacentor nitens (Brasil - Parana)
KY441484 Dermacentor nitens (Brasil - Minas Geras)
KY441483 Dermacentor nizens Jabotcabal (Brasil - S3o Paulo)
KY441482 Dermacentor nitens Altinopolis (Brasil - S&o Paulo)
[ECY441480 Dermacentor nitens (Brasil - Mato Grosso)
92%) [KY#41479 Dermacensor nitens (Basi - Rondduia)
K¥:441478 Dermacentor nitens (Brasil - Amazonas)
-lxlylum Dermacentor nitens (Brasil - Mato Grosso do Sul)
009 MT229964 Dermacentor nitens - Haplotipo b2 Brasil (Bahia, Ceari e Rio de Janeiro - Mata Atlantica; Rio Grande do Norte - Mata Alintica e Caatinga; Maranhio - Amazonia)
KY441487 Dermacentor nitens (Brasil - Pemambuco)
KY441477 Dermacentor nirens (Brasil - Amapd)
&&:}63061 Dermacentor nitens Colombia-Leticia (Colombia)
gTE;GMO“. Dermacentor nitens Colombia-Leticia (Colombia)
GU968843 Dy albipictus (Canadi)
7% 'IMT MNG650067 Dermacentor parumapertus
L \0u358154 Dermacentor andersoni (Canads)
MG834212 Dermacenzor variabilis (EUA)

75%|

03%

NC026552 Dermacentor silvaruom (Ching)
-KT764942 Dermacentor nurtalli (China)
KM083592 Dermacentar sinicus (China)
-ME905212 Dy 7 (Chinz)
1Q737080 niveus (Clina)

oo HM193861 Dermacentor steini
,—| %

100% EM193879 Dermacentor rericulans (China)
=1 IMG7‘21N7Dwmarmrormnu (China)

- AF132830 Dy
-NC023335 Rhjz micropius

L fome
e NCO764

L Joms
vC002074

0.06

Figura 9. Filogenia, inferida por analise de maxima verossimilhanca com modelo evolutivo GTR+G+I, para sequéncias parciais (640 pb) do gene Citocromo Oxidase

subunidade I (COX-I), representando as relagdes entre os trés haplotipos (h1l a h3) de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 identificados no Brasil e as sequéncias

do GenBank. Os numeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico (70% cut-off).
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4.4 Pesquisa molecular de patéogenos transmitidos por carrapatos

4.4.1 Riquétsias detectadas em Rhipicephalus microplus

Um total de 620 amostras de R. microplus provenientes de 16 estados, compreendendo
areas de praticamente todos os biomas brasileiros (com exce¢do do bioma Pantanal e Pampa),
foram analisadas para a presenca de patdogenos. Destas, 12 amostras de R. microplus coletados
de hospedeiros (equinos e bovinos) e ambiente apresentaram resultado positivo para a
presenca de genes riquetsiais (Tabela 17). A andlise BLAST das sequéncias nucleotidicas
obtidas revelou altas taxas de identidade com isolados de Rickettsia depositados no banco de
dados do GenBank: R. rickettsii (MH194350, MH194352), Rickettsia belli (MH194351), R.
parkeri cepa Mata Atlantica (MK720994, MK 720995, MH194354, MH194355, MH194358),
R. felis (MK720997, MHI194353, MHI194356, MH194360), Rickettsia rhipicephali
(MK720996, MK720998) e Rickettsia tamurae (MK720993), totalizando 15 sequéncias

nucleotidicas obtidas (Tabela 17).



69

Tabela 17. Espécies de Rickettsia detectadas por andlises de glt4, ompA, ompB, htrA e sca4 em amostras de carrapatos Rhipicephalus

(Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) coletados parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de foco e

vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Estado — Bioma Municinio Hospedeiro/ Amostra Identidade*
P Ambiente Cédigo/Espécime Gene Numero de acesso Residuos Idénticos/Residuos Alinhados — Nimero de Acesso
Regiao Norte
Tocantins — Cerrado Palmas Bos taurus LIC7001B/1F  gitd MK720994 Rickettsia parkeri 350/350 (100%) — MH160728
Palmas Bos taurus LIC7001E/1F  gitd MK720995 Rickettsia parkeri 350/350 (100%) — MH160728
Regido Nordeste
Ceara — Caatinga Aratuba Bos taurus LIC3764A/1IM  gitA MH194351 Rickettsia bellii, 349/350 (99%) — MG550957
Baturité Bos taurus LIC3528B/1F  gitA MH194350 Rickettsia rickettsii, 350/350 (100%) — MF988097
Baturité Bos taurus LIC4523A/1IM  gitAd MH194352 Rickettsia. rickettsii, 350/350 (100%) — IN252696
Capistrano  Bos taurus LIC4970B/1F  gitA MK720993 Rickettsia tamurae 786/786 (100%) — MH158234
Regido Centro-QOeste
Goias — Cerrado Itumbiara Ambiente LIC8928G/10L  gitA MK720997 Rickettsia felis, 350/350(100%) — MG952933
Regiao Sudeste
Minas Gerais — Cerrado Tiros Bos taurus LIC8786E/1F  gltd MK 720996 Rickettsia rhipicephali 349/350 (99%) — KX434745
S&o Paulo — Cerrado Altair Bos taurus LIC8790D/1F  gltA MK 720998 Rickettsia rhipicephali 350/350 (100%) — KX434745
Regifio Sul
Parana — Mata Atlantica Senges Ambiente LIC7156/10L  ompB MH194360 Rickettsia felis, 619/630 (98%) — KX090276
Pato Bragado Bos taurus LIC8514C/IN  gitA MH194354 Rickettsia parkeri, 350/350 (100%) — MF536974
ompA MH194358 Rickettsia parkeri, 491/491 (100%) — MF536975
scad MH194355 Rickettsia parkeri, 701/701 (100%) — KY 124260
Rio Grande do Sul — Mata Atlantica  Osorio  Equus caballus LIC5552C/1IM  gltA MH194353 Rickettsia felis, 350/350 (100%) — KY 172878
htrA4 MH194356 Rickettsia felis, 499/499 (100%) — CP000053

M: macho; F: fémea; N: ninfa; L: larva; *Identidades com sequéncias de Rickettsia sp. depositadas no GenBank.
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A reconstrugao filogenética de riquétsias identificadas em R. microplus foi
desenvolvida por meio da andlise de méaxima verossimilhanga, com modelo evolutivo
GTR+G. As sequéncias finais foram obtidas através da concatenacao dos fragmentos génicos
gltA, ompA, ompB, htrA e sca4 e foram utilizadas sequéncias correspondentes a uma amostra
de cada identidade de Rickettsia obtida nesta tese (Figura 10). As sequéncias geradas neste
estudo foram depositadas no GenBank com os nimeros de acesso MH194350, MH194351,
MH194352, MH194353, MH194354, MH194355, MH194356, MH194358 ¢ MH194360.

Para analise das sequéncias dos genes riquetsiais, foram empregadas as sequéncias de:
R. rickettsii (CP000848, CP003305, KX356604-05), Rickettsia peacockii (CP001227), R.
parkeri (CP003341, KY113109-12, KIJ855084), R. africae (CP001612), R. sibirica
(AABW01000001, AHZB00000000), R. conorii (AJUR00000000, AE006914), R. slovaca
(CP003375, CP002428), R. japonica (AP011533), Rickettsia heilongjiangensis (CP002912),
Rickettsia amblyommatis (CP003334), R. aeschlimannii (MF098403/07/10/13/16), Rickettsia
massiliae (CP000683, CP003319), R. rhipicephali (CP003342), Rickettsia montanensis
(CP003340), Rickettsia monacensis (LN794217), R. tamurae (NZCCMGO01000000), R. felis
(CP000053), Rickettsia asemboensis (JN315968-70/72), R. akari (CP000847), R. australis
(CP003338), Rickettsia prowazekii (CP003394, CP004888), Rickettsia typhi (AE017197,
CP003397), disponiveis no banco de dados do GenBank. Como grupo externo foi incluida a
sequéncia de R. bellii (KT153036, CP000087, CP000849).

O filodendograma gerado indica que as sequéncias das amostras de R. microplus
coletadas no estado do Ceara, bioma Caatinga, sdo filogeneticamente relacionadas com R.
rickettsii, R. tamurae e R. bellii; as sequéncias do estado de Sao Paulo, bioma cerrado, com R.
rhipicephali; sequéncias do bioma Mata Atlantica, provenientes do estado do Parand com R.
parkeri Mata Atlantica (identificada em Barbieri et al., 2014 como cepa Aa46); e do Rio

Grande do Sul, com grupo de R. felis (Figura 10).
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Figura 10. Inferéncias filogenéticas da comparagdo das sequéncias parciais concatenadas dos genes gltA, htrA, ompA, ompB e sca4 (de 401, 549, 532, 862 e 744 pb,
respectivamente) de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), pelo método de maxima verossimilhanga de 1.000 arvores replicadas. Como modelo
evolutivo foi utilizado o algoritmo GTR+G e os valores de bootstrap superiores a 70% estdo demonstrados nos ramos. As sequéncias obtidas nesta tese estdo indicadas com

um tridngulo preto, precedidas pelos respectivos niimeros de acesso ao GenBank e seguidas pelas informagdes da amostra (espécie do carrapato, hospedeiro e localidade).
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Devido ao tamanho das sequéncias obtidas, os valores de bootstrap foram baixos em
alguns ramos do filodendograma, indicando por¢des semelhantes nos fragmentos de espécies
analisados. No entanto, os valores observados de BLAST mostraram, principalmente,
sobreposi¢do de 100% com a respectiva sequéncia de Rickettsia, além de uma sequéncia
ompB com 98% de identidade com R. felis e duas sequéncias g/tA com 99% de identidade

com R. rhipicephali e R bellii (Tabela 17).

4.4.2 Riquétsias detectadas em Dermacentor nitens

Um total de 177 amostras de D. nitens provenientes de 13 estados foram analisadas
para a presenca de patdgenos e destas, trés foram positivas para genes riquetsiais. A analise
BLAST das sequéncias obtidas revelou altas taxas de identidade com sequéncias
nucleotidicas de R. felis (MH194359.1), Candidatus Rickettsia andeanae (MH194357) e R.

rhipicephali (MK720999), totalizando trés sequéncias adquiridas (Tabela 18).
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Tabela 18. Espécies de Rickettsia detectadas por andlises de ompB, ompA e gltA em amostras de carrapatos Dermacentor (Anocentor) nitens
coletados parasitando hospedeiros vertebrados, durante investigagcdo de foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de
201122019

Hospedeiro/ Amostra Identidade*

Estado — Bioma Municipio Ambiente  Codigo/Espécime Gene Niimero de acesso Residuos Idénticos/Residuos Alinhados — Numero de Acesso

Regido Norte
Rondonia — Amazoénia Porto Velho Equus caballus LIC5763A/IN  ompB MH194359 Rickettsia felis, 628/630 (99%) — KX090276
Porto Velho FEquus asinus  LIC5764H/IN  ompA MH194357 Candidatus Rickettsia andeanae, 488/488 (100%) — KY273599

Regidao Nordeste
Bahia — Mata Atlantica Valenga Equus caballus LIC8891R/ 1M  gitA MK720999 Rickettsia rhipicephali, 399/402 (99%) — CP013133

M: macho; N: ninfa; *Identidades com sequéncias de Rickettsia sp. depositadas no GenBank.
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A reconstrugdo filogenética foi desenvolvida por meio da andlise de maxima
verossimilhanga, com modelo evolutivo GTR+G+I. As sequéncias finais foram obtidas
através da concatenacao dos fragmentos gé€nicos ompB, ompA e git4, e foram utilizadas
sequéncias correspondentes a uma amostra de cada identidade de Rickettsia obtida nesta tese
(Figura 11). As sequéncias geradas neste estudo foram depositadas no GenBank com os
numeros de acesso MH194357, MH194359 ¢ MK720999.

Para analise das sequéncias dos genes riquetsiais, foram empregadas as sequéncias de:
R. rickettsii (CP000848, CP003305), Rickettsia philipii (CP00308), R. peacockii (CP001227),
R. parkeri (LAOL01000001, CP003341, KY113109/10/11), R. africae (CP001612), R.
sibirica (AABW01000001, AHZB00000000), R. conorii (AJUR00000000, AE006914), R.
slovaca (CP003375, CP002428), R. japonica (AP011533), R. heilongjiangensis (CP002912),
Ca. R. andeanae (KX576677/78), R. amblyommatis (CP003334), R. rhipicephali (CP003342),
R. massiliae (CP000683, CP003319), R. montanensis (CP003340), R. felis (CP000053), R.
australis (CP003338), R. akari (CP000847), R. typhi (AE017197, CP003397), R. prowazekii
(CP003394, CP004888), disponiveis no banco de dados do GenBank. Como grupo externo foi
incluida a sequéncia de R. bellii (CP000849, CP000087).

Na Figura 11, sequéncias de amostras de D. nifens coletadas no estado de Rondonia,
no bioma Amazodnia, foram agrupadas com os ramos das R. felis e Ca. R. andeanae, e amostra
proveniente do estado da Bahia, pertencente ao bioma Mata Atlantica, foi agrupada com R.

rhipicephali (Figura 11).
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100 | CP000848 Rickettsiarickettsii str. 'Sheila Smith'
100 CP003305 Rickettsiarickettsii str. Brazil

97 CP003308 Rickettsia philipii str. 364D
CP001227 Rickettsia peacockii str. Rustic
91 | LAOL01000001 Rickettsia parkeristr. AT#24
CP003341 Rickettsia parkeri str. Portsmouth
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KY113109/10/11 Rickettsia parkeri Aa46
CP001612 Rickettsia africae ESF-5
AABWO01000001 Rickettsia sibirica 246
5AHZBOOOOOOOO Rickettsia sibirica subsp. mongolitimonae HA-91
AJURO00000000 Rickettsia conorii subsp. caspia A-167
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MH194357.1 Candidatus Rickettsia andeanae strain LIC5764H, Dermacentor nitens, Equus caballus, Rondonia, Brasil
GU169051/GU395297 Candidatus Rickettsia andeanae strain T163
CP003334 Rickettsia amblvommatis str. GAT-30V
CP003342 Rickettsiarhipicephalistr. 3-7-female6-CWPP
MK720999.1 Uncultured Rickettsia sp. clone LIC8891R, Dermacentor nitens, Equus caballus, Bahia, Brasil
CP000683 Rickettsiamassiliae MTUS
P003319 Rickettsia massiliae str. AZT80
CP003340 Rickettsiamontanensis str. OSU 85-930
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Figura 11. Inferéncias filogenéticas da comparacdo das sequéncias parciais concatenadas dos genes ompB, ompA e gltA (de 862, 532 e 401 pb, respectivamente) de carrapatos

Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897, pelo método de maxima verossimilhanga de 1.000 arvores replicadas. Como modelo evolutivo foi utilizado o algoritmo

GTR+G+I e os valores de bootstrap superiores a 70% estdo demonstrados nos ramos. As sequéncias obtidas nesta tese estdo indicadas com um tridngulo preto, precedidas

pelos respectivos niimeros de acesso ao GenBank e seguidas pelas informagdes da amostra (espécie do carrapato, hospedeiro e localidade).
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4.4.3 Erliquias detectadas em Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens

Dentre as amostras de R. microplus testadas por métodos moleculares, 14 amostras
que foram coletadas parasitando bovinos, nos quatro estados da Regido Sudeste e, também, no
Parana, regido Sul do pais, apresentaram resultado positivo para a presenga de Erlichia sp.
Apo6s as andlises de similaridade de nucleotideos, pode-se observar que trés sequéncias
obtidas [de MG (n=1), SP (n=1) e PR (n=1)] apresentaram 100% de identidade com E. canis
cepa Uberlandia (GU586135), disponivel no GenBank e 11 sequéncias [ES (n=1), MG (n=8),
SP (n=1) e RJ (n=1)] apresentaram 99% de identidade com Ehrlichia minasensis cepa
UFMG-EV (JX629808), disponivel no GenBank (Tabela 19).

