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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Karla Bitencourth Garcia

A febre maculosa (FM) € a principal doenca humana associada a carrapatos no
Brasil. Amblyomma sculptum, Amblyomma ovale e Amblyomma aureolatum estéao
entre 0s principais vetores dos bioagentes da FM no pais. Essas espécies tém
ampla distribuicdo no Brasil, mas os casos de FM associados a esses ixodideos
estdo restritos a algumas regides. Sabendo que populagcdes geneticamente distintas
de carrapatos podem ter capacidades vetoriais diferentes, o objetivo desta tese foi
analisar a diversidade genética e infeccdo por riquétsias em populacdes de A.
sculptum, A. ovale e A. aureolatum de diferentes biomas do Brasil. As amostras de
cada espécie foram submetidas a extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento
de fragmentos dos genes mitocondriais 12S rDNA, 16S rDNA, citocromo oxidase
subunidade Il e da regido D-loop para andlise dos carrapatos, e fragmentos dos
genes gltA, htrA, ompA, ompB e gene D (sca4) para pesquisa de riquétsia. Anélises
filogenéticas, filogeogréficas e populacionais demonstraram que as populagcbes de
A. sculptum tém grande diversidade genética no pais, porém sem estruturacdo
geografica ou por biomas, e com indicativo de expansdo em algumas populages no
Cerrado. Em A. ovale h4 estruturacdo populacional em consequéncia da associacao
significativa entre as distancias genéticas e geograficas, com baixo fluxo génico
entre as populacdes, sugerindo que pode estar ocorrendo um processo de
especiacdo entre as populacbes do Cerrado e Caatinga e as populacbes da Mata
Atlantica. A. aureolatum tem baixa diversidade genética e auséncia de estruturacédo
para regido de Mata Atlantica, com indicios de expanséo populacional em algumas
das &reas analisadas. Nas populagdes de A. sculptum do Cerrado foram detectadas
Rickettsia amblyommatis, Rickettsia felis (primeiro relato dessas riquétsias nesse
ixodideo para o bioma) e Candidatus Rickettsia andeanae; e na Mata Atlantica foi
identificada Candidatus Rickettsia asemboensis (primeiro registro nesse carrapato) e
R. felis nesse ixodideo. Em espécimes de A. ovale da Caatinga foi observada a
presenca de Rickettsia bellii e Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica; no bioma Mata
Atlantica também foi encontrada Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica além de Ca. R.
asemboensis (primeiro registro nesse artropode para o Brasil) e R. felis (primeiro
relato nesse ixodideo). A. aureolatum de area endémica para FM brasileira foi
detectado com infeccao por R. bellii e em area ndo endémica foi identificado com R.
felis (primeiro encontro nesse carrapato). A estruturacdo de A. ovale ndo influenciou
nas riquétsias detectadas. Nao foi observada relagdo entre os haplotipos dos
carrapatos analisados e a deteccao de riquétsias.

Palavras- chave: Complexo Amblyomma cajennense, Complexo ovale,
ecossistemas brasileiros, genética de populacdes, riquetsiose, saude publica.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Karla Bitencourth Garcia

Spotted fever (SF) is the major human disease associated with ticks in Brazil.
Amblyomma sculptum, Amblyomma ovale and Amblyomma aureolatum are among
the main vectors of SF bioagents in the country. These species are widely distributed
in Brazil, but SF cases associated with these ixodids are restricted to some regions.
Knowing that genetically distinct populations of ticks may have different vector
capacities, the aim of this thesis was to analyze the genetic diversity and infection by
rickettsia in populations of A. sculptum, A. ovale and A. aureolatum from different
Brazilian biomes. Samples from each species were submitted to DNA extraction,
amplification and sequencing of fragments of mitochondrial genes 12S rDNA, 16S
rDNA, cytochrome oxidase subunit Il and D-loop region for tick analysis, and
fragments of nuclear genes gltA, htrA, ompA, ompB and gene D (sca4) for rickettsia
research. Phylogenetic, phylogeographic and population analyzes have
demonstrated that A. sculptum has great genetic diversity in Brazil, but without
geographic or biomes structuring, and with indicative of expansion in some
populations in the Cerrado. In A. ovale there is population structuring as a
consequence of the significant association between genetic and geographic
distances, with low gene flow among populations, suggesting that may be occurring
speciation process between the populations of Cerrado and Caatinga and
populations of the Atlantic rainforest. A. aureolatum has low genetic diversity and
lack of structure for the Atlantic rainforest region, with trace of population expansion
in some of the analyzed areas. In the populations of A. sculptum of the Cerrado were
detected Rickettsia amblyommatis, Rickettsia felis (first report of these rickettsias in
this ixodid for the biome) and Candidatus Rickettsia andeanae; and in the Atlantic
rainforest were identified Candidatus Rickettsia asemboensis (first report for this tick)
and R. felis in this ixodid. In specimens of A. ovale of the Caatinga was observed the
presence of Rickettsia bellii and Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest; in the Atlantic
rainforest biome was also noticed Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest besides Ca.
R. asemboensis (first register in this arthropod for Brazil) and R. felis (first report in
this ixodid). A. aureolatum from an endemic area for Brazilian SF was detected with
infection by R. bellii and in non-endemic area was identified with R. felis (first
encounter in this tick). The structure of A. ovale did not influence the detected
rickettsia. No relation was observed between the analyzed haplotypes of ticks and
the detection of rickettsia.

Key words: Amblyomma cajennense complex, ovale complex, Brazilian ecosystems,
population genetics, rickettsiosis, public health.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos séo ectoparasitos obrigatorios e podem atuar como vetores
de diversos patdégenos para os animais, incluindo os seres humanos (Estrada-Pefia
2015). Além disso, os hospedeiros parasitados podem apresentar perda de peso,
desnutricdo, reducdo na producéo de leite (Teglas et al. 2005), ou mesmo evoluir ao
Obito por ixodidose, caracterizada como paralisia flacida ascendente (Serra-Freire
1983; Vedanarayanan et al. 2004). Esses fatores evidenciam a importancia desse
artropode na saude publica e na economia (McCoy 2008).

O interesse no estudo dos ixodideos e de seus patégenos aumentou nas
dltimas décadas. A utilizacdo de ferramentas moleculares, para deteccdo de
fragmentos de DNA de microorganimos, associada a maior atencéao na quantificacéo
dos riscos de doencga para os seres humanos intensificou o nimero de estudos
sobre a ecoepidemiologia de doencas transmitidas por carrapatos para 0s seres
humanos e outros animais (Estrada-Pefia 2015).

As riquetsioses associadas aos carrapatos estdo entre as mais antigas
doencas transmitidas por vetores que sao conhecidas (Parola et al. 2013). No
entanto, a importancia do reconhecimento e identificacdo de carrapatos associados
as riquétsias aumentou drasticamente nas ultimas trés décadas.

As doencas causadas por organismos do género Rickettsia (Rickettsiaceae;
Rickettsiales) estdo presentes em todos o0s continentes, em focos endémicos,
podendo emergir em intervalos esporadicos de forma epidémica na populacéo
humana (Azad e Beard 1998). Existem algumas propostas de classificagdo para as
espécies de Rickettsia, dentre essas, a mais utilizada é: (i) Grupo Ancestral - com a
Rickettsia canadensis e Rickettsia bellii, de patogenicidade desconhecida; (i) Grupo
Tifo - composto por Rickettsia prowazekii e Rickettsia typhi, transmitida por piolhos e
pulgas respectivamente; (iii) Grupo Transicional - constituido por Rickettsia felis,
Rickettsia akari e Rickettsia australis, e (iv) Grupo Febre Maculosa (GFM) - com
cerca de 30 espécies sendo, ao menos, 17 com patogenicidade comprovada e
potencial para induzir, em humanos, a Febre Maculosa (FM), que apresenta
caracteristicas clinica e evolucdo variaveis, segundo a espécie do bioagente
envolvido (Stothard et al. 1994; Roux et al. 1997; Roux e Raoult 2000; Paddock et al.
2004; Gillespie et al. 2008; Parola et al. 2013; Fang et al. 2017).



Os carrapatos atuam como reservatorios, amplificadores e principais vetores
de riquétsias do GFM. Eventualmente, animais sinantrépicos e/ou domésticos, que
atuam como hospedeiros de carrapatos podem introduzir e manter linhagens
infectadas em ambientes antropicos (Parola et al. 2005; Labruna 2009).

Em um dado ecotopo, a disponibilidade de espécies de hospedeiros bem
como sua suscetibilidade a infestagdes por carrapatos e a infec¢des por riquétsias
podem variar no espago e ao longo do tempo. Além desta dindmica, riquétsias do
GFM envolvendo multiplos grupos de vetores e mamiferos podem coexistir na
mesma area, compartilhando ou ndo de elementos epidemiolégicos (Rudakov et al.
2003, Szabd et al. 2013a). Adicionalmente, os diferentes tipos de atividades
humanas, e sua conexdo com a atividade sazonal dos carrapatos, influenciam a
manifestacéo epidémica da riquetsiose no foco natural (Szabo et al. 2013a). Todos
estes fatores contribuem para o aumento da complexidade da epidemiologia das
riquetsioses.

No Brasil, a principal doengca em humanos na qual os carrapatos atuam
como vetores é a FM (Santos et al. 2012a). A FM é uma doenca infecciosa febril
aguda, cujos agentes etiologicos sao bactérias gram-negativas intracelulares
obrigatérias do género Rickettsia. A apresentacéo clinica da FM pode variar desde
formas leves até formas graves, com taxa de letalidade média superior a 30%
(Oliveira et al. 2016; Ministério da Saude 2017).

Em nosso pais, os registros de FM datam do inicio do século XX (Dias e
Martins 1939). Entretanto, sé em 2001 foi incluida na lista de doengas de notificagédo
compulsoria do Ministério da Saude (Brasil 2001) e, desde 2014, é uma doenca de
notificacdo compulséria imediata (Ministério da Saude 2016). Dessa forma, 0s
profissionais de salde sdo responsaveis por reportar casos suspeitos e / ou
confirmados da doencga ao municipio, estado e Ministério da Saude no periodo de 24
horas. Nos dias de hoje, a FM é considerada uma doenga emergente no Brasil pelo
aumento de casos diagnosticados e a expansdo das areas de ocorréncia. No
entanto, ainda é pouco conhecida pelos profissionais de saude e pelo publico em
geral (Parola et al. 2013; Oliveira et al. 2016)

Atualmente, ha notificacdes de casos suspeitos de FM em 20 Unidades da
Federacdo e casos confirmados em 12 estados e no Distrito Federal,
compreendendo diferentes biomas brasileiros (Barros-Silva et al. 2014, Oliveira et al.
2016). A morbidade é moderada mas a letalidade é alta, podendo atingir 80% nos
casos mais graves. No periodo de 2007 a 2015, as regides sudeste e sul do Brasil
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apresentaram as maiores taxas de incidéncia da doenca no pais: 62,33% (776
casos) e 24,90% (310 casos), respectivamente. Os 6bitos, porém, concentram-se na
regido sudeste (81,75% do total de Obitos) (Oliveira et al. 2016).

Angerami et al. (2009) destacaram que o0s sinais clinicos da FM na regiao
sudeste do Brasil estdo associados a uma doenca mais grave do que na regiao sul
do pais. Dessa forma, diferencas na quantidade de Obitos e sinais clinicos sugerem
distintos agentes etioldgicos da FM nessas regides (Angerami et al. 2009; Labruna
et al. 2011a). Assim, € possivel que uma cepa menos virulenta, ou espécie de
riquétsia menos patogénica, possa ser o agente da FM na regiéo sul do Brasil.

Rickettsia rickettsii € uma das riquétsias mais agressivas. Casos de FM
ocasionados por essa espécie de riquétsia sdo severos, caracterizando doenca
aguda com evolucao rapida (Parola et al. 2013). Sem tratamento adequado, os
casos clinicos podem desenvolver formas graves da doenca e até mesmo evoluir a
Obito. Durante o século XX, R. rickettsii foi considerada a Unica riquétsia associada
com doenca humana cujo bioagente é transmitido por carrapatos nas Américas
(Parola et al. 2009). E no Brasil, a FM estd comprovadamente relacionada com R.
rickettsii, sendo considerada a mais importante doenca cujo agente etiolégico é
vetorado por carrapatos (Santos et al. 2012a). Em nosso pais, casos de FM que tem
R. rickettsii como bioagente sédo atribuidos a regido sudeste do Brasil e a parte da
regido sul (norte do Parana) (Szab¢ et al. 2013a; Oliveira et al. 2016). Porém, com o
avanco dos estudos de biologia molecular, outras espécies de riquétsias [e.g.
Candidatus Rickettsia andeanae; Candidatus Rickettsia asemboensis; Rickettsia
amblyommatis (= Candidatus Rickettsia amblyommii, Karpathy et al. 2016); R. bellii;
Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica- geneticamente relacionada com Rickettsia
parkeri, Rickettsia africae e Rickettsia sibirica; R. felis; Rickettsia rhipicephali e R.
parkeri], associadas ou ndo com casos clinicos, foram assinaladas em areas com
casos confirmados de FM no Brasil, em diferentes espécies de vetores (e.g. Horta et
al. 2007; Labruna et al. 2007; Gehrke et al. 2009; Moraes-Filho et al. 2009; Sabatini
et al. 2010; Labruna et al. 2011a; Medeiros et al. 2011; Nunes et al. 2015; Moerbeck
et al. 2016; Vizzoni et al. 2016; Weck et al. 2016; Dall’Agnol et al. 2017; Machado
2017; Zeringota et al. 2017). Esse cenario contextualiza a complexidade do ciclo
enzootico e epidémico da FM no Brasil, bem como a diversidade de potenciais
vetores envolvidos em funcéo da variedade de cenarios ecoepidemiolégicos.

