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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Rebecca Leal Caetano

Dentro do género Rhipicephalus ha o chamado complexo sanguineus formado por
varias espécies presentes apenas no Velho Mundo, dais quais apenas
Rhipicephalus sanguineus é considerada de ocorréncia no Novo Mundo. Como as
espécies desse complexo apresentam grande similaridade morfologica € possivel
que mais de uma espécie desse complexo esteja ocorrendo nas Ameéricas.
Rhipicephalus sanguineus € um parasito natural de caes que eventualmente pode
parasitar outros hospedeiros, entre eles o homem, atuando como vetor potencial do
bioagente causador da Febre Maculosa Brasileira, doenca humana transmitida por
carrapatos mais importante no Brasil. A maioria dos casos de Febre Maculosa
Brasileira ocorre nas regides Sul e Sudeste do pais, com os 6bitos concentrando-se
na regido Sudeste. A variabilidade genética nos ixodideos pode influenciar sua
habilidade em transmitir diferentes espécies ou linhagens de patdgenos. Dessa
forma, populacdes geneticamente distintas podem ter capacidades vetoriais
diferentes. O objetivo desse trabalho € analisar a diversidade morfologica e genética
de Rhipicephalus sanguineus em diferentes regides do Brasil.

Palavras-chave: Ixodidae, carrapato, patégeno, morfologia, filogenia
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Rebecca Leal Caetano

Within the genus Rhipicephalus there is the so called sanguineus complex formed by
several species presented only in the OIld World, of which only
Rhipicephalus sanguineus is considered to occur in the New World. As the species of
this complex have great morphological similarity is possible that more than one
species of this complex is occurring in the Americas. Rhipicephalus sanguineus is a
natural parasite of dogs that may eventually parasitize other hosts, including humans,
acting as a potencial vector of bioagent that causes Brazilian Spotted Fever, the
most important human tick-borne disease in Brazil. Most cases of Brazilian Spotted
Fever occurs in the South and Southeast of the country, with deaths concentrated in
the Southeast region. Genetic variability in ticks can influence their ability to transmit
different species or strains of pathogens. Thus, genetically distinct populations may
have different vector capabilities. The objective of this project is to analyze the
morphological and genetic diversity of Rhipicephalus sanguineus in different regions
of Brazil.

Keywords: Ixodidae, tick, pathogen, morphology, phylogeny.
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1. INTRODUCAO

A diversidade de espécies de carrapatos no Brasil € resultante dos diferentes
ecossistemas nacionais (Labruna & Pereira 2001). Os carrapatos de importancia
ecOnomica e saude-publica sdo artropodes da classe Arachnida, ordem Ixodida,
Familia Ixodidae e Argasidae. Todas as espécies sdo hematofagas de hospedeiros
vertebrados e possuem significativo grau de especificidade podendo utilizar
hospedeiros alternativos, como o homem (Massard & Fonseca 2004).

Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), pertence a subfamilia
Rhipicephalinae, € vulgarmente conhecido como carrapato vermelho do céo e
também como carrapato de canis (Dantas-Torres 2008; Pegram et al.,, 1987a,
1987b). Essa espécie foi descrita pela primeira vez em 1806 por Latreille, na ocasido
era denominado como Ixodes sanguineus, sendo posteriormente transferido para o
género Rhipicephalus (Koch, 1844) (Guglielmone et al. 2010).

O género Rhipicephalus compreende 82 espécies reconhecidas no mundo e
foi introduzido nas Américas, oriundo do continente africano, provavelmente com a
colonizag&o. Atualmente, ocorre em toda a Regido Neotropical predominando nas
areas urbanas e acometendo aproximadamente 30% dos cédes (Barros-Battesti, et
al. 2006, Guglielmone et al. 2010).

Esse carrapato tem habito nidicola, vivendo em ninhos, tocas ou abrigos de
seus hospedeiros. Quando ndo estdo parasitando seu hospedeiro, podem ser
encontrados, preferencialmente, no chdo ou em frestas e buracos das tocas
(Labruna & Pereira, 2001; Labruna et al 2004). R. sanguineus tem como hospedeiro
preferencial o cdo doméstico e canideos silvestres, possuindo ampla distribuigédo por
todo o territério brasileiro (Linardi & Nagem, 1973).

Dentro do género Rhipicephalus ha o chamado complexo R. sanguineus,
composto por 17 espécies. As espécies desse complexo apresentam grandes
similaridades morfolégicas e, algumas vezes ecologicas e devido a essas
semelhancas, os diagndsticos as vezes sao erroneos e confusos (Walker et al. 2000,
Gray et al. 2013). Atualmente, uma ferramenta que tenta elucidar a problematica da
identificacdo errbnea deste complexo € a biologia molecular.

O DNA mitocondrial (mtDNA) esta sendo usado amplamente em estudos de
genética de populacdes de carrapatos (Burkman 2009, Krakowetz et al. 2011, Beati
et al. 2012). Devido ao seu tamanho reduzido e abundancia de mitocondrias nas

células, o mtDNA é, particularmente, adequado para esses estudos porque seus

1



genes evoluem, em média, mais rapidamente do que os nucleares (Shao & Barker
2007).

Varios marcadores genéticos tém sido utilizados para elucidar a filogenia e a
evolucdo das espécies do género Rhipicephalus, como por exemplo, regides —alvo
dos genes mitocondriais ribossomais 16S e 12S (rDNA) (Black & Piesman 1994,
Burlini et al. 2010). Mais raramente, sao utilizadas a subunidade | do citocromo
oxidase (coxl) e o espacador interno transcrito 2 (ITS-2) (Zahler et al. 1997). A
diversidade do vetor quanto sua rapida mudanca genética pode influenciar
fortemente na dinamica de interacdo hospedeiro- vetor- patdgeno (Fussmann et al.
2007).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

A espécie Rhipicephalus sanguineus sensu stricto (s. s.), conhecido como o
carrapato vermelho do céo, tem como hospedeiro priméario os cées, embora também
possa parasitar outros animais domésticos (Figura 1). E um carrapato trioxeno que
se alimenta principalmente em cdes e acidentalmente em outros hospedeiros,
incluindo os seres humanos; possui geotropismo negativo procurando lugares altos
ao sair do hospedeiro (Walker et al. 2005). E um importante transmissor de agentes
patogénicos, sendo considerado o principal vetor da Ehrlichia canis no Brasil
(Benenson 1992).

Figura 1- Viséo dorsal de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1906) (Acari: Ixodidae) — (A) Macho e

(B) Fémea

2.2. Classificacao

Segundo o National Center for Biotechnology Information (NCBI-ID: 34632),
dos Estados Unidos da América, a classificacdo taxonbémica do carrapato
R. sanguineus é:



e Reino: Metazoa

e Filo: Arthropoda

e Subfilo: Chelicerata

e Classe: Arachnida

e Ordem: Acari

e Superfamilia: Ixodoidea

e Familia: Ixodidae

e Subfamilia: Rhipicephalinae

e Género: Rhipicephalus (Koch, 1844)

e Espécie: Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

2.3. Distribuicdo geogréfica

E a Unica espécie do género que conseguiu se estabelecer nas Américas, é
originaria da regido Afrotropical, onde existem aproximadamente 84 espécies do
género Rhipicephalus Koch, 1844, contando cinco espécies que foram incluidas no
subgénero Boophilus (Bowman & Nuttall 2009, Apanaslevich et al. 2013,
Guglielmone et al. 2010, Horak et al. 2013). E uma espécie cosmopolita e,
provavelmente, a de maior distribuicdo geografica; atualmente sdo encontrados em

todas as regides zoogeograficas do mundo (Labruna et al 2004; Walker et al 2005).

2.4. Ciclo bioldgico

Possui ciclo trioxeno (Figura 2), ou seja, necessita de trés hospedeiros para
completar seu ciclo de vida. Os Unicos hospedeiros primarios conhecidos para os
estagios parasitarios do carrapato R. sanguineus sédo os cédes (Szabd et al. 1995).
Ha relatos de parasitismo em outras espécies de animais, incluindo alguns
representantes da fauna silvestre brasileira, mas esse parasitismo acontece com
pouca frequéncia e, quando ocorre, esse fato esta estreitamente relacionado com o

contato desses hospedeiros com o cao (Labruna & Pereira, 2001).



OoVOos LARVA

Ciclo de vida
do carrapato

?

ADULTO s

Figura 2- Ciclo biolégico de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1906) (Acari: Ixodidae).

(http://www.familiabuscapet.com.br/#!carrapatos/cpah).

2.5. Caracteristicas morfoldgicas de Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1906)

Os espécimes machos e fémeas de R. sanguineus possuem tamanho
mediano de 3 a 5 mm, quando ndo estdo alimentados, apresentam o idiossoma de
coloragdo marrom escuro e 0 escudo sem ornamentacdo; em ambos 0S Sexos 0S
espinhos das coxas sao similares, exceto o da coxa IV do macho que é maior; a
base dorsal do gnatossoma é hexagonal e tanto os palpos como o hipostdmio sédo
curtos, e apresentam denticdo 3/3 (Walker et al. 2000). Os carrapatos machos
possuem o capitulo mais largo do que longo, com os angulos laterais da base
agudamente curvos, ndo sobrepondo a area escapular. Os palpos sédo curtos e
arredondados no apice. O escudo € ligeiramente estreitado anteriormente, com
posterior ampliacdo para os olhos. Possui um discreto processo anterior da coxa I. A
margem do aloescudo expande-se lateral/posteriormente, quando se alimentam.
Olhos marginais, ligeiramente protuberantes e alinhados dorsalmente, com algumas
pontuacbes. Possuem linhas marginais profundas e ponteadas delimitando os dois
primeiros festdes, estendendo-se anteriormente e terminando posterior aos olhos.