Todas as amostras de carrapatos D. nitens analisadas nos ensaios moleculares

apresentaram resultado negativo para a presenca de Ehrlichia sp.
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Tabela 19. Espécies de Ehrlichia detectadas por analise de sequéncias nucleotidicas parciais do gene género-especifico da proteina de formagao

de ligacao dissulfeto dsb de amostras de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), coletados parasitando hospedeiros

vertebrados, durante investigacao de foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Estado — Bioma

Municipio

Hospedeiro/ Amostra Identidade*
Ambiente Codigo/Espécime Niimero de acesso Residuos Idénticos/Residuos Alinhados — Nimero de Acesso

Regido Sudeste
Espirito Santo — Mata
Atlantica

Minas Gerais — Mata
Atlantica e Cerrado

Rio de Janeiro — Mata
Atlantica

Sao Paulo — Cerrado

Regido Sul
Parana — Mata Atlantica

Nova Venécia

Juiz de For a
Juiz de Fora
Juiz de Fora

Santo Antonio do Monte Verde

Teixeiras
Uberaba
Uberaba
Uberaba
Uberaba

Barra do Pirai

Altair
Altair

Inaja

Bos taurus  LIC 4010A/10L MT135760 Ehrlichia minasensis, 372/373 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 4137A/1M MT135758 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 4138A/1M MT135769 Ehrlichia canis, 386/386 (100%) — GU586135

Bos taurus  LIC 4143A/1M MT135761 Ehrlichia minasensis, 371/372 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 8767B/1F MT135762 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 8784B/1F MT135764 Ehrlichia minasensis, 376/377 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 8789B/1F MT135765 Ehrlichia minasensis, 369/370 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 8792A/1F MT135768 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 8792B/1F MT135766 Ehrlichia minasensis, 369/370 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 8792C/1F MT135759 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 8769A/1F MT135763 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Bos taurus ~ LIC 8790C/1F MT135771 Ehrlichia canis, 394/394 (100%) — GU586135

Bos taurus LIC 8790E/1F MT135767 Ehrlichia minasensis, 373/374 (99%) — JX629808
Bos taurus  LIC 7344A/1IN MT135770 Ehrlichia canis, 400/400 (100%) — GU586135

M: macho; F:fémea; L:larva; N: ninfa; *Identidades com sequéncias de Ehrlichia sp. depositadas no GenBank.
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A reconstrucao filogenética das espécies de Ehrlichia identificadas em R. microplus
foi desenvolvida por meio da analise de maxima verossimilhanga, com modelo evolutivo
Tamura 3-parametros (T92+I) (Figura 12). As sequéncias geradas neste estudo foram
depositadas no GenBank com os numeros de acesso: MT135758, MT135759, MT135760,
MT135761, MT135762, MT135763, MT135764, MT135765, MT135766, MT135767,
MT135768, MT135769, MT135770 e MT135771.

Para analise das sequéncias parciais do gene dsb de género-especifico para Erlichia
sp., foram utilizadas as sequéncias de E. minasensis (JX629808), E. canis (GU586135,
AF403710, DQ460716, DQ460715), E. chaffeensis (AF403711), FEhrlichia muris
(AY236484), disponiveis no banco de dados do GenBank. Como grupo externo foi incluida a
sequéncia de E. ewingii (AY428950) e E. ruminantum (CR925677).

Na Figura 12, observa-se que as sequéncias obtidas de trés amostras de carrapatos R.
microplus de Minas Gerais, S3o Paulo e Parand se agruparam com as sequencias de E. canis
(GUS586135, AF403710, DQ460716, DQ460715), e, da mesma forma, outras 11 sequéncias
obtidas de amostras provenientes dos quatro estados da regido sudeste do Brasil formaram um

agrupamento com sequéncias de E. minasensis (JX629808).
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r JIX629808 Ehrlichia minasensis UFMG-EV
A MT135758 Enhrlichia sp. LIC4137A, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil
ANIT135759 Enrlichia sp. LIC8792C, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil

1 A;\-11‘135760 Ehrlichia sp. LIC4010A , Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Espirito Santo, Brasil

ANIT135761 Enrlichia sp. LIC4143A, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil
AMT135762 Enhrlichia sp. LIC8767B, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil
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U AMT135763 Ehrlichia sp. LIC8769A, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Rio de Janeiro, Brasil

AMT135764 Enhrlichia sp. LIC8784B, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil
A MT135765 Enhrlichia sp. LIC87898B, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil
ANIT135766 Ehrlichia sp. LIC8792B, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil

AMT135767 Ehrlichia sp. LIC8790E, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Sio Paulo, Brasil

A MT135768 Elrlichia sp. LIC8792A, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil

A MT135769 Ehrlichia sp. LIC4138A, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Minas Gerais, Brasil
A MT135770 Ehrlichia sp. LIC7344A, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Parana, Brasil
A MT135771 Ehrlichia sp. LIC8790C, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Sio Paulo, Brasil

_‘
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GUS86135 Ehrlichia canis Uberlandia
AF403710 Ehrlichia canis

DQ460716 Ehrlichia canis Jaboticabal
DQ460715 Ehrlichia canis Sao Paulo

AF403711 Ehrlichia chaffeensis
AY236484 Ehrlichiamuris Asuke
AY428950 Ehrlichia ewingii

0.050

CR925677 Ehrlichia ruminantium Gardel
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Figura 12. Inferéncias filogenéticas da comparagdo das sequéncias parciais do gene dsb - disulfide bond (de 409 pb) de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus

(Canestrini, 1888), pelo método de maxima verossimilhanga de 1.000 arvores replicadas. Como modelo evolutivo foi utilizado o algoritmo T92+I e os valores de bootstrap

superiores a 70% estdo demonstrados nos ramos. As sequéncias obtidas nesta tese estdo indicadas com um tridngulo preto, precedidas pelos respectivos niimeros de acesso ao

GenBank e seguidas pelas informacdes da amostra (espécie do carrapato, hospedeiro e localidade).
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4.4.4 Babesias e Theilerias detectadas em Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens

Oito amostras de R. microplus provenientes dos estados do Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Parana, contemplando os biomas Mata Atlantica e Cerrado, apresentaram resultado
positivo para presencga de Theileria spp. Estes carrapatos eram provenientes dos municipios:
Tombos (MG), coletados em equinos (n=5); Resende (RJ), coletado em bovino (n=1),
Saquarema (RJ), coletado em bovino (n=1); e Queréncia do Norte (PR), coletado em equino
(n=1). As sequéncias nucleotidicas obtidas destas amostras apresentaram 100% de identidade
com sequéncias de 7. equi depositadas no banco de dados do GenBank (Tabela 20).
Da mesma forma, uma amostra de D. nitens coletada parasitando equino e no
municipio Natal, estado Rio Grande do Norte, que apresenta o bioma Caatinga, demonstrou
resultado positivo para Babesia spp. A andlise de similaridade de nucleotideos do BLAST

indicou que a sequéncia obtida apresenta 99% de identidade com B. caballi (Tabela 20).
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Tabela 20. Espécies de Babesia e Theileria detectadas por andlise de sequéncias nucleotidicas parciais do gene que codifica a subunidade menor
do RNA ribossomal 18S (18S rRNA) de amostras de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e Dermacentor
(Anocentor) nitens Neumann, 1897, coletados parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigagdo de foco e
vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Amostra Identidade*
Coédigo/Espécime Numero de acesso Residuos Idénticos/Residuos Alinhados — Numero de Acesso

Hospedeiro/

Estado — Bioma Ambiente

Municipio

Dermacentor nitens

Regiao Norte

Rio Grande do Norte — Mata Natal Equus asinus  LIC6049C/1M MT129634 Babesia caballi, 387/388 (99%) — AY309955
Atlantica — Caatinga
Rhipicephalus microplus

Regido Sudeste
Rio de Janeiro — Resende Bos taurus LIC4953A/1F MT129635 Theileria equi, 344/344 (100%) — MG052902
Mata Atlantica Saquarema Bos taurus LIC6010A/1M MT129642 Theileria equi, 405/405 (100%) — KX165376
Minas Gerais — Tombos Equus caballus LIC5751L1/1F MT129636 Theileria equi, 319/319 (100%) — KX165376
Mata Atlantica Tombos Equus caballus LIC5751N1/1F MT129637 Theileria equi, 415/415 (100%) — KX165376
Tombos Equus caballus LIC5751R1/1F MT129638 Theileria equi, 413/413 (100%) — KX165376
Tombos Equus caballus  LIC5751Z/1F MT129639 Theileria equi, 413/413 (100%) — KX165376
Tombos Equus caballus LIC5751Z1/1F MT129640 Theileria equi, 402/402 (100%) — KX165376

Regido Sul

Parana - Mata Atlantica Queréncia do Norte Equus caballus LIC5978C/1F MT129641 Theileria equi, 415/415 (100%) — KX165375

M: macho; F: fémea; *Identidades com sequéncias de Babesia sp. e Theileria sp. depositadas no GenBank.
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A reconstrugao filogenética de Babesia ¢ Theileria identificadas em amostras das duas
espécies de carrapatos aqui estudadas foi desenvolvida por meio da andlise de maxima
verossimilhangca, com modelo evolutivo Kimura 2-parametros (K2) (Figura 13). As
sequéncias geradas nesta tese foram depositadas no GenBank com os numeros de acesso
MT129634, MT129635, MT129636, MT129637, MT129638, MT129639, MT129640,
MT129641 ¢ MT129642.

Para analise das sequéncias do 18S rRNA de Babesia e Theileria, foram utilizadas as
sequéncias de 7. equi (KX165376, MG052902), B. caballi (AY309955), Babesia gibsoni
WH71 (KP666160), disponiveis no banco de dados do GenBank. Como grupo externo foi
incluida a sequéncia de Theileria parva (L02366), Babesia bigemina JRCH-1 (JX974332) e
Babesia microti BmSSR2183 (LC005772).

Na Figura 13, o filodendograma construido demonstrou que as sequencias obtidas das
amostras de R. microplus se agruparam com o clado de 7. equi DN126 (KX165376) e T. equi
BR _NES (MG052902). Enquanto que a sequencia obtida da amostra de D. nitens se mostrou

filogeneticamente relacionada a B. caballi (AY309955).
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KX165376 Theileria equi DN126

MGO052902 Theileria equi BR_NES 1

A MT129635 Theileria sp. LIC4953C, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Rio de Janeiro, Brasil

A MTI129636 Theileria sp. LICS751L1, Rhipicephalus microplus, Equus caballus, Minas Gerais, Brasil
100 A MTI129637 Theileria sp. LICS751N1, Rhipicephalus microplus, Equus caballus, Minas Gerais, Brasil
[ | AMT129638 Theileria sp. LIC5751R1, Rhipicephalus microplus, Equus caballus, Minas Gerais, Brasil
A MTI129639 Theileria sp. LIC3751Z, Rhipicephalus microplus, Equus caballus, Minas Gerais, Brasil

A NTI129640 Theileria sp. LICS751Z1, Rhipicephalus microplus, Equus caballus, Minas Gerais, Brasil

A MTI129641 Theileria sp. LIC5978C, Rhipicephalus microplus, Equus caballus, Parana, Brasil

A NTI129642 Theileria sp. LIC6010A, Rhipicephalus microplus, Bos taurus, Rio de Janeiro, Brasil

— L02366 Theileria parva

— 100 |AI\IT129634 Babesia sp. LIC6049C, Dermacentor nitens, Equus asinus, Rio Grande do Norte, Brasil
AY309955 Babesia caballi

99
—— KP666160 Babesia gibsoni WHT1
JX974332 Babesia bigemina JRHC-1
100L—— 1.C005772 Babesia microti BmSSR2183
0.10

Figura 13. Inferéncias filogenéticas da comparagao das sequéncias parciais do gene que codifica a subunidade menor do RNA ribossomal 18S (18S rRNA) (de 395 a 410 pb)
de carrapatos Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 e Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888), pelo método de maxima verossimilhanga de 1.000
arvores replicadas. Como modelo evolutivo foi utilizado o algoritmo K2 e os valores de bootstrap superiores a 70% estdo demonstrados nos ramos. As sequéncias obtidas

nesta tese estdo indicadas com um tridngulo preto, precedidas pelos respectivos numeros de acesso ao GenBank e seguidas pelas informagdes da amostra (espécie do

carrapato, hospedeiro e localidade).
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4.4.5 Pesquisa de Anaplasma e Borrelia em Rhipicephalus microplus e Dermacentor nitens

Todas as amostras de carrapatos R. microplus (n=620) e D. nitens (n=177) testadas nos
ensaios moleculares apresentaram resultado negativo para a presenca de Anaplasma sp. e

Borrelia sp.

4.5 Relacio entre patogenos e haplétipos

Os dados obtidos para relagdo das amostras e R. microplus positivas para bioagentes e
haplotipos correspondentes, foi observado que o haplotipo hl do 12S rDNA foi encontrado
nas amostras positivas para R. felis, R. bellii e E. minasensis, no bioma Mata Atlantica e Mata
Atlantica — Pampa. Dois haplétipos de COX-I (hl e h2) foram observados em amostras
positivas para riquétsias. O haploétipo hl em amostras positivas para R. rickettsii, R. parkeri ¢
E. minasensis, provenientes do bioma Mata Atlantica, Cerrado, Cerrado — Mata Atlantica,
respectivamente. O haplotipo h2 em amostras positivas para R. rickettsii, R. parkeri, R. felis,
T. equi e E. minasensis, provenientes dos mesmos biomas citados anteriormente e incluindo o
bioma Mata Atlantica — Pampa. Para a regido D-loop apresentou apenas o hA que foi
visualizado em amostras positivas para E. minasensis do bioma Mata Atlantica (Tabela 21).

Em relacdo as amostras de D. nitens, dois haplotipos foram observados nas amostras
positivas para riquétsias. O haplotipo hl em amostras positivas para R. felis e Ca. R.
andeanae, provenientes do bioma Amazoénia, € o haplotipo h2 em amostra positiva para R.
rhipicephali no bioma Mata Atlantica. E ainda, um haploétipo (h2) em amostra positiva para B.

caballi, no Bioma Mata Atlantica e Caatinga (Tabela 22).
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Tabela 21. Relacdo das amostras de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) que amplificaram fragmentos de genes de

bioagentes transmitidos por carrapatos e os haplétipos identificados

. Hospedeiro/ Amostra Haploétipos Bioagente Identidade*
Municipio (UF) Ambiente  Cédigo/Espécime 12SrDNA COX-1 D-loop Gene N° de Acesso Residuos Idénticos/Alinhados — N° de Acesso
Bioma Cerrado
Altair (SP) Bos taurus LIC8790C/1F - - - dsb  MT135771 Ehrlichia canis, 394/394 (100%) — GU586135
Altair (SP) Bos taurus LIC8790D/1F - - - gltA  MK720998  Rickettsia rhipicephali 350/350 (100%) — KX434745
Itumbiara (GO) Ambiente LIC8928G/10L ** ** ** gltA  MK720997 Rickettsia felis, 350/350(100%) — MG952933
Palmas (TO) Bos taurus LIC7001B/1F - h2 - glt4  MK72099%4 Rickettsia parkeri 350/350 (100%) — MH160728
Palmas (TO) Bos taurus LIC7001E/1F - hl - glt4  MK720995 Rickettsia parkeri 350/350 (100%) — MH160728
Tiros (MG) Bos taurus LIC8786E/1F - - - glt4  MK720996 Rickettsia rhipicephali 349/350 (99%) — KX434745
Bioma Cerrado - Mata Atlantica
Santo Antonio do Monte Verde (MG) Bos taurus LIC 8767B/1F - hl - dsb  MT135762 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Uberaba (MG) Bos taurus LIC 8789B/1F - h2 - dsb  MT135765 Ehrlichia minasensis, 369/370 (99%) — JX629808
Uberaba (MG) Bos taurus LIC 8792A/1F - h2 - dsb  MT135768 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Uberaba (MG) Bos taurus LIC 8792B/1F - h2 - dsb  MT135766 Ehrlichia minasensis, 369/370 (99%) — JX629808
Uberaba (MG) Bos taurus LIC 8792C/1F - h2 - dsb  MT135759 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Bioma Mata Atlantica
Aratuba (CE) Bos taurus LIC3764A/1M hl - - glt4  MH194351 Rickettsia bellii, 349/350 (99%) — MG550957
Baturité (CE) Bos taurus LIC3528B/1F - hl - glt4  MH194350 Rickettsia rickettsii, 350/350 (100%) — MF988097
Baturité (CE) Bos taurus LIC4523A/1M - h2 - glt4  MH194352 Rickettsia. rickettsii, 350/350 (100%) — JIN252696
Capistrano (CE) Bos taurus LIC4970B/1F - - - glt4  MK720993 Rickettsia tamurae 786/786 (100%) — MH158234
Inaja (PR) Bos taurus LIC7344A/IN hl *x *x dsb  MT135760 Ehrlichia canis, 400/400 (100%) — GU586135
Juiz de Fora (MG) Bos taurus  LIC 4137A/1M hl - hA dsb  MT135758 Ehrlichia minasensis, 382/383 (99%) — JX629808
Juiz de Fora (MG) Bos taurus  LIC 4138A/1M - - - dsb  MT135769 Ehrlichia canis, 386/386 (100%) — GU586135
Juiz de Fora (MG) Bos taurus  LIC 4143A/1M - - hA dsb  MT135761 Ehrlichia minasensis, 371/372 (99%) — JX629808
Nova Venécia (ES) Bos taurus  LIC 4010A/10L ok wok wok dsb  MT135760 Ehrlichia minasensis, 372/373 (99%) — JX629808
Pato Bragado (PR) Bos taurus LIC8514C/IN - - - gltA  MH194354 Rickettsia parkeri, 350/350 (100%) — MF536974
- ompA MH194358 Rickettsia parkeri, 491/491 (100%) — MF536975
- sca4  MH194355 Rickettsia parkeri, 701/701 (100%) — K'Y 124260