Em contrapartida, a Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica esta presente em

diversas regides do pais, gerando uma forma mais branda de FM com sinais
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caracteristicos (escaras de inoculacdo e linfadenopatia) e evolucdo benigna
(Angerami et al. 2009; Spolidorio et al. 2010; Silva et al. 2011; Labruna et al. 2011a,;
Krawczak et al. 2016a; Oliveira et al. 2016). Na maior parte da regido sul do Brasil, a
doenca é mais branda e a maioria dos casos néo requer internacdo, o que pode
estar associado a infec¢cdes causadas por Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica.
Entretanto, na regido norte do Parana casos fatais de FM relacionados a R. rickettsii
ja foram assinalados (Oliveira et al. 2016).

Para formacé&o do ciclo epidémico da FM, as espécies de carrapatos, dentre
outras caracteristicas, devem apresentar interacdo tréfica com humanos. Nesse
sentido, Amblyomma sculptum Berlese 1888, Amblyomma ovale Koch 1844 e
Amblyomma aureolatum (Pallas 1772) s&@o considerados o0s principais vetores
envolvidos no ciclo epidémico da FM no Brasil, jA que n&do apresentam alta
especificidade parasitaria de hospedeiros e sao antropofilicos, podendo, assim,
infestar humanos e transmitir riquétsias patogénicas, desencadeando casos de FM
(Szabd et al. 2013a; Oliveira et al. 2016). Apesar desses ixodideos serem relatados
em diversas regides do pais, sua participacdo em casos associados a FM esta
restrita a algumas regides do Brasil (Guglielmone et al. 2003; Szabd et al. 2013a;
Nava et al. 2014; Martins et al. 2016a; Oliveira et al. 2016).

Sabe-se que tanto a diversidade do vetor quanto sua rapida mudanca
genética podem influenciar fortemente na dinamica de interacdo hospedeiro - vetor-
patdogeno (Fussmann et al. 2007) e, assim, modificar o cenario epidemioldgico de
transmissdo de bioagentes. Portanto, no contexto da FM, € necessario analisar se a
diversidade genética do carrapato vetor pode estar relacionada a infectividade,
viruléncia e / ou patogenicidade das riquétsias. Ou ainda, se a diversidade do
ixodideo pode estar interferindo na relagéo entre o hospedeiro e a riquétsia, no que
se refere & acdo do sistema imunogénico do hospedeiro, ou do mecanismo de
escape da riquétsia. Ainda nesse contexto, também é necessario analisar a
diversidade de cepas de Rickettsia, sua interagdo com carrapatos vetores e 0
cenario epidemiolégico da FM. Essa é uma area importante de estudo em
carrapatos vetores - patégenos transmitidos, mas com uma lacuna na literatura.

Estudos de genética de popula¢gBes de carrapatos podem atuar como um
conector entre conhecimentos basicos da biologia desse vetor e a investigacao de
patdogenos transmitidos por esses ixodideos, uma vez que: 1) as analises de
estruturacdo genética e dispersdo de carrapatos podem auxiliar nas estimativas de
dispersdo de patdégenos transmitidos por esses artropodes; 2) esses estudos podem
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demonstrar a existéncia de populacfes de ixodideos estruturadas para diferentes
hospedeiros, 0 que acarretaria importantes implicacbes na transmissdo de
patégenos (e.x. aumento da estruturacdo genética entre as populacdes de vetores
com limitacdo da dispersdo de patdgenos, propiciando a existéncia de cenarios
especificos para ocorréncia de ciclos de doenca); e 3) estudos que combinam a
analise do hospedeiro, vetor e patdgeno auxiliam a compreensdo dos processos
evolutivos que ligam as espécies através dos niveis troficos (Araya-Anchetta et al.
2015).

Os marcadores moleculares tém sido bastante utlizados em estudos
filogenéticos e populacionais de carrapatos (e.g. Norris et al. 1996; Mixson et al.
2006; Nava et al. 2010; Beati et al. 2012; 2013; Bitencourth et al. 2016; Lado et al.
2016; Ogrzewalska et al. 2016). Uma etapa essencial em qualquer estudo genético &
a escolha dos genes a serem analisados. Eles devem ter uma taxa de mutacéo
apropriada para a escala evolutiva alvo do estudo (Araya-Anchetta et al. 2015).

Atualmente, existem diversas ferramentas moleculares usadas no estudo de
inferéncias filogenéticas e populacionais de carrapatos. Entre os meéetodos mais
utilizados esta a andlise de sequéncias nucleotidicas dos genes mitocondriais. O
DNA mitocondrial (mtDNA) €&, particularmente, adequado para estudos populacionais
porque esses genes evoluem, em média, mais rapidamente do que 0s genes
nucleares e, devido ao seu tamanho reduzido e abundéncia de mitocondrias nas
células, é mais facil de sequenciar do que o genoma nuclear (Shao e Barker 2007).
Dessa forma, os genes mitocondriais sdo considerados macadores robustos para
desenvolver estudos sobre a histdria de populacbes e padrdes evolutivos (Zink e
Barrowclough 2008).

Estudos demonstraram que as sequéncias de mtDNA sao Uteis para
distinguir espécies de carrapatos estreitamente relacionadas, e também s&o
adequadas para identificar populagfes distintas dentro de uma espécie (Xu et al.
2003; Beati et al. 2012; 2013; Araya-Anchetta et al. 2015). Este é particularmente o
caso da regiao controle (D-loop), que é uma das regides mais variaveis do genoma
mitocondrial (Zhang e Hewitt 1997). A variabilidade do D-loop o tornou um dos
marcadores mais utilizados para os estudos de relagdo abaixo do nivel da espécie
(Simon et al. 1994; Li 1997; Casati et al. 2008; Beati et al. 2012; Mandal et al. 2014).

Relatos na literatura sugerem que o 12S rDNA € uma ferramenta mais
eficiente para estudos de filogenia de carrapatos que sofreram eventos de

especiacdo recente, do que para estudos de espécies que sofreram especiacdo a
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um tempo maior (Murrell et al. 1999; Norris et al. 1999; Beati e Keirans 2001; Beati
et al. 2013). Esse marcador, juntamente com o D-loop e citocromo oxidase
subunidade Il (COIl) apresentam caracteristicas que os tornam eficientes no estudo
das relacOes filogenéticas e de estrutura de populacdes de carrapatos (Barker e
Murrell 2004; Mixson et al. 2006; Casati et al. 2008; Krakowetz et al. 2011; Kovalev e
Mukhacheva 2012; Beati et al. 2012; 2013; Bitencourth et al. 2016; Lado et al. 2016).
Por outro lado, genes como o 18S rDNA (nuclear) e o 16S rDNA (mitocondrial)
mudam mais lentamente ao longo do tempo. Portanto, esses marcadores sao mais
adequados para observar divergéncias mais antigas entre as espécies (Avise 2004).

A variabilidade genética nos carrapatos pode estar associada com sua
habilidade em transmitir patégenos (McCoy 2008; Ketchum et al. 2009), e a variacao
filogeografica dentro de uma espécie pode influenciar a capacidade de adquirir,
manter e transmitir agentes patogénicos (McLain et al. 1995). Nesse sensitdo, em
condi¢cbes de laboratério, A. sculptum (proveniente de Sao Paulo) nédo foi capaz de
manter de forma eficiente a infeccéo por R. rickettsii (Soares et al. 2012), utilizando a
cepa Taiacu dessa bactéria isolada de A. aureolatum (de Sao Paulo) (Pinter e
Labruna 2006). Porém, ao utilizar cepa de R. rickettsii originaria de A. sculptum foi
observada diferenca na manutencgao da infeccao (seja por perpetuacao transestadial
ou transmissao transovariana) em diferentes popula¢des geogréficas desse ixodideo
infectados com essa bactéria (Gerardi 2016). Esses resultados podem sugerir que
ha uma correlacdo entre a cepa de riquétsia e o carrapato vetor. E ainda, o
polimorfismo genético que ocorre nas populacdes de A. sculptum no Brasil (Beati et
al. 2013; Bitencourth et al. 2016) pode influenciar na susceptibilidade desse ixodideo
a infeccdo por R. rickettsii. Dessa forma, populacdes geneticamente diversas de A.
sculptum, A. ovale e A. aureolatum podem ter competéncias vetoriais distintas.
Nossa hipdtese é que exista variacdo genética nas populacdes de A. sculptum, A.
ovale e A. aureolatum nos diferentes biomas do Brasil, e que essa diversidade

influencie na circulacdo/ ocorréncia de espécies de riquétsias.

1.1 A espécie Amblyomma sculptum Berlese 1888

Até recentemente, a espécie A. sculptum era considerada sinonimia de
Amblyomma cajennense (Fabricius 1787). A taxonomia de A. cajennense sempre foi

muito questionada, evidenciada por uma extensa lista de sinonimias (Tabela 1).
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A espécie A. cajennense foi determinada com base em exemplar coletado
na cidade de Cayena (Guiana Francesa), de onde derivou seu nome especifico. Foi
descrita por Fabricius (1787) como Acarus cajennensis. Contudo, essa designacéo
foi alterada, em 1794, para Ixodes cajennensis.

Em 1844, Koch prop6s o género Amblyomma e incluiu a espécie proposta por
Fabricius (1787) nesse género, com a denominacdo de Amblyomma cajennense. No
entanto, alguns autores descreveram espécies morfologicamente parecidas com A.
cajennense, que Neumann (1899; 1911), Aragdo (1911) e Robinson (1926)

colocaram como sinonimias de A. cajennense.

Tabela 1. Lista de sinonimias e alteracdées no nome de Amblyomma cajennense
(Fabricius 1787) segundo Robinson (1926) e Aragéo e Fonseca (1953).

Espécie Autor (es) e Ano
Acarus cajennensis (Fabricius 1787)
Ixodes cajennensis (Fabricius 1794)

Ixodes crenatus Say 1821
Amblyomma tenellum Koch 1844
Amblyomma mixtum Koch 1844
Ixodes herrerae Duges 1887
Amblyomma sculptum Berlese 1888
Amblyomma parviscutatum Neumann 1899
Amblyomma versicolor Nuttall e Warburton 1908
Amblyomma tapiri Tonelli-Rondelli 1937
Amblyomma finitimum Tonelii-Rondelli 1937

Porém, Tonelli-Rondelli (1937) continuara acreditando que esses
pesquisadores tinham ignorado caracteristicas importantes das espécies
consideradas sinonimias de A. cajennense. Desta forma, ela validou seis espécies
independentes: A. cajennense, Amblyomma tenellum Koch 1844, Amblyomma
mixtum Koch 1844, A. sculptum, Amblyomma tapiri Tonelli-Rondelli 1937 e
Amblyomma finitimum Tonelli-Rondelli 1937 (Tonelli-Rondelli 1937). Contudo,
Aragdo e Fonseca (1953) consideraram que essa autora destacou diferencas
morfoldgicas entre tais espécies que sdo evidentes em populagdes de A. cajennense
distintas geograficamente. Assim sendo, Aragao e Fonseca (1953) colocaram todas
as espécies propostas por Koch (1844), Berlese (1888) e Tonelli-Rondelli (1937)

como sinonimias de A. cajennense.



Esses fatos evidenciam que ha tempos era notada a existéncia de variacdes
intraespecificas em A. cajennense. Nesse sentido, Aragdo e Fonseca (1953)
enfatizaram o tempo de alimentacdo, hospedeiro e area geogréafica como fatores de
influéncia nessas variacoes. Burkman (2009), com base em sequéncias de genes
mitocondriais de A. cajennense de alguns paises das Américas do Norte, Central e
do Sul, concluiu que essa espécie esta dividida em cinco clados monofiléticos
fortemente suportados. Cada um correspondendo a populagbes distintas
geograficamente ou ecologicamente.

Andlises de dados morfoldgicos reforcam a existéncia de variacao
intraespecifica em A. cajennense. Bitencourth (2010), usando essa base de dados
para estudar amostras dessa espécie provenientes de diferentes regibes
fisiograficas do Rio de Janeiro/ Brasil, demonstrou haver variacao intraespecifica de
acordo com a ecorregido, sugerindo a existéncia de diferentes populacdes, as quais
podem influenciar no potencial de transmissao de patégenos.

Estudo envolvendo cruzamento entre populacdes de A. cajennense do Brasil
(Séo Paulo e Ronddnia) e Coldbmbia, e Argentina e Brasil (S0 Paulo) concluiu que
as populacdes do Brasil (Sdo Paulo) e Argentina foram as Unicas que apresentaram
sucesso reprodutivo, com 0s ovos resultantes desse cruzamento tendo alta taxa de
eclosdo (Labruna et al. 2011b). Ainda nesse sentido, foram realizados testes de
fertiidade de hibridos de duas populacfes de A. cajennense de diferentes regides
ecologicas do norte da Argentina. Resultados revelaram que o cruzamento dessas
populacbes apresentou indice de eficiéncia da fertilidade muito baixo (Mastropaolo
et al. 2011).

Beati et al. (2013), com base em dados moleculares de genes mitocondriais
e um nuclear, evidenciaram que A. cajennense é um clado monofilético que pode ser
separado em seis unidades genéticas, definidas pela presenca de haplétipos
exclusivos e associacdo de hébitats. E ainda, os valores de divergéncia genética
demonstraram que essas seis linhagens séao tao distintas umas das outras como
espécies diferentes pertencentes ao mesmo género.