Os sulcos poéstero-medianos sao estreitos e alongados e o0s sulcos péstero-lateral
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sdo subcirculares. As pontuacdes variam de escassas a muitas, normalmente os
espécimes maiores sdo mais densamente pontuados. Possuem quatro fileiras
irregulares de pontuacbes amplamente espacadas, com pontuagbes menores
cobrindo o fundo do aloescudo. Ventralmente, os espiraculos sdo completamente
alongados, com um prolongamento dorsal estreito, geralmente visivel dorsalmente.
As placas adanais acesso6rias sao variaveis, mas geralmente alongadas e
subtriangulares, sua parte posterior € larga, podendo ser truncada ou arredondada.
Possuem placas adanais acessorias levemente distintas. Aumento das pernas em
tamanho da | para a IV (Figura 3) (Walker et al. 2000).

A fémea dessa espécie apresenta o capitulo tdo largo quanto longo, com
base de angulos laterais e areas porosas pequenas. Palpos mais longos do que os
dos espécimes machos, estreitos e arredondados no apice. Escudo mais largo do
que longo, com a margem posterior ondulada. Olhos dispostos lateralmente
abaulados, comumente com margens com poucas pontuacdes dorsalmente.
Campos cervicais em forma de lamina rodeado de estrias. As bordas cervicas
externas e as areas mediais da escapula possuem pontuacdes maiores. No lado

ventral, a abertura genital apresenta a forma “U”(Figura 3) (Walker et al. 2000).

Espinho interno

o,
NV AL =—Espinho externo
fa 2 IBPlaca genital
N/ TN , Coxa lll
:‘Wﬂaca espiracular
[\ A\ Coxa IV.
\ | S—
N \)\Placa acessoria
~. ~ X
Placa ”/5 7 vnus"J
adanal - 5 =5
A Festoes Processo caudal B

Figura 3 — Caracteristicas morfolégicas de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari;
Ixodidae) — Visdo ventral de (A) Macho e (B) Fémea. (http:/bristoltickid.blogs.ilrt.org/key-to-

genera/rhipicephalus/rhipicephalus-sanguineus/)

2.6. Agentes transmitidos por Rhipicephalus sanguineus (Latreille,
1806)
O carrapato R.sanguineus apresenta ampla distribuicdo nas Ameéricas,
Europa, Africa, Asia e Australia e provavelmente é a espécie mais prevalente entre
os ixodideos. (Bechara et al. 1995). E um parasito natural de cdes que

eventualmente pode parasitar outros hospedeiros, entre eles 0 homem (Louly et al.



2006). Nas Uultimas décadas, tanto a prevaléncia quanto a intensidade das
infestacfes por R. sanguineus em cdes vém aumentando (Labruna et al. 2004).
Rhipicephalus sanguineus é considerado hospedeiro natural e vetor de alguns
patégenos, como por exemplo, Rickettsia conorii para humanos na Europa, agente
da febre botonosa e também vetor de Rickettsia rickettsii, agente da febre maculosa
(FM) no Brasil (Louly et al., 2006). R. sanguineus desenvolve-se bem com altas
densidades e tem alta prevaléncia em algumas cidades do Brasil, podendo causar
aumento da incidéncia de outras enfermidades tais como a babesiose e a febre

maculosa que sdo zoonoses emergentes (Fernandes, 2000).

2.7. Complexo sanguineus do género Rhipicephalus (Koch, 1844)

Até recentemente, acreditava-se que R. sanguineus s.s. fosse o Unico
representante do género na América do Sul (Burlini et al. 2010) e, no Brasil a sua
presenca é registrada desde o inicio do século XX (Rohr 1909).

No entanto, espécimes de diferentes estados do Brasil apresentaram
variacfes morfologicas (Pegram et al.1987a, 1987h, Estrada-Pena & Sanchez 1988,
Ribeiro et al. 1995, Oliveira et al. 2005, Rosa et al. 2006, 2010). O complexo
sanguineus € composto por 17 espécies: Rhipicephalus aurantiacus Newmann,
1907; Rhipicephalus bergioni Morel & Balis, 1976; Rhipicephalus boueti Morel, 1957;
Rhipicephalus camicasi Morel, Mouchet & Rodhain, 1976; Rhipicephalus guilhoni
Morel & Vassiliades, 1963; Rhipicephalus leporis Pomerantzev, 1946;
Rhipicephalus moucheti Morel, 1965; Rhipicephalus pumilio Schulze, 1935;
Rhipicephalus pucillus Gil Collado, 1936; Rhipicephalus ramachandrai Dhanda,
1966; Rhipicephalus rossicus Yakimov & Kol-Yakimova, 1911,
Rhipicephalus sanguineus s.s.; Rhipicephalus schulzei Olenev, 1929; Rhipicephalus
sulcatus Newmann, 1908; Rhipicephalus tetracornus Kitaoka & Suzuki, 1983;
Rhipicephalus turanicus Pomerantzev, 1940 e Rhipicephalus ziemanni Newmann,
1904 (Camicas et al. 1998).

A literatura relata diagndsticos errbneos e confusos em trabalhos envolvendo
diferentes espécies do complexo sanguineus (Walker et al. 2000), ndo existindo um
consenso entre as especies do complexo com relacdo as suas similaridades
morfoldgicas, tornando dificil sua identificacdo (Gray et al. 2013). Por esta razéo, o
uso de ferramentas de biologia molecular é bastante apropriado para estudos com

diferentes espécies do complexo sanguineus.



Szab6é et al. (2005) relataram parametros biolégicos e genéticos
significativamente diferentes entre populacdes de R. sanguineus do Brasil e da
Argentina. Embora adultos da populacéo brasileira tenham se alimentado e copulado
com adultos da populacdo Argentina (e vice-versa) os hibridos se mostraram quase
qgue totalmente inférteis. Em adicdo, analises de sequencia de um fragmento do
gene mitocondrial 12S rDNAmostraram que a populagéo argentina era mais proxima
de R. sanguineus da Europa ao passo que a populacéo brasileira era mais proxima
de uma populacdo de R. turanicus na Africa. Baseando-se nos seus resultados
Szabd et al. (2005) sugeriram que o status biossistematico de R. sanguineus deveria
ser revisto através de novas investigagbes na América do Sul, onde possivelmente

deva estar ocorrendo mais de uma espécie do complexo sanguineus.

2.8. Marcadores moleculares

No fim do século XX as técnicas moleculares geraram o potencial para
investigar o DNA individual, facilitando a medicdo e a quantificacdo da variacao
genética intra e interespecifica. A biologia molecular tem ajudado no diagndstico das
espécies taxonomicamente complexas facilitando a identificacdo de estruturas de
populacées e esclarecendo as relacdes filogenéticas. Genes mitocondriais tém sido
amplamente utilizados em sistemética molecular. Devido ao elevado numero de
copias, torna-se mais facil trabalhar com esses genes do que com coépias simples de
genes nucleares, além de sua estrita heranca maternal, ja mencionada,
particularmente Util ao nivel intraespecifico (Wilson et al. 1985).

Estudos de genética de populacbes de carrapatos estdo usando amplamente
o DNA mitocondrial (mtDNA) (Burkman 2009, Krakowetz et al. 2011, Beati et al.
2012). O mtDNA é, particularmente, adequado para esses estudos porgue seus
genes evoluem, em média, mais rapidamente do que os genes nucleares. E, devido
ao seu tamanho reduzido e abundancia de mitocondrias nas células, é mais facil de
amplificar do que o genoma nuclear (Shao & Barker 2007).

A literatura tem demonstrado que as sequéncias de mtDNA sdo Uteis para
distinguir espécies de carrapatos estreitamente relacionadas e sao, portanto,
adequadas para identificar populacbes distintas dentro de uma mesma espécie
(Caporale et al. 1995, Xu et al. 2003). Esse é o caso da regido controle (Dloop) que
evolui de forma muito rapida (Li 1997). A variabilidade do Dloop faz com que ele seja
um dos genes mais utilizados em estudos populacionais (Taylor et al. 1993, Simon
et al. 1994).



Os genes mitocondriais estdo divididos em duas categorias principais, 0s
genes ribossomais e 0s genes codificadores de proteinas. Os dois genes
ribossomais sdo o 12S e o 16S DNAr, que ndo sao separados por ITS. Esses genes
juntamente com Dloop e citocromo oxidase Il (COIll) apresentam caracteristicas que
os tornam eficientes no estudo das relacbes filogenéticas e populacionais de
carrapatos (Simon et al. 1994, Norris et al. 1996, Norris et al. 1999, Barker & Murrell
2004, Szabo et al. 2005, Mixson et al. 2006, Casati et al. 2008, Burkman 2009,
Krakowetz et al. 2011, Beati et al. 2012, Kovalev & Mukhacheva 2012).

Segundo Norris et al. (1999), o 12S (rDNA) é uma ferramenta mais eficiente
para estudos de filogenia em carrapatos que sofreram eventos de especiacao
recente, do que para estudos de espécies que sofreram especiacao tardia. O gene
12S DNAr tém auxiliado a definir algumas relacdes dentro de Rhipicephalinae e
dentro do género Rhipicephalus (Murrell et al. 1999). De acordo com Mangold et al.
(1998), 0 16S é um bom marcador para o estabelecimento de relacdo genética entre
as espécies proximas de carrapatos. Isso se deve ao alto nivel de homoplasia
encontrado em genes que se desenvolvem rapidamente como os do RNA
mitocondrial.

Para elucidar a filogenia e a evolucédo das espécies do género Rhipicephalus
varios marcadores genéticos tém sido utilizados, como por exemplo, regides—alvo
dos genes mitocondriais ribossomais 16S e 12S (rDNA) (Black & Piesman 1994,
Burlini et al. 2010). Mais raramente, sao utilizadas a subunidade | do citocromo ¢
oxidase (coxl) e o espacgador interno transcrito 2 (ITS-2) (Zahler et al. 1997).