Continua
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Continuagéo

Municipio (UF)

Hospedeiro/
Ambiente

Amostra

Haploétipos

Bioagente

Cédigo/Espécime 12SrDNA COX-1D-loop Gene

N° de Acesso

Identidade*
Residuos Idénticos/Alinhados — N° de Acesso

Queréncia do Norte (PR)
Resende (RJ)
Saquarema (RJ)
Senges (PR)
Teixeiras (MG)
Tombos (MG)
Tombos (MG)
Tombos (MG)
Tombos (MG)
Tombos (MG)

Equus caballus
Bos taurus
Bos taurus
Ambiente
Bos taurus

Equus caballus

Equus caballus

Equus caballus

Equus caballus

Equus caballus

Bioma Mata Atlantica — Pampa

Osorio (RS)

Equus caballus

LIC5978C/1F
LIC4953A/1F
LIC6010A/1M
LIC7156/10L
LIC 8784B/1F
LIC5751L1/1F
LICS751IN1/1F
LIC5751R1/1F
LIC5751Z/1F
LICS751Z1/1F

LIC5552C/1M

hl

h2

[8S rRNA MT129641
185 rRNA MT129635
[8S rRNA MT129642
ompB  MH194360
dsb  MT135764
[8S rRNA MT129636
[8S rRNA MT129637
18S rRNA MT129638
[8S rRNA MT129639
[8S rRNA MT129640

MH194353
MH194356

gltA
htrA

Theileria equi, 415/415 (100%) — KX165375
Theileria equi, 344/344 (100%) — MG052902
Theileria equi, 405/405 (100%) — KX165376
Rickettsia felis, 619/630 (98%) — KX090276
Ehrlichia minasensis, 376/377 (99%) — JX629808
Theileria equi, 319/319 (100%) — KX165376
Theileria equi, 415/415 (100%) — KX165376
Theileria equi, 413/413 (100%) — KX165376
Theileria equi, 413/413 (100%) — KX165376
Theileria equi, 402/402 (100%) — KX165376

Rickettsia felis, 350/350 (100%) — KY 172878
Rickettsia felis, 499/499 (100%) — CP000053

M: macho; F: fémea; N: ninfa; L: larva; *Identidades com sequéncias depositadas no GenBank;

Conclusédo

** amostra de larvas ndo foram utilizadas para analises de haplotipos; - ndo foram obtidas sequéncias destas amostras.
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Tabela 22. Relagdo das amostras de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 que amplificaram fragmentos de genes de bioagentes

transmitidos por carrapatos e os hapldtipos identificados

Municipio (UF Hospedeiro/ Amostra Haplétipos Bioagente Identidade*
unicipio (UF) Ambiente  Cédigo/Espécime 12SrDNA COX-1 D-loop Gene N° de Acesso Residuos Idénticos/Alinhados — N° de Acesso
Bioma Amazonia
Porto Velho (RO)  Equus caballus LIC5763A/IN *E hl kK ompB  MH194359 Rickettsia felis, 628/630 (99%) — KX090276
Porto Velho (RO)  Equus asinus ~ LIC5764H/1N *x hl rokk ompA  MH194357 Candidatus Rickettsia andeanae, 488/488 (100%) — KY27359
Bioma Mata Atlantica
Valenga (BA) Equus caballus LIC8891R/ 1M ok h2 ok gltA MK720999 Rickettsia rhipicephali, 399/402 (99%) — CP0131133

Bioma Mata Atliantica - Caatinga

Natal (RN) Equus asinus  LIC6049C/1M ok h2 %k ]8SrRNA MT129634 Babesia caballi, 387/388 (99%) — AY309955

M: macho; F: fémea; N: ninfa; *Identidades com sequéncias depositadas no GenBank; **nimero de sequéncias insuficiente para gerar haplotipos;

***ngo foram obtidas sequéncias destas amostras para regido D-loop.
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5 DISCUSSAO

Os estudos de genética de populagdo de carrapatos servem como conexdo entre a
biologia basica dos vetores e a investigacao de patdgenos transmitidos por carrapatos. Além
disso, implicam em novas perspectivas sobre aspectos evolutivos que impulsionam o fluxo
génico, a distribuicao das espécies e adaptagdes em hospedeiros que podem influenciar a
especificidade e resisténcia de doengas e acaricidas (Araya-Anchetta et al., 2015).

E importante ressaltar que dentre os artropodes, estes parasitos vetores possuem a mais
ampla variedade de patdgenos transmitidos conhecidos, levando a problemas de saude publica
e perdas econdmicas na pecudria (Parola e Raoult, 2001; Jongejan e Uilenberg, 2004; Hill e
Wikel, 2005; Pagel Van Zee et al., 2007). E como parasitos obrigatérios e vetores, 0s
carrapatos influenciam diretamente seus hospedeiros e o0s patdgenos que transmitem
(Anderson e Magnarelli, 2008; Hill e Wikel, 2005; Pagel Van Zee et al., 2007; Sonenshine,
1993). Cada membro de um o sistema hospedeiro-vetor-patégeno ¢ afetado pelos outros
atores; este efeito combinado pode influenciar a variacdo genética em carrapatos (Jongejan et

al., 2007).

5.1 Rhipicephalus microplus

Em 1986 foi realizado a primeira investigagcdo sobre a diferenciacdo genética entre
quatro populagdes naturais e quatro colonias de laboratorio de R. microplus utilizando
isoenzimas (Sattler et al., 1986). Em contraste com a baixa estrutura genética inferida pelas
1soenzimas mitocondriais, o avango do conhecimento e do aprimoramento das ferramentas de
andlise populacional exibiram diferenciagdo genética muito maior entre populacdes desse

carrapato do sul do Texas (Busch et al., 2014) e caracterizaram a formagdao de clado
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constituido por populacdes de R. microplus do Brasil, China e Camboja (Burger et al., 2014),
demonstrando uma nova compreensao sobre a diversidade populacional desta espécie.

Estudos recentes continuam focando na caracterizagdo molecular deste ixodideo,
trazendo novas informagdes sobre a diversidade criptica e conjuntos genéticos distintos em
todo o mundo. Em 2015, pesquisadores da Maldsia propuseram que o complexo destes
carrapatos € composto por pelo menos cinco taxons, sendo que alguns, como R. microplus e
Rhipicephalus australis, coexistem em determinados paises asiaticos (Low et al., 2015).
Populagdes de R. microplus da Australia, Nova Caledonia, Bornéu, Filipinas, Camboja, Nova
Guiné, Taiti e Indonésia, obtiveram uma renomeagao de R. microplus em R. australis, devido
estudos baseados em analises das caracteristicas morfologicas e no DNA mitocondrial com os
genes 125 rDNA e 16S rDNA, que deram suporte para a reclassificacdo do carrapato (Ali et
al., 2016).

Visando novas perspectivas relacionadas com o entendimento do carater genético do
R. microplus, Csordas et al. (2016) mostraram que os representantes dessa espécie no Brasil
sdo constituidos por, ao menos, duas populacdes, ressaltando que um maior nimero de
amostras permitiria maior capacidade de identificagdo e compreensdo destas populagdes.

Experimentos com um numero maior de amostras de carrapatos, provenientes de
diferentes localizagdes geograficas, como as amostras do presente estudo, também foram
sugeridos por Labruna et al. (2009), que ja haviam levantado a hipotese de que pelo menos
duas espécies diferentes evoluiram sob o nome R. microplus em nivel mundial.

Nossos resultados trazem essa analise de acordo com o proposto pelos autores, e foi
constatado que a diversidade intraespecifica de R. microplus encontrada no territorio
brasileiro foi proxima ao ja observado em estudos anteriores (Labruna et al., 2009; Csordas et
al., 2016), pelo encontro de quatro haplotipos [(hI — 12S rDNA), (h1 e h2 — COX- 1) e (hA —
D-loop)] presentes em todas as populacdes e biomas estudados, somado a presenga de

haplotipos exclusivos (hIl e hIIl — 12S rDNA, h3 — h7 COX-I) mesmo que em baixa
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frequéncia e associados a diferenciacao por uma ou duas mutacdes (Figura 3 ¢ 4, Tabela 3 e
5).

Os testes de neutralidade, o Fs de Fu e D de Tajima apresentaram valores
significativos para populacdes dos biomas estudados, com excecdo dos biomas Pampa e
Amazonia (Tabela 4). Dessa forma, ¢ sugerido que populagdes de R. microplus de MG, PR,
ES e RJ (Mata Atlantica), RN (Mata Atlantica - Caatinga), CE (Mata Atlantica e Caatinga),
GO e MG (Cerrado), MG (Cerrado — Mata Atlantica) e RS (Mata Atlantica — Pampa) possam
estar em expansao (Tabela 4).

As estimativas de diferenciacdo genética revelaram valores significativos para os
biomas contemplados no estudo, com exce¢do do bioma Amazoénia ¢ Pampa (Tabela 6 ¢ 7).
Contudo, essa diferencia¢do genética ndo esta associada as distancias geograficas (Tabela 8).
A AMOVA em adigdo aos resultados das demais analises sugerem que nao ha estruturagdo de
R. microplus de acordo com os biomas (grupos) analisados. Entretanto, ¢ plausivel a hipdtese
de que exista alguma estruturagdo entre as populagdes, possivelmente de acordo com as
areas/periodos de coleta (Tabela 9).

Essa auséncia de estruturagdo populacional pode estar intimamente relacionada com a
dispersdo desse carrapato através de seu principal hospedeiro, os bovinos. Devido ao seu
valor comercial e relevancia para agropecudria, bovinos tém grande movimentacao nao
apenas pelo territdrio brasileiro, mas também entre paises, o que permite a manutencao do
fluxo genético entre essas populacdes, assim como sua expansdo invasiva (Lewis et al., 1970;
Madder, 2011; Busch et al., 2014).

Os haplotipos detectados, na filogenia do 12S rDNA, agruparam com amostras de
Uganda e Republica Democratica do Congo (Figura 6), filogeneticamente relacionada a
sequéncias que fazem parte do complexo de R. microplus em Burguer et al. (2014), dentre
elas trés sequencias (EU921769-71) renomeadas para R. australis (Ali et al., 2016; Roy et al.,

2018), bem como de sequéncias componentes do clado C em Low et al. (2015).



91

Para a topologia das arvores COX-I mostrou ter a vantagem de apresentar maiores
taxas de mutacdo do que outro gene, corroborando os dados apresentados por Burguer et al.
(2014), Csordas et al. (2016) e Amzati et al. (2018). Na filogenia inferida para este gene, os
haplotipos exclusivos do bioma Cerrado (h3), bioma Mata Atlantica (h5) e o haplétipo hl
formaram um clado com sequéncias do clado B conformado em Csordas et al. (2016), USA,
Panamé e Coloémbia, formando o R. microplus clado A designado por Burguer., (2014). O h2
em conjunto com h4, h6 e h7 (exclusivos da populacao do bioma Mata Atlantica) agruparam
com espécimes de R. microplus do clado A e B considerados por Csordas et al. (2016) e do
complexo R. microplus segundo Burguer et al. (2014) (Figura 7).

As analises filogenéticas aqui apresentadas (Figuras 6 e 7) mostram sequéncias de R.
microplus da Africa do Sul, Argentina, Benin, Bolivia, Brasil, Camboja, Coléombia, Costa
Rica, Estados Unidos, Guiana Francesa, Madagascar, Mocambique, Panamd, Paraguai,
Republica Democratica do Congo, Tanzania, Uganda e Uruguai. Estas sequéncias foram
denominadas de “clado A” por Burger et al. (2014).

E sugerido que o clado A de R. microplus tenha sido originado na Asia e depois se
espalhou para outros continentes através transporte de gado (Barre e Uilenberg, 2010). Este
clado pode ser encontrado em todos os paises da regido Neotropical, exceto no Chile
(Guglielmone et al, 2003) e foi recentemente importado para a Africa Ocidental,
presumivelmente do Brasil com o gado Girolando, onde parece estar deslocando outras
espécies nativas da regido do mesmo subgénero (De Clercq et al., 2012).

Dispersou para varios paises da Africa Ocidental (Madder et al., 2007; Madder et al.,
2012; Adakal et al., 2013; Kamani et al., 2017). Provavelmente introduzido da Asia para
Africa do Sul e Oriental, presumivelmente através de Madagascar, no final do século XIX ou
inicio do século XX (Hoogstraal, 1956). Ocorre em areas dispersas em climas de savana, do
sul da faixa costeira do Quénia, ao norte, até a Provincia do Cabo Ocidental da Africa do Sul

no sul, bem como em Madagascar (Walker et al., 2003).
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Embora a propagacao de R. microplus permane¢a ndo muito bem documentada, a
hipotese de que tenha se originado na India (Hoogstraal, 1986) e depois se espalhou para
Madagascar e Africa do Sul é bem aceitavel. Existem poucas evidéncias de como ou quando a
espécie se espalhou para as Américas (Labruna et al., 2009), mas provavelmente ocorreu em
bovinos da india ou da Africa nos séculos XVI e XVII (Barré e Uilenberg, 2010). Também
foi recentemente relatado como uma espécie introduzida na Africa Ocidental, onde parece
estar substituindo as espécies locais do Género, incluindo R. annulatus (Madder et al., 2007,
2011, 2012). A introducdo no Brasil ocorreu em meados do século XVIII, por meio da
dispersdo global de animais domésticos (Gonzdles, 1995), espalhando-se rapidamente por
todo o pais e ocupando diferentes biomas.

Da mesma forma, sequéncias de R. microplus denominadas “Clado C” por Low et al.
(2015) estdo presentes nas filogenias realizadas neste estudo (Figuras 6 e 7) como
Bangladesh, India, Malasia, Myanmar e Paquistio. Espécimes pertencentes a este clado
costumam estar associado a raca Nelore (Low et al., 2015). Australia, Indonésia ¢ Nova
Caledonia formaram o clado de R. australis (Roy et al., 2018). De origem na Indonésia, teve

sua distribui¢do com o transporte de gado de Timor para a Australia (Angus, 1996).

5.2 Dermacentor nitens

Algumas espécies do género Dermacentor, t€ém sido o foco de estudos genéticos
populacionais multiplos (De la Fuente et al., 2005; Lysyk e Scoles, 2008; Patterson et al.,
2009; Krakowetz et al., 2010; Dharmarajan et al., 2010; Leo et al., 2010, 2012, 2014; Araya-
Anchetta et al., 2013, Chen et al., 2014, Rivera-Pées et al., 2018) e até hoje a espécie deste
género com maior relevancia para o Brasil, D. nitens, permanece sem informagao sobre sua

dinamica populacional e potencial ligacdo com capacidade vetorial no pais.
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O presente estudo traz aspectos inéditos relacionados com o entendimento da
diversidade genética do D. nitens. O encontro de trés haplétipos (hA, hl e h2) em quase todas
as populagdes e biomas estudados, somado a presenga de haplétipos exclusivos (hB — D-loop,
h3 — COX-I) para a populagdo do RJ (bioma Mata Atlantica), ainda que em baixa frequéncia,
acrescentado a diferenciacdo por uma mutacao (Figura 5, Tabela 10 e 12), infere que a
diversidade intraespecifica de D. nitens encontrada no territorio brasileiro ¢ reduzida em
relagdo a outra espécie do género Dermacentor (Lysyc e Scoles, 2008; Patterson et al., 2009;
Leo et al., 2010), bem como quando comparada com outros estudos de genética de populagao
de carrapatos no pais (Bitencourth et al., 2016, 2017, 2019; Fournier et al., 2019).

Ainda que os testes de neutralidade tenham apresentado valores ndo significativos, o
que sugeriria uma populacdo em equilibrio (Tabela 11). As analises de Fst, para o COX-I,
indicaram estimativas de diferenciagdo genética significativas entre as populacdes de D.
nitens de acordo com os biomas analisados (Mata Atlantica-Caatinga, Mata Atlantica,
Cerrado ¢ Amazonia) (Tabela 13 e 14). Essa diferenciagdo genética pode estar associada as
distancias geograficas entre as populacdes (Tabela 15). Nesse sentido, no COX-I ha
possibilidade de estruturacdo genética de acordo com os biomas, pois a maior parte da
varidncia molecular ocorreu entre grupos (biomas) (Tabela 16). No entanto a rede de
haplotipos e demais analises ndo corroboram essa hipotese.