Em seguida, Nava et al. (2014) analisaram e compararam morfologicamente
espécimes representativos de cada clado identificado por Beati et al. (2013) para
verificar se a divisdo genética observada poderia ou ndo estar associada a
caracteristicas fenotipicas distintas. Dessa forma, o status taxondmico de A.
cajennense e das espécies incluidas como sinonimias foram reavaliados. Nava et al.

(2014) concluiram que as analises morfologicas sdo congruentes com os resultados
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moleculares, comportamentais e de cruzamento em laboratorio (Labruna et al.
2011b; Mastropaolo et al. 2011; Beati et al. 2013), indicando que A. cajennense é
um complexo de seis espécies com: Amblyomma cajennense sensu stricto (s.s.)
(Fabricius 1787) encontrado predominantemente na regido amazénica da América
do Sul (Venezuela, Guianas, e no Brasil nos estados do Para, Roraima, Ronddnia,
Maranhdo, Tocantins, Mato Grosso e Goias); a descricdo da espécie Amblyomma
interandinum n. sp. Beati et al. 2014 reportado apenas para a regiao inter-Andina do
Peru; revalidacdo de A. mixtum que ocorre desde o Texas (Estados Unidos da
Ameérica) até o oeste do Equador e na Coldmbia; Amblyomma patinoi n. sp. Labruna
et al. 2014 exclusivo da Colémbia; A. sculptum com distribuicdo desde areas umidas
do norte da Argentina, Bolivia e Paraguai até as areas peri- amazoénicas do Brasil
(estados do Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais,
Pernambuco, Bahia, Piaui, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins,
Rondoénia, Pard, Goias e também no Distrito Federal); e Amblyomma tonelliae n. sp.
Nava et al. 2014 reportado nas areas mais secas da regido do Chaco, no centro-
norte da Argentina, Bolivia e Paraguai (Beati et al. 2013; Nava et al. 2014; Martins et
al. 2016a; Rivera-P4ez et al. 2016; Machado 2017) (Figura 1).

O Amblyomma mixtum
@ Amblyomma patinoi
O Amblyomma interandinum
© Amblyomma tonelliae
@ Amblyomma sculptum

O Amblyomma cajennense
sensu stricto

1000 Km
——

Figura 1. DistribuicAo geografica das espécies do complexo Amblyomma
cajennense nas Ameéricas (Adaptado de Beati et al. 2013, segundo Nava et al. 2014;
Martins et al. 2016a; Rivera-Paez et al. 2016; Machado 2017).
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Como a descricdo do complexo A. cajennense é recente, 0s autores
destacam que as informacgfes sobre distribuicdo e sobreposicdo geografica das
espécies podem estar incompletas, salientando que sdo necessarios também
estudos relacionados a competéncia vetorial das espécies propostas.

No Brasil, das seis espécies do complexo A. cajennense ocorrem A.
cajennense s.s. e A. sculptum. Dessas, A. cajennense s.s. € predominantemente
relatado na regido amazonica, e no seu clima equatorial, ndo havendo evidéncias da
sua participacdo em ciclos de transmissdo de bioagentes comprovadamente
patogénicos para humanos (Nava et al. 2014; Martins et al. 2016a). Por outro lado,
A. sculptum é relatado em areas com clima tropical, como em parte do Cerrado, da
Mata Atlantica, do Pantanal e da Caatinga. Nesses habitats, é o carrapato mais
frequente encontrado parasitando humanos e o principal vetor da R. rickettsii,
bioagente da Febre Maculosa Brasileira (FMB), a principal doenca humana
associada a carrapatos no pais (Szabo6 et al. 2013a). Sua baixa especificidade
parasitaria, comportamento trioxéno e antropofilico (Guglielmone et al. 2006),
associados com sua ampla distribuicdo geografica (Nava et al. 2014; Martins et al.
2016a), enfatizam a importancia desse ixodideo nos ciclos da FM no Brasil.

Em areas de transicdo entre os biomas Cerrado e Amazonia, A. cajennense
s.s. e A. sculptum podem ocorrer em simpatria. Morfologicamente, a distingdo entre
essas espécies pode ser feita pelo formato da abertura genital das fémeas,
entretanto, ninfas e machos das duas espécies sdo muito parecidos (Nava et al.
2014; Martins et al. 2016a). Nessas circunstancias, identificar as duas espécies
corretamente pode ser dificil, e, consequentemente, podem ocorrer erros em
estudos epidemioldgicos. Assim sendo, a combinacdo de dados morfologicos e
moleculares pode ser necessaria para a correta identificacdo desses ixodideos.

Apesar de A. sculptum ser relatado em praticamente todas as regides do
Brasil (Nava et al. 2014; Martins et al. 2016a), essa espécie é comprovadamente
encontrada participando do ciclo da FMB apenas na regido sudeste do pais, onde
esta incriminada como vetor de R. rickettsii (e.g. Guedes et al. 2005; Labruna et al.
2011a; Szabo et al. 2013a). Nao ha relatos de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica
(filogeneticamente proxima a R. parkeri) nesse ixodideo, apesar dessa espécie ser
susceptivel a infecgdo por R. parkeri em laborat6rio (Sangioni et al. 2005). E curioso
gue mesmo em locais com grandes populagdes de A. sculptum e capivaras (que
poderiam atuar como amplificadores de R. rickettsii, Souza et al. 2009) ndo ha

relatos de FMB associada a esse ixodideo. Assim sendo, outros fatores podem ser
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responsaveis por determinar o estabelecimento ou restringir a endemicidade da FMB
relacionada a A. sculptum e R. rickettsii (Szabo et al. 2013a). Nesse sentido, o
polimorfismo genético das populacdes de A. sculptum e a distribuicdo de casos de
FM poderiam estar associados a suscetibilidade diferenciada a riquétsia das
diferentes populacdes desse ixodideo.

Apesar da regido sudeste do Brasil so ter o registro da espécie A. sculptum
do complexo A. cajennense, ha distintas variacdes genéticas entre as populacdes
desse ixodideo nessa regido (Beati et al. 2013; Bitencourth et al. 2016). Isso reforca
a necessidade de analisar se a diversidade genética desse ixodideo poderia estar
associada a diferentes susceptibilidades a infeccdo por riquétsias e a distribuicdo
dos casos de FM no pais.

Diante desse cenario, a variabilidade genética de A. sculptum ao longo da sua
extensa area de distribuicdo pode estar influenciando sua capacidade vetorial e,
consequentemente, nos casos de FM associados a essa espécie de carrapato e R.
rickettsii. Com a recente descricdo do complexo A. cajennense, e a escassez de
pesquisas quanto a diversidade intraespecifica de A. sculptum e seu potencial na
transmissao de riquétsias, sdo necessarios estudos de genética de populacdes e

pesquisa de riquétsias nas diferentes populacdes desse ixodideo no Brasil.

1.2 A espécie Amblyomma ovale Koch 1844

A taxonomia de A. ovale foi motivo de muito questionamento e estudo no
passado. Aragao e Fonseca (1961) destacaram que as divergéncias de opinido com
relacdo aos Amblyomma do grupo ovale, entre 0s pesquisadores europeus e 0S
nacionais, estavam relacionadas a escassez do material neotropico analisado.
Onde, pequenas altera¢cdes na morfologia dessa espécie eram interpretadas como
outras tantas formas derivadas de especiacdo por pesquisadores que ndo possuiam
material abundante e experiéncia no estudo do grupo (Aragao e Fonseca 1961).

Sendo assim, Aragdo e Fonseca (1961) analisaram numeroso material
neotropico e validaram duas espécies, A. ovale e A. aureolatum, que passaram a
denominar de complexo ovale, pela estreita semelhanca morfologica entre as duas.
Ainda com base nesse material, fizeram a redescricdo de machos e fémeas das
duas espécies. Portanto, todas as outras espécies descritas a partir de variacdes

intraespecificas (como por exemplo, o contorno mais estreitado do macho, espinho
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menos encurvado da coxa IV e pequenas diferencas de pontuacdes) foram
consideradas sinonimias de A. ovale (Tabela 2). Posteriormente, analises de
sequéncias de DNA corroboraram a validade das duas espécies (Guglielmone et al.
2003).

Tabela 2. Lista de sinonimias de Amblyomma ovale Koch 1844 segundo Aragao e
Fonseca (1961).

Espécie Autor e Ano
Amblyomma confine Koch 1844
Amblyomma auronitens Berlese 1888
Amblyomma fossum Neumann 1899
Amblyomma quasistriatum Tonelli Rondelli 1937
Amblyomma ovale krieg Schulze 1941

A espécie A. ovale tem ampla distribuicdo geografica nas Ameéricas, sendo
considerada uma espécie Neotropical, relatada em diferentes tipos de héabitats. E
encontrada desde o centro-norte da Argentina até o norte do México, destacando
seus registros de ocorréncia para Bolivia, Paraguai, Peru, Equador, Guiana
Francesa, Suriname, Guiana, Trinidade e Tobago, Venezuela, Coldmbia, Panama,
Costa Rica, Nicaragua, Belize e Guatemala. No Brasil, essa espécie ocorre nos
estados do Amazonas, Ceara, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Para,
Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Séao Paulo (Guglielmone et al. 2003; Barros-Battesti et al. 2006; Ferreira et al. 2013).
Ha alguns relatos de A. ovale para certas localidades dos Estados Unidos, embora
esse ixodideo pareca ndo estar estabelecido nesse pais. Apesar da ampla
distribuicdo Neotropical, ndo foi encontrada nenhuma associagcao significativa entre
tipo de vegetacdo e a presenca de A. ovale (Guglielmone et al. 2003).

De acordo com a literatura, A. ovale € no Brasil uma espécie de habito
silvestre, raramente encontrada em area urbana. Entretanto, quando encontrada na
cidade, estaria parasitando o cdo, que pode entrar na mata, se infestar e voltar para
0 ambiente domeéstico (Aragdo e Fonseca 1961; Barbieri et al. 2015). Nesse sentido,
espécimes adultos de A. ovale sdo encontrados com maior frequéncia em canideos,
com destaque para o cdo doméstico (Canis lupus familiaris Linnaeus 1758). Todavia,
também podem ser relatados em felideos [como na Panthera onca (Linnaeus 1758)]

e em tapirideos [com relevancia para Tapirus terrestris (Linnaeus 1758)]
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(Guglielmone et al. 2003; Labruna et al. 2005). J& que machos e fémeas de A. ovale
podem infestar animais domésticos, o parasitismo humano pelo estadio adulto desse
ixodideo também pode ser observado (Guglielmone et al. 2003; 2006). Por outro
lado, os estadios imaturos de A. ovale podem ser encontrados parasitando, além do
cdo doméstico, o quati [Nasua nasua (Linnaeus 1766)], certos roedores [e.x.
Proechimys semispinosus (Tomes 1860) e Zygodontomys brevicauda (Allen e
Chapman 1893)], e com alguns relatos em aves (Guglielmone et al. 2003;
Ogrzewalska et al. 2009; Maturano et al. 2015; Ramos et al. 2015; Martins et al.
2016b).

De forma geral, estudos indicam que A. ovale € importante parasito do cao
doméstico (Guglielmone et al. 2003; Szabé et al. 2012; Ferreira et al. 2013; Barbieri
et al. 2014; Krawczak et al. 2016b). H4 tempos é destacado o aumento do relato de
A. ovale nesse hospedeiro no Brasil (Evans et al. 2000; Guglielmone et al. 2003).
Esse fato associado ao seu comportamento antropofilico sdo relevantes, uma vez
que esse carrapato pode atuar como vetor de patdogenos para humanos. Nesse
contexto, ha relatos da deteccdo molecular de R. belli e R. amblyommatis em A.
ovale (Labruna et al. 2004a; Pacheco et al. 2008; Sabatini et al. 2010; Labruna et al.
2011a; Szabd et al. 2013b; Costa et al. 2015; Blanco et al. 2016; Moerbeck et al.
2016), além de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica (que é geneticamente proxima a
R. africae, R. parkeri e R. sibirica, que sdo bioagentes de doencas associadas a
carrapatos em diferentes paises, Spolidorio et al. 2010). Dessa forma, A. ovale &
apontado como principal vetor de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica em alguns
estados do Brasil (e.g. Sabatini et al. 2010; Medeiros et al. 2011; Szabo et al. 2013a;
Barbieri et al. 2014; Krawczak et al. 2016b; Luz et al. 2016; Melo et al. 2016;
Moerbeck et al. 2016; Nieri-Bastos et al. 2016; Vizzoni et al. 2016; Witter et al. 2016).

Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica € considerada bioagente de uma nova
riquetsiose do GFM emergente no pais, com o primeiro relato de caso clinico
humano em 2010 para regido de Mata Atlantica em S&o Paulo (Spolidorio et al.
2010), e relatos posteriores para Bahia e Santa Catarina (Silva et al. 2011; Krawczak
et al. 2016a). A riguetsiose causada por essa bactéria esta associada a um quadro
clinico mais brando (quando comparada a R. rickettsii), caracterizada pela escara de
inoculacao e linfadenopatia. Possui relatos para as regides sul, sudeste e nordeste
do pais (Spolidorio et al. 2010; Silva et al. 2011; Krawczak et al. 2016a).