Sabe-se que tanto a diversidade do vetor quanto sua rapida mudanca
genética podem influenciar fortemente na dinAmica de interacdo hospedeiro- vetor-
patdgeno, modificando o cenario epidemioldgico (Fussmann et al. 2007). Ja se tem
conhecimento sobre isso na interacdo mosquitos-patdégenos (Black & Munstermann
2005), entretanto, essa interacdo em carrapatos, apesar de ser uma area importante

de estudo, permanece insipiente na literatura.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Analisar a diversidade genética e morfolégica de machos de R. sanguineus

em diferentes regiées do Brasil.

3.2. Objetivos especificos

Analisar, por meio de ultraestrutura eletrénica de varredura (MEV), os machos
adultos de R. sanguineus de diferentes regides do Brasil, com o intuito de verificar
possiveis alteragcbes morfoldégicas nas seguintes estruturas: capitulum, 6rgdo de
Haller, placas adanais, abertura genital, placas espiraculares, festoes e a estrutura

geral do idiossoma.

Obter sequéncias parciais de genes mitocondriais COX1, 12S rDNA e D-loop
de rDNA, de machos adultos de R. sanguineus de diferentes regides geograficas do

Brasil;

Realizar andlises filogenéticas de genes mitocondriais COX1, 12S rDNA e D-
loop de rDNA, de machos adultos de R. sanguineus de diferentes regifes
geograficas do Brasil, comparando com dados disponiveis na literatura.Material e

Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Carrapatos

Os espécimes machos de Rhipicephalus sanguineus foram coletados de caes
em seis estados de trés regides do Brasil: Regido Norte - Roraima (RR) e Rondbnia
(RO), Regiao Nordeste - Pernambuco (PE) e Rio Grande do Norte (RN) e Regido Sul
- Parana (PR) e Rio Grande do Sul (RS). Essas coletas foram realizadas em forma
de parceria entre o Laboratorio de Referéncia Nacional em Vetores das Riquetsioses
(LIRN) - IOC / FIOCRUZ e Secretarias de Saude dos Estados Federativos do Brasil.

Os carrapatos foram identificados segundo Aragdo & Fonseca (1961), Walker
et al. (2005) e Guglielmone et al. (2006).

4.2. Microscopia eletrénica de varredura

Para analisar as diferencas morfolégicas dos machos de R. sanguineus foram
verificados 30 espécimes de cada estado com o auxilio de um microscopio
estereoscopico (Leica). Os espécimes escolhidos foram limpos com agua destilada e
posteriormente, desidratados em uma série alcodlica crescente (50, 60, 70, 80, 90 e
100%), permanecendo 15 minutos em cada concentragdo. Em seguida o material foi
colocado em suportes metélicos, impregnados por particulas de ouro (20-30nm)
durante dois minutos (Sputter Coater) e examinados sob o microscépio eletrénico de
varredura (MEV) - JEOL 6390LV da Plataforma de Microscopia do Instituto Oswaldo
Cruz (Akishima, Téquio, Japéo).

Foram analisadas as diferencas morfolégicas nas seguintes estruturas:
capitulum, érgdo de Haller, placas adanais, abertura genital, placas espiraculares,
festdes e a estrutura geral do idiossoma. A terminologia utilizada neste estudo para

carrapatos adultos estdo de acordo com Walker et al. (2005).

4.3. Analises moleculares

Para a andlise molecular, amostras de carrapatos de todos os estados
analisados no estudo morfologico (exceto Pernambuco, devido ao baixo nimero de
espécimes) foram submetidas a extracdo de DNA pelo método com NacCl (Aljanabi &
Martinez 1997). O numero final de carrapatos processados foi de: RN=11, RO=10,
RR=10, PR=14 e RS=23. A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) foi executada
de acordo com a metodologia utilizada por Bitencourth et al. (2016), utilizando o
Sistema de PCR GeneAmp 9700 (Applied Biosystems, CA, E.U.A.).
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Os iniciadores utilizados foram T1B e T2A para 12S rDNA (=360 pb) (Beati &
Keirans 2001) e D-loop 3-1x e D-loop 4-1x, para D-loop rDNA (=440 pb) (Burkman
2009). O gene Citocromo Oxidase subunidade 1 (COX1) (=820 pb) foi amplificado
com os iniciadores Cox1F e Cox1R sob a temperatura / tempo de ciclo de 95°C 5 *;
[95°C 30 ", 55°C 1', 72°C 1' / Kb] 40X; 72°C 5 "; 20°C « (Chitimia et al. 2010). Os
produtos de PCR foram submetidos a electroforese sobre um gel de agarose a 2%
corado com brometo de etidio. Os produtos de PCR com o tamanho esperado foram
purificados utilizando o Kit de NucleoSpin Extract Il (Macherey Nagel, KG,
Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante. As reac¢des de sequenciamento
foram realizadas utilizando um kit de sequenciamento Big Dye Terminator Cycle
Version 3.1 (Applied Biosystems, CA, E.U.A.), com os mesmos iniciadores de PCR e
sequenciados em um sequenciador ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems,
CA, E.U.A).

As sequéncias foram editadas no programa ChromasPro 1,5 (Technelysium
Pty Ltd, QId, Australia) e depositadas no GenBank com os numeros de acesso
KX383796 - KX383820 para o gene COX1, KX383865 - KX383911 para o gene 12S
rDNA e KX383821 - KX383864 para o gene D-loop. Os dados totalizam 47
sequéncias individuais geradas para o gene 12S rRNA (RN=10, RO=7, RR=6,
PR=14 e RS=10) 44 sequéncias individuais para o gene D-loop rDNA (RN=9, RR=7,
PR=11e RS=17) e 25 sequéncias individuais para o gene COI (RN=3, RO=7, RR=1,
PR=3 e RS=11). Entre todos, oito espécimes tém sequéncias relacionadas com as
trés porcdes do mtDNA (5958B e 5958C de RN, 6084B de RR, 5584D e 6664A do
PR e 5424B, 5533B e 5554A do RS) (Tabelas 1, 2 e 3).

Em um trabalho prévio realizado por nosso grupo (dados ndo publicados)
espécimes de R. sanguineus foram coletados nos estados do Amazonas, Cear4,
Espirito Santo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina e
Tocantins e submetidos a extracdo de DNA. O material genético resultante foi
utilizado em reacdes de PCR para amplificar os genes COX1 e 12S rDNA. As
sequéncias de nucleotideos resultantes deste trabalho prévio foram somadas as
produzidas pelo presente estudo e utilizadas na construcdo das arvores
filogenéticas. Apesar de serem anteriores, as sequéncias foram submetidas em um
momento posterior ao das produzidas pelo presente trabalho e até a finalizagdo do

mesmo ainda ndo apresentavam um namero de acesso do GenBank.
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Tabela 1 — Tabela com as informagBes e os nimeros de acesso no Gen Bank das sequéncias de

COXI dos espécimes machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari; Ixodidae).

CoxXi
Amostra Estado Municipio Hospedeiro Gen Bank Haplétipo

5958B RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383798 h3
5958C RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383799 h3

5960 RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383800 h3

5755 RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383801 h5

5762 RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383802 h2
5766D RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383815 h3
5766G RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383816 h2
5767C RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383803 h2
5767D RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383804 h2
6767D RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383820 h2
6084B RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383817 h7
5584D PR Cambara Canis lupus familiaris KX383814 h6
5682B PR Andira Canis lupus familiaris KX383796 h2
6664A PR Unido da Vitoria Canis lupus familiaris KX383797 ha
4727C RS Porto Alegre Canis lupus familiaris KX383805 hl
4727D RS Porto Alegre Canis lupus familiaris KX383806 hl
4736B RS Rio Grande Canis lupus familiaris KX383807 hl
4736C RS Rio Grande Canis lupus familiaris KX383808 hl
4736D RS Rio Grande Canis lupus familiaris KX383809 hl
4736F RS Rio Grande Canis lupus familiaris KX383810 hl
54248 RS Osério Canis lupus familiaris KX383818 hl
5533B RS Osorio Canis lupus familiaris KX383811 hl
5533C RS Osorio Canis lupus familiaris KX383812 hl
5535C RS Osorio Canis lupus familiaris KX383813 hl
5554A RS Imbé Canis lupus familiaris KX383819 h1
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Tabela 2 — Tabela com as informagfes e os nimeros de acesso no Gen Bank das sequéncias de

12S rDNA dos espécimes machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari; Ixodidae).