A auséncia de estruturacdo entre populagdes de espécies de carrapato com ampla
distribuicao geografica pode ser associada também aos movimentos de seus hospedeiros (e.g.
Madhav et al., 2004; Kempf et al., 2009). O Brasil possui o maior rebanho de equinos da
América Latina e o terceiro maior rebanho do mundo. Nesse contexto, somente com a
producdo de cavalos o pais movimenta pouco mais de 7 bilhdes de reais (PNSE, 2010). Dessa
forma, a dispersdo através do hospedeiro pode ser o principal fator responsavel pela

inexisténcia de estruturacio nas populacdes de D. nitens.
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Em anélise filogenética do gene 12S rDNA, houve agrupamento de amostras obtidas
dos biomas Amazénia (MA, RR), Mata Atlantica (RJ) e Cerrado (GO) com sequéncia
brasileira do Mato Grosso do Sul (Cerrado) e da Guatemala do GenBank (Figura 8).
Formando um clado de D. nitens e separado das demais espécies do género, ndo evidenciando
nenhuma estruturagdo. Devido a quantidade de sequéncias obtidas para esse marcador, nao foi
possivel inferir dados sobre a genética de populagdo de D. nitens.

Assim como descrito por Chen et al. (2014), dois grandes clados constituidos por
espécies do género Dermacentor da linhagem da Eurédsia e Neartico foram formados neste
trabalho, apoiando a hipdtese de que este género ¢ composto, pelo menos, de duas linhagens.

A filogenia inferida para o gene COX-I apresenta quatro agrupamentos para D. nitens,
separado das demais espécies do género, sendo: agrupamento dos haplotipos hl e h3 com
amostras da Colombia, Panaméd e Guiana Francesa (sem valor de suporte); agrupamento
Leticia (Colombia); agrupamento do haplétipo h2 com sequéncias de PE e AP (Brasil); e D.
nitens de diferentes locais do Brasil (com valor de suporte igual ou maior que 70%). Em
estudo anterior, as sequéncias da Colombia também ficaram separadas em dois clados, onde
sequéncias da localidade Leticia, area fronteirica com Brasil (estado da Amazonia) e Peru,
divergiram de outras cidades localizadas no outro extremo do pais (Rivera-Pées et al., 2018).

E ainda que ndo ocorra uma estruturacdo populacional por biomas, ¢ possivel que
outro fator influencie no agrupamento dessas sequéncias, como observado por Rivera-Pées et
al. (2018).

O fator bioma foi considerado na andlise genética de populacdes de D. andersoni de
areas de pradarias e montanhosas, onde a populagdo de pradaria apresentou um maior nivel de
diversidade genética (Lysyc e Scoles, 2008). Além disso, a diferenca na composi¢cdo genética
das populagdes parece ter surgido por meio do isolamento geografico, pois populagdes de
pradarias ndo compartilharam nenhum haplétipo com a populacdo montanhosas (Lysyc e

Scoles, 2008; Patterson et al., 2009).
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Estudos de variancia em sequéncias de genes do mtDNA indicaram duas linhagens
divergentes de D. albipictus, diferente dos outros carateres estudados, tais como variancia
morfologica de aerdpilos, sequéncias genéticas nucleares e endossimbiontes bacterianos (Leo
et al., 2010). J& no Brasil, foi constatada a variacdo morfoldgica do nimero de aerdpilos em
D. nitens como indicativo de estado adaptativo (Gazéta et al., 2001), estes resultados
adicionados aos recentes dados de filogenia em Dermacentor (Leo et al., 2010) nos faz
considerar sobre a importancia de abordagens integrativas na delimitagdo de espécies.

Diante do exposto para as duas espécies estudadas, foi verificado assim a baixa
diversidade genética e auséncia de estruturacdo estabelecida, corroborando com estudos
anteriores no Brasil (Csordas et al., 2016, 2018) e divergindo de estudos relizados para o
género Amblyomma, que apresentou estruturacdo populacional para determinados biomas
(Martins et al., 2016; Ogrzewalska et al., 2016; Bitencourth et al., 2017, 2019; Founier et al.,

2019).

5.3 Pesquisa de bioagentes nos carrapatos

Até o momento, poucos estudos detectaram presenga de Rickettsia em carrapatos R.
microplus: infec¢do por R. amblyomatis no Panamé (Eremeeva et al., 2009), Rickettsia sp.
cepa Columbianense na Colombia (Miranda et al., 2012), Rickettsia sp. cepa 12G1 no
Equador (Pesquera et al., 2015) e R. rickettsii no Brasil (Moura-Martiniano et al., 2014).

Nesse sentido, nossos resultados evidenciaram, pela primeira vez, sequéncias
geneticamente relacionadas a R. tamurae, R. rhipicephali, R. parkeri, R. felis e R. bellii em R.
microplus. Adicionalmente, os resultados aqui apresentados indicaram sequéncias
relacionadas a R. rickettsii em R. microplus pela primeira vez no estado do Ceara, nordeste do

Brasil.
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As cepas Columbianense e 12G1 estdo relacionadas geneticamente a R. tamurae, bem
como outras cepas registradas no Brasil: cepa Pampulha do estado de Minas Gerais (Szabo et
al. 2013; Guedes et al., 2011; Sato et al., 2019), cepa Serra dos Orgﬁos do estado do Rio de
Janeiro (Spolidorio et al., 2012) e cepa Aragaoi do estado do Parana (Blanco et al., 2016).
Embora exista evidéncia desta Rickettsia em diferentes areas do Brasil e em diferentes
espécies de vetores, o mecanismo pelo qual os carrapatos do boi sdo infectados por esta
bactéria ainda ¢ desconhecido.

A bactéria R. rhipicephali ¢ comumente relatada em carrapatos R. sanguineus, com
encontros esporadicos em espécies de Dermacentor nos Estados Unidos (Wikswo et al.,
2008). Ja no Brasil, foi detectada em Amblyomma sp. no estado de Minas Gerais (Zering6ta et
al., 2016) e também em Haemaphysalis juxtakochi nos estados de Rondonia, Sdo Paulo e
Mato Grosso (Labruna et al., 2005; Labruna et al., 2007; Soares et al., 2015). Embora H.
Jjuxtakochi mostre afinidade pelos hospedeiros cervideos, foi relatado parasitar uma variedade
de outras espécies de vertebrados (Guimardes et al., 2001; Guglielmone et al., 2014),
incluindo cdes domésticos e humanos (Labruna et al., 2005). Demonstrando a proximidade de
H. juxtakochi as areas antrdpicas, permitindo uma possivel aquisicdo de Rickettsia por R.
microplus por co-alimentacdo nos hospedeiros vertebrados. Portanto, a infeccdo por R.
microplus por R. rhipicephali pode ndo ser tao aleatoria, dependendo da area.

Outra possibilidade para a introdug¢do de R. rhipicephali em uma populagdo local de
carrapatos ¢ a migracao de aves, que servem de hospedeiro para uma variedade de espécies de
carrapatos (Ogrzewalska et al., 2010; Luz et al., 2017) e potenciais vetores de patdgenos,
incluindo Rickettsia (Ogrzewalska e Pinter, 2016). Sabe-se um importante papel
desempenhado pelas aves como portador de parasitas por longas distancias, inclusive através
de barreiras geograficas. Um carrapato infectado inserido por aves em uma populacao de

carrapatos nao infectados pode transmitir patdgenos co-alimentando em um novo hospedeiro.



97

No entanto, sdo necessarios mais estudos para entender essa forma de circulagdo de Rickettsia
no Brasil e em toda a sua gama de hospedeiros.

Como discutido para R. rhipicephali, os carrapatos das aves representam um recurso
valioso para a compreensdo da bioecologia desses patdogenos transmitidos por carrapatos. No
Brasil, o potencial papel das aves na dispersao de A. ovale infectado com R. parkeri foi
sugerido (Luz et al., 2017), e os resultados obtidos aqui mostram uma nova area de ocorréncia
para esta bactéria. As amostras LIC7001B e LIC7001E (Tabela 17) sdo carrapatos de R.
microplus coletados parasitando bovinos em uma area do bioma Cerrado no estado do
Tocantins, regido norte do pais, evidenciando diferentes caracteristicas eco-epidemioldgicas
do padrao geralmente observado para R. parkeri na pais.

Em vérias regides das Américas, R. parkeri ¢ relatado como indutor de uma forma
clinica leve de FM (Parola et al., 2013). No Brasil, R. parkeri ocorre em varias regides,
estando envolvido em casos humanos de FM nos estados da regido sul, sudeste e nordeste
(Szabo et al., 2013; Oliveira et al., 2016a; Faccini-Martinez et al., 2018) e em um enzootico
ciclo associado a A. ovale e caes (Szabo et al., 2013; Moerbeck et al., 2016; Vizzoni et al.,
2016; Acosta et al., 2018). A capacidade de R. microplus de transmitir R. parkeri €
experimentalmente inconclusiva (Cordeiro et al., 2018a) e, considerando o cenario ecologico
do ciclo desse bioagente, pode ndo ter importancia epidemiologica.

A aquisi¢do de Rickettsia patogénica por carrapatos também pode ocorrer pelo
processo de co-alimentagdo, ja estabelecido para este grupo de riquétsias (Socolovschi et al.,
2009b). R. parkeri foi relatado em Amblyomma triste, um carrapato ixodideo com capacidade
de parasitar varios vertebrados, incluindo cervideos e bovinos (Labruna et al., 2003; Mertins
et al., 2010), espécies de hospedeiros que compartilham os mesmos ambientes, permitindo a
infec¢ao de R. microplus por R. parkeri.

Além disso, aqui também relatamos pela primeira vez R. felis no carrapato do boi, uma

bactéria com ampla distribui¢do geografica, incluindo todas as regides brasileiras (Horta et al.,
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2014). No entanto, além de ser detectado em varias espécies de artropodes que se alimentam
de sangue, a maioria dos relatos esta associada ao género de pulga Crenocephalides (Reif e
Macaluso, 2009; Parola, 2011; Medolanikov et al., 2012), comuns em todo o mundo como
ectoparasitas de varios carnivoros, principalmente caes.

Assim, a deteccao desta riquétsia em outras espécies de ectoparasitas de caes parece
ndo ser incomum (Gehrke et al., 2009; Parola et al., 2013). No entanto, relatos, de varios
estados do Brasil, de sua presenca em R. microplus (Figura 10; Tabela 17) sdo importantes,
principalmente considerando que os carrapatos de boi ndo costumam parasitar carnivoros. Os
espécimes encontrados neste estudo infectados com R. felis foram coletados de bovinos,
cavalos e ambiente (pasto), sem evidéncias dos mecanismos de infecgao.

Outras sequéncias do Ceard foram identificadas como R. rickettsii e R. bellii. As
amostras infectadas por R. rickettsii foram coletadas em Maci¢co do Baturité, uma area
endémica de FM (Moerbeck et al., 2016), com floresta de alta altitude, com condigdes de alta
umidade e temperatura amena no clima semiarido do bioma Caatinga. Embora os casos de
FM relatados na regido estejam associados a R. parkeri (= Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica)
transmitida por 4. ovale (Moerbeck et al., 2016), e apesar de ndo haver relatos de casos de
FM clinicamente associados a R. rickettsii, essa espécie também foi isolada de R. sanguineus
coletada em um cdo de Macico do Baturité (Silva et al., 2017b).

Juntamente com os resultados aqui obtidos, essa deteccdo adverte a circulacdo de R.
rickettsii na regido e em diferentes de espécies de carrapatos. Assim, em fun¢do da
importancia de R. rickettsii para a satide publica, faz-se necessario o entendimento do ciclo
enzootico na regido estudada para, consequentemente, haver a elaboragao de um potencial
cenario epidemioldgico e tomadas de medidas preventivas a formagdo de um novo foco de
FM causada por R. rickettsii no Brasil. Neste contexto, R. microplus passa a ter relevancia de
estudo, ja que seu potencial na transmissdo de R. rickettsii foi demonstrada

experimentalmente (Monteiro e Fonseca, 1932).
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Além das riquétsias patogénicas, a R. bellii geralmente nao-patogénica ¢ uma espécie
amplamente distribuida, tendo sido detectada em uma grande variedade de hospedeiros,
indicando ampla capacidade de circulagdo (Labruna et al., 2004a; Tomassone et al., 2010;
Parola et al., 2013). Possivelmente desempenhando um papel importante na ecologia e
epidemiologia de outras espécies de Rickettsia (Macaluso et al., 2002). O primeiro registro
dessa espécie no Maci¢go do Baturité¢ foi em um carrapato de Amblyomma nodosum coletado
de um animal selvagem (Moerbeck et al., 2016). Apresentamos aqui o primeiro relato para o
Brasil de R. bellii detectado em R. microplus, indicando a circulagdo dessa bactéria por toda a
regido estudada.

Sabe-se que uma infec¢do primaria por uma espécie de riquétsia impediria a
transmissdo transovariana de uma segunda espécie (Burgdorfer, 1988; Macaluso et al., 2002).
Tal fato foi corroborado recentemente por um estudo experimental realizado com Amblyomma
dubitatum, onde a infec¢do primaria por R. bellii pareceu diminuir a eficicia da transmissao
transovariana subsequente de R. rickettsii (Sakai et al., 2014).

Quanto a ocorréncia de infecdo de Rickettsia em D. nitens, poucos estudos
demonstraram infeccdo de R. rickettsii nesta espécie de carrapato: dois com amostras do
Panama (Bermudez et al., 2009; Bermudez et al., 2011); um com amostras do Brasil (Gehrke,
2010). Nesse cenario, este estudo relata pela primeira vez a deteccao de R. rhipicephali, Ca.
R. andeanae e R. felis infectando naturalmente D. nitens (Figura 11, Tabela 18).

Existem encontros de Dermacentor infectados com a bactéria R. rhipicephali nos
Estados Unidos (Wikswo et al., 2008). No Brasil, este ¢ o primeiro relato desta riquétsia para
D. nitens. E assim como exposto para R. microplus em relagdo a possivel forma de infecgao,
bem como a questdo de co-alimentacdo, € provavel que o D. nitens por apresentar o ciclo de
vida monoxénico como o R. microplus, tenha capacidade de realizar o mesmo

comportamento.
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Diferentes espécies de carrapatos foram relatadas abrigando Ca. R. andeanae em
diferentes paises. Essas espécies compreendem Amblyomma maculatum, Amblyomma
pseudoconcolor, Ixodes boliviensis, R. sanguineus, A. parvum ¢ A. triste (Blair et al., 2004;
Pacheco et al., 2007; Paddock et al., 2010; Tomassone et al., 2010; Abarca et al., 2012; Luce-
Fedrow et al., 2012; Flores-Mendoza et al., 2013).

O primeiro registro de Ca. R. andeanae no Brasil foi em carrapatos da espécie A.
parvum coletados em areas distantes de dois biomas brasileiros (Pantanal e Cerrado). E
possivel que a distribui¢do desse organismo no pais seja muito mais ampla do que ¢
conhecido (Niere-Bastos et al., 2014). Em seguida, existem relatos da infe¢do por esta
riquétsia em A4. sculptum coletados no Cerrado (Witter et al., 2016; Bittencourth et al., 2017).
Esta tese contribui para o entendimento da dispersao desta riquétsia no territdrio brasileiro,
visto que foi encontrada no bioma Amazonia, e ainda em um potencial vetor como D. nitens
de ampla distribuicao e circulagao no pais.

E tal como mencionado em R. microplus, um espécime de D. nitens foi encontrado
infectado com R. felis e coletado em um asno, sem evidéncias dos mecanismos de infec¢ao.
Entretanto, ainda com o conhecimento de sua biologia escasso, € que a doenga causada por
esta riquétsia consista em apenas um caso reportado no Brasil (Raoult et al., 2001), o encontro
nessas espécies evidencia sua participagdo na manuten¢ao do seu ciclo.

No presente estudo, foi realizada detecg@o e identificacdo de patdogenos em menos de
3% (4 amostras positivas /177 amostras analisadas) das amostras de D. nitens, sugerindo que
a participagdo desta espécie no ciclo enzootico e epidémico dos bioagentes nas areas
investigadas precisa ser melhor estudada.

Com relagdo a pesquisa de erliquias nas espécies de carrapatos estudadas, ¢ importante
citar os estudos realizados com a espécie de Ehrlichia, recentemente descrita, que parece ter
evoluido de uma cepa variavel de E. canis (Cabezas-Cruz et al., 2014) e que foi denominada

de E. minasensis cepa UFMG-EV (Cabezas-Cruz et al., 2016). De forma adicional, uma outra



101

cepa de E. minasensis (UFMT-BV) foi descrita recentemente e parece ser patogé€nica para
bovinos no Brasil (Aguiar et al., 2014). Além disso, estudos evidenciaram a transmissao
transestadial de E. minasensis em R. microplus (Carvalho et al., 2016), destacando um papel
potencial deste carrapato na transmissao do patéogeno.

Além de trés amostras aqui analisadas (provenientes do estado do Parana, Minas
Gerais e Sao Paulo) apresentaram altas taxas de identidade com cepas de E. canis, algumas
das sequéncias obtidas no presente estudo (amostras dos estados de Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro ¢ Siao Paulo), estdo filogeneticamente relacionadas a E. minasensis
(Figura 8; Tabela 12), sugerindo a expansdo da ocorréncia da bactéria pelo sudeste brasileiro e
aumentando a dispersdo desse bioagente em biomas Mata Atlantica e Cerrado.