A deteccao de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica em A. ovale néo esta restrita

as regides de bioma Mata Atlantica, havendo relatos também para o Pantanal e em
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areas de fragmentos caracteristicos de Mata Atlantica inseridos no bioma Caatiga no
Brasil (Melo et al. 2016; Moerbeck et al. 2016; Witter et al. 2016), com registros
também na Coldmbia (Londofio et al. 2014) e em Belize (Lopes et al. 2016).
Portanto, a Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica foi identificada em diferentes locais
das Américas associada ao A. ovale.

Recentemente, foi comprovado em condi¢cdes de laboratorio que A. ovale &
um eficiente vetor de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica no Brasil. Essa espécie de
carrapato é capaz de fazer transmissao transestadial e transovariana de Rickettsia
sp. cepa Mata Atlantica, indicando que esse ixodideo deve ser reservatério dessa
riquétsia na natureza. Entretanto, Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica pode apresentar
efeito deletério nas populacdes de A. ovale. Dessa forma, ao longo de sucessivas
geracdes, a infecgdo por essa bactéria poderia desaparecer das populacbes de A.
ovale, a0 menos que novas linhagens de carrapatos infectados sejam geradas por
transmissdo horizontal através de hospedeiros vertebrados amplificadores
(Krawczak et al. 2016c).

Apesar da ampla distribuicéo de A. ovale no Brasil, ndo sao em todas as suas
areas de ocorréncia que esse ixodideo € detectado infectado por riquétsias.
Espécies de ampla distribuicdo geografica estdo sujeitas a variagdes que devem ser
consideradas no éxito da adaptacao, especiacao e capacidade vetorial (McLain et al.
1995). E ainda, a distancia genética entre populacdes pode resultar em variacbes
genéticas que, entre outros fatores, podem aumentar ou diminuir o potencial de
carreamento de patdgenos, influenciando na formacdo de focos ou riscos de
infeccdo. Nesse sentido, Aragdo e Fonseca (1961) salientaram a presenca de
variacdes intraespecificas em A. ovale (como por exemplo, a robustez do espécime,
variacfes na forma do peritrema, distribuicdo das pontuacdes no escudo, a falta de
afilamento e encurvamento do espinho externo da coxa |, a curvatura atenuada do
espinho da coxa IV e a presenca de sulcos cervicais longos e profundos em certas
fémeas) que poderiam ser observadas em espécimes provenientes de diferentes
hospedeiros e locais do Brasil, ou mesmo em exemplares dessa espécie de um
anico lote.

Apesar da relevancia de A. ovale para saude publica, ndo ha trabalhos que
investiguem variacdes intraespecificas associadas a presenca de riquétsias nesse
ixodideo. Assim sendo, é relevante a realizacdo de estudos que analisem a

diversidade genética de A. ovale, ao longo da sua area de distribuicdo no Brasil, e a
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presenca de riguétsias nesse carrapato. Contribuindo, assim, com o entendimento

da variabilidade genética, capacidade vetorial e ocorréncia de casos de FM no pais.

1.3 A espécie Amblyomma aureolatum (Pallas 1772)

A espécie A. aureolatum foi descrita primeiramente por Pallas em 1772.
Entretanto, Koch (1844) sem conhecer esse trabalho descreveu Amblyomma
striatum Koch 1844, que por muito tempo foi considerada espécie valida. Porém,
posteriormente, observou-se que se tratava da mesma espécie descrita por Pallas
(1772), e, dessa forma A. striatum passou a ser sinonimia de A. aureolatum.

As variacOes intraespecificas em A. aureolatum e a estreita semelhanca
morfolégica com A. ovale muitas vezes levavam 0s pesquisadores a considerarem
as duas espécies como uma so, ou até mesmo descrever novas espécies com base
em variagbes esperadas dentro do limite de diversidade intraespecifica.
Frequentemente, a dificuldade na taxonomia de A. aureolatum estava relacionada ao
namero insuficiente de exemplares analisados, bem como a pouca experiéncia com
o estudo do grupo e as variacdes intraespecificas observadas (Aragado e Fonseca
1961).

Aragdo e Fonseca (1961), dispondo de abundante material neotropico,
validou a espécie A. aureolatum e destacou a similaridade fenotipica com A. ovale,
que também considerou como espécie valida. Portanto, colocaram todas as outras
descricdes especificas posteriores a de Pallas (1772), usadas para se referir a A.
aureolatum, como sinonimias dessa espécie (Tabela 3). Estudos moleculares

confirmam a validade de A. aureolatum e A. ovale (Guglielmone et al. 2003).

Tabela 3. Lista de sinonimias de Amblyomma aureolatum (Pallas 1772) segundo
Aragédo e Fonseca (1961).

Espécie Autor e Ano
Acarus aureolatus Fabricius 1794, pro parte
Amblyomma aureolatum (Fabricius 1794), pro parte
Amblyomma striatum Koch 1844
Amblyomma oblongum Koch 1844
Amblyomma ovale Koch 1844, pro parte
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Apesar da proximidade morfolégica entre as duas espécies, elas podem ser
distinguidas pelo padrédo de ornamentacao do escudo das fémeas, o sulco marginal
nos machos (incompleto no A. aureolatum e completo no A. ovale) e a diferenca dos
espinhos da coxa | em ambos os sexos (Aragdo e Fonseca 1961). Além disso,
também diferem com relacéo a distribuicdo geogréfica: enquanto A. ovale tem ampla
distribuicAo nas Ameéricas, os encontros de A. aureolatum sdo mais restritos a
América do Sul, do Uruguai ao Suriname, havendo ainda relatos para o nordeste da
Argentina, parte do Paraguai, Guiana Francesa e Brasil, com registros para parte
dos estados do sul e leste do pais (Guglielmone et al. 2003). Assim como A. ovale, a
presenca de A. aureolatum parece nao ter relacdo com nenhum tipo de vegetacao
(Guglielmone et al. 2003). Entretanto, sua ocorréncia pode estar associada com a
altitude, como observado para Sdo Paulo e para Santa Catarina no Brasil- quanto
maior a altitude, maior a probabilidade do encontro de A. aureolatum. Dessa forma,
em municipios entre 101-700 m de altitude a chance de encontrar esse ixodideo &
nove vezes maior, e em locais acima de 700 m é 31,5 vezes superior do que em
municipios até 100 m de altitude (Barbieri et al. 2015).

No Brasil o habitat natural do A. aureolatum parece ser a Mata Atlantica, onde
encontra condi¢des 6timas de umidade e temperatura ao longo de todo o ano para o
seu desenvolvimento (Pinter et al. 2004; Barbieri et al. 2015). O estadio adulto de A.
aureolatum tem maior probabilidade de ser encontrado infestando representantes da
ordem Carnivora, entre eles: o cdo doméstico, o cachorro do mato [Cerdocyon thous
(Linnaeus 1766)], o mao-pelada [Procyon cancrivorus (Cuvier 1798)] e o gato
domeéstico (Felis catus Linnaeus 1758). Por outro lado, larvas e ninfas desse
ixodideo séo relatadas predominantemente em aves, como exemplo em Turdus
rufiventris Vieillot 1818 (sabia-laranjeira) e Troglodytes aedon Vieillot 1808 (curruira),
mas também podem parasitar alguns pequenos roedores (Guglielmone et al. 2003;
Ogrzewalska et al. 2012).

Machos e fémeas de A. aureolatum podem ser relatados parasitando o cao
domeéstico em areas rurais proximas a bordas de mata, ndo longe de centros
populosos. Esse hospedeiro desempenha um importante papel em transportar esse
ixodideo de dentro da floresta para o ambiente doméstico (Aragao e Fonseca 1961;
Guglielmone et al. 2003; Pinter et al. 2008). Dessa forma, pode ocorrer 0 parasitismo
humano pelo estadio adulto de A. aureolatum. Em 1961, Aragdo e Fonseca
abordaram o parasitismo humano pela fase adulta de A. aureolatum relacionado a

caso de FMB, determinada por R. rickettsii em S&o Paulo. Trabalhos posteriores
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também incriminam o estadio adulto de A. aureolatum como vetor do bioagente da
FMB para humanos (Guimaraes et al. 2001; Guglielmone et al. 2003; Ogrzewalska
et al. 2012; Labruna et al. 2014).

O carrapato A. aureolatum € vetor natural da bactéria R. rickettsii, agente
etiologico da FMB (Gomes 1933; Dias e Martins 1939; Pinter e Labruna 2006).
Considerando a habilidade que A. aureolatum tem de parasitar humanos e a sua
capacidade de transmitir riquétsia, essa espécie de carrapato assume importante
papel epidemioldogico na FMB (Szabo et al. 2013a). Apesar da FMB ser a mais
importante doenca humana associada a carrapatos na Ameérica do Sul, algumas
questdes permanecem sem resposta com relagdo a ecologia dos vetores e
epidemiologia da doenca.

Em condi¢des de laboratoério, A. aureolatum é mais susceptivel a infeccao por
R. rickettsii do que A. sculptum, e também mais eficiente em manter a infeccdo, com
100% de transmissao transestadial e transovariana (Labruna et al. 2008; 2011c).
Entretanto, em areas endémicas para FMB, as taxas de infeccdo de A. aureolatum
por R. rickettsii séo baixas (entre 1-10%) (Pinter e Labruna 2006; Ogrzewalska et al.
2012), o que pode estar associado ao efeito deletério que essa bactéria causa nos
carrapatos (Niebylski et al. 1999; Labruna et al. 2011c). Nesse cenario
epidemiologico, até o momento, nenhum hospedeiro vertebrado amplificador foi
determinado para R. rickettsii, embora se suspeite do cao (Scinachi et al. 2017).

Ainda com relagédo a relevancia de A. aureolatum como vetor, estudos em
laboratorio demonstraram que quando esse ixodideo infectado com R. rickettsii é
previamente alimentado em um hospedeiro, ao parasitar um préximo hospedeiro
pode fazer a transmissdo dessa bactéria em cerca de dez minutos (Saraiva et al.
2014). Sao altas as taxas (em torno de 60%) de casos fatais de FMB associadas a
transmissdo por A. aureolatum e nenhum padrdo sazonal da doenca pode ser
observado para esse contexto epidemiolégico (Angerami et al. 2012).

Apesar das populagdes de A. aureolatum estarem distribuidas em diversos
locais do Brasil, em condi¢cdes ambientais similares (habitacdées humanas préximas a
areas de Mata Atlantica e a presenca de A. aureolatum infestando o céo), a
distribuicdo de casos de FMB associados a esse ixodideo parece estar restrita a
regido metropolitana de S&o Paulo (Pinter e Labruna 2006; Pinter et al. 2008), onde
as regides endémicas para a doenca sao diferentes de locais ndo endémicos pela
presenca de areas menores e mais degradadas de Mata Atlantica, com baixa
abundancia e rigueza de vertebrados (Ogrzewalska et al. 2012; Scinachi et al. 2017).

17



E possivel que ocorra variagdes na susceptibilidade de diferentes populacées
de carrapatos a patégenos (Estrada-Pefia et al. 1996). Dessa forma, diferencas
regionais na epidemiologia de doencas associadas a carrapatos, como a FMB,
podem estar relacionadas ao comportamento do patdgeno e a variacdes entre
populacbes desse vetor (Gray 2002). Estudos de genética de populagbes de A.
aureolatum podem fornecer informacdes sobre seu padrdo reprodutivo (fluxo
génico), estruturacdo e expansao populacional, bem como gerar conhecimento
referente a epidemiologia e auxiliar na vigilancia da doenca com a qual esta
relacionado (Araya-Anchetta et al. 2015). Entretanto, o conhecimento sobre a
diversidade genética, estruturacdo populacional de A. aureolatum e a relacdo com
os casos de FM ainda é escasso, com trabalho exclusivo para a regido de Sao Paulo
no Brasil (Ogrzewalska et al. 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a diversidade genética intraespecifica e infeccdo por riquétsias em

populacdes de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum de diferentes biomas do Brasil.

2.2 Objetivos Especificos
e Obter sequéncias parciais dos genes 16S rDNA, 12S rDNA, COIl e da
regidao D-loop do genoma mitocondrial de espécimes de A. sculptum, A. ovale e A.

aureolatum provenientes de unidades federativas de diferentes biomas do Brasil.

e Realizar analises filogenéticas, filogeograficas e de estrutura populacional

para as sequéncias obtidas de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum.

e Pesquisar e identificar molecularmente riquétsias presentes em diferentes

espécimes de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum estudados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo e amostragem

3.1.1 Amblyomma cajennense sensu lato

No periodo de 2005 a 2015, durante investigacéo e vigilancia de casos de FM
em diferentes unidades federativas e biomas do Brasil, foram coletados 461

espécimes de Amblyomma cajennense sensu lato (s.l.) (Tabela 4).

Tabela 4. Total de espécimes de Amblyomma cajennense sensu lato coletados, no
periodo de 2005 a 2015, segundo os biomas, unidades federativas e municipios do
Brasil, submetidos aos estudos de biologia molecular.