12S rDNA
Amostra Estado Municipio Hospedeiro Gen Bank Haplétipo

5958A RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383865 hB
5958B RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383866 hB
5958C RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383867 hB
5959A RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383868 hB
5960 RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383869 hB
5961B RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383870 hD
5961C RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383871 hD
6062D RN Santa Cruz Canis lupus familiaris KX383872 hB
6062E RN Santa Cruz Canis lupus familiaris KX383873 hB
6062F RN Santa Cruz Canis lupus familiaris KX383874 hB
5766D RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383875 hB
5766E RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383876 hA
5766F RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383877 hA
5766G RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383878 hA
5766H RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383879 hA
5767C RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383880 hA
5767D RO Porto Velho Canis lupus familiaris KX383881 hA
6081D RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383882 hA
6084B RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383883 hA
6084D RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383884 hA
6085B RR Cantd Canis lupus familiaris KX383885 hA
6092B RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383886 hA
6096B RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383887 hA
5584C PR Cambara Canis lupus familiaris KX383888 hA
5584D PR Cambara Canis lupus familiaris KX383889 hB
5585A PR Cambara Canis lupus familiaris KX383890 hA
5587B PR Cambara Canis lupus familiaris KX383891 hA
5588B PR Cambara Canis lupus familiaris KX383892 hA
5682B PR Andira Canis lupus familiaris KX383893 hA
5698A PR Cambara Canis lupus familiaris KX383894 hA
5704B PR Cambara Canis lupus familiaris KX383895 hA
5704C PR Cambara Canis lupus familiaris KX383896 hA
5977 PR Santa Cruz Canis lupus familiaris KX383897 hA
5994A PR Santa Isabel do Ivai Canis lupus familiaris KX383898 hB
6664A PR Unido da Vitdria Canis lupus familiaris KX383899 hA
6664B PR Unido da Vitéria Canis lupus familiaris KX383900 hA
5310A PR Unido da Vitoria Canis lupus familiaris KX383909 hB
5525C RS Osério Canis lupus familiaris KX383901 hC
5525D RS Osorio Canis lupus familiaris KX383902 hC
5533B RS Osorio Canis lupus familiaris KX383903 hC
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5553C RS Osorio Canis lupus familiaris KX383904 hC
5553F RS Imbé Canis lupus familiaris KX383905 hC
5554A RS Imbé Canis lupus familiaris KX383906 hC
5554B RS Imbé Canis lupus familiaris KX383907 hC
5554C RS Imbé Canis lupus familiaris KX383908 hC
5424A RS Osdrio Canis lupus familiaris KX383910 hC
54248 RS Osério Canis lupus familiaris KX383911 hC
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Tabela 3 — Tabela com as informagfes e os nimeros de acesso no Gen Bank das sequéncias de D-

loop dos espécimes machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari; Ixodidae).

D-loop
Amostra | Estado Municipio Hospedeiro Gen Bank | Haplétipo

5977 RN Santa Cruz Canis lupus familiaris KX383832 hviIl
5958A RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383833 hil
5958B RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383834 hil
5958C RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383835 hil
5959A RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383836 hil
5961C RN Parnamirim Canis lupus familiaris KX383837 hil
6062D RN Santa Cruz Canis lupus familiaris KX383838 hil
6062E RN Santa Cruz Canis lupus familiaris KX383839 hil
6062F RN Santa Cruz Canis lupus familiaris KX383840 hil
6082B RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383841 hviIl
6084B RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383846 hill
6084D RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383842 hill
6088A RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383847 hill
6092A RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383843 hill
60968 RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383844 hill
6107 RR Boa Vista Canis lupus familiaris KX383845 hill
5584C PR Cambara Canis lupus familiaris KX383821 hiv
5584D PR Cambara Canis lupus familiaris KX383822 hil
5585A PR Cambara Canis lupus familiaris KX383823 hiX
5586A PR Cambara Canis lupus familiaris KX383824 hil
5587B PR Cambara Canis lupus familiaris KX383825 hv
5588B PR Cambara Canis lupus familiaris KX383826 hiv
5698A PR Cambara Canis lupus familiaris KX383827 hiv
5704C PR Cambara Canis lupus familiaris KX383828 hiv
5994A PR Santa Isabel do Ivai Canis lupus familiaris KX383829 hil
6664A PR Unido da Vitoria Canis lupus familiaris KX383830 hv
6664B PR Unido da Vitéria Canis lupus familiaris KX383831 hv
4726 RS Pelotas Canis lupus familiaris KX383848 hi
4727C RS Porto Alegre Canis lupus familiaris KX383849 hi
4727D RS Porto Alegre Canis lupus familiaris KX383850 hi
4736C RS Rio Grande Canis lupus familiaris KX383851 hi
4736D RS Rio Grande Canis lupus familiaris KX383852 hi
4736F RS Rio Grande Canis lupus familiaris KX383853 hi
54248 RS Osorio Canis lupus familiaris KX383864 hi
5525C RS Osorio Canis lupus familiaris KX383854 hi
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5525C RS Osorio Canis lupus familiaris KX383854 hi
5525D RS Osorio Canis lupus familiaris KX383855 hi
5533B RS Osorio Canis lupus familiaris KX383856 hi
5534B RS Osorio Canis lupus familiaris KX383857 hi
5535C RS Osério Canis lupus familiaris KX383858 hi
5535D RS Osorio Canis lupus familiaris KX383859 hi
5538C RS Arroio do Sal Canis lupus familiaris KX383860 hi
5553D RS Imbé Canis lupus familiaris KX383861 hi
5553E RS Imbé Canis lupus familiaris KX383862 hi
5554A RS Imbé Canis lupus familiaris KX383863 hi
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As sequéncias foram alinhadas usando o servidor on-line MAFFT (Kuraku et
al. 2013). Uma vez alinhadas, o programa online PhyML com Smart Model Selection
(Guindon et al. 2010) foi utilizado para identificar o0 modelo evolutivo optimizado que
melhor descreve o0 conjunto de dados das sequéncias e para a construcdo de
arvores filogenéticas de maxima verossimilhanca. O Akaike Information Criterion
(AIC) indicou os modelos que melhor se adaptam e os resultados foram
HKY85+G+I+F para o conjunto de dados concatenados (238 pb do 12S rDNA + 472
pb do COX1) e TN93+G+F para 12S rDNA (273 pb), gene COX1 (453 pb) e D-loop
rDNA (322 pb). Como uma medida da solidez de cada n6é o método de bootstrap foi
aplicado com 1000 réplicas. A andlise par a par das sequéncias do gene COX1 foi
conduzida utilizando o método Kimura-2 parametro (K2P) (Kimura, 1980) no
programa MEGA 5,2 (Tamura et al. 2011). A analise foi realizada usando a

sequéncia KC243890, com 472 pb, como comprimento de limite.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Microscopia eletrénica de varredura de machos de Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806)

A distribuicdo de cerdas dorsais no idiossoma variou entre 0s espécimes de
cada regido (Figuras 4A, 5A, 6A, 7A, 8A e 9A). Essa variacdo também foi observada
por Barnes & Ruppert (1996), que afirmaram que o nimero, forma e localizagédo das
cerdas variam de um estagio para outro e também entre diferentes espécies.

Estas variacbes mostram que a taxonomia de R. sanguineus é confusa.
Grande parte dessa confusdo é devido a dificuldade de distinguir as espécies por
semelhanca morfologica dos adultos e auséncia de espécime-tipo de R. sanguineus
s.s. (Pegram et al. 1987a, b).
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Figura 4 - Micrografia eletrénica de varredura de machos adultos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Ronddnia. Vista dorsal (A)

e ventral (B) do espécime.
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Figura 5 - Micrografia eletronica de varredura de machos adultos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Roraima. Vista dorsal (A) e

ventral (B) do espécime.
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Figura 6 - Micrografia eletronica de varredura de machos adultos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Pernambuco. Vista dorsal

(A) e ventral (B) do espécime.
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Figura 7 - Micrografia eletronica de varredura de machos adultos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Pernambuco. Vista dorsal

(A) e ventral (B) do espécime.
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Figura 8 - Micrografia eletrdnica de varredura de machos adultos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Parana. Vista dorsal (A) e

ventral (B) do espécime.
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Figura 9 - Micrografia eletrdnica de varredura de machos adultos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Rio Grande do Sul. Vista

dorsal (A) e ventral (B) do espécime.
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Gnatossoma é a porcao anterior mével do corpo que inclui a base do
capitulum, hipostémio (Hyp), palpos (P) e queliceras (CH) (Walker et al., 2005)
(Figuras 10, 11, 12, 13, 14 e 15).

Base do capitulum é a porcdo basal em que as pecas bucais estdo ligadas;
no género Rhipicephalus essa base é hexagonal (Figuras 10, 11, 12, 13, 14 e 15).
Na base do capitulum dos espécimes de todas as localidades, cerdas e sensilla
foram encontradas.

De acordo com Sonenshine (1991), os receptores quimiossensoriais e
mecanosensoriais que fornecem informacfes sobre os hospedeiros podem ser
encontrados nas queliceras (Ch). No presente estudo, assim como Oliveira et al.
(2005), essas estruturas relatadas por Sonenshine (1991) nédo foram encontradas.

A comparacdo do tamanho dos palpos e das queliceras fornece um caréter
importante utilizado para a distincdo entre machos e fémeas (Walker et al. 2005) e
entre fémeas de R. sanguineus de diferentes paises (Oliveira et al. 2005). Oliveira et
al. (2005) constataram que R. sanguineus da Argentina apresenta palpos
ligeiramente mais longo que queliceras enquanto R. sanguineus do Brasil apresenta
palpos muito mais longos do que queliceras.

Todos os carrapatos do presente estudo apresentaram palpos ligeiramente
mais longos do que as queliceras, semelhantes aos carrapatos da Argentina. A
razdo pela qual as caracteristicas dos espécimes coletados neste estudo ndo se
assemelham com os espécimes coletados no Brasil por Oliveira et al. (2005) é
devido ao fato de que a coleta desses autores foi restrita a um Unico local (Sé&o
Paulo), no sudeste do Brasil, enquanto o presente estudo abrangeu coletas de
diferentes locais em trés regides do Brasil. Estes dados podem sugerir a existéncia
de diferencas morfol6gicas em diferentes populacdes de R. sanguineus no Brasil.