Perdas econdmicas constantes ocorrem na industria equina devido a doengas
infecciosas, incluindo a PE. Causada pelos hematozoarios 7. equi ¢ B. caballi, sendo que os
animais podem ser parasitados por um ou ambos agentes, 0s quais sdo transmitidos
principalmente através de carrapatos ixodideos (Zaugg, 2006). Esta doenga acomete equinos,
burros, mulas e zebras e, recentemente, foi relatada em camelos (Sloboda et al., 2011). A PE ¢
considerada o principal impedimento no movimento internacional de cavalos, uma vez que os
animais PE-positivos sdo proibidos de entrar em paises considerados livres da doenga
(Friedhoff et al., 1990; Knowles, 1996).

No caso de T. equi, o carrapato R. microplus é o vetor bioldgico na América do Sul,
indicado por estudos experimentais (Guimaraes et al., 1998; Stiller e Coan, 1995; Ueti et al.,
2005 e 2008). Este trabalho detectou R. microplus coletados em bovinos e equinos
provenientes de Rio de Janeiro, Minas Gerais e Parand, infectados com 7. equi (Figura 9;
Tabela 13). Assim como Nogueira et al. (2017) em que os carrapatos infectados foram
coletados em equinos, embora R. microplus seja um carrapato monoxeno € possua o bovino
como o principal hospedeiro. No entanto, cavalos podem se tornar hospedeiros alternativos

em ambientes de proximidade entre bovinos e equinos. Pode-se sugerir que, pelo menos, no
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Brasil, R. microplus, o principal carrapato em bovinos € em muitos areas em equinos,
desempenha um papel importante na transmissao de 7. equi (Torres et al., 2012).

Além da transmissdo transestadial previamente documentada (Ueti et al., 2005), a
transmissdo intrastadial por carrapatos adultos de R. microplus ¢ um mecanismo de
transmissdo para parasitas de 7. equi (Ueti et al., 2008). Além disso, a capacidade de
aquisi¢ao desses parasitas a partir de cavalos com parasitemia de baixo nivel e de transmitir
subsequentemente os parasitas com um numero minimo de carrapatos infectados indica a
importancia de detectar com precisdo os cavalos persistentemente infectados, mesmo com a
auséncia de doencga clinica (Ueti et al., 2008). Evidenciando a importancia desta espécie de
carrapato na manuten¢ao do sistema enzodtico ciclo de 7. equi (Nogueira et al., 2017).

Apesar de bactérias do género Anaplasma serem frequentes patdogenos transmitidos
por R. microplus (Aguirre et al., 1994; Estrada-Pena et al., 2006b; Barre e Uilenberg, 2010), o
presente estudo ndo detectou presenca deste patdgeno em R. microplus e D. nitens.

A descri¢do de Borrelia sp. em R. microplus na América do Sul foi feita apenas por
achados acidentais em esfregaco de hemolinfa (Martins et al., 1996; Soares et al., 2000). No
Brasil, Yparraguirre et al. (2007) relataram ua isolado de Borrelia sp. BR na regido sudeste
(Minas Gerais e Rio de Janeiro), com similaridade de 99% com Borrelia theileri e Borrelia
lone stari. Recentemente B. theileri teve sua caracterizacdo morfoldgica, molecular e
filogenética partir de um R. microplus naturalmente infectado em bovino no Estado do Rio de
Janeiro (Cordeiro et al., 2018b).

J& a espiroqueta B. burgdorferi s.s. foi detectada pela primeira vez em D. nitens que
parasitavam uma popula¢do equina no Parand. Este achado foi promissor para o entendimento
da distribuicdo de B. burgdorferi s.l. no estado do Parand e em outros estados brasileiros,
apontando a importancia da comunidade hospedeira na ecologia da borreliose (Gongalves et
al., 2013). Assim, devido a procedéncia de material de diversas regides do pais, algumas

amostras foram coletadas em areas que apresentam caracteristicas de interesse epidemioldgico
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para a circulacao de B. burgdorferi s.l., dessa forma as amostras foram testadas para deteccao

e Borrelia sp., contudo nenhuma amostra foi positiva.

5.4 Relacgdo entre patogenos e haplotipos

Diferencas genéticas entre as populacdes de carrapatos também podem ter implicagdes
importantes no que diz respeito a capacidade de transmitir patdégenos aos hospedeiros
(Patterson et al., 2009).

Para o R. microplus, os hapldtipos hl (12S rDNA), hl e h2 (COX-I) foram
encontrados disseminados em diferentes populagdes e biomas (Tabela 21 e 22). A frequéncia
do haplotipo h2 relatado aqui (Tabela 5), é visivelmente mais alta do que descrito para R.
microplus no Brasil.

As amostras de D. nitens infectadas com riquétsias pertencem ao haplotipo hl, e visto
que este haplotipo foi observado distribuido em diferentes populagdes e biomas, assim como
para R. microplus, € plausivel inferir que represente um perfil genético antigo da espécie no
pais. Nesse contexto, ndo foi observada relacao entre os hapldtipos identificados e a detecg¢ao
de riquétsias nesses carrapatos. Embora a sinalizacdo da presenca destas riquétsias, € a
diversidade encontrada, seja de importancia relevante para epidemiologia de determinadas
regides do pais, como em areas de foco de FM.

Além disso, como houve a deteccdo de B. caballi em apenas uma amostra de D.
nitens, ndo foi possivel analisar relagdo entre o haplétipo identificado e a detecgdo de babesia,
assim como 7. equi para R. microplus. Entretanto o h2 (COX-I) de R. microplus foi
identificado em seis amostras positivas para E. minasensis, levando ao questionamento de
uma possivel relagao entre haplotipo e patdgeno.

Estudos relacionados tém apontado ecoepidemiologia da FM no Brasil, bem como a

necessidade de pesquisa com o objetivo de entender a participacdo de carrapatos em
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diferentes ciclos de riquétsia (Ogrzewalska et al., 2012, 2016; Bitencourth et al., 2017, 2019).
Assim, novos estudos e perspectivas sdo necessarias para determinar a extensdo da variacao

genética e capacidade vetorial de carrapatos de diferentes populagdes.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo sobre a diversidade genética e pesquisa de patogenos transmitidos
por carrapatos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) e Dermacentor
(Anocentor) nitens Neumann, 1897, provenientes de diferentes biomas do Brasil, permitiu

concluir que:

e R microplus e D. nitens apresentaram baixa diversidade genética e ndo apresentaram

estruturacao populacional de acordo com os biomas analisados no Brasil;

o FE. minasensis, E. canis ¢ T. equi foram identificadas em R. microplus, ampliando a

distribuicdo geografica de E. minasensis no Brasil,

e R. microplus foi encontrado com R. rickettsii, ¢ pela primeira vez R. bellii, R. felis, R.
parkeri, R. rhipicephali e R. tamurae, foram relatadas infectando este carrapato no
Brasil, sugerindo esta espécie como sinalizador de potencial presenga ou circulagio de

Rickettsia sp. no pais;

e D. nitens foi encontrado infectado com B. caballi, e pela primeira vez R. rhipicephali,

Ca. R. andeanae e R. felis foram relatadas infectando este carrapato;

e Naio foi observada relagdo entre os haplotipos identificados em R. microplus e D.

nitens e os patdogenos detectados nestas espécies;
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APENDICES

APENDICE A. Espécimes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)
coletados parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de

foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Estado Bioma Hospedeiro/Ambiente (n) Espécimes Amostras Testadas

Regido Norte

Roraima Amazonia Bos taurus (1) 4 2
Subtotal 4 2

Rondonia Amazonia Ambiente - pasto (NA) 374 4
Bos taurus (2) 18 2

Equus caballus (1) 47 1

Subtotal 439 7

Tocantins Cerrado Bos taurus (4) 26 12
Subtotal 26 12

Regido Nordeste

Bahia Mata Atlantica Equus caballus (1) 56 5
Subtotal 56 5

Ceara Caatinga Bos taurus (46) 458 103
Canis familiaris (3) 12 4
Equus asinus (1) 50 2
Equus caballus (1) 21 4

Subtotal 541 113
Pernambuco Caatinga e Capra aegagrus hircus (2) 4 4
Mata Atlantica Ovis aries (1) 1 1
Subtotal 5 5
Rio Grande do Norte Caatinga Bos taurus (5) 38 8
Equus asinus (4) 58 8

Equus caballus (2) 23 4

Subtotal 119 20

Regido Centro-QOeste

Goias Cerrado Blastocerus dichotomus (1) 6 4
Bos taurus (7) 181 32
Ambiente - pasto (NA) 411
Equus caballus (1) 11 3
Myrmecophaga tridactyla (1) 1
Tapirus terrestris (1) 13 6
Subtotal 623 55
Mato Grosso Cerrado Equus caballus (1) 79
Subtotal 79 1

Continua
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Continuagio
Estado Bioma Hospedeiro/Ambiente (n) Espécimes Amostras Testadas
Regido Sudeste
Espirito Santo Mata Atlantica Bos taurus (1) 98 49
Ambiente - pasto (NA) 3379 7
Ovis aries (2) 12 7
Subtotal 3489 63
Minas Gerais Mata Atlantica Bos taurus (33) 1005 160
e Cerrado Ambiente - mata ciliar (NA) 309 5
Ovis aries (2) 11 3
Subtotal 1325 168
Rio de Janeiro Mata Atlantica Bos taurus (29) 429 90
Equus caballus (3) 20 5
Canis familiaris (1) 14 1
Ambiente - pasto (NA) 151 3
Ambiente - curral (NA) 12 2
Subtotal 626 101
Séo Paulo Mata Atlantica Bos taurus (2) 74 10
e Cerrado Subtotal 74 10
Regido Sul
Parana Mata Atlantica
Bos taurus (11) 129 23
Ambiente - mata ciliar (NA) 18 2
Equus caballus (4) 56 12
Subtotal 203 37
Santa Catarina Mata Atlantica ~ Ambiente - alojamento (NA) 7 1
Bos taurus (1) 5 1
Subtotal 12 2
Rio Grande do Sul ~ Mata Atlantica Bos taurus (2) 30 8
¢ Pampa Equus caballus (2) 27 11
Subtotal 57 19
Total 7678 620
Conclusao

(n): nimero de espécimes; NA: ndo se aplica.
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APENDICE B. Espécimes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 coletados
parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de foco e

vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Estado Bioma Hospedeiro/Ambiente (n) Espécimes Amostras testadas
Regido Norte
Roraima Amazonia Equus caballus (1) 8 4
Subtotal 8 4
Rondonia Amazonia Equus asinus (1) 43 5
Equus caballus (4) 142 13
Subtotal 185 18

Regido Nordeste
Bahia

Ceara

Maranhéo

Rio Grande do Norte

Regido Centro-Oeste
Goias

Mato Grosso

Regido Sudeste
Espirito Santo

Minas Gerais

Rio de Janeiro

Regido Sul
Parana

Santa Catarina

Total

Equus caballus (1)
Subtotal
Equus asinus (1)
Equus caballus (10)
Subtotal
Equus caballus (1)
Subtotal

Equus asinus (5)
Equus caballus (7)

Subtotal

Equus caballus (4)
Myrmecophaga tridactyla (1)
Subtotal

Equus caballus (1)
Subtotal

Equus caballus (2)

Ambiente - campo de Futebol
Subtotal

Equus caballus (1)
Subtotal

Bos taurus (1)

Equus caballus (10)
Subtotal

Equus caballus (1)
Subtotal

Equus caballus (1)
Subtotal

66
66

53
61
11
11

33
137

170

43

44

79
79

46

14
60

13

91
104

[~ -JEe I N

807

43
47

14
26

40

DN 9 —~=

QT NG S

177

(n): nimero de espécimes; NA: ndo se aplica.
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APENDICE C. Distribuigdo dos haplétipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-
Iidentificados nas populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)

coletadas parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de

foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haplétipo
Haplétipo h1

Amazonia 6103A Bos taurus 2014 Boa Vista RR hl
Subtotal 1
Caatinga 3705C Bos taurus 2012 Caucaia CE hl
Caatinga 3713B Bos taurus 2012 Caucaia CE hl
Subtotal 2
Cerrado 6141B  Equus caballus 2014 Minagu GO hl
Cerrado 7001E Bos taurus 2015 Palmas TO hl
Subtotal 2
Cerrado - Mata Atlantica 8767B Bos taurus 2018 Santo Anténio do Monte Verde MG hl
Subtotal 1
Mata Atantica 3526A Bos taurus 2011 Baturité CE hl
Mata Atantica 3528A Bos taurus 2011 Baturité CE hl
Mata Atantica 3528B Bos taurus 2011 Baturité CE hl
Mata Atantica 3529B Bos taurus 2011 Baturité CE hl
Mata Atantica 3529C Bos taurus 2011 Baturité CE hl
Mata Atantica 3548A Bos taurus 2011 Baturité CE hl
Mata Aténtica 3654B Bos taurus 2011 Capistrano CE hl
Mata Atantica 3655A Bos taurus 2011 Capistrano CE hl
Mata Atantica 3709A Bos taurus 2012 Capistrano CE hl
Mata Atantica 3710A Bos taurus 2012 Aracoiaba CE hl
Mata Atantica 3716 Bos taurus 2012 Aracoiaba CE hl
Mata Atantica 3718 Bos taurus 2012 Aracoiaba CE hl
Mata Atantica 3720 Bos taurus 2012 Itapitina CE hl
Mata Atantica 3758C Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 3764B Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 3767B Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 3768A Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 3768B Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 3770A Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 3770C Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 4523B Bos taurus 2013 Baturité CE hl
Mata Atantica 4965B Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 4965D Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 4965E Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 4965F Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 4965G Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Aténtica 4970A Bos taurus 2014 Capistrano CE hl
Mata Aténtica 4970B Bos taurus 2014 Capistrano CE hl
Mata Atantica 4970C Bos taurus 2014 Capistrano CE hl
Mata Atantica 4970E Bos taurus 2014 Capistrano CE hl
Mata Atantica 5224A  Canis familiaris 2014 Mulungu CE hl
Mata Atantica 5224B  Canis familiaris 2014 Mulungu CE hl
Mata Atantica 5419B Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 5421C Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 5426A Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 5426B Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 6017A Bos taurus 2014 Saquarema RJ hl
Mata Atantica 8771A Bos taurus 2018 Jodo Neiva ES hl