Bioma Unidade Federativa Municipio Estadio
Caatinga Ceara Aratuba 1F, 1M
Distrito Federal Brasilia 1N, 5F, 2M
Goiania 30F, 30M
Jandaia 2F, 1M
Indiara 1F
Goias Cavalcante 2N
Inhumas 2M
Minacu 1N, 1M
Padre Bernardo M
Pedro Leopoldo 1N, 4F, 3M
Cerrado Minas Gerais Belo Horizonte 9F
Bom Despacho 1IN
Poxoréu 15F
LEEe el Cuiaba IN, 3F, 10M
Mato Grosso do Sul Dois Irmaos do Buriti 1IN, 1M
Palmas 1N, 16F, 16M
i, Porto Nac,ional 2F, 2M
Dueré 1F, 1M
Monte do Carmo 2F, 2M
Pium 5F, 4M
Mariandpolis do Tocantis 1IN
Guagcufi 1M
- Ibatiba 7N, 5M
Espirito Santo pancas 11N, 3M
Vila Valério 1F, 6M
Minas Gerais _Reduto ax
Juiz de Fora 5N, 6F, 4M
Andira IN
Cambara 1F
Dr. Camargo 1N
Paran Jacarezipho 1F, 1M
Porto Rico 7F, 6M
Ribeirdo Claro M
S&o Carlos do Ivai 5F, 5M
Sertaneja 1IN, 1M
Rio de Janeiro 2N, 6F, 11M
ltatiaia 2N, 1F
Petrépolis 5N, 14F, 16M
Mata Paracambi M
Atlantica Porto Real IN
Resende M
Trajano de Moraes 17N, 4F, 1M
S&o José do Vale do Rio Preto 1N, 5F, 2M
Porcitncula 5N, 2F, 1M
Rio de Janeiro Itaocara 6N
Seropédica 1N, 3F, 3M
Itaguai 1N
Mangaratiba 6N, 1M
Mendes 12F, 8M
Rio Bonito IN
Saquarema 6N
Pirai IN
Barra do Pirai IN
Volta Redonda 2F, 1M
Amparo 4N
« Campinas 22F, 11M
Séo Paulo Paulinea ™
Santo André 1F

98N, 189F, 174M
461 espécimes

N, ninfa; F, fémea; M, macho.
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Esses ixodideos foram coletados em 11 unidades federativas do pais,
correspondendo aos biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Figura 2). As
amostras analisadas do Rio de Janeiro (RJ) sédo referentes ao trabalho de
Bitencourth et al. (2016), com as sequéncias obtidas no GenBank (Apéndice A).
Essas areas apresentam caracteristicas diversas, que podem propiciar a existéncia
de populacbes de carrapatos distintas e focos de FM que necessitam de

informacdes sobre as formas de manutencéo e transmissao de riquétsias.

Areas de Coleta

Caatinga
1- Ceara*

Cerrado
2- Tocantins
3- Goias
4- Distrito Federal
5- Mato Grosso

Biomas

— gaatlr:jga 6- Mato Grosso do Sul
ICerra OA _ 7- Minas Gerais
[1Mata Atlantica

JPampas Mata Atlantica
1 Pantanal

8- Minas Gerais

JAmazbnia 9- Espirito Santo

10- Rio de Janeiro
11- Sao Paulo
* Amostras coletadas em area de fragmento p
caracteristico de Mata Atlantica dentro do bioma 12- Parana
Caatinga.
1000 Km 9

Figura 2. Mapa do Brasil com indicacdo (e) das areas de coleta, de acordo com 0s
biomas e unidades federativas do pais, de Amblyomma cajennense sensu lato
analisados no presente estudo. O mapa foi elaborado no programa QGIS, utilizando
0s recursos OSM Land TF Outdoors. As delimitacdes das unidades federativas e
biomas foram extraidas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.

As amostras coletadas no Ceard sdo provenientes da regido do Macico de
Baturité. Essa regido apresenta caracteristicas particulares, incluindo uma série de
areas de floresta, que se assemelham a floresta de Mata Atlantica, dentro do bioma
Caatinga. Assim, esta localidade é uma area excepcional em uma regiao de clima
semi-arido, pois sua floresta de alta altitude, com alta umidade e condi¢cbes de
temperatura moderada, difere das areas vizinhas (Tabarelli e Santos 2004; Andrade-

Lima 2007; Santos et al. 2012b). Possivelmente, a ocorréncia de variacoes
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climaticas no Pleistoceno permitiu que a Mata Atlantica costeira penetrasse no
dominio da Caatinga. Posteriormente, a floresta costeira voltou ao seu local de
origem e as ilhas da Mata Atlantica permaneceram em locais com microclimas
favoraveis, criando refugios florestais de alta altitude para as espécies da Mata

Atlantica no nordeste do Brasil, dentro do bioma Caatinga (Moerbeck et al. 2016).

3.1.2 A. ovale

No periodo de 2011 a 2015, durante investigacdo e vigilancia de casos de FM
em diferentes unidades federativas e biomas do Brasil, foram coletados 140
espécimes de A. ovale (Tabela 5).

Tabela 5. Total de espécimes de Amblyomma ovale coletados, no periodo de 2011
a 2015, segundo os biomas, unidades federativas e municipios do Brasil,
submetidos aos estudos de biologia molecular.

Bioma Unidade Federativa Municipio Estadio
Pacoti 2F, 2M
Guaramiranga 5F, 6M
Baturité 2F, 4M
Caatinga Ceara
Aratuba 9F, 16M
Mulungu 3F, 8M
Redencao 1F
Cerrado Goias Goiania 2F, 1M
Parana Paranagua 4F, AM
Rio de Janeiro Paraty 4F, 20M
Rio Grande do Sul Igrejinha 1F
Guaramirim 19F, 14M
Mata Atlantica S0 José ™
Brusque 1F
Santa Catarina Joinville 2F, 2M
Jacinto Machado 1F
Florian6polis 5M
Paulo Lopes 1M
Total 56F, 84M

140 espécimes

F, fémea; M, macho.
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Esses carrapatos foram coletados em seis unidades federativas que
contemplam trés biomas do territério brasileiro: Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica

(Figura 3).

Areas de Coleta

Caatinga
1- Ceara*
_ Cerrado
Biomas 2- Goias
) Caatinga
1Cerrado Mata Atlantica
[ 1Mata Atlantica 3- Rio de Janeiro
—1Pampas 4- Parana
1 Pantanal 5- Santa Catarina

6- Rio Grande do Sul

& * Amostras coletadas em area de fragmento caracteristico de Mata Atlantica

dentro do bioma Caatinga.
1000 Km

1 Amazobnia

Figura 3. Mapa do Brasil com indicacdo (e) das areas de coleta, de acordo com o0s
biomas e unidades federativas do pais, de Amblyomma ovale analisados no
presente estudo. O mapa foi elaborado no programa QGIS, utilizando os recursos
OSM Land TF Outdoors. As delimitacdes das unidades federativas e biomas foram
extraidas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.

3.1.3 A. aureolatum

No periodo de 2012 a 2015, durante investigacéo e vigilancia de casos de FM
em diferentes unidades federativas do bioma Mata Atlantica no Brasil, onde A.
aureolatum é comprovadamente vetor do bioagente da FMB e em areas onde isso
nao ocorre, foram coletados 96 espécimes desse ixodideo (Tabela 6).

Esses carrapatos foram coletados em cinco unidades federativas do bioma
Mata Atlantica (Figura 4). Desses locais, apenas em parte da regido metropolitana
do estado de SP (incluindo o municipio de Santo André, de onde séao procedentes os

espécimes analisados no presente estudo) A. aureolatum € considerado vetor de R.
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rickettsii. Nos outros locais, apesar da presenca desse vetor, ainda ndo houve a

deteccédo do bioagente da FMB nesse ixodideo.

Tabela 6. Total de espécimes de Amblyomma aureolatum coletados, no periodo de
2012 a 2015, no bioma Mata Atlantica segundo as unidades federativas e municipios
do Brasil, submetidos aos estudos de biologia molecular.

Unidade Federativa Municipio Estadio
Parana Irati 1F
Itatiaia 1M
Rio de Janeiro
Petropolis 11F, 5M
Viamao* 1F
Sao Francisco de Paula 1F, 4M
Rio Grande do Sul Erechim 1M
Canela 1M
Igrejinha 6F, 11M
Lages 2F, 4M
Joinville 2F, 1M
Jacinto Machado 3F, 2M
Santa Catarina Balneario Picarras 1M
Florian6polis 1M
Jaragua do Sul 1M
Tijucas 1M
Séao Paulo Santo André 25F, 10M
Total 52F, 44M

96 espécimes

F, fémea; M, macho.

*Area de transicdo entre os biomas Mata Atlantica e Pampas.

Biomas

1 Caatinga
—1Cerrado

—1Pampas
1 Pantanal
1Amazobnia

A

[ 1Mata Atlantica

1000 Km

Areas de Coleta

Mata Atlantica
1- Rio de Janeiro
2- Sao Paulo
3- Parana
4- Santa Catarina
5- Rio Grande do Sul

Figura 4. Mapa do Brasil com indicacao (e) das unidades federativas de coleta, no
bioma Mata Atlantica, dos espécimes de Amblyomma aureolatum analisados no
presente estudo. O mapa foi elaborado no programa QGIS, utilizando os recursos
OSM Land TF Outdoors. As delimitagbes das unidades federativas e biomas foram
extraidas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.
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3.2 Coleta dos carrapatos

As coletas desse artropode foram realizadas durante a investigacdo e a
vigilancia de casos de FM em areas com casos suspeitos ou confirmados da
doenca, pelas equipes das Secretarias Estaduais de Saude de cada unidade
federativa do pais analisada.

A busca e coleta desses vetores foram realizadas nos ambientes (domicilio,
peridomicilio e em areas de borda de mata) e nos hospedeiros residentes no local
provavel de infeccdo (LPI). Nos hospedeiros (A. cajennense s.l.- bovinos, caninos,
equinos, felinos, humanos, roedores, suinos e tapirideos; A. ovale- caninos, felinos,
humanos e quati; e A. aureolatum- caninos, bovinos, felinos, humanos e quati,
Apéndice B), os ixodideos foram retirados por tor¢cdo continua em torno do préprio
eixo longitudinal do idiossoma. No ambiente, a coleta foi realizada pela técnica de
arrasto de flanela, armadilha de gelo seco (CO,) e busca ativa (Sonenshine 1993).
As unidades amostrais de coleta foram constituidas por espécimes oriundos de um
mesmo hospedeiro ou ambiente.

Os carrapatos coletados foram acondicionados em tubos plasticos estéreis
contendo isopropanol P.A., e encaminhados ao Laboratorio de Referéncia Nacional
em Vetores das Riquetsioses (LIRN), do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ/ RJ,
juntamente com as fichas de coleta das amostras. No LIRN, seguindo o fluxo de
recebimento de amostras de vetores da Referéncia, esses ixodideos foram triados,
identificados taxonomicamente através de morfologia e submetidos a estudos de

biologia molecular.

3.3 Identificacdo morfoldgica dos carrapatos coleta dos

As amostras de ixodideos foram identificadas seguindo o Procedimento
Operacional Padréo para a Identificacdo Taxondmica de Vetores das Riquetsioses
(POP- LIRN- 017), elaborado e implementado no LIRN. Para isso, foram utilizados
estereomicroscoépio, chaves dicotémicas e descricbes de Martins et al. (2010; 2016a)
para ninfas, Aragado e Fonseca (1961), Barros-Battesti et al. (2006) e Nava et al.
(2014) para adultos. Amostras de larvas nao foram incluidas no trabalho porque, em
geral, precisam ser molecularmente analisadas em pool e o atual estudo prioriza

analisar espécimes individualmente.
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3.4 Estudos de biologia molecular

Para os estudos de biologia molecular, as 461 amostras de A. cajennense s.l.,
as 140 amostras de A. ovale e as 96 amostras de A. aureolatum foram

individualmente analisadas (Tabelas 4-6).

3.4.1 Extracdo de DNAg

Todas as amostras de carrapato foram submetidas a extragéo total de DNA
gendmico (DNAgQ). Inicialmente os ixodideos foram triturados em banho de N,, e em
seguida submetidos a extracao total de DNAg através da técnica de extracdo por sal
NaCl (Aljanabi e Martinez 1997). O DNAg extraido foi armazeno a — 20°C até a
amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR- do inglés Polymerase

Chain Reaction).

3.4.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

3.4.2.1 Identificacdo molecular, analise filogenét ica e estudo da

diversidade genética intraespecifica dos carrapatos

Para a identificacdo molecular, analise filogenética e estudo da diversidade
genética intraespecifica dos espécimes de A. cajennense s.., A. ovale e A.
aureolatum coletados, todas as amostras foram submetidas a PCR para
amplificacdo de sequéncias parciais dos genes mitocondriais 12S rDNA, COIl e da
regido D-loop. Adicionalmente, para a identificacdo molecular e um melhor
entendimento das relagfes filogenéticas entre A. ovale de diferentes locais do pais e
das Américas, algumas amostras de cada populagéo estudada dessa espécie foram
escolhidas, aleatoriamente, para a amplificacdo de fragmento do gene mitocondrial
16S rDNA. Esse marcador foi utilizado por ser o que tem mais sequéncias de A.
ovale disponiveis no GenBank. Entretanto, ele ndo apresenta variabilidade
intraespecifica adequada para utilizacdo em estudos populacionais (Paternina et al.
2016). Para a PCR, foram utilizados iniciadores (Tabela 7) e protocolos de

amplificacdo previamente descritos na literatura (Mangold et al. 1998; Bitencourth et
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al. 2016) (Tabela 8). Como controle negativo, em todas as reacgodes, foi utilizada agua
Milli-Q livre de DNA.