O 6rgéo de Haller é a estrutura sensorial localizada na superficie dorsal do
tarso subapical | (Walker et al. 2005). A arranjo deste O0rgdo compreende uma
capsula anterior (aP) e uma capsula posterior, com varias sensilas que

respondem a diferentes estimulos (Krantz & Walter 2009).
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Figura 10 - Micrografia eletrénica de varredura do capitulo de machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Rondbnia. Vista

dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (P) palpo, (Ch) quelicera e (hyp) hipostémio.
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Figura 11 - Micrografia eletrénica de varredura do capitulo de machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Roraima. Vista dorsal

(A) e ventral (B) do espécime. (P) palpo, (Ch) quelicera e (hyp) hipostdémio.
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Figura 12 - Micrografia eletrdnica de varredura do capitulo de machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Pernambuco. Vista

dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (P) palpo, (Ch) quelicera e (hyp) hipostdmio.
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Figura 13 - Micrografia eletrénica de varredura do capitulo de machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Rio Grande do Norte.

Vista dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (P) palpo, (Ch) quelicera e (hyp) hipostémio.
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Figura 14 - Micrografia eletrénica de varredura do capitulo de machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Parand. Vista dorsal

(A) e ventral (B) do espécime. (P) palpo, (Ch) quelicera e (hyp) hipostémio.
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Figura 15 - Micrografia eletrénica de varredura do capitulo de machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em Rio Grande do Sul.

Vista dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (P) palpo, (Ch) quelicera e (hyp) hipostdémio.
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Neste estudo, a cépsula anterior do 6rgao de Haller apresenta sensilas que
diferem em forma, e seu numero é semelhante (n = 5) (Figuras 17, 18, 19, 20 e 21),
exceto nos espécimes de RO, nos quais seis sensilas podem ser notadas (Figura
16). O arranjo da céapsula varia entre espécies coletadas nos diferentes Estados
(Figura 6). De acordo Foelix & Axtell (1972) o o6rgdo de Haller ndo difere entre as
formas de larvas e de adultos, mas pode haver variagdo entre espécies e entre as
espécies, como observado por Bruce (1971) e Foelix & Axtell (1972).

Os festdes (F) dos machos observados no presente estudo mostrou onze
porcdes retangulares distintas que s6 sdo delimitados por sulcos laterais profundos
(Figuras 22A, 24A, 25A e 27A), exceto nas amostras de Roraima e Parana onde o0s
festdes foram delimitadas pelos sulcos laterais (Lg) e pela sulco marginal (Mg)
(Figura 23A e 26A). Esse mesmo padréo de delimitacdo foi observado por Oliveira et
al. (2005) em fémeas coletadas em Sao Paulo, Brasil.

O processo caudal (Cp) varia em tamanho (Figuras 23B, 25B, 26Be 27B), e €
uma protrusao do festdo central em machos alimentados. Rhipicephalus é o género
mais comum em que esta caracteristica é vista (Universidade de Bristol Tick ID).

O orificio anal é composto por duas valvulas (V) e o sulco anal (Ag) em todas
as amostras coletadas. As valvulas do orificio anal sdo de forma articulada com
quatro cerdas dispostas simetricamente em cada parte (Figuras 22B, 23B, 24B, 25B,
26B e 27B). Oliveira et al. (2005) também observaram o padréo de quatro cerdas em
cada valvula para R. sanguineus da Argentina, mas para espécimes de Sao Paulo,
as valvulas apresentaram trés cerdas mais uma modificada. Por outro lado, o sulco
mediano poés-anal (Pmg) foi apenas observado nas amostras de Roraima e Rio
Grande do Sul (Figura 23B e 27B). Este sulco ndo s6 pode ser observado em
R. sanguineus de Sao Paulo (Oliveira et al. 2005), mas também em outras espécies
do género Rhipicephalus (Walker et al. 2005, Horak et al. 2013).

As placas adanais (ad) e as placas acessorias (as) fazem parte da regiao
anogenital e tém a forma de um par ventral de grandes estruturas esclerotizadas
localizadas lateralmente ao anus em machos (Walker et al 2005; Krantz & Walter,
2009). As placas acessorias estéo localizadas do lado de fora das placas adanais e
variam na forma (Figuras 22B, 23B, 24B, 25B, 26B e 27B).
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Figura 16 - Micrografia eletrdnica de varredura do 6rgéo de Haller de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rondonia. (aP)
capsula anterior.
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Figura 17 - Micrografia eletrénica de varredura do 6rgao de Haller de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Roraima. (aP)

capsula anterior.
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Figura 18 - Micrografia eletronica de varredura do 6rgao de Haller de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Pernambuco.

(aP) capsula anterior.
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Figura 19 - Micrografia eletronica de varredura do érgéo de Haller de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rio Grande do

Norte. (aP) capsula anterior.
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Figura 20 - Micrografia eletronica de varredura do 6rgao de Haller de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Parana. (aP)

capsula anterior.
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Figura 21 - Micrografia eletronica de varredura do érgéo de Haller de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rio Grande do

Sul. (aP) cépsula anterior.
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Figura 22 - Micrografia eletrbnica de varredura do opistossoma de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rondbnia. Vista

dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (F) festdes, (Lg) sulco lateral, (Ag) sulco anal, (v) valvas, (Ad) placas adanais e (As) placas acessoérias.
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Figura 23 - Micrografia eletrbnica de varredura do opistossoma de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Roraima. Vista

dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (F) festdes, (Lg) sulco lateral, (Mg) sulco marginal, (Pmg) sulco mediano pds-anal, (Ag) sulco anal, (v) valvas, (Ad) placas adanais,
(As) placas acessorias e (Cp) processo caudal.

41



Figura 24 - Micrografia eletrénica de varredura do opistossoma de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Pernambuco. Vista

dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (F) festdes, (Lg) sulco lateral, (Ag) sulco anal, (v) valvas, (Ad) placas adanais e (As) placas acessorias.
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Figura 25 - Micrografia eletrénica de varredura do opistossoma de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rio Grande do

Norte. Vista dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (F) festdes, (Lg) sulco lateral, (Ag) sulco anal, (v) valvas, (Ad) placas adanais, (As) placas acessorias e (Cp) processo
caudal.
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Figura 26 - Micrografia eletrénica de varredura do opistossoma de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Parana. Vista
dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (F) festdes, (Lg) sulco lateral, (Mg) sulco marginal, (Ag) sulco anal, (v) valvas, (Ad) placas adanais, (As) placas acessérias e (Cp)

processo caudal.
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Figura 27 - Micrografia eletrbnica de varredura do opistossoma de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rio Grande do Sul.
Vista dorsal (A) e ventral (B) do espécime. (F) festBes, (Lg) sulco lateral, (Pmg) sulco mediano pés-anal, (Ag) sulco anal, (v) valvas, (Ad) placas adanais, (As) placas

acessorias e (Cp) processo caudal.
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Neste estudo, os espécimes observados apresentam dois pares de placas
adanais paralelas longas e variaveis em forma (margem posterior pontuda ou
arredondada). A distribuicdo de cerdas ndo € padronizada (Figuras 22B, 23B, 24B,
25B, 26B e 27B).

Em espécimes de R. sanguineus os espiraculos sdo em forma de virgula
(Dantas-Torres et al., 2008) (Figuras 28, 29, 30, 31, 32 e 33).

Estudos anteriores com carrapatos tentaram elucidar a funcdo da espiraculo
(Woolley 1972; Roshdy & Hefnawy 1973; Evans 1992;. Dantas-Torres et al 2013).
Hinton (1967) considerou os poros da placa espiracular em carrapatos como
aberturas funcionais para a troca de gases e o 0stio como uma estrutura nao-
funcional, oriunda de um tubo colapsado durante a ecdise de ninfa para adultos. Por
outro lado, Hefnawy (1970) sugeriu que o0s espiraculos exerceriam um controle
fisiolégico sobre a perda de agua.

Neste estudo, as placas espiraculares podem ser muito estreitas, em alguns
espécimes (Figuras 28, 30 e 33), mas muito grande em outros (Figuras 29, 31 e 32).
O padrédo de distribuicdo dos poros superficiais (Sp) é aleatério. As regides de
macula (Ol) variam de tamanho e forma, em todas as espécies de diferentes
localidades (Figuras 28, 29, 30, 31, 32 e 33). A variagdo nas placas espiraculares
observada neste estudo também pode ser observada em outras espécies do género
Riphicephalus; enquanto as placas espiraculares de R. walkerae s&o longas e
estreitas dorsalmente (Horak et al. 2013), em R. turanicus, as placas séao alargadas
(Pegram et al. 1987a, 1987h). O presente estudo concorda com Dantas-Torres et al.
(2013) que o padrado de perfuracdo das placas espiraculares pode variar entre
populacoes.

De acordo com Walker et al. (2005), apenas a abertura genital feminina tem
valor taxonémico para o género Rhipicephalus, mas este estudo forneceu novas
informacdes sobre a forma de placa genital (Gp) de espécimes machos de diferentes

localidades.
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Os machos de RO apresentam placa genital levemente arredondada na
extremidade distal (Figura 34); em PE a placa triangular é desprovida de apice na
extremidade distal (Figura 36); no RR e RN, apresentam placa fortemente triangular
na extremidade distal (Figuras 35 e 37); no PR e RS as placas genitais sao
semelhantes, com a margem descontinua e truncada na porcao distal (Figuras 38 e
39).

As caracteristicas morfolégicas observadas no presente trabalho foram

sintetizadas em uma tabela comparativa entre os Estados (Tabela 4).
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Figura 28 - Micrografia eletrbnica de varredura da placa espiracular de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rondbénia. (Ol)

regido de macula e (Sp) poros de superficie.
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Figura 29 - Micrografia eletrbnica de varredura da placa espiracular de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Roraima. (Ol)

regido de macula e (Sp) poros de superficie.
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Figura 30 - Micrografia eletrénica de varredura da placa espiracular de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Pernambuco.