Continua
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Continuagio

Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haploétipo
Mata Atantica 8771E Bos taurus 2018 Jodo Neiva ES hl
Subtotal 39
Mata Atantica - Caatinga 6044D Equus asinus 2014 Natal RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6049A Equus asinus 2014 Natal RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6049B Equus asinus 2014 Natal RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6050C  Equus caballus 2014 Natal RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6052A  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6052C  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6053A Equus asinus 2014 Sao Gongalo do Amarante RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6053B Equus asinus 2014 Sao Gongalo do Amarante RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6054A Bos taurus 2014  Siao Gongalo do Amarante RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6060B Bos taurus 2014  Sao Gongalo do Amarante RN hl
Subtotal 10
Total de Haplotipo hl 55
Haplétipo h2
Amazonia 6103B Bos taurus 2014 Boa Vista RR h2
Subtotal 1
Caatinga 3705B Bos taurus 2012 Caucaia CE h2
Subtotal 1
Cerrado 4152A Ovis aries 2012 Pedro Leopoldo MG h2
Cerrado 4154 Ovis aries 2012 Pedro Leopoldo MG h2
Cerrado 6116D  Equus caballus 2014 Cavalcante GO h2
Cerrado 6116F Equus caballus 2014 Cavalcante GO h2
Cerrado 6138A  Equus caballus 2014 Joviania GO h2
Cerrado 6139A  Equus caballus 2014 Minagu GO h2
Cerrado 6139B  Equus caballus 2014 Minagu GO h2
Cerrado 9090B  Tapirus terrestris 2017 Porangatu GO h2
Cerrado 7001B Bos taurus 2015 Palmas TO h2
Cerrado 8770A Bos taurus 2018 Unai MG h2
Cerrado 8770B Bos taurus 2018 Unai MG h2
Cerrado 8770D Bos taurus 2018 Unai MG h2
Cerrado 8770E Bos taurus 2018 Unai MG h2
Subtotal 13
Cerrado - Mata Atlantica 8767D Bos taurus 2018 Santo Antonio do Monte Verde MG h2
Cerrado - Mata Atlantica 8789A Bos taurus 2017 Uberaba MG h2
Cerrado - Mata Atlantica 8789B Bos taurus 2017 Uberaba MG h2
Cerrado - Mata Atlantica 8789C Bos taurus 2017 Uberaba MG h2
Cerrado - Mata Atlantica 8789D Bos taurus 2017 Uberaba MG h2
Cerrado - Mata Atlantica 8792A Bos taurus 2017 Uberaba MG h2
Cerrado - Mata Atlantica 8792B Bos taurus 2017 Uberaba MG h2
Cerrado - Mata Atlantica 8792C Bos taurus 2017 Uberaba MG h2
Cerrado - Mata Atlantica 8792E Bos taurus 2017 Uberaba MG h2
Subtotal 9
Mata Atantica 3526B Bos taurus 2011 Baturité CE h2
Mata Atantica 3654C Bos taurus 2011 Capistrano CE h2
Mata Atantica 3710B Bos taurus 2012 Aracoiaba CE h2
Mata Atantica 3758A Bos taurus 2012 Aratuba CE h2
Mata Atantica 4133A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG h2
Mata Atantica 4133C Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG h2
Mata Atantica 4142A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG h2
Mata Atantica 4523A Bos taurus 2013 Baturité CE h2
Mata Atantica 4953A Bos taurus 2014 Resende RJ h2
Mata Atantica 5368B Bos taurus 2014 Natividade RJ h2
Mata Atantica 5419A Bos taurus 2014 Aratuba CE h2
Mata Atantica 5421D Bos taurus 2014 Aratuba CE h2
Mata Atantica 5978B  Equus caballus 2014 Queréncia do Norte PR h2
Mata Atantica 5981A Bos taurus 2014 Queréncia do Norte PR h2
Mata Atantica 5981B Bos taurus 2014 Queréncia do Norte PR h2
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Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haplotipo
Mata Atantica 5983A  Equus caballus 2014 Queréncia do Norte PR h2
Mata Atantica 5983B  Equus caballus 2014 Queréncia do Norte PR h2
Mata Atantica 5983C  Equus caballus 2014 Queréncia do Norte PR h2
Mata Atantica 5986A Bos taurus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5987B  Equus caballus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5987C  Equus caballus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5990A  Equus caballus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5990C  Equus caballus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5991A Bos taurus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5991C Bos taurus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5993A Bos taurus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5993B Bos taurus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5993C Bos taurus 2014 Santa Monica PR h2
Mata Atantica 5995A Bos taurus 2014 Santa Isabel do Ivai PR h2
Mata Atantica 5995B Bos taurus 2014 Santa Isabel do Ivai PR h2
Mata Atantica 5995C Bos taurus 2014 Santa Isabel do Ivai PR h2
Mata Atantica 6004B Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6007A Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6007B Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6007C Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6008C Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6009A Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6009C Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6010C Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6011B Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6017D Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6018A Ambiente 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6019B Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6019D Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6020A Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 6021A Bos taurus 2014 Saquarema RJ h2
Mata Atantica 8769C Bos taurus 2018 Barra do Pirai RJ h2
Mata Atantica 8769E Bos taurus 2018 Barra do Pirai RJ h2
Mata Atantica 8771B Bos taurus 2018 Jodo Neiva ES h2
Mata Atantica 8771C Bos taurus 2018 Jodo Neiva ES h2
Mata Atantica 8781A Bos taurus 2018 Lavras MG h2
Mata Atantica 8781C Bos taurus 2018 Lavras MG h2
Mata Atantica 8781E Bos taurus 2018 Lavras MG h2
Mata Atantica 8784A Bos taurus 2017 Teixeiras MG h2
Mata Atantica 8784B Bos taurus 2017 Teixeiras MG h2
Mata Atantica 8784C Bos taurus 2017 Teixeiras MG h2
Mata Atantica 8784D Bos taurus 2017 Teixeiras MG h2
Mata Atantica 8784E Bos taurus 2017 Teixeiras MG h2
Mata Atantica 8870B Ambiente 2018 Cariacica ES h2
Mata Atantica 8871B2 Ambiente 2018 Cariacica ES h2
Mata Atantica 8891E  Equus caballus 2018 Valenga BA h2
Mata Atantica 8989E Bos taurus 2018 Pato Bragado PR h2
Subtotal 62
Mata Atantica - Caatinga 6050A  Equus caballus 2014 Natal RN h2
Mata Atantica - Caatinga 6052B  Equus caballus 2014  Sao Gongalo do Amarante RN h2
Mata Atantica - Caatinga 6060A Bos taurus 2014  S3o Gongalo do Amarante RN h2
Subtotal 3
Mata Atantica - Pampa  5544A Bos taurus 2014 Pinhal Grande RS h2
Mata Atantica - Pampa  5544B Bos taurus 2014 Pinhal Grande RS h2
Mata Atantica - Pampa  5544C Bos taurus 2014 Pinhal Grande RS h2
Mata Atantica - Pampa  5547A  Equus caballus 2014 Osorio RS h2
Mata Atantica - Pampa  5547B  Equus caballus 2014 Osorio RS h2
Mata Atantica - Pampa  5547C  Equus caballus 2014 Osorio RS h2
Mata Atantica - Pampa  5547D  Equus caballus 2014 Osério RS h2
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Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haplotipo
Mata Atantica - Pampa  5547E  Equus caballus 2014 Osorio-RS RS h2
Mata Atantica - Pampa  5547F Equus caballus 2014 Osorio-RS RS h2
Mata Atantica - Pampa  5552A  Equus caballus 2014 Osorio-RS RS h2
Mata Atantica - Pampa  5552B  Equus caballus 2014 Osorio-RS RS h2
Mata Atantica - Pampa  5552C  Equus caballus 2014 Osorio-RS RS h2
Mata Atantica - Pampa  5552D  Equus caballus 2014 Osorio-RS RS h2
Subtotal 13
Total de Haplotipo h2 102
Haplétipo h3
Cerrado 6141B  Equus caballus 2014 Minagu GO h3
Subtotal 1
Total de Haplétipo h3 1
Haplétipo h4
Mata Atantica 6008B Bos taurus 2014 Saquarema RJ h4
Mata Atantica 6019C Bos taurus 2014 Saquarema RJ h4
Subtotal 2
Total de Haplétipo h4 2
Haplétipo h5
Mata Atantica 6017C Bos taurus 2014 Saquarema RJ h5
Subtotal 1
Total de Haplétipo h5 1
Haplétipo h6
Mata Atantica 8769B Bos taurus 2018 Barra do Pirai RJ h6
Subtotal 1
Total de Haplétipo h6 1
Haplétipo h7
Mata Aténtica 8769D Bos taurus 2018 Barra do Pirai RJ h7
Subtotal 1
Total de Haplétipo h7 1
Conclusdo

*Ano da coleta; UF: Unidades Federativas; BA: Bahia; CE: Ceara; ES: Espirito Santo;

GO: Goias; MG: Minas Gerais; PR: Parana; RJ: Rio de janeiro; RN: Rio Grande do Norte; RR: Roraima;

RS: Rio Grande do Sul; TO: Tocantins.
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APENDICE D. Distribuicio dos haplétipos do gene 12S ribossomal DNA (12SrDNA)
identificados nas populagdes de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888)

coletadas parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de

foco e vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haplétipo
Haplétipo hl

Amazonia 5760A Bos taurus 2014 Porto Velho RO hl
Amazonia 6103B Bos taurus 2014 Boa Vista RR hl
Amazonia 7826A Bos taurus 2016 Alto Paraiso RO hl
Subtotal 3
Cerrado 4152A Ovis aries 2012 Pedro Leopoldo MG hl
Cerrado 4152B Ovis aries 2012 Pedro Leopoldo MG hl
Subtotal 2
Mata Atantica 3530 Bos taurus 2011 Guaramiranga CE hl
Mata Atantica 3573B Bos taurus 2011 Baturité CE hl
Mata Atantica 3648 Canis familiaris 2011 Capistrano CE hl
Mata Atantica 3648B  Canis familiaris 2011 Capistrano CE hl
Mata Atantica 3654C Bos taurus 2011 Capistrano CE hl
Mata Atantica 3655B Bos taurus 2011 Capistrano CE hl
Mata Aténtica 3709B Bos taurus 2012 Capistrano CE hl
Mata Atantica 3758A Bos taurus 2012 Aratuba CE hI
Mata Atantica 3764A Bos taurus 2012 Aratuba CE hI
Mata Atantica 3767B Bos taurus 2012 Aratuba CE hI
Mata Atantica 3768A Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 3770 Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Atantica 4003A Bos taurus 2012 Nova Venécia ES hl
Mata Atantica 4003B Bos taurus 2012 Nova Venécia ES hl
Mata Atantica 4004A Bos taurus 2012 Nova Venécia ES hl
Mata Atantica 4004B Bos taurus 2012 Nova Venécia ES hl
Mata Atantica 4004C Bos taurus 2012 Nova Venécia ES hI
Mata Atantica 4008 Ambiente 2012 Nova Venécia ES hI
Mata Atantica 4009 Ambiente 2012 Nova Venécia ES hI
Mata Atantica 4010A Ambiente 2012 Nova Venécia ES hI
Mata Atantica 4010B Ambiente 2012 Nova Venécia ES hI
Mata Atantica 4010C Ambiente 2012 Nova Venécia ES hI
Mata Atantica 4107A Bos taurus 2012 Mulungu CE hl
Mata Atantica 4107B Bos taurus 2012 Mulungu CE hl
Mata Atantica 4143A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hl
Mata Atantica 4143B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hl
Mata Atantica 4135A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hl
Mata Atantica 4135B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hl
Mata Atantica 4136 Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hI
Mata Atantica 4137A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hI
Mata Atantica 4139B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hI
Mata Atantica 4140A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hl
Mata Atantica 4140B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hl
Mata Atantica 4142A Ambiente 2012 Juiz de Fora MG hl
Mata Atantica 4961A  Canis familiaris 2014 Porto Rico PR hl
Mata Atantica 4962B Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 4965A Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 4970D Bos taurus 2014 Capistrano CE hl
Mata Atantica 4970E Bos taurus 2014 Capistrano CE hl
Mata Atantica 5371E Bos taurus 2014 Natividade RJ hl
Mata Atantica 5419 Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
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Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haploétipo
Mata Atantica 5421D Bos taurus 2014 Aratuba CE hl
Mata Atantica 6017A Bos taurus 2014 Saquarema RJ hl
Mata Atantica 6552K Ambiente 2015 Guagui ES hl
Mata Atantica 6552T Ambiente 2015 Guagui ES hl
Mata Aténtica 7344A Bos taurus 2015 Inaja PR hl
Mata Atantica 8772A Bos taurus 2018 Caranaiba MG hl
Mata Atantica 8772C Bos taurus 2018 Caranaiba MG hl
Mata Atantica 8774A Bos taurus 2018 Leopoldina MG hl
Mata Atantica 87T75A Bos taurus 2018 Sao Jodo Del Rey MG hl
Mata Atantica 8775B Bos taurus 2018 Sao Jodo Del Rey MG hl
Mata Atantica 8775C Bos taurus 2018 Sao Jodo Del Rey MG hl
Mata Atantica 8775D Bos taurus 2018 Sao Jodo Del Rey MG hl
Mata Atantica 8775E Bos taurus 2018 Sao Jodo Del Rey MG hl
Mata Atantica 8779A Bos taurus 2018 Entre Rios de Minas MG hl
Mata Atantica 8779B Bos taurus 2018 Entre Rios de Minas MG hl
Mata Atantica 8779E Bos taurus 2018 Entre Rios de Minas MG hl
Mata Atantica 8780A Bos taurus 2018 Ecoporanga ES hl
Mata Atantica 8780C Bos taurus 2018 Ecoporanga ES hl
Mata Atantica 8780D Bos taurus 2018 Ecoporanga ES hl
Mata Atantica 8780E Bos taurus 2018 Ecoporanga ES hl
Mata Atantica 8781A Bos taurus 2018 Lavras MG hl
Mata Atantica 8781C Bos taurus 2018 Lavras MG hl
Mata Atantica 8781E Bos taurus 2018 Lavras MG hl
Mata Atantica 8781G Bos taurus 2018 Lavras MG hl
Mata Atantica 87811 Bos taurus 2018 Lavras MG hl
Mata Aténtica 8781J Bos taurus 2018 Lavras MG hl
Subtotal 67
Mata Atantica - Caatinga 6046D  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6046E  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6049C Equus asinus 2014 Natal RN hl
Mata Atantica - Caatinga 6053B Equus asinus 2014 Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hl
Subtotal 4
Mata Atantica - Pampa  5544A Bos taurus 2014 Pinhal Grande RS hl
Mata Atantica - Pampa  5547B  Equus caballus 2014 Osorio RS hl
Mata Atantica - Pampa  5552C  Equus caballus 2014 Osorio RS hl
Subtotal 3
Pampa 8777 Bos taurus 2018 Arroio Grande RS hl
Subtotal 1
Total de Haplotipo hl 80
Haplétipo hII
Mata Atantica 4141B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hIl
Subtotal 1
Total de Haplotipo hll 1
Haplétipo hIII
Mata Atantica - Caatinga 6048B Bos taurus 2014  Sao Gongalo do Amarante =~ RN hIII
Subtotal 1
Total de Haplétipo hIII 1

*Ano da coleta; UF: Unidades Federativas; CE: Ceara; ES: Espirito Santo; MG: Minas Gerais; Conclusdo

PR: Parana; RJ: Rio de janeiro; RN: Rio Grande do Norte; RO: Rond6nia; RR: Roraima; RS: Rio Grande do Sul.
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APENDICE E. Distribuigdo do haplétipo da regido D-loop identificados nas populagdes de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) coletadas parasitando hospedeiros

vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de foco e vigilancia ambiental de Febre

Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haplétipo
Haplétipo hA
Caatinga 4735E Bos taurus 2012 Caucaia CE hA
Subtotal 1

Cerrado 4152A Ovis aries 2012 Pedro Leopoldo MG hA

Cerrado 4152B Ovis aries 2012 Pedro Leopoldo MG hA

Cerrado 4900B Bos taurus 2012 Gamaleira de Goias GO hA

Cerrado 4900D Bos taurus 2012 Gamaleira de Goias GO hA

Cerrado 6139A  Equus caballus 2014 Minagu GO hA

Cerrado 6139B  Equus caballus 2014 Minagu GO hA

Cerrado 8764A Bos taurus 2018 Bom Despacho MG hA

Cerrado 8764B Bos taurus 2018 Bom Despacho MG hA

Cerrado 8790B Bos taurus 2018 Altair SP hA

Subtotal 9

Mata Atantica 3765A Bos taurus 2012 Aratuba CE hA
Mata Atantica 3767B Bos taurus 2012 Aratuba CE hA
Mata Atantica 3819C Bos taurus 2012 Aratuba CE hA
Mata Atantica 4003 Bos taurus 2012 Nova Venécia ES hA
Mata Atantica 4004B Bos taurus 2012 Nova Venécia ES hA
Mata Atantica 4008 Ambiente 2012 Nova Venécia ES hA
Mata Atantica 4009A Ambiente 2012 Nova Venécia ES hA
Mata Atantica 4010B Ambiente 2012 Nova Venécia ES hA
Mata Atantica 4107A Bos taurus 2012 Mulungu CE hA
Mata Atantica 4108A Bos taurus 2012 Mulungu CE hA
Mata Atantica 4118 Bos taurus 2012 Mulungu CE hA
Mata Aténtica 4119A Bos taurus 2012 Mulungu CE hA
Mata Atantica 4133B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4134A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4135A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4136 Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4137A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4137B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4140A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4140B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4142A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4143A Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4143B Bos taurus 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4149A Ambiente 2012 Juiz de Fora MG hA
Mata Atantica 4580B Bos taurus 2012 Rio de Janeiro RJ hA
Mata Atantica 4580C Bos taurus 2012 Rio de Janeiro RJ hA
Mata Atantica 4585F Equus caballus 2012 Rio de Janeiro RJ hA
Mata Atantica 4952B Bos taurus 2012 Resende RJ hA
Mata Atantica 4961A  Canis familiaris 2014 Porto Rico PR hA
Mata Atantica 4965A Bos taurus 2014 Aratuba CE hA
Mata Atantica 4970D Bos taurus 2014 Capistrano CE hA
Mata Atantica 5847F  Canis familiaris 2014 Belford Roxo RJ hA
Mata Atantica 6017C Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Atantica 6017D Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Atantica 6018A Ambiente 2014 Saquarema RJ hA
Mata Atantica 6019B Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
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Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haploétipo

Mata Atantica 6019C Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA

Mata Atantica 6019D Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA

Mata Atantica 6021A Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
Subtotal 39

Mata Atantica - Caatinga 6050A  Equus caballus 2014 Natal RN hA

Mata Atantica - Caatinga 6063A Bos taurus 2014  Sao Gongalo do Amarante =~ RN hA

Mata Atantica - Caatinga 6063B Bos taurus 2014  Sao Gongalo do Amarante RN hA
Subtotal 3

Total de Haplétipo hA 52

*Ano da coleta; UF: Unidades Federativas; CE: Cear4; ES: Espirito Santo; GO: Goias; ~ Conclusdo

MG: Minas Gerais; PR: Parana; RJ: Rio de janeiro; RN: Rio Grande do Norte; SP: Sao Paulo.
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APENDICE F. Distribui¢io dos haplétipos do gene Citocromo Oxidase subunidade I (COX-
I) identificados nas populagdes de Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann, 1897 coletadas
parasitando hospedeiros vertebrados e livres no ambiente, durante investigacdo de foco e

vigilancia ambiental de Febre Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haplétipo