Tabela 7. Iniciadores utilizados na amplificagédo de sequéncias parciais dos genes e

da regido mitocondrial analisados de Amblyomma cajennense sensu lato,
Amblyomma ovale e Amblyomma aureolatum.
Gene/ Regido Pares de Iniciadores Sequéncia de nucleotideos VEmERID EP@ELe Referéncia

do produto amplificado

12S rDNA

16S rDNA

D-loop

Citocromo oxidase subunidade I

T2A
TiB

16S+1
16S-1

Dloop3-1x
Dloop4-1x

Ac COXIIF
Ac COXIIR

5'-AAAGAGTGACGGGCGATATGT-3'
5-AAACTAGGATTAGATACCCT-3'

5'-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3'
5'-GCTCAATGA AAATTGCTGT-3’

5-TAACCGCTGCTGCTGGCACAA-3'
5-TAACCCTTTATTCAGGCAT-3'

5"-AATGTYTGRTTWARTCGNCCTGGRA-3’
5 -AAATTCWCCHATYATRSARCAAAT-3’

340 pb Beati e Keirans 2001
460 pb Mangold et al. 1998
440 pb Burkman 2009
501 pb Bitencourth et al. 2016

Tabela 8. Composicédo do mix e ciclos de amplificacdo da PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase) dos genes e da regido mitocondrial analisados de Amblyomma
cajennense sensu lato, Amblyomma ovale e Amblyomma aureolatum, de acordo com
Mangold et al. (1998) e Bitencourth et al. (2016).

12S rDNA D-loop Citocromo Oxidase subunidade Il 16S rDNA
dH0 q.s.p. 25,00uL  dH;O q.s.p. 25,00uL  dH.O g.s.p. 25,00uL  dH.O q.s.p. 25,00uL
10X Taq Buffer 2,50uL 10X PCR Buffer Menos Mg 2,50uL 10X High Fidelity PCR Buffer 2,50uL 10X PCR Buffer Menos Mg 2,50uL
25 mM MgCl, 1,50uL 50 mM MgCl, 1,50uL 25 mM MgCl, 1,50uL 50 mM MgCly 0,80uL
5 Primer T1B 0,20 uM  Primer Dloop3-1x 0,20 uM  Primer Ac COXII F 0,20 UM Primer 16S+1 0,20 uM
o Primer T2A 0,20 UM Primer Dloop4-1x 0,20 uM  Primer Ac COXII R 0,20 UM Primer 16S-1 0,20 uM
g dNTP 10mM 0,50uL  dNTP 10mM 0,50uL dNTP 10mM 0,50uL  dNTP 10mM 0,50uL
x Taq DNA Polimerase® 1,00 U Platinum Tag DNA Polimerase® 1,00 U High Fidelity PCR Enzyme3 1,25U Platinum Tag DNA Polimerase® 1,00 U
= Amostra 40ng Amostra 40ng Amostra 40ng Amostra 40 ng

Desnaturagédo Inicial 5 min a 94°C

5 Ciclos de:
Desnaturagéo por 25s a 94°C
Anelamento por 35s 4 50°C
Alongamento por 30s a 68°C

CICLOS DE AMPLIFICACAO DA PCR

30 Ciclos de:
Desnaturagéo por 25s a 94°C
Anelamento por 30s a53°C
Alongamento por 30s a 70°C

Alongamento Final por 5 min & 70°C
40C ©

Desnaturagdo Inicial 5 min & 94°C

8 Ciclos de:
Desnaturagéo por 20s a 94°C

Anelamento por 25s & 65°C (-1,5°C/ Ciclo)

Alongamento por 45s a 72°C

10 Ciclos de:
Desnaturagéo por 20s a 94°C

Anelamento por 30s & 53°C (-0,4°C/ Ciclo)
Alongamento por 45s a 70°C (-0,2°C/ Ciclo)

17 Ciclos de:
Desnaturagéo por 20s a 94°C
Anelamento por 35s 4 51°C
Alongamento por 40s a 69°C

Alongamento Final por 5 min & 69°C
40C ©

Desnaturagéo Inicial 5 min 2 93°C

5 Ciclos de:
Desnaturagédo por 20s & 93°C
Anelamento por 30s & 55°C (-1,0°C/ Ciclo)
Alongamento por 1 mina 72°C (-0,2°C/ Ciclo)

20 Ciclos de:
Desnaturagéo por 20s & 93°C
Anelamento por 45s &4 50°C ( -0,5°C/ Ciclo)
Alongamento por 45s a 70°C (-0,4°C/ Ciclo)

20 Ciclos de:
Desnaturagédo por 20s & 93°C
Anelamento por 55s &4 40°C
Alongamento por 1 min a 67°C

Alongamento Final por 5 min & 67°C
40C »

Desnaturagédo Inicial 2 min a 94°C

7 Ciclos de:
Desnaturag&o por 45s a 94°C
Anelamento por 45s a 48°C (+ 0,3 °C/ Ciclo)
Alongamento por 45s a 72°C

21 Ciclos de:
Desnaturag&o por 45s a 94°C
Anelamento por 45s 4 50°C
Alongamento por 45s a 72°C

Alongamento Final por 10 min a 72°C
40C ©

g.s.p., quantidade suficiente para; min, minutos; s, segundos; « , infinito.
. Taq DNA Polimerase- Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EUA.
2 Platinum Tag DNA Polimerase- Invitrogen- Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EUA.
3. High Fidelity PCR Enzyme Mix- Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EUA.

3.4.2.2 Pesquisa de riguétsia

Todas as amostras desses ixodideos também foram submetidas a pesquisa

de riquétsias através da PCR. Essa busca foi realizada utilizando os genes citrato
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sintase (gltA), o gene da proteina externa de membrana A (ompA- do inglés outer
membrane protein A), o gene da proteina de superficie de 17 kilodaltons (htrA), o
gene da proteina externa de membrana B (ompB- do inglés outer membrane protein
B) e o0 Gene D/ antigeno de superficie celular 4 (sca4- do inglés surface cell antigen
4). Nessas amplificacbes foram empregados oligonucleotideos (Tabela 9) e
protocolos de amplificacdo (Tabela 10) disponiveis na literatura. Em todas as
reacoes foi utilizado como controle positivo DNA de R. rickettsii, e agua Milli-Q livre

de DNA como controle negativo.

Tabela 9. Iniciadores utilizados para a pesquisa de riquétsias nas amostras de
Amblyomma cajennense sensu lato, Amblyomma ovale e Amblyomma aureolatum
analisadas e respectivas referéncias.

Gene Iniciador Seqguéncia de nucleotideo (5'- 3") Fragmento (pb) Referéncia
Cs2-78 5 -GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3'
gltA CS2-323  5-GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT-3' 401 Labruna et al. 2004b
D1738f 5.GTATCTGAATTAAGCAATGCG-3'
. . Gene D 744 Sek tal. 2001
Rickettsia sp. D2482r 5-CTATAACAGGATTAACAGCG-3' ekeyova etal
(Género especffico)
1° round 17k-5 5.GCTTTACAAAATTCTAAAAACCATATA-3'
549 Labruna et al. 2004
hr A 17k3 5. TGTCTATCAATTCACAACTTGCC-3" abruna eta ¢
(PCRnested)
Xround  17Kdl 5.GCTCTTGCAACTTCTATGTT-3' 34 Webb et al. 1990
17Kd2 5.CATTGTTCGTCAGGTTGGCG-3' :
Rickettsia sp. OMPB 3064-F 5-GGTATAGCCGGAATAGGTTTTGACG-3'
1200 N tal. 2015
GFM +GT ompB ompB4271-R  5-TCAGTTTTAGTGATACCGATAGCAGC-3' unes eta
I Rr 190.70p 5-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3'
Rickettsia sp. om .
sp. GFM PA Rr_190.602n 5-AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT-3 532 Regreryetal. 1991

GFM, Grupo Febre Maculosa; GT, Grupo Tifo.

As amplificacbes através da PCR, dos marcadores mitocondriais dos
carrapatos e dos genes de riquétsias, foram realizadas no termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Carlsbad, California, EUA).

3.4.3 Eletroforese

Apdés a amplificacdo, de cada gene, as amostras foram submetidas a
eletroforese (89 volts por 90 minutos) em gel de agarose 2%, coradas por brometo
de etidio (Sambrook e Russell 2001).
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Tabela 10. Composicdo do mix e ciclos de amplificacdo da PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase) dos genes utilizados na pesquisa
de riquétsias nas amostras de Amblyomma cajennense sensu lato, Amblyomma ovale e Amblyomma aureolatum.

gltA Gene D (sca4) htr A ompA ompB
dH,0O g.s.p. 25,00pL  dH,O g.s.p. 25,00pL  dH,O g.s.p.25,00uL  dH,O g.s.p. 25,00puL  dH,O g.s.p. 25,00uL  dHO g.s.p. 25,00pL
10X Taq Buffer 2,50puL 10X PCR Buffer Menos Mg 2,50puL 10X PCR Buffer Menos Mg 2,50pL 10X PCR Buffer Menos Mg 10X Taq Buffer 2,50uL 10X PCR Buffer Menos Mg 2,50uL
@ 25 mM MgCl, 0,80uL 50 mM MgCl, 0,80uL 50 mM MgCl, 0,80uL 50 mM MgCl, 25 mM MgCl, 0,80uL 50 mM MgCl, 0,80uL
8 Primer CS2-78 0,20 uM  Primer Gene D 1738F 0,20 UM Primer 17k-3 0,20 uM  Primer 17Kd1 Primer Rr 190.70p 0,20 uM  Primer omp B 3064-F 0,20 uM
< Primer CS2-323 0,20 uM  Primer Gene D 2482R 0,20 uM  Primer 17k-5 0,20 uM  Primer 17Kd2 Primer Rr 190.602n 0,20 uM  Primer omp B 3064-F 0,20 uM
2 dNTP 10mM 0,50uL  dNTP 10mM 0,50uL  dNTP 10mM 0,50uL  dNTP 10mM dNTP 10mM 0,50uL  dNTP 10mM 0,50uL
S Taq DNA Polimerase® 1,00 U  Platinum Taq DNA Polimerase® 1,00 U  Platinum Tag DNA Polimerase? 1,00 U  Platinum Tag DNA Polimerase? Tag DNA Polimerase® 1,00U  Platinum Taq DNA Polimerase® 1,00 U
Amostra 60ng Amostra 60ng Amostra 60ng Amostra Amostra 60ng Amostra 60 ng
Desnaturac&o Inicial 3 min & 95°C Desnaturacao Inicial 3 min 30s a 94°C Desnaturac&o Inicial 3 min a 94°C Desnaturacao Inicial 3 min & 94°C Desnaturac&o Inicial 5 min & 95°C Desnaturac&o Inicial 3 min 30s a 94°C
o
8 40 Ciclos de: 40 Ciclos de: 35 Ciclos de: 35 Ciclos de: 35 Ciclos de: 40 Ciclos de:
g Desnaturagdo por 15s a 95°C Desnaturagéo por 30s a 94°C Desnaturagéo por 45s a 94°C Desnaturagdo por 45s & 94°C Desnaturagéo por 40s a 95°C Desnaturagdo por 30s a 94°C
»  Anelamento por 30s a48°C Anelamento por 30s & 54°C Anelamento por 60s & 56°C Anelamento por 30s a 56°C Anelamento por 30s & 54°C Anelamento por 30s & 55°C
9 Alongamento por 30s a 72°C Alongamento por 90s a 72°C Alongamento por 90s a 72°C Alongamento por 90s a 72°C Alongamento por 45s a 65°C Alongamento por 60s a 72°C
(@]
@)

Alongamento Final por 7 min a 72°C
12°C

Alongamento Final por 7 min a 72°C
12°C =

Alongamento Final por 10 min a 72°C
12°C =

Alongamento Final por 10 min a 72°C
12°C =

Alongamento Final por 10 min a 72°C
12°C =

Alongamento Final por 7 min a 72°C
12°C

g.s.p., quantidade suficiente para; min, minutos; s, segundos; « , infinito.
. Taq DNA Polimerase- Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EUA.
2. Platinum Tag DNA Polimerase- Invitrogen- Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, EUA.
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Posteriormente, os géis foram examinados em scanner de gel, com luz
ultravioleta, para a observacdo dos fragmentos de DNA amplificados. Imagens
digitais de cada gel foram geradas e arquivadas utilizando o equipamento MiniBis
Pro (DNR Bio- Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel).

Todos os produtos da PCR (amplicons) obtidos correspondendo ao tamanho
de DNA esperado, para cada gene, foram selecionados para purificacdo e

seguenciamento.

3.4.4 Purificacao dos produtos da PCR e sequenciam  ento

A purificagdo dos produtos da PCR foi realizada com o kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean up System (Promega, Corp., Madison, WI, EUA), de acordo com o
manual do fabricante, para posterior sequenciamento de DNA.

O sequenciamento do DNA foi realizado na Plataforma de sequenciamento de
DNA (PDTIS) da FIOCRUZ/ RJ. As reacfes de sequenciamento foram executadas
utilizando o BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Carlsbad, Califérnia, EUA), de acordo com as recomendac¢@es do fabricante. Nessas
reacoes foram empregados os mesmos iniciadores utilizados na PCR para
determinacao das sequéncias em ambas as dire¢des (3'- 5’ e 5'- 3’). Posteriormente,
as amostras foram precipitadas, ressuspendidas em formamida e aplicadas em
sequenciador automatico ABI 3730 (Applied Biosystems, Carlsbad, Califérnia, EUA)
para leitura das sequéncias.

Todos os haplétipos das sequéncias de carrapatos e riquétsias foram
depositadas no GenBank (Apéndices B e C).