(Ol) regido de macula e (Sp) poros de superficie.
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Figura 31 - Micrografia eletrbnica de varredura da placa espiracular de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rio Grande do

Norte. (Ol) regido de mécula e (Sp) poros de superficie.
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Figura 32 - Micrografia eletrdnica de varredura da placa espiracular de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Parand. (Ol)

regido de macula e (Sp) poros de superficie.
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Figura 33 - Micrografia eletrbnica de varredura da placa espiracular de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rio Grande do

Sul. (Ol) regido de macula e (Sp) poros de superficie.
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Figura 34 - Micrografia eletrdnica da placa genital de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Ronddnia. (Gp) placa genital.
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Figura 35 - Micrografia eletronica da placa genital de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Roraima. (Gp) placa genital.
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Figura 36 - Micrografia eletrdnica da placa genital de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Pernambuco. (Gp) placa genital.
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Figura 37 - Micrografia eletrénica da placa genital de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rio Grande do Norte. (Gp) placa

genital.
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Figura 38 - Micrografia eletronica da placa genital de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Parana. (Gp) placa genital.
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Figura 39 - Micrografia eletrénica da placa genital de macho de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletado em Rio Grnade do Sul. (Gp) placa

genital.
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Tabela 4: Tabela comparativa das caracteristicas morfolégicas observadas em machos de Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) coletados em seis
Estados no Brasil. RO — Rondbnia, RR — Roraima, PE — Pernambuco, RN — Rio Grande do Norte, PR — Parana, RS — Rio Grande do Sul, Lg — sulco lateral e MG — sulco

marginal.

RO RR PE RN PR RS
Distribuicdo de cerdas dorsais variavel X X X X X X
Base do capitulum com cerdas X X X X X X
Queliceras sem quimio e

X X X X X X
mecanorreceptores
Palpos ligeiramente maiores do que as

) X X X X X X

queliceras
Ne de cerdas do Orgéo de Haller 5 5 4 4 5 5
N° de Festfes 11 11 11 11 11 11
Delimitacédo dos festdes Lg Lg+Mg Lg Lg Lg Lg
Orificio anal com 4 cerdas simétricas X X X X X X
Sulco mediano pds-anal X X
Placas espiraculares estreitas largas estreitas largas largas estreitas

Placa genital

sem épice distal

com apice distal

com apice distal

com apice distal

sem apice distal

Truncada no

apice distal
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5.2. Analises moleculares de machos de Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806)

A anélise molecular, bem como a analise morfologica, demonstra que existem
diferencas significativas entre os carrapatos morfologicamente identificados como
R. sanguineus no Brasil.

Em relacdo as diferencas observadas entre as sequéncias, quatro haplétipos
foram encontrados para 12S rDNA (hA-hD), sete para COX1 (h1-h7) e dez para D-
loop rDNA (hl-hX). A classificacdo dos haplétipos encontrados aqui faz referéncia
apenas as sequéncias produzidas neste estudo, sem nenhuma relagcdo com
classificacdes utilizadas em outros estudos. Os haplétipos hl de COX1, hC de 12S
rDNA e hl de D-loop foram encontrados exclusivamente no estado do Rio Grande do
Sul. Outros haplotipos foram encontrados em mais de um estado, como h2 (RO e
PA) e h3 (RN e RO) de COX1 e hB (RN, PA, RO) de 12s rDNA. D-loop foi a regiao
com o0 maior numero de variacdes entre as sequéncias, totalizando 10 haplotipos.
Todos os Estados, exceto Rio Grande do Sul, tém mais de um haplétipo e o Estado
do Parana foi o que apresentou 0 maior nimero, com quatro variantes.

Sequéncias dos genes 12S rDNA e COX1 de pelo menos uma amostra de
cada estado foram concatenadas e utilizadas para analise filogenética (Figura 40). A
arvore resultante mostra uma separa¢do entre amostras do Rio Grande do Sul em
relacdo a outros espécimes dos estados das regifes Norte e Nordeste e até mesmo

amostras de outro Estado da regido sul do pais, o estado do Parana.
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A KX383904|KX383812| Rhipicephalus sanguineus LIC5533C Rio Grande do Sul

AF133056|AF132839| Rhipicephalus sanguineus R. sp. Il sensu Dantas-Torres et al. (2013)
AKX383903|KX383811| Rhipicephalus sanguineus LIC5533B Rio Grande do Sul = espécie temperada
24 A KX383906|KX383819| Rhipicephalus sanguineus LIC5554A Rio Grande do Sul
- — AF133057|AF132841| Rhipicephalus turanicus

KC243813|KC243899| Rhipicephalus guilhoni haplotype 3
A KX383878|KX383816| Rhipicephalus sanguineus LIC5766G  Ronddnia

| JX416325| Rhipicephalus sanguineus R. sanguineus s. I.

A KX383883|KX383817| Rhipicephalus sanguineus LIC6084B  Roraima R. sanguineus sensu Walker et al. (2000)

A KX383867|KX383799| Rhipicephalus sanguineus LIC5958C Rio Grande do Norte | = espécie tropical
95 LA KX383889|KX383814| Rhipicephalus sanguineus LIC5584D Parana
KC503263| Rhipicephalus geigyi isolate Boge

KC503262| Rhipicephalus kohlsi isolate Boko
76 98 ,jKC503255| Rhipicephalus australis isolate Boau
KC503256| Rhipicephalus annulatus isolate Boan

j{j AF031860|AF132834| Rhipicephalus compositus
AF031866|AF132840| Rhipicephalus simus

— 99 |AF031859|AF132833| Rhipicephalus appendiculatus

92

99

KC503257| Rhipicephalus appendiculatus isolate Rhap

99 AB113317| Amblyomma triguttatum isolate:SB1
;JXS 73118 Amblyomma cajennense

0.3

Figura 40 - Analise filogenética dos espécimes classificados como Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) do Brasil inferida pelo método da Maxima-
verossimilhanga (MV) utilizando sequéncias concatenadas de nucleotideos dos genes 12S rDNA (238 pb) e COX1 (472 pb). O modelo evolutivo utilizado foi o
HKY85+G+I+F. A barra de escala representa a distancia genética. Os nameros nos nés da arvore sdo os valores de bootstrap obtidos a partir de 1000 réplicas. Os

nameros de acesso do GenBank estdo apresentados a esquerda dos nomes e os tridngulos representam sequéncias obtidas no presente trabalho.
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A andlise filogenética realizada apenas com as sequéncias de 12S rDNA
corroboram o0s resultados observados com as sequéncias concatenadas e, além
disso, mostra que a espécie encontrada nos estados de Roraima, Rondbnia, Rio
Grande do Norte e Parana é também encontrada no estado do Amazonas, Para,
Tocantins e S&o Paulo (Figura 41). As sequéncias dos carrapatos coletados nestes
estados agrupam com as sequéncias de espécimes classificados como
R. sanguineus s. |., espécie tropical, enquanto as sequéncias do Rio Grande do Sul
agrupam com sequéncias de espécimes classificados como R. sp. Il ou espécie
temperada (Dantas-Torres et al. 2013). Na construcéo da arvore filogenética para o
gene 12SrDNA foram utilizadas sequéncias de espécimes provenientes de coldnias
que foram utilizadas em dois estudos prévios e que apontaram uma
incompatibilidade reprodutiva entre a espécie encontrada no estado do Rio Grande
do Sul, R. sp. Il (espécie temperada), e a espécie encontrada nos outros estados
brasileiros, R. sanguineus s. |. (espécie tropical) (Szabo6 et al. 2005; Levin et al.
2012) (Figura 41). A incompatibilidade reprodutiva € uma caracteristica biologica
utilizada como definidora de espécies distintas e corrobora os dados moleculares

observados.
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& KX 383583 | Rhipicephalus sanguineus LIGB084B
JX4168325| Rhipicephalus sanguineus

KU255854| Rfupicephalus sanguineus haplotype 6
Av55D842| Rhipicephalus sanguinous
73| KC243789| Rhipicephalus sanguineus haplatype 4
[k J0425164| Rhipicaphaius sanguineus
& (Submetida)| Rhipicephalus sanguineus
EU34B6TI| Rhipicephalus sanguineus isolate PAS
100/ |&KX383883| Rhipicephalus sanguineus LICS5840
A KX3B83875| Rhipicephalus sanguineus LIC5TEED
KUZ55855| Rhipicephalus sanguineus haplotype 7
74 JX208959] Rhipicaphalus sanguineus isolate ||
A [ Submelida)l) Rhipicephalus sanguineus
KC243813| Rhipicephalus guithoni haplotype 3
KT382453| Rhipicephsalus turanicus isolate Kyr
r U25916| Rhipicaphalus turanicus

Ja

A480850| Rhipicephalus turanicus isolate 260 12s SP6
AF150013| RBhipicephalus turanicus strain lsr-63

JX206872| Rhipicaphalus sanguinaus isolate V
AF150020| Rhigicephalus sanguineus
KT382486| Rhipicephalus sanguinews isolate Fra
A KX383904| Rhipicephalus sanguineus LICS5330
A& KX383803| Rhipicephalus sanguinews LICS533B
AY5E9841| Riipicaphalus sanguingus

HM138901| Rhipicephalus sanguireus isolate R3S

28| AF 133058 Rhipicephalus sanguineus

— |

JXET3118| Amblyvomma cajennense

0.2

B6 AF031B60| Rhipicephalus compositus

AF031859| Rhipicephalus appendiculatus

KCB03263| Rhipicephalus geigyi isclate Boge
KC503255) Rhipicephalus australis isolate Boau

KCB03262) Rhipicephalus kohisi isolate Boko

AB113317| Amblyomma inguttatunt isolate:SB1

Roraima, Brazil

Senegal
S&n Paulo, Brazil

France

Reunion —_

Tocanting, Brazil
Para, Brazil
Parana, Brazil
Ronddnia, Brazil

Formasa, Argentina
Amazonas, Brazil

France
France
Rie Grande da Sul. Brazil
Rio Grande do Sul, Brazil
Santa Fg, Argentina
Israel

R. sanguineus s. |.
R. sanguineus sensu Walker et al. (2000)
= aspecie tropical

Incompatibilidade
reprodutiva

Szabd et al. 2005
Levin et al. 2011

E. sp. |l sensu Dantas-Torres et al, (2013)
= espécie temperada

Figura 41 - Analise filogenética dos espécimes classificados como Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) do Brasil inferida pelo método da Maxima-
verossimilhanca (MV) utilizando sequéncias de nucleotideos do gene 12S rDNA (273 pb). O modelo evolutivo utilizado foi o TN93+G+F. A barra de escala representa a
distdncia genética. Os nimeros nos nds da arvore sdo os valores de bootstrap obtidos a partir de 1000 replicatas. Os nimeros de acesso do GenBank estéo

apresentados a esquerda dos nomes e os tridngulos representam sequéncias obtidas no presente trabalho.
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A mesma andlise (Figura 41) mostra que a espécie R. sp. Il também é
encontrada na Argentina (KT382508) e Franca (KT382486). Por outro lado, é
possivel notar que a espécie tropical, encontrada nos outros estados brasileiros,
apresenta sequéncias que agrupam com uma sequéncia de um espécime africano
(KU255854).