Haplétipo hl

Amazonia 5464F  Equus caballus 2014 Porto velho RO hl
Amazonia 5759C  Equus caballus 2014 Porto velho RO hl
Amazonia 5763A Equus asinus 2014 Porto velho RO hl
Amazonia 5764F  Equus caballus 2014 Porto velho RO hl
Amazonia 5764H  Equus caballus 2014 Porto velho RO hl
Amazonia 6091B  Equus caballus 2014 Canta RR hl
Amazonia 6091C  Equus caballus 2014 Canta RR hl
Amazonia 6091D  Equus caballus 2014 Canta RR hl
Subtotal 8
Cerrado 4163B Ambiente - 2012 Pedro Leopoldo MG hl
Mata ciliar
Cerrado 6116B  Equus caballus 2014 Cavalcante GO hl
Cerrado 6141B  Equus caballus 2014 Minagu GO hl
Subtotal 3
Mata Atantica 3755C Bos taurus 2012 Aratuba CE hl
Mata Aténtica 4410B Bos taurus 2013 Séo José SC hl
Mata Aténtica 4410C Bos taurus 2013 Séo José SC hl
Mata Atantica 5792A  Equus caballus 2014 Paraiba do Sul RJ hl
Mata Atantica 5793A  Equus caballus 2014 Paraiba do Sul RJ hl
Mata Atantica 5793B  Equus caballus 2014 Paraiba do Sul RJ hl
Mata Atantica 5793C  Equus caballus 2014 Paraiba do Sul RJ hl
Mata Atantica 5793D  Equus caballus 2014 Paraiba do Sul RJ hl
Mata Atantica 6010B  Equus caballus 2014 Saquarema RJ hl
Mata Aténtica 6012C  Equus caballus 2014 Saquarema RJ hl
Mata Aténtica 6012D  Equus caballus 2014 Saquarema RJ hl
Mata Aténtica 6013A  Equus caballus 2014 Saquarema RJ hl
Mata Atantica 6013C  Equus caballus 2014 Saquarema RJ hl
Mata Atantica 6181F  Equus caballus 2014 Paracambi RJ hl
Mata Atantica 6420B  Equus caballus 2015 Séo Carlos do Avai PR hl
Mata Atantica 655812  Equus caballus 2015 Ibatiba ES hl
Mata Atantica 6558K2  Equus caballus 2015 Ibatiba ES hl
Mata Atantica 6558M2  Equus caballus 2015 Ibatiba ES hl
Mata Atantica 6561A  Equus caballus 2015 Ibatiba ES hl
Mata Atantica 6561B  Equus caballus 2015 Ibatiba ES hl
Mata Atantica 6561C  Equus caballus 2015 Ibatiba ES hl
Mata Atantica 8891P  Equus caballus 2018 Valenca BA hl
Mata Atantica 8891Q  Equus caballus 2018 Valenca BA hl

Subtotal 23
Total de Haplétipo hl 34

Haplétipo hll

Amazonia 7627C  Equus caballus 2015 Sao Luis MA hIl
Subtotal 1

Mata Atantica 4977A Equus asinus 2014 Aratuba CE hIl

Mata Atantica 4977B Equus asinus 2014 Aratuba CE hIl

Mata Atantica 4977D Equus asinus 2014 Aratuba CE hIl

Mata Atantica 6010D  Equus caballus 2014 Saquarema RJ hIT

Mata Atantica 6011A  Equus caballus 2014 Saquarema RJ hIT
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Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haploétipo
Mata Atantica 8891R  Equus caballus 2018 Valenga BA hIl
Mata Atantica 88918 Equus caballus 2018 Valenga BA hIl
Subtotal 7
Mata Atantica - Caatinga 6041 Equus asinus 2014 Natal RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6043A Equus asinus 2014 Natal RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6043B Equus asinus 2014 Natal RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6043C Equus asinus 2014 Natal RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6044A Equus asinus 2014 Natal RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6044B Equus asinus 2014 Natal RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6044C Equus asinus 2014 Natal RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6045A  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6045C  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6046A  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6046E  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6047A  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6047B  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante ~ RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6047C  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6048B Bos taurus 2014  Sao Gongalo do Amarante RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6049C Equus asinus 2014 Natal RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6049D Equus asinus 2014 Natal RN hil
Mata Atantica - Caatinga 6049E Equus asinus 2014 Natal RN hil
Mata Atantica - Caatinga 6050B  Equus caballus 2014 Natal RN hil
Mata Atantica - Caatinga 6051A  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hil
Mata Atantica - Caatinga 6051B  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hil
Mata Atantica - Caatinga 6051C  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hil
Mata Atantica - Caatinga 6051D  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6051E  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6053C Equus asinus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6053D Equus asinus 2014 Sao Gongalo do Amarante =~ RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6056A  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6056B  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hIl
Mata Atantica - Caatinga 6056C  Equus caballus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hil
Mata Atantica - Caatinga 6057A Bos taurus 2014 Sdo Gongalo do Amarante RN hil
Mata Atantica - Caatinga 6057B Bos taurus 2014  Sao Gongalo do Amarante =~ RN hIl
Subtotal 31
Total de Haplétipo hIl 39
Haplétipo hIII
Mata Aténtica 6013B  Equus caballus 2014 Saquarema RJ hIII
Subtotal 1
Total de Haplotipo hIII 1
*Ano da coleta; UF: Unidades Federativas; BA: Bahia; CE: Ceara; ES: Espirito Santo; ~ Conclusdo

GO: Goias; MA: Maranhdo; MG: Minas Gerais; PR: Parana; RJ: Rio de janeiro; RN: Rio Grande do Norte;
RO: Rondodnia; RR: Roraima, SC: Santa Catarina.
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APENDICE G. Distribui¢éo dos haplétipos da regido D-loop identificados nas populagdes de

Dermacentor (Anocentor) nitens Neumann,

1897 coletadas parasitando hospedeiros

vertebrados e livres no ambiente, durante investigagcdo de foco e vigilancia ambiental de Febre

Maculosa no Brasil, no periodo de 2011 a 2019

Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haplétipo
Haplétipo hA
Amazonia 6091A Equus caballus 2014 Canta RR hA
Amazonia 6091B Equus caballus 2014 Canta RR hA
Amazonia 6091C Equus caballus 2014 Canta RR hA
Amazonia 6091D Equus caballus 2014 Canta RR hA
Subtotal 4
Cerrado 4442B Equus caballus 2013 Goiania GO hA
Cerrado 6116B Equus caballus 2014 Cavalcante GO hA
Cerrado 6116D Equus caballus 2015 Cavalcante GO hA
Cerrado 6117A Equus caballus 2015 Cavalcante GO hA
Cerrado 6138A Bos taurus 2015 Joviania GO hA
Cerrado 6141B Equus caballus 2014 Minagu GO hA
Cerrado 6141F Equus caballus 2015 Minagu GO hA
Cerrado 6141G Equus caballus 2016 Minagu GO hA
Subtotal 8

Mata Aténtica 3531B Equus caballus 2011 Guaramiranga CE hA
Mata Atantica 3539L Equus caballus 2011 Guaramiranga CE hA
Mata Aténtica 3639F Equus caballus 2011 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3639H Equus caballus 2011 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3639M Equus caballus 2011 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3707B Equus caballus 2012 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3707D Equus caballus 2012 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3707E Equus caballus 2012 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3707F Equus caballus 2012 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3707G Equus caballus 2012 Capistrano CE hA
Mata Aténtica 3707H Equus caballus 2012 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3708C Equus caballus 2012 Capistrano CE hA
Mata Atantica 3792A Equus caballus 2012 Aratuba CE hA
Mata Atantica 3792B Equus caballus 2012 Aratuba CE hA
Mata Atantica 3792C Equus caballus 2012 Aratuba CE hA
Mata Atantica 4098A Equus caballus 2013 Mulungu CE hA
Mata Atantica 6011A Equus caballus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Atantica 6011D Equus caballus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Atantica 6012C Equus caballus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Atantica 6018A Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Atantica 6019B Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Aténtica 6019C Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Aténtica 6019D Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Aténtica 6020A Bos taurus 2014 Saquarema RJ hA
Mata Atantica 6181F Equus caballus 2014 Paracambi RJ hA
Mata Atantica 6420A Equus caballus 2015 Sao Carlos do Avai PR hA
Mata Atantica 6420B Equus caballus 2015 Sé&o Carlos do Avai PR hA
Mata Atantica 6430B Bos taurus 2015 Queréncia do Norte PR hA
Mata Atantica 6552M Ambiente 2014 Guacui ES hA
Mata Atantica 6552M 2 Ambiente 2014 Guagui ES hA
Mata Atantica 6552R Ambiente 2014 Guacui ES hA
Mata Atantica 6552R 2 Ambiente 2014 Guagui ES hA
Mata Atantica 6558B2 Equus caballus 2014 Ibatiba ES hA
Mata Atantica 655812 Equus caballus 2014 Ibatiba ES hA

Continua
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Bioma Amostra Hospedeiro Ano* Municipio UF Haplétipo
Mata Atantica 6558K2 Equus caballus 2014 Ibatiba ES hA
Mata Atantica 6558K2 2 Equus caballus 2014 Ibatiba ES Continjgagao
Mata Atantica 6558M2 Equus caballus 2014 Ibatiba ES hA
Mata Atantica 6558M2 2 Equus caballus 2014 Ibatiba ES hA
Mata Atantica 6561B Equus caballus 2014 Ibatiba ES hA
Mata Atantica 6561B 2 Equus caballus 2014 Ibatiba ES hA
Subtotal 40
Mata Atantica - Caatinga  6043A Equus asinus 2014 Natal RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6049E Equus asinus 2014 Natal RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6051D Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6053A Equus asinus 2014 S3o Gongalo do Amarante RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6056A Equus caballus 2014  Sao Gongalo do Amarante =~ RN hA
Mata Atantica - Caatinga 6056A 2 Equus caballus 2014  S3o Gongalo do Amarante RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6057A Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hA
Mata Atantica - Caatinga 6057A 2 Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6057B Equus caballus 2014  Sio Gongalo do Amarante RN hA
Mata Atantica - Caatinga 6057B_2  Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante =~ RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6057C Equus caballus 2014  Sdo Gongalo do Amarante RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6061B Equus asinus 2014 Natal RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6061C Equus asinus 2014 Natal RN hA
Mata Atantica - Caatinga 6061C 2 Equus asinus 2014 Natal RN hA
Mata Atantica - Caatinga  6061D Equus asinus 2014 Natal RN hA
Subtotal 15
Total de Hapldtipo hA 67
Haplétipo hB
Mata Atantica 4349A Equus caballus 2013 Porto Real RJ hB
Mata Atantica 4349B Equus caballus 2013 Porto Real RJ hB
Mata Atantica 4349C Equus caballus 2013 Porto Real RJ hB
Mata Atantica 4349D Equus caballus 2013 Porto Real RJ hB
Mata Atantica 4349E Equus caballus 2013 Porto Real RJ hB
Subtotal 5

Total de Haplétipo hB 5

*Ano da coleta; UF: Unidades Federativas; CE: Ceara; ES: Espirito Santo; GO: Goias;

PR: Parana; RJ: Rio de janeiro; RN: Rio Grande do Norte; RR: Roraima.

Conclusido
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ANEXO A. ARTIGO PUBLICADO

Tayra P. Sato, Nicole O. Moura-Martiniano, Vinicius F. Vizzoni, Arannadia B. Silva, Stefan
V. Oliveira, Marinete Amorim, Gilberto S. Gazéta. Rhipicephalus (Boophilus) microplus:
Rickettsiae  infection in Brazil. International Journal of Acarology, DOI:

10.1080/01647954.2020.1720289.

Neste estudo, analisamos a infec¢do de Rickettsia sp. em Rhipicephalus microplus e os
possiveis papéis dessa espécie de carrapato na manutencao e circulagao de Rickettsia sp. em
areas endémicas do FM. Amostras de carrapatos foram naturalmente infectadas com R.
rickettsii, R. parkeri, R. felis, R. tamurae, R. rhipicephali e R. bellii. Os dados deste estudo
demonstram que R. microplus adquire infec¢do por Rickettsia, incluindo espécies patogénicas,
e indica esse carrapato como marcador sugerido de presenca ou circulagdo potencial de

riquétsia.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

The tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus has been considered a major pest of cattle in tropical regions of the Received 17 September

world, inducing significant economic impact on livestock activity. In Brazil, the scenarios of Spotted Fever (SF) 2019 Accepted 14 January
2020 Published online 3

epidemic cycles involve Amblyomma sculptum and Amblyomma aureolatum, transmitting Rickettsia rickettsii, as

well as Amblyomma ovale, transmitting R. parkeri strain Atlantic Rainforest. However, other potentially February 2020
pathogenic species of Rickettsia, as well as new species of ticks with vector potential, have been reported for KEYWORDS
Brazil. Thus, during SF focus investigation and environmental surveil-lance performed by Brazilian National Tick-borne pathogen; cattle
Network of Environment Surveillance for Tick-borne Diseases between 2011 to 2017, ectoparasites were collected tick; enzootic cycle;
from vertebrate hosts and the environment in rural and urban areas of different Brazilian biomes. Here we rickettsiosis; Brazil
analysed Rickettsiae infection in RA. microplus and possible roles of this tick species in the maintenance and
circulation of Rickettsia sp. in SF endemic areas. Cattle tick samples were naturally infected with R. rickettsii, R.
parkeri, R. felis, R. tamurae, R. rhipicephali and R. bellii. The data in this study demonstrate that Rh. microplus
acquires Rickettsia infection, including pathogenic species, and indicates this tick as suggested marker of
Rickettsiae potential presence or circulation.
Introduction outbreaks (e.g. Oliveira et al. 2016a, 2016b, 2017, 2018). In addition, in

t decades, oth tentially path i ies of Rickettsia, 11
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, also known as the cattle tick, has a recent Gecades, other potentially patlogeme species of RICKelisia, as well as

broad geographic distribution, being found mainly in tropi-cal and subtropical
regions (Estrada-Pefia et al. 2006). Although RA. microplus demonstrates a
high degree of host-specificity and requires only one host to complete its
lifecycle (on which it per-forms all the blood meals), Rh. microplus can
parasitize alternative hosts, including humans (Soares et al. 2007).

new species of ticks with vector potential, have been reported from Brazil
(e.g. Labruna et al. 2011; Nieri-Bastos et al. 2014; Nunes et al. 2015;
Moerbeck et al. 2016; Weck et al. 2016; Silva et al. 2017a, 2018), indicating
SF cycle complexity and the existence of various distinct ecoepidemiological
scenarios within the national territory. Furthermore, doubts still remain

.. . . L concerning the role of RA. microplus in Rickettsiae circulation.
The main importance of Rh. microplus is related to its significant

economic impact on livestock. In Brazil, the cattle tick is distributed
throughout the country and it is estimated that 80% of the national cattle
herd is infested, causing an economic loss of three billion dollars a year.
Under such circumstances, direct spoi-lage and the participation in the
epizootic cycle of different patho-gens (e.g. Babesia bovis, B. bigemina, ~ Materials and methods
Anaplasma marginale) are the main ways in which these ticks interact
with disease development and deleterious influence on domestic bovines
(Peter et al. 2005; de la Fuente et al. 2008; Grisi et al. 2014).

Due to its wide distribution in the country, Rh. microplus is found in
Spotted Fever (SF) endemic regions. However, even though it has been
reported as being infected by different species of Spotted Fever Group
Rickettsiae (SFGR) (Bermudez et al. 2009; Moura-Martiniano et al.
2014; Pesquera et al. 2015), the involve-ment of this tick in transmitting
these bacteria remains incipient (Cordeiro et al. 2018).

In Brazil, known SF epidemic cycle scenarios involve Amblyomma

Here, we aim to investigate and molecularly characterize the
presence of Rickettsia sp. in Rh. microplus specimens from areas of
different ecological features in Brazil.

During SF focus investigation and environmental surveillance per-
formed between 2011 to 2017, State and Municipal Health
Secretaries collected ectoparasites from vertebrate hosts and the
environment (Figure 1) in rural and urban areas (pasture, farms and
river bank) across a variety of Brazilian regions (Supplementary
Table 1).

After morphological identification of 7,418 specimens of RA.
microplus (Aragdo and Fonseca 1961; Marquez et al. 1992; Barros-
Battesti et al. 2006), a total of 801 specimens were analysed indivi-
dually (nymph and adults ticks) or by pools of 10 larvae, comprising
620 samples.