3.5 Andlise de dados das sequéncias de nucleotideos

3.5.1 Edicéo, identificacdo e alinhamento das sequ  éncias de DNA

Todas as sequéncias obtidas, para cada gene, foram editadas manualmente
e as sequéncias consenso geradas no programa ChromasPro 1.5 (Technelysium Pty
Ltd, Tewantin, QIld, Australia). Inicialmente as sequéncias de DNA foram

identificadas por avaliagdo de similaridade, através de analise comparativa com as
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sequéncias depositadas no GenBank, com auxilio do BLASTN (Basic Local
Alignment Search Tool- Nucleotide).

As sequéncias obtidas de cada gene 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 0s genes codificantes de proteinas foram
traduzidos para aminoacidos para verificar a existéncia de pseudogenes e confirmar

a existéncia de homologia, onde nenhum cédon de parada foi observado.

3.5.2 Analise de dados de genética de populacdes d e A. sculptum,

A. ovale e A. aureolatum

As andlises de genética de populacdes foram realizadas apenas para as
sequéncias de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum, separadamente para cada
gene em cada espécie. As populacdes de cada espécie de ixodideo foram definidas
de acordo com as unidades federativas do Brasil onde foram realizadas as coletas
dessas amostras.

Para cada gene foram criados arquivos contendo os alinhamentos, com as
sequéncias separadas por populacdes. Esses arquivos foram submetidos a analises
estatisticas das sequéncias no programa Arlequin versdo 3.0 (Excoffier e Lischer
2010). Foram definidos os haplotipos e ainda parametros basicos de variacdo
genética, representados pelo numero de sitios polimérficos (s), numero de
haplotipos (n), diversidade haplotipica (h) e nucleotidica (nd), e o0 nimero médio de
diferencas nucleotidicas (k).

Para testar a hipotese de mutacdo neutra e equilibrio populacional, as
populacfes de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum foram analisadas através dos
testes de neutralidade: D de Tajima (Tajima 1989) e Fs de Fu (Fu 1997), no
programa Arlequin, e a partir do teste R, de Ramos-Onsins e Rozas (Ramos-Onsins
e Rozas 2002) no programa DnaSP versdo 5 (Librado e Rozas 2009). Todos os
testes foram calculados a partir de 1000 geracdes aleatorias de amostras.

Valores de estruturagdo Fsr de Wright (1951), estimados par a par para as
populacbes de cada espécie, foram calculados para avaliar a diferenciacdo
molecular entre as populacdes de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum analisadas.
O teste de Mantel (Mantel 1967) foi realizado considerando as matrizes de distancia

genética par a par (Fst) e geografica (obtidas através do Google Earth) de cada
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espécie de ixodideo estudada. A analise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier
et al. 1992) foi realizada para detectar a diferenciacdo genética entre as populacdes
de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum analisadas do Brasil. Todas essas analises
também foram executadas no programa Arlequin, cada uma com 1000 réplicas.
Posteriormente, no teste de Fsr foi realizada a correcdo de multiplos testes de
Bonferroni (1936).

Adicionalmente, nos testes de Fst e AMOVA além das analises realizadas
nas populacdes, foram estabelecidos niveis hierarquicos supra-populacionais (entre
populacdes) que foram denominados de “Grupos de Populacdes”, organizados da
seguinte forma: A. sculptum- Grupo | com amostras do Cerrado (Distrito Federal- DF,
Mato Grosso- MT, Tocantins- TO, Mato Grosso do Sul- MS, Goids- GO e Minas
Gerais-MG- Cerrado), Grupo Il com amostras da Mata Atlantica (Espirito Santo- ES,
Séao Paulo- SP, Parana- PR, Rio de Janeiro-RJ e Minas Gerais- MG- Mata Atlantica)
e Grupo Il com amostras da Caatinga (Ceara- CE); A. ovale- Grupo | com amostras
da Mata Atlantica (Parana- PR, Rio de Janeiro- RJ, Rio Grande do Sul- RS e Santa
Catarina- SC), Grupo Il com amostras da Caatinga (Ceara- CE) e Grupo Il com
amostras do Cerrado (Goiads- GO); e A. aureolatum- Grupo | com amostras de
unidades federativas do Brasil onde A. aureolatum ndo é apontado como vetor do
bioagente causador da FMB (Parana- PR, Santa Catarina- SC, Rio de Janeiro- RJ e
Rio Grande do Sul- RS) e Grupo Il com amostras de unidade federativa onde A.
aureolatum é apontado como vetor do bioagente causador da FMB (Sao Paulo- SP).
Esses niveis hierdrquicos foram estabelecidos para verificar se ha diferenciacédo
genética e estruturacdo populacional entre os diferentes grupos (biomas- A.
sculptum e A. ovale; cenério epidemiolégico da FM- A. aureolatum) de populacdes
de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum analisados. Assim sendo, a partir da
AMOVA também foram calculados indices da Estatistica ® (Excoffier et al. 1992;
Excoffier 2001): ®cr- entre grupos populacionais, ®sc- entre subpopulacdes/ dentro
dos grupos e ®s7- entre todas as subpopulagdes.

Para a analise filogeogréafica de cada espécie, as relacdes entre os haplotipos
foram investigadas pela construcdo de redes de haplotipos, para cada marcador,
utilizando o algoritmo median-joining no programa Network versdo 5.0.0.0 (Bandelt
et al. 1999).
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3.5.3 Distancia evolutiva em A. ovale

Foi calculada a distancia evolutiva par a par, para as sequéncias dos genes
12S rDNA, COIl e da regidao D-loop, entre diferentes espécies de carrapatos
(sequéncias obtidas no GenBank) e os haplétipos de A. ovale identificados no
presente trabalho. Essas analises foram realizadas no programa MEGA 6.0 (Tamura
et al. 2013) e os modelos evolutivos utilizados nesses calculos foram indicados pelo
mesmo programa (através do Bayesian Information Criterion) (12S rDNA e D-loop-
T92+G, COIl- TN93+G+l). Foi empregado o teste de bootstrap (Felsenstein 1985)
com 1000 réplicas em cada andlise.

3.5.4 Analises filogenéticas dos carrapatos e dasr  iquétsias

Para analisar as relacdes entre os haplotipos de A. sculptum do Brasil, da
Argentina e outras espécies do complexo A. cajennense, foram realizadas analises
filogenéticas para as sequéncias dos genes 12S rDNA, COIl e da regido D-loop,
geradas no atual trabalho e sequéncias disponiveis no GenBanK (Apéndices A e B).

A fim de investigar as relacdes entre as amostras de A. ovale coletadas em
diferentes locais do Brasil no presente estudo (para os genes 12S rDNA, COIll e D-
loop) e também amostras dessa espécie de outras regides do pais e de outros locais
das Américas (para o genel6S rDNA) foram realizadas analises filogenéticas para
as sequéncias dos genes mitocondriais estudados. Para isso, foram utilizadas
sequéncias geradas no atual trabalho e sequéncias disponiveis no GenBanK que
especificavam a procedéncia geografica da amostra (Apéndice B).

Em A. aureolatum, para investigar as relacdes entre os espécimes estudados
desse ixodideo dos diferentes contextos epidemiolégicos da FM no Brasil, foi
realizada analise filogenética concatenada para as sequéncias obtidas dos genes
mitocondriais 12S rDNA, COIl e da regiao D-loop (Apéndice B).

Nas andlises concatenadas, o programa SeaView (Gouy et al. 2010) foi
utilizado para concatenar os alinhamentos dos genes investigados. Para cada
espécie de carrapato estudada as inferéncias filogenéticas, através de analise de
maxima verossimilhanca, foram realizadas no programa PhyML 3.0 (Guindon et al.
2010) utilizando o modelo evolutivo (através do Bayesian Information Criterion)
indicado pelo programa MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013) (A. sculptum- T92+G para o
12S rDNA e D-loop, e 0 HKY+G para o COIl; A. ovale- T92+G para a andlise
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concatenada do 12S rDNA+ D-loop+ COIl, e T92+l para o 16S rDNA; e A.
aureolatum- T92+G para a analise concatenada do 12S rDNA+ D-loop+ COIl) que
melhor se ajustava ao conjunto de dados analisados. Valores de apoio estatistico
dos ramos internos foram estimados com o teste aLRT (approximate likelihood ratio
test) com 1000 réplicas (Anisimova e Gascuel 2006).

Para aprofundar o conhecimento de identificagdo das riquétsias detectadas
em A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum foi realizada reconstrucéao filogenética
concatenada [A. sculptum- para os genes gltA, htrA, ompA e Gene D (scad4) com
modelo evolutivo GTR+G; A. ovale- para os genes gltA, htrA, ompA e ompB com
modelo evolutivo GTR+G; e A. aureolatum- para os genes gltA e htrA com modelo
evolutivo T92+G] para as sequéncias de riguétsias obtidas em cada espécie de
carrapato estudada. Nas inferéncias filogenéticas das riquétsias foram empregadas
as mesmas analises e critérios aplicados nas reconstrucdes filogenéticas dos
carrapatos. Para essas andlises, foram utilizadas sequéncias de riquétsias do

GenBank e sequéncias detectadas no presente trabalho (Apéndice C).
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmacao molecular da identificacdo dos carr  apatos

4.1.1 A. cajennense s.l.

Os 461 espécimes de A. cajennense s.l. submetidos as técnicas moleculares
geraram 262 sequéncias para o gene 12S rDNA (389 pb), 253 sequéncias para o
COIll (485 pb) e 215 sequéncias para a regiao D-loop (447 pb). O algoritmo BLASTN
indicou a presenca de quatro amostras para o COIl e uma sequéncia para o D-loop
de A. cajennense s.s. com 99% similaridade (GenBank KF527358 e KF787610).
Todas as outras amostras tiveram altos valores de similaridade (97-100%) com
sequéncias de A. sculptum depositadas no GenBank (EU791609, EU791610,
JX573118, KX622791, KF787611, KF787613, KF787616, KF787619 e KF787621).

4.1.2 A. ovale

Dos 140 espécimes de A. ovale submetidos aos estudos moleculares foram
obtidas 128 sequéncias para o gene 12S rDNA (367 pb), 81 sequéncias para o COIl
(473 pb), 11 sequéncias para 0 16S rDNA (409 pb) e 94 sequéncias para a regiao D-
loop (455 pb). O algoritmo BLASTN, com base nas sequéncias do 12S rDNA e 16S
rDNA (dos marcadores utilizados, sdo 0s Unicos com sequéncias de A. ovale
disponiveis no GenBank), apresentou valores de similaridade entre 97-99% com
sequéncias de A. ovale do Brasil (SC, PR, RS e SP) depositadas no GenBank
(AY342273, KR605466, KU894377- 79, KU894382, KUB894384, KUB894386 e
KX137898).

4.1.3 A. aureolatum

As 96 amostras de A. aureolatum que foram submetidas as técnicas
moleculares geraram 66 sequéncias para o gene 12S rDNA (372 pb), 39 sequéncias
para o COIl (485 pb) e 82 sequéncias para a regiao D-loop (447 pb). A identificacao
molecular de sequéncias do marcador 12S rDNA (dos genes utilizados, é o Unico
com sequéncias disponiveis no Genbank para essa espécie de ixodideo), através de
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buscas utilizando o algoritmo BLASTN, permitiu observar amostras com identidade
de 99-100% com sequéncias de A. aureolatum do Brasil (GenBank AY277248 e
AY277249).

4.2 Genética de populacdes dos carrapatos

4.2.1 Analises intrapopulacionais em  A. sculptum

4.2.1.1 Diversidade genética de A. sculptum no Brasil

No total, 19, 47 e 38 hapldtipos dessa espécie foram identificados com base
nas variagcbes das sequéncias dos genes 12S rDNA, COIl e da regiao D-loop,
respectivamente. Como apenas duas sequéncias foram obtidas para as populagbes
do MS (em todos os marcadores), MG- Mata Atlantica (D-loop) e CE (12S rDNA) os
dados estatisticos referentes a essas sequéncias tém que ser interpretados com
cautela pois podem néo representar toda a diversidade dessas populacbes de A.
sculptum.

Dos 19 haplotipos (hl-hXIX) do gene 12S rDNA n&o houve nenhum
compartilhado por todas as populagdes. Entretanto, o hl (40,08%) (DF, MT, MS, GO,
TO, ES, SP e RJ), hll (18,71%) (DF, GO, TO, SP, PR, CE e RJ) e hVII (18,32%) (ES,
MG- Cerrado, MG- Mata Atlantica, CE e RJ) foram os haplétipos mais frequentes e
amplamente encontrados entre as diferentes populacdes de A. sculptum analisadas.
As populagdes de A. sculptum do MT (hlll), TO (hlV), GO (hV), SP (hVIIl, hX e hXl),
PR (hXII-hXIV), MG- Cerrado (hXV e hXVIl) e RJ (hXIX) possuem haplétipos
exclusivos e de baixa frequéncia, em geral (Tabela 11).

A diversidade haplotipica variou de <0,001 (MS) a 1,000 (CE), enquanto a
diversidade nucleotidica foi de <0,0001 (MS) a 0,0404 (CE). Dos 389 nucleotideos
analisados, o maior numero de sitios polimorficos observados foi para o0 RJ (14) e o
menor para o DF e MT (um). A populacdo do MS né&o apresentou sitios polimorficos.
Comumente, as populacdes de A. sculptum coletadas em area de Mata Atlantica

apresentaram os maiores valores nos indices supracitados (Tabela 12).
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Tabela 11. Distribuicdo e frequéncia dos haplétipos do gene 12S rDNA identificados nas populacbes de Amblyomma sculptum
analisadas de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil.

Haplétipos 12S rDNA (389 pb)

Bioma Populagao NS hi hil Rl hv WV RV vl Wil hiX  hX  hxl hxil hxil WXV hXV  hXVI hXVI hXVIl hXIX
Distrito Federal 9 2 7
Mato Grosso 20 14 6
Cerrado Mato Gros_so do Sul 2 2
Goias 30 6 22 2
Tocantins 15 13 1 1
Minas Gerais (Cerrado) 14 10 1 1 1 1
Espirito Santo 27 20 6 1
Mata Séo Pal:l|0 27 1 1 20 1 2 1 1
Atlantica Parana 19 10 5 1 1 1 1
Minas Gerais (Mata Atlantica) 16 12 1 3
Rio de Janeiro 81 a7 7 24 1 2
Caatinga Ceara 2 1 1
Total 262 105 49 6 1 2 31 48 1 3 1 1 1 1 1 1 2 1 5 2
Frequéncia (%) 100,00 40,08 18,71 2,29 0,38 0,76 11,84 18,32 0,38 1,15 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,76 0,38 1,91 0,76

Ns = nimero de sequéncias.
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Tabela 12. Sintese da distribuicdo, variabilidade, diversidade genética e historia
demografica dos haplotipos dos genes 12S rDNA, citocromo oxidase subunidade Il e da
regido D-loop das populagbes de Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas
e unidades federativas do Brasil.

Gene/ . ~ Tamanho Fs de Fu D de Tajima R>
Regido Bioma Populagdo amostral n s k+SD h+SD nd+SD (valor do P) (valor do P) (valor do P)
Espirito Santo 27 3 9 333+1,76 0416+0,095 0,0089+0,0053 6,148 (0,98) 1,268 (0,93) 0,173(0,88)
Mata Minas Gerais- Mata Atlantica 16 3 2 045+042 0425+0,133 0,0012+0,0012 -0,571(0,22) -0,648(0,26) 0,146 (0,19)
Adantica Parana 19 6 13 433+224 0,678+0,093 0,0142+0,0082 1,877 (0,83) 0,474(0,73) 0,108 (0,83)
Séo Paulo 27 7 13 288+156 0456+0,118 0,0076+0,0046 5,322(0,97) -0,762(0,28) 0,091 (0,16)
Rio de Janeiro 81 5 14 553+269 0,574+0,042 0,0180+0,0097 10,352 (0,99) 2,562 (0,99) 0,192 (1,00)
125 IDNA Goias 30 3 4 1,34+0,85 0,432+0,094 0,0044+0,0031 1,169 (0,89) 0,800 (0,80) 0,165 (0,80)
Mato Grosso 20 2 1 044+041 0,442+0,087 0,0011+0,0012 1,169(0,59) 1,026 (0,88) 0,221 (0,85)

Cerrado Mato do Grosso do Sul 2 1 0 <0,01+0,00 <0,001 0,000 <0,0001 +0,0000 <0,001 (N.A.) <0,001 (1,00) N. A.
Minas Gerais- Cerrado 14 5 4 0,69+0,56 0,505+0,158 0,0018 +0,0017 -2,604 (0,00)* -1,481(0,05) 0,108 (0,00)*
Tocantins 15 3 4 0,54+047 0,257+0,142 0,0018+0,0017 -0,312(0,28) -1,816 (0,01)* 0,249 (0,92)
Distrito Federal 9 2 1 0,39+0,40 0,389+0,164 0,0010+ 0,0012 0,477 (0,42) 0,156 (0,76) 0,194 (0,43)
Caatinga Ceara 2 2 12 12,41+912 1,000+0,500 0,0404+ 0,0420 2,485(0,58) <0,001 (1,00) 0,500 (1,00)
Espfrito Santo 11 3 25 8,18+4,11 0,582+0,142 0,0169 +0,0096 7,609 (1,000 -0,190(0,45) 0,164 (0,59)
Mata Minas Gerais- Mata Atlantica 4 3 25  12,67+7,27 0,833+0,222 0,0261+0,0179 4312(095) -0,73(0,25) 0,416 (0,96)
Adantica Parana 22 6 29 6,53+3,22 0476+0,128 0,0135+0,0074 3,026 (0,86) -0,685(0,27) 0,112 (0,30)
Sé&o Paulo 20 7 30 7,30+3,57 0,689+0,105 0,0150+0,0082 3,173(0,92) -0,536(0,32) 0,116 (0,32)
Rio de Janeiro 91 10 32 9,61+4,45 0,692+0,039 0,0198 +0,0101 10,342(0,97) 1,630(0,94) 0,149 (0,97)
col Goias 35 10 13 1,71+1,02 0,531+0,101 0,0035+0,0023 -3,457(0,04) -1,462(0,06) 0,061 (0,01)*
Mato Grosso 17 8 8 1,04+0,73 0,728+0,114 0,0021+0,0017 -5,360 (0,00)* -1,976 (0,00)* 0,076 (0,00)*

Cerrado Mato Grosso do Sul 2 1 0 <0,01+ 0,00 <0,001+ 0,000 <0,0001 +0,0000 <0,001 (N.A.) <0,001 (1,00) N. A.
Minas Gerais- Cerrado 14 8 29 4,60+2,40 0,868+0,076 0,0095+0,0056 -0,660 (0,95) —-2,120 (0,00)* 0,218 (0,94)
Tocantins 27 8 8 1,86+1,10 0,849+0,034 0,0038+0,0025 -1,745(0,15) -0,319(0,38) 0,112 (0,35)
Distrito Federal 6 2 6 2,00+£1,88 0,333+0,215 0,0041+0,0031 2,996 (0,92) -1,367(0,05) 0,372 (1,00)
Espfrito Santo 10 4 22 7,98+4,06 0,644+0,152 0,0183+0,0105 4,484 (0,97) -0,067(0,50) 0,170 (0,60)
Mata Minas Gerais- Mata Atlantica 2 2 1 1,00+ 1,00 1,000+ 0,500 0,0023+0,0032 <0,001(0,25) <0,001(1,00) 0,500 (1,00)
Adantica Parana 12 5 24 7,45+375 0,758+0,093 0,0171+0,0097 3,413(0,92) -0,428(0,35) 0,139 (0,36)
Sé&o Paulo 29 11 26 504+252 0,788+0,072 0,0116 +0,0064 -0,458(0,47) -0,945(0,17) 0,087 (0,15)
Rio de Janeiro 63 10 27 1041+481 0,741+0,046 0,0239+0,0122 8,627 (0,98) 2,368 (1,00) 0,183 (1,00)

D-loop

Goias 30 8 8 1,63+0,99 0,556+0,106 0,0037 +0,0025 -2,031(0,11) -0,600(0,32) 0,103 (0,32)
Mato Grosso 19 9 8 1,13+0,77 0,678+0,121 0,0026 +0,0020 -6,291 (0,00)* -1,742 (0,02)* 0,061 (0,00)*

Cerrado Mato Grosso do Sul 2 1 0 <0,01+0,00 <0,001 +0,000 <0,0001 +0,0000 <0,001 (N.A.) <0,001 (1,00) N. A.
Minas Gerais- Cerrado 14 6 22 3,74+2,01 0,747+0,112 0,0086 +0,0052 0,604 (0,63) -2,003 (0,00)* 0,220 (0,95)
Tocantins 33 8 9 110+0,74 0,544+0,971 0,0025+0,0019 -3,378(0,02) -1540(0,05) 0,076 (0,07)

n, nimero de haplétipos; s, nimero de sitios polimdrficos; k, nimero médio de diferencas nucleotidicas; h, diversidade genética/ haplotipica; nd, diversidade nucleotidica /loci;
SD, desvio padréo; N. A., ndo se aplica; R,, Estatistica de Ramos-Onsins e Rozas Ry; P < 0,05, exceto para Fs de Fu onde P < 0,02; *, significativo; COIl, citocromo oxidase
subunidade II.

O bioma que apresentou a maior diversidade de haplétipos para 0 12S rDNA
foi a Mata Atlantica (14). Nesse sentido, os haplétipos hVI, hVIII-hXIV e XIX foram
exclusivos do bioma Mata Atlantica, enquanto os hapoétipos hll e hVIl foram
encontrados em todos os biomas estudados. As populagdes de A. sculptum que
apresentaram maior quantidade de haplétipos foram as de SP (sete), PR (seis), MG-
Cerrado (cinco) e RJ (cinco) (Figura 5).

Os 485 pb do fragmento alinhado do gene COIl de A. sculptum identificou
zero (MS) a 32 (RJ) sitios polimérficos, os quais definiram 47 haplétipos (h1-h47)
analisados para as populacdes dessa espécie no Brasil (Tabelas 12 e 13). Desses

haplétipos, os mais frequentes foram o h24 (20,89%) presente no ES e RJ, e 0 h25
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Figura 5. Distribuicdo dos 19 hapldtipos (hl ao hXIX) do gene 12S rDNA
identificados nas populagcdes de Amblyomma sculptum analisadas de diferentes
biomas e unidades federativas do Brasil, n.= nUmero amostral.

(16,47%) que também foi 0 mais encontrado entre diferentes popula¢des estudadas
de A. sculptum (ES, SP, PR, MG- Cerrado, MG- Mata Atlantica e RJ). Ainda nesse
sentido, haplétipos compartilhados por mais de uma populacéo foram: hl (DF, GO e
MG- Cerrado), h2 (DF, ES e RJ), h3 (MT, MS e TO), h6 (MT e TO), h8 (MT, GO, TO
e RJ), h19 (GO, SP e PR) e h26 (MG- Cerrado e SP). Haplétipos exclusivos foram
detectados para as populacdes de A. sculptum do Cerrado (MT- h4, h5, h7, h9 e
h10; TO- h1l- h15; GO- h16- h18 e h20- h23; e MG- Cerrado- h35- h39) e da Mata
Atlantica (SP- h27- h30; PR- h31- h34; MG- Mata Atlantica h40 e h41; e RJ- h42-
h47) (Tabela 13).

A diversidade hapldtipica observada para o COIl foi de <0,001 (MS) a 0,868
(MG- Cerrado), enquanto os maiores valores de diversidade nucleotidica observados
foram para as populacdes de A. sculptum da Mata Atlantica (0,0135 PR- 0,0261 MG-
Mata Atlantica) e os menores para as popula¢cdes do Cerrado (<0,0001 MS- 0,0095

MG- Cerrado) (Tabela 12).
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Tabela 13. Distribuicdo e frequéncia dos haplotipos do gene citocromo oxidase subunidade Il identificados nas populacdes de
Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil.

Haplotipos Citocromo oxidase subunidade Il (485 pb)

Bioma Populagao NS T m  wm W W he h9 o hil M2 hi3 M4 ni5 6 hi7 W8 Mo h0 i he2 3 hea
Distrito Federal 6 5 1
Mato Grosso 17 9 1 1 1 1 2 1 1
Mato Grosso do Sul 2 2
Cerrado Goias 3B 24 3 1 11 1 1 1 1 1
Tocantins 27 5 6 7 4 1 1 2 1
Minas Gerais (Cerrado) 14 1
Espirito Santo 11 2 7
Sé&o Paulo 20 3
Mata Atlantica Parana 22 16
Minas Gerais (Mata Altantica) 4
Rio de Janeiro 91 7 1 45
Total 249 30 10 16 1 1 7 1 13 1 1 4 1 1 2 1 1 1 1 20 1 1 1 1 52
Frequéncia (%) 100,00 12,05 403 643 040 040 282 040 523 040 040 161 040 040 080 040 040 040 040 804 040 040 040 040 20,89

Ns = nimero de sequéncias.

Tabela 13. Distribuicdo e frequéncia dos haplotipos do gene citocromo oxidase subunidade 1l identificados nas populacbes de
Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil (continuacao).

Haplétipos Citocromo oxidase subunidade Il (485 pb) (continuagéo)

Bloma Populagdo NS 5 e te7 s 9 heo 8L h32 a3 h34  h35 a6 h37 h38  ha9  hA0 Al a2 a3 a4 a5 a6 a7
Distrito Federal 6
Mato Grosso 17
Cerrado Mato Gros.so do Sul 2
Goias 35
Tocantins 27
Minas Gerais (Cerrado) 14 5 2 1 1 1 1 2
Espirito Santo 11 2
M Sao Paulo 20 11 1 2 1 1 1
Aﬂéig"ca Parand 22 2 101 1 1
Minas Gerais (Mata Altantica) 4 2 1 1
Rio de Janeiro 91 19 1 13 1 1 2 1
Total 249 41 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 13 1 1 2 1
Frequéncia (%) 100,00 16,47 120 080 040 040 040 040 040 040 040 040 040 040 040 080 040 040 040 523 040 040 0,80 0,40

Ns = nimero de sequéncias.
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O bioma com maior quantidade de haplétipos (30) foi o Cerrado, e 0s
haplétipos encontrados em todos os biomas foram: h2, h19, h25 e h26. As
populagbes de A. sculptum que apresentaram a maior quantidade de haplétipos
foram: GO (10), RJ (10), MT (oito), TO (oito), MG- Cerrado (oito), SP (oito) e PR
(seis) (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo dos 47 haplétipos (hl ao h47) do gene citocromo oxidase
subunidade Il identificados nas populacdes de Amblyomma sculptum analisadas de
diferentes biomas e unidades federativas do Brasil, n= numero amostral.

A andlise das sequéncias da regidao D-loop identificou a presenca de
haplétipos exclusivos para o bioma Cerrado (hB, hD-hF, hH-hP, hR-hU e hll1) e para
a Mata Atlantica (hX, hY, hA1-hD1, hF1-hH