A analise do gene COX1 também mostra uma separagao entre os carrapatos
do Rio Grande do Sul e os carrapatos dos outros estados e evidencia que a espécie
R. sp. Il, também pode ser encontrada no estado de Santa Catarina. Tal como
observado para o gene 12S rRNA, as sequéncias de COX1 do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina agrupam com sequéncias de paises europeus, como Portugal
(KC243890), Italia (KC243886) e Espanha (KC243891) (Figura 42).
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74

85

99

(Submetida)| Rhipicaphalus sanguineus LIC4BERG

A HX383796| Rhipicephalus sanguineus LIC5682B

AKX 383820| Rhipicephalus sanguineus LICETETD

& {Submetida)| Rhipicephalus sanguineus LICA030B

AFX383816| Rhipicephalus sanguineus LICS766G

JOBZBERZ| Rhipicephalus sanguineys isolate 3462
AKXABIB15| Rhipicephalus sanguineus LICSTEED
&K X3R3TOR| Rhipicephalus sanguineus LICS398C
A (Submetida)| Rhipicephalus sanguineus LIC45286
A (Submetida)| Rhipicephalus sanguineus LICE5454

81 KC243873| Rhipicephalus sanguineus haplatype 2

95

L |&{Submetida)| Rhipicephalus sangumeus LICE1204
& KX383801| Rhipicephalus sanguineus LICS7TS5
iKXSB‘%Bﬂ Rbipicephalus sanguineus LICS584D

Submﬂtld"J Rhipicephalus sanguinaus LICS273D
Submetlda Rhipicaphalus sanguineus LICIE35G

F JX416325| Rhipicephalus sanguineus

KC243879| Rhipicephalus sanguineus haplotype 8

74 KF200113| Rhipicephalus sanguineus voucher CAS-TOBS

ARX3IBITIT| Rhipicephalus sp. Tropical LICGEE4A
— KC243889| Rhipicephalus guithani haplatype 3

80 KC243917| Rhipicephalus turanicus haplotype 16

78 ﬂ:m 3912| Rhipicephalus turanicus haplolype 11

AF132841| Rhipicephalus turamicus
KC243800| Rhipicephalus sp. Morphotype 2 haplotype 6
AKX 383612 Rhipicephalus sanguineus LICS533C
KC243886] Rhipicephalus sp. Morphotype 2 haplolype 2
AKOCAB3819] Rhipicephalus sangm’neus LIC5554A

KIC243910| Rhipicaphalus turanicus haplotype 18

71 Of [lAKX385811| Rhipicephalus sangwneus LIC5533B

|A{Suhmet|da )| Rhipicephalus s&ngmﬂeus LIC4723B

A (Submetida)| Rhipicephalus sanguineus LIC47S0B
AF132839| Rhipicephalus sanguineus

KC243881| Rhipicephalus sp. Morphotype 2 haplotype 7

1] KCH0:3283| Rhipicephalus geigyf isolate Boge
g?|_7 i

KCE03262| Rhipicephalus kohisi isclate Boko

Rio de Janeiro
Parana
Rondénia
Mato Grosso

Rio Grande do Morte
Ceara

Espirito Santo
Goias

Mato Grosso do Sul
Tocanting

Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul
Rio Grande do Sul

Santa Catarina
Santa Catarina

KCE03255| Rhipicephalus ausfraliz isolate Boau

KCH03256| Rhipicephalus annulafus isolate Boan

{AH 32834| Rhipicephalus compositus

AF132840| Rhipicephalus simus

KCH03257| Rhipicephalus appendiculalus isolate Rhap
AF132833| Rhipicaphalus appendiculatus

5
i |

0.2

AB113317| Amblyvormma trigutisium isolate:SB1

JXET3118) Amblyomma cajennense

R. sanguineus s. |.
R. sanguineus sensu Walker et al. (2000}
= espécie tropical

R. sp. Il sensu Dantas-Torres et al. (2013)
= especie temperada

Figura 42 - Analise filogenética dos espécimes classificados como Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) do Brasil inferida pelo método da Maxima-
verossimilhanca (MV) utilizando sequéncias de nucleotideos do gene COX1 (453 pb). O modelo evolutivo utilizado foi 0 TN93+G+F. A barra de escala representa a

distdncia genética. Os nimeros nos nds da arvore sdo os valores de bootstrap obtidos a partir de 1000 replicatas. Os numeros de acesso do GenBank estédo

apresentados a esquerda dos nomes e os tridngulos representam sequéncias obtidas no presente trabalho.
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A andlise desse gene mostra que a espécie R. sanguineus s. |. € encontrada
ainda nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiads, Espirito Santo,
Cear& e Rio de Janeiro, 0 que em acréscimo com a informagé@o apresentada pela
analise com o gene 12S rDNA mostra que esta espécie é encontrada em todas as
regides do pais.

Hebert et al (2003) desenvolveram um sistema de identificagdo baseada no
calculo da divergéncia nucleotidica de 617 pb do gene COX1, utilizando o modelo
evolutivo Kimura-2-parametros. Quando aplicado para o estudo de lepiddpteras eles
observaram que os valores de divergéncia entre organismos de uma mesma espécie
eram menores do que 3%. Se o mesmo valor fosse aplicado como limite para a
identificacdo de espécies de carrapatos do género Rhipicephalus, observariamos
que uma sequéncia de um espécime classificado como R. turanicus, coletado na
Turquia (AF132841) (Murrell et al. 2000), apresenta um valor superior a esse limite
quando comparada com outras trés sequéncias de espécimes também classificados
como R. turanicus, coletados na Italia (KC243917 e KC243919) e Grécia
(KC243912). Estas trés sequencias apresentam um valor de divergéncia menor que
3% quando comparadas entre elas. Uma vez que este valor de divergéncia é
apresentado por sequéncias de espécimes classificados como R. turanicus e
coletados em regifes préximas, nés utilizamos o valor de 4% como o limite para a
classificacdo de espécies. Como resultado observou-se que todas as outras
comparacdes entre organismos de diferentes espécies ultrapassam esse valor e a
tabela 5 apresenta o menor e o maior valor de divergéncia apresentado pela
comparacao quando ha mais de uma sequéncia de uma espécie. A comparacédo da
espécie tropical e a espécie R. guilhoni apresenta os valores de divergéncia de
5.8%-7.3%. Em adicdo, a espécie da regido tropical do Brasil, R. sanguineus s. I,
apresenta valores minimo e maximo de divergéncia de 12.3%-13.4%, quando
comparada a espécie R. sp. Il, de regides temperadas. Este valor é maior do que o
obtido nas comparagdes entre R. annulatus X R. australis (8.5%), R. compositus X
R. simus (9.3%) e R. sp. Il e R. guilhoni (Tabela 5).
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Tabela 5 — Matriz de divergéncia nucleotidica minima e maxima do gene COX1, entre espécies do género Rhipicephalus Koch, 1844. O nimero de sequéncias

disponiveis para cada espécie é apresentado entre parénteses.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 - R sanguineus Trop. (20) 0.0% - 2.5%
2 - R. guithoni (1) 5.8% -7.3%
3 - R turanicus (4) 129% -157% 12 1% -14.3% 0.2% - 3.9%
4 - R sp. |l Temperada (9) 12.3% -13.4% 112%-117% 110%-142% 0.0% -0.4%
5-R geigyi (1) 15 7% - 17 1% 13.5% 17.1% - 18.8% 13.3% - 13.8%
6 - R. kohlsi (1) 16.3% - 17.7% 16.5% 18.6% - 200% 14.6% - 14.9% 12.7%
7 - R australis (1) 18 2% - 19.9% 17 6% 197% -217% 16.8% -17.1% 12.7% 13.8%
8 - R annulatus (1) 18 2% - 19 6% 16.5% 17 1% -197% 146%-149% 11.7% 12.5% 85%
9 - R compositus (1) 15.7% - 17 4% 14.1% 14 5% - 17.5% 12.5% - 13.0% 14 8% 17.4% 17.1% 16.2%
10 - R simus (1) 17 1% - 18 2% 16.0% 158% -17.7% 155% -16.1% 14.8% 17.1% 17.9% 16.68% 9 3%
11 - R appendiculatus (2) 14 6% - 16.0% 13.3% 17.7% -200% 14.1% - 14.3% 15.1% 17.9% 17.0% 17.3% 13 5% 14 6% 0.0%
12 - A. triguttatum (1) 20.8% - 21.4% 21.4% 21.1% -235% 216%-219% 21.9% 23 4% 207% 22 6% 22 0% 23 5% 18 2%
13 - A cajennense (1) 23.9% - 24 9% 23.9% 235%-244% 22 1%-224% 205% 21.1% 22 3% 22 3% 21.4% 22.0% 205% 19.1%
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A andlise filogenética realizada com a regido de controle D-loop mostrou o
mesmo resultado que foi observado com os trés conjuntos de dados anteriormente
analisados, separando os carrapatos do Rio Grande do Sul dos outros carrapatos

encontrados no Brasil (Figura 43).