These samples were initially snap-frozen in liquid nitrogen for genomic

sculptum and A. aureolatum transmitting R. rickettsii, and A. ovale
transmitting R. parkeri strain Atlantic Rainforest (Szabo et al. 2013; Oliveira
et al. 2016a; Nlerl—Bastohs et[ aI: 2018).‘H‘0wever, SF human (.:ases recorded in DNA (DNAg) extraction, performed following the saturated saline solution
new outbreaks in Brazil indicate clinical profiles that differ from those protocol (Aljanabi and Martinez 1997), quantified by spectrophotometry
(NanoDropTM 2000, Thermo ScientiﬁcTM) and used as template for PCR
screenings for rickettsial genes glt4 (CS-78/CS-323, Labruna et al. 2004a),
ompA (Rr190.70p/Rrl90.602n, Regnery et al. 1991), sca4 (D1738F/D2482R,

Qpl(w a2l 2001

already established. Without already recog-nized vectors or detection of
Rickettsia in these vectors, it is difficult to characterize the bioagent
circulation mechanism involved in such
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Figure 1. Geographical distribution and host/environment of Rhipicephalus (Boophilus) microplus specimens collected by federative unit and Rickettsiae-positive
samples, during Spotted Fever focus investigation and environmental surveillance performed in Brazil from 2011 to 2017. White filled forms indicate host or
environment from tick collected and black filled forms indicate host or environment from PCR-positive tick samples.

htrA (17k-3/17k-5, Labruna et al. 2004b) and ompB (120.M59/ 120.807,
Roux and Raoult 2000), as well as mitochondrial cytochrome oxidase I (COI)
gene (COX-L.2F/COX-1.2R, Csordas et al. 2016) and 12S ribosomal DNA
(T1B/T2A, Beati and Keirans 2001) tick molecular markers. Analyses
included DNA-free reactions as negative controls and 300 ng of R. rickettsii
DNAg as positive controls of rickettsial amplification reactions. Amplified
DNA products were electrophor-esed through a 2% agarose gel, stained with
ethidium bromide, and examined by UV transillumination.

PCR products of the expected size were purified using Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (PromegaTM), sequenced applying the BigDyeTM
Terminator—Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied BiosystemsTM)
and analysed in an automated ABI 3730x] DNA analy-ser (Applied
BiosystemsTM). DNA sequences were edited with ChromasPro 1.5 software
(Technelysium Pty Ltd), with identity values obtained by BLAST analysis
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). A Maximum-Likelihood tree was inferred
using PhyML 3.0 online software (Guindon et al. 2010) with GTR+G
correction model, selected by Smart Model Selection (Lefor et al. 2017). The
reliability of the tree topology was evaluated via bootstrap support (1000
repeats).

Results

A total of 12 Rh. microplus samples collected from horses, cattle and the
environment were positive for rickettsial genes (Figure 1). BLAST
analysis of the obtained sequences revealed high nucleo-tide-identity
rates with R. rickettsii (MH194350, MH194352), R. belli (MH194351),
R.  parkeri strain Atlantic rainforest (MK720994, MK720995,
MH194354, MH194355, MH194358), R. felis (MK720997, MH194353,
MH194356, MH194360), R. rhipicephali (MK720996, MK720998)
and R. tamurae (MK720993), totalling 15 obtained sequences (Table
1).

To confirm tick identification, we analysed the sequences of 12S rDNA
(MNO081899) and COI genes (MN088852) amplified from randomly chosen
adult (sample code LIC 3764A) and pooled larval samples (sample code LIC
7156), and BLAST analysis revealed 100% identity sequences (380/380 for
128 and 645/645 for COI)

with sequences of Rh. microplus (KP143546 and KC503261) depos-
ited in GenBank.

In addition, phylogenetic inferences were performed with con-catenated
sequences of gltd, ompA, ompB, htrA and sca4 genes, using sequences
corresponding to a sample of each Rickettsiae identity, and the resulting tree
grouped: sequences from Ceara State with R. rickettsia, R. tamurae and R.
bellii clusters; sequences from Sdo Paulo State with R. rhipicephali cluster;
sequences from Parana State with R. parkeri strain Atlantic rainforest
(identified in Barbieri et al. 2014 as strain Aa46) cluster; and sequences from
Rio Grande do Sul State with R. felis cluster (Figure 2).

Due to the obtained sequence sizes, bootstrap values were low in
some tree clusters, indicating similar portions in analysed spe-cies
fragments. However, the observed BLAST values mostly showed 100%
overlap with the respective Rickettsiac sequence, and of the total
sequences, one ompB sequence showed 98% similarity with R. felis and
two gltA sequences showed 99% simi-larity with R. rhipicephali and
with R. bellii (Table 1).

Discussion

Studies to date have detected RhA. microplus infected with R.
amblyommatis in Panama (Eremeeva et al. 2009), Rickettsia sp. strain
Columbianense in Colombia (Miranda et al. 2012), Rickettsia sp. strain
12G1 in Ecuador (Pesquera et al. 2015), and R. rickettsii in Brazil
(Moura-Martiniano et al. 2014). Our results show for the first time,
sequences genetically related to R. tamurae, R. rhipicephali, R. parkeri,
R. felis and R. bellii in Rh. microplus and also sequences closely related
to R. rickettsii in Rh. microplus for the first time in Ceard state,
northeastern Brazil.

The Columbianense and 12G1 Rickettsiae strains are genetically related
to R tamurae, as well as other strains recorded in Brazil: e.g. strain
Pampulha from Minas Gerais state (Guedes et al. 2011; Szab¢ et al. 2013),
strain Serra dos Orgdos from Rio de Janeiro state (Spolidorio et al. 2012),
and strain Aragaoi from Parana State (Blanco et al. 2016). Although there is
evidence of this Rickettsia occurring in different areas of Brazil and in
different vector species,
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Table 1. Species of Rickettsiae detected by analysis of glt4, ompA, ompB, htrA and sca4 nucleotide sequences in Rhipicephalus (Boophilus) microplus collected in hosts
and environment, during Spotted Fever focus investigation and environment surveillance performed in Brazil from 2011 to 2017.

Host/ Sample code/ Accession  Identities® Identical residues/aligned residues — acces-
Region State Municipality environment specimen Gene number sion Number
North
Tocantins Palmas Bos taurus LIC7001B/1F gltA  MK720994 Rickettsia parkeri, 350/350 (100%) — MH160728
Palmas Bos taurus LIC7001E/1F glt4  MK720995 Rickettsia parkeri, 350/350 (100%) — MH160728
Northeast
Ceara Aratuba Bos taurus LIC3764A/1M glt4  MHI194351 Rickettsia bellii, 349/350 (99%) — MG550957
Baturité Bos taurus LIC3528B/1F glt4A  MHI194350 Rickettsia rickettsii, 350/350 (100%) — MF988097
Baturité Bos taurus LIC4523A/1M glt4  MHI194352 Rickettsia rickettsii, 350/350 (100%) — IN252696
Capistrano  Bos taurus LIC4970B/1F gltA  MK720993 Rickettsia tamurae 786/786 (100%) — MH158234
Central-
West
Goias Ttumbiara  Environment LIC8928G/10L gltA  MK720997 Rickettsia felis, 350/350(100%) — MG952933
Southeast
Minas Gerais ~ Tiros Bos taurus LIC8786E/1F git4  MK720996 Rickettsia rhipicephali 349/350 (99%) — KX434745
Séo Paulo Altair Bos taurus LIC8790D/1F git4  MK720998 Rickettsia rhipicephali 350/350 (100%) — KX434745
South
Senges Environment  LIC7156/10L ompB MH194360 Rickettsia felis, 619/630 (98%) — KX090276
Parana Pato Bos taurus LIC8514C/IN gltA  MH194354 Rickettsia parkeri, 350/350 (100%) — MF536974
Bragado ompA MH194358 Rickettsia parkeri, 491/491 (100%) — MF536975
sca4 MHI194355 Rickettsia parkeri, 701/701 (100%) — KY 124260
Rio Grande do  Osorio Equus caballus ~ LIC5552C/1IM git4  MH194353 Rickettsia felis, 350/350 (100%) — K'Y172878
Sul htr4A ~ MH194356 Rickettsia felis, 499/499 (100%) — CP000053

M = male, F = female, N = nymph, L =

AMH194350_Rickettsia sp. isolate LIC:
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AHZB00000000_]
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Figure 2. Phylogenetic inferences by Maximum-Likelihood method from 1,000 replicated trees based on concatenated nucleotide sequence of rickettsiae gltA, ompA, ompB, htrA and sca4 genes.
Evolutionary distances were estimated by GTR+G model. Bootstrap values >70% are shown. GenBank accession numbers precede the sequence names, sequences obtained from Rhipicephalus
(Boophilus) microplus samples are highlighted with black triangle with developmental stage, host and State. Scale bar indicates nucleotide substitutions per site.

the mechanism by which cattle ticks are infected by this bacterium is
still unknown.

R. rhipicephali is commonly reported in Rhipicephalus sangui-neus, with
sporadic encounters in species of Dermacentor in the United States (Wikswo
et al. 2008). In Brazil, it was detected in the tick Amblyomma sp. from Minas
Gerais state (Zering6ta et al. 2016), and also in Haemaphysalis juxtakochi
from Rondo6nia, S0 Paulo and Mato Grosso states (Labruna et al. 2005,
2007; Soares et al. 2015). Although H. juxtakochi displays an affinity for
cervid hosts, it has been reported parasitizing a variety of other vertebrate
species (Guimarées et al. 2001; Guglielmone et al. 2014), including domes-tic
dogs and humans (Labruna et al. 2005). Demonstrating the proximity of H.
Juxtakochi to anthropic areas, allowing a possible RA. microplus acquisition
of Rickettsia by co-feeding on the verte-brate hosts. Therefore, Rh. microplus
infection by R. rhipicephali may not be as random depending on the area.

Another possibility for introduction of R. rhipicephali into a local
tick population is by migrating birds, which serve as hosts for a
variety of tick species (Ogrzewalska et al. 2010; Luz et al. 2017) and
potential vectors for pathogens, including Rickettsia (Ogrzewalska
and Pinter 2016). It is known that birds play an

important role as carriers of parasites over long distances, includ-ing
across geographic barriers. An infected tick inserted by birds in a
population of otherwise uninfected ticks can transmit pathogens by co-
feeding on a new host. further studies are needed to
understand this form of Rickettsia circulation within Brazil and
throughout its host range.

As discussed for R. rhipicephali, bird ticks represent a valuable
resource for understanding the bioecology of these tick-borne pathogens.
In Brazil, the potential role of birds in dispersing of A. ovale infected
with R. parkeri was suggested (Luz et al. 2017), and results obtained
here show a novel occurrence area for this bacterium. The samples
LIC7001B and LIC7001E (Table 1) are Rh. microplus ticks collected
feeding on cattle from a Cerrado biome area of Tocantins state, Northern
region of the country, evidencing different eco-epidemiological
characteristics of the pattern usually observed for R. parkeri in the
country.

In several regions of the Americas, R. parkeri is reported as an inducer of

However,

a mild SF clinical form (Parola et al. 2013). In Brazil, R. parkeri occurs in
multiple regions, being involved in SF human cases in southern, southeastern
and northeastern states (Szabd et al. 2013; Oliveira et al. 2016a; Faccini-
Martinez et al. 2018), and
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in an enzootic cycle associated with 4. ovale and dogs (Szabo et al.
2013; Moerbeck et al. 2016; Vizzoni et al. 2016; Acosta et al. 2018).
The capacity of Rh. microplus to transmit R. parkeri is experimen-
tally inconclusive (Cordeiro et al. 2018) and, considering the eco-
logical scenario of this bioagent’s cycle, may have no
epidemiological importance.

Cattle tick acquisition of pathogenic Rickettsia may also occur by
a co-feeding process, already established for Rickettsiae
(Socolovschi et al. 2009). Rickettsia parkeri has been reported from
Amblyomma triste, an Ixodid tick with the capacity to parasitize
several vertebrates, including cervids and bovines (Labruna et al.
2003; Mertins et al. 2010), host species that share the same
environments, allowing infection of Rh. microplus by R. parkeri.

Additionally, here we also report for the first time R. felis in cattle
ticks, a bacterium with wide geographical distribution, including all
Brazilian regions (Horta et al. 2014). However, besides being
detected in various species of blood-feeding arthropods, the majority
of reports are associated with the flea genus Ctenocephalides (Reif
and Macaluso 2009; Parola 2011; Mediannikov et al. 2012),
common worldwide as ectoparasites of various carnivores, especially
dogs. Thus, this Rickettsiae detection in other species of dog
ectoparasites seems not to be uncommon (Gehrke et al. 2009; Parola
et al. 2013). However, reports, from various states of Brazil of its
presence in Rh. microplus (Table 1) are important, especially
considering that cattle ticks do not com-monly parasitize carnivores.
The specimens found in this study infected with R. felis were
collected from cattle, horses and the environment (pasture), without
evidence of the infection mechanisms.

Other sequences from Ceara state, northeastern Brazilian, were
identified as R. rickettsii and R. bellii. The samples infected by R.
rickettsii were collected in Macico do Baturité, an SF endemic area
(Moerbeck et al. 2016), with high-altitude forest, with condi-tions of
high humidity and mild temperature conditions within the otherwise
semiarid climate of the Caatinga biome. Although SF cases reported in
the region were associated with R. parkeri (= Rickettsia sp. strain
Atlantic rainforest) transmitted by A. ovale (Moerbeck et al. 2016), and
despite having no reports of SF cases clinically associated with R.
rickettsii, this species was also isolated from Rh. sanguineus collected on
a dog from Macigo do Baturité (Silva et al. 2017b). Together with the
results here obtained, this detection indicates the circulation of R.
rickettsii in the region, and in a variety of tick species. Thus, due to the
public health impor-tance of R. rickettsii, it is necessary to understand
the enzootic cycle throughout the region, in order to understand the
potential epi-demiological scenario and take preventive measures to
prevent new occurrences of R. rickettsii SF in Brazil. In this context, Rh.
microplus becomes even more important as an object of study, since its
potential for R. rickettsii transmission has been experimen-tally
demonstrated (Monteiro and Fonseca 1932).

Besides pathogenic Rickettsiae, the generally considered non-
pathogenic R. bellii is a widely distributed species, having been detected
from a great variety of hosts, indicating a broad circula-tion capacity
(Labruna et al. 2004a; Tomassone et al. 2010; Parola et al. 2013) and
possibly playing an important role in the ecology and epidemiology of
other Rickettsiae species (Macaluso et al. 2002). The first record of this
species in Macigo do Baturité was in an A. nodosum tick collected from
a wild animal (Moerbeck et al. 2016). Here we presented the first report
for Brazil of R. bellii detected in Rh. microplus, indicating the circulation
of this bacter-ium throughout the studied region.

It is known that a primary infection with one species of Rickettsia
would prevent transovarian transmission of a second Rickettsia species
(Burgdorfer 1988; Macaluso et al. 2002). This was recently corroborated
by an experimental study conducted with 4. dubitatum, where primary R.
bellii infection appeared to decrease the effectiveness of subsequent R.
rickettsii transovarian transmission (Sakai et al. 2014).

Conclusion

In spite of the wide distribution of R. microplus throughout Brazil, because
this species has rarely been reported on humans, the partici-pation of the
cattle tick in Rickettsiae enzootic and epidemic cycles remains unknown. The
data from the current study demonstrate that Rh. microplus can naturally
acquire Rickettsia infection, including infec-tion with pathogenic species, and
suggests that this tick could serve as an indicator of Rickettsiae presence or
circulation.
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Supplementary Table 1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus specimens collected in hosts and environment, during Spotted Fever focus

investigation and environment surveillance performed in Brazil from 2011 to 2017

Region State Biome Host/Environment (n) Specimens Sample tested Sample positive
North Roraima Amazon Forest Bos taurus (1) 4 2 0
Subtotal 4 2 0
Rondénia Amazon Forest Environment-pasture 374 4 0
Bos taurus (2) 18 2 0
Subtotal 392 6 0
Tocantins Cerrado Bos taurus (4) 19 11 2
Subtotal 19 11 0
Northeast Ceara Caatinga Bos taurus (45) 432 101 4
Canis familiaris (2) 10 3 0
Equus asinus (1) 50 2 0
Equus caballus (1) 21 4 0
Subtotal 513 110 4
Pernambuco Caatinga and Atlantic Rainforest ~ Capra aegagrus hircus (2) 4 4 0
Ovis aries (1) 1 1 0
Subtotal 5 5 0
Rio Grande Caatinga Bos taurus (5) 50 8 0

do Norte
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Southeast

Goias

Espirito Santo

Minas Gerais

Rio de Janeiro

Cerrado

Atlantic Rainforest

Atlantic Rainforest and Cerrado

Atlantic Rainforest
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Subtotal

Blastocerus dichotomus (1)
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11
1357
429

17

28

54

49
13

69

171

183
92
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Environment-farm 163 5 0
Subtotal 596 929 0
Sao Paulo Atlantic Rainforest and Cerrado Bos taurus (2) 74 10 1
Subtotal 74 10 0
South Parana Atlantic Rainforest Bos taurus (11) 114 21 1
Environment-river bank 18 2 1
Equus caballus (4) 56 10 0
Subtotal 188 33 2
Santa Catarina  Atlantic Rainforest Environment-farm 7 1 0
Bos taurus (1) 5 1 0
Subtotal 12 2 0
Rio Grande Atlantic Rainforest and Pampa Bos taurus (4) 57 19 1
do Sul
Subtotal 57 19 1
Total 7418 620 12