— HQ323701| Rhipicephalus turanicus voucher USNTC:RML 118965
AKX383846| Rhipicephalus sanguineus LIC6084B
71/|/AKX383835| Rhipicephalus sanguineus LIC5958C
| [|AKX383822| Rhipicephalus sanguineus LIC5584D
AKX383824| Rhipicephalus sanguineus LIC5586A
JX416325| Rhipicephalus sanguineus
AKX383821| Rhipicephalus sanguineus LIC5584C
AKX383823| Rhipicephalus sanguineus LIC5585A
AKX383841| Rhipicephalus sanguineus LIC6082B
AKX383825| Rhipicephalus sanguineus LIC5587B
AKX383832| Rhipicephalus sanguineus LIC5977
96 r HQ323696| Rhipicephalus appendiculatus isolate vieux
AY059216| Rhipicephalus appendiculatus
KC503255| Rhipicephalus australis isolate Boau
85 KC503263| Rhipicephalus geigyi isolate Boge
HQ323709| Rhipicephalus sanguineus isolate C19
AKX383852| Rhipicephalus sanguineus LIC4736D
AKX383859| Rhipicephalus sanguineus LIC5535D
AKX383849| Rhipicephalus sanguineus LIC4727C
A KX383857| Rhipicephalus sanguineus LIC5534B R. sp. Il sensu Dantas-Torres et al. (2013)
HQ323717| Rhipicephalus sanguineus isolate R8 = espécie temperada
HQ323708| Rhipicephalus sanguineus isolate B43
HQ323721| Rhipicephalus sanguineus isolate V2
HQ323719| Rhipicephalus sanguineus isolate S18
89 JX573118| Amblyomma cajennense
AB113317| Amblyomma triguttatum isolate:SB1

0.07

R. sanguineus s. |.
R. sanguineus sensu Walker et al. (2000)
= espécie tropical
89

Figura 43 - Andlise filogenética dos espécimes classificados como Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) do Brasil inferida pelo método da Maxima-verossimilhanca (MV)
utilizando sequéncias de nucleotideos do gene D-loop (322 pb). O modelo evolutivo foi o0 TN93+G+F.
A barra de escala representa a distancia genética. Os nimeros nos nés da arvore sdo os valores de
bootstrap obtidos a partir de 1000 replicatas. Os nimeros de acesso do GenBank estdo apresentados

a esquerda dos nomes e 0s tridngulos representam sequéncias obtidas no presente trabalho.

De acordo com a reconstrucao filogenética, os espécimes de R. sanguineus
do Rio Grande do Sul (12S rDNA, COX1 e D-loop) e Santa Catarina (COX1) formam
um clado bem delimitado e suportado, bem distinto de todos os outros espécimes
analisados (Figuras 40, 41, 42 e 43).

A globalizagdo do comércio, migracdo animal (Pfeffer & Dobler 2010) e
migracdo humana, além das altera¢cbes climaticas (Estrada-Pefia 2009) séo alguns
dos fatores que podem causar a disseminacdo de carrapatos e seus patdogenos
(Klaus et al 2016). O padrao de agrupamento da diversidade encontrada para
R. sanguineus no Brasil pode ser compreendida se olharmos para tras na historia de
migracao do Brasil, e, neste contexto, ao migrar o ser humano leva consigo seus
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cdes infestados com R. sanguineus para diferentes regides do pais. Este perfil de
diversidade genética, associada a migracdes humanas, pode ser observado em
outras espécies de ixodideos (Lampo et al., 1998, Casati et al. 2008, Bitencourth et
al. 2016).

Como o resto do mundo, o Brasil teve grandes movimentos migratorios ao
longo de sua historia. De acordo com Adas et al. (2004) a migracdo brasileira é
dividida em trés periodos: 1080-1850, 1850-1930 e 1930 até os dias atuais. A
migracdo interna desempenhou um papel importante, devido a mobilidade notavel
da populacdo. Os ciclos econdbmicos brasileiros foram cruciais para estes
movimentos de populagdo, entre eles podemos citar os movimentos devido a
colonizacdo do pais, estrada Trans-amazOnica, mineragdo, ciclo da borracha, a
construcdo de Brasilia, entre outros (Martins & Vanalli, 2004).

O Tratado de Tordesilhas dividiu o territorio brasileiro em duas partes. Quase
toda a costa leste estava sob o dominio Portugués, no entanto, o Estado do Rio
Grande do Sul era parte da costa leste brasileira que estava sob dominio Espanhol.
O fluxo intenso de navios da Africa para as coldnias portuguesas pode explicar por
que uma das espécies de R. sanguineus estudados aqui é encontrado em varios
estados cujos territorios estavam sob o dominio Portugués. De fato, um dos
carrapatos morfologicamente identificados como R. sanguineus parece ter tido sua
origem na Africa (Otranto et al. 2014).

A disperséao pelo interior do pais pode ser explicada por outros fatores, como
a disseminacdo da cultura do café que comecou no vale do rio Paraiba do Sul e teve
sua idade de ouro entre 1850 e 1929, atingindo o oeste de S&o Paulo e, em seguida,
norte de Parana, em uma impressionante onda verde apoiada por correntes
migratorias do Nordeste e de Minas Gerais. Foi 0 maior movimento interno da
populacdo no Brasil e foi responsavel por uma profunda mudanca na distribuicdo da
populacao do pais (Martins & Vanalli 2004).

Houve uma afluéncia de novos migrantes para a Amazonia, especialmente no
Acre e Rondénia, no segundo ciclo da borracha (1942-1945), em uma tentativa de
tentar aumentar a producédo, uma vez que 0S seringais asiaticos estavam tomados
pelos japones, adversarios dos Aliados (URSS, Inglaterra, Franca e EUA) durante a
guerra. (Martins & Vanalli 2004).

Também na década de 1940, o numero de sulistas que comecaram a habitar
outras unidades da Federacdo tem crescido. A diaspora dos sulistas em relagcéo a

outros estados foi motivada pela falta de terra para o cultivo. Mais de cem mil
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sulistas migraram para Rond6nia, a maioria vivendo nos municipios de Vilhena e Ji-
Parand para plantar soja, e Porto Velho, trabalhando como profissionais e
funcionarios publicos. Em Roraima a concentracdo de migrantes vindos de Parana
também é grande por causa das grandes plantacfes de arroz (Martins & Vanalli
2004).

A década de 1950 foi uma época de grande fluxo migratorio, rumo
principalmente para a industrializacdo de S&o Paulo e Rio de Janeiro e Goias,
devido a construcdo da capital federal. Nessa época, destacam-se também as
migracOes para Ronddnia com cassiterita e norte do Parana com o café (Martins &
Vanalli 2004).

Entre 1970 e 1991, as unidades da federac&o brasileira que receberam a
maioria dos migrantes foram Rond6nia e Roraima. Para Rondénia devido a projetos
de colonizacéo e de liquidagao inicialmente promovidos pelo programa do governo
militar chamada Polonoroeste (1970-1980) e organizados pelo Incra, e Roraima,
devido a mineracdo de ouro e diamante a partir da década de 1970 (Martins &
Vanalli 2004).

Por outro lado, a presenca de um carrapato com possivel origem europeia no
estado do Rio Grande do Sul pode ser explicada por caracteristicas que sao quase
exclusivas desse estado, em comparacdo com outros estados do pais.

Rio Grande do Sul, no inicio do século XX, teve 12% de sua populacdo
composta de estrangeiros (alemaes e italianos, principalmente), muito maior do que
o indice do Brasil. Este fato é o resultado do intenso fluxo migratério para o Estado
no final do século XIX. Esta tendéncia tem mudado ao longo do tempo (de Lourdes
Jardim & Barcellos, 2012). Como Rio Grande do Sul, a Argentina tem forte tradicao
europeia, o que poderia explicar a presenca do mesmo carrapato neste pais.

Outro aspecto importante da dindmica populacional do estado é a migracao
inter-regional. Cerca de 80% dos migrantes do Rio Grande do Sul tem o préprio
Estado como destino. Estes movimentos seguem a dindmica econdmica e social do
Estado, com os fluxos predominando nas regides mais dinamicas (de Lourdes
Jardim & Barcellos, 2012).

A migracdo humana pode ter levado a propagacéo geografica do hospedeiro
de R.sanguineus — o cao doméstico. A ocorréncia de carrapatos vetores nos
assentamentos humanos em todo o mundo e entre 0s animais que sao geralmente
associados com a atividade humana, como gatos, caes e roedores apoiam essa

teoria. O aumento das viagens pode ter desempenhado um papel importante na
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disseminacéo de tais carrapatos associados aos cdes durante a historia, conforme

0s viajantes e seus animais domésticos se moviam entre os Estados (Soto 2009).
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6. CONCLUSAO

No que diz respeito a grande importancia médica e veterinaria do Complexo
R. sanguineus em todo o mundo, este estudo fornece uma abordagem histérica dos
movimentos de migracdo no Brasil para explicar a concentracdo da diversidade
morfolégica e molecular encontrada em R. sanguineus no pais. Estas descobertas
também suportam a hipotese de que mais de uma populacdo de R. sanguineus
ocorre no Brasil, e que essas populacbes ndo sdo delimitadas por regides

geogréficas.
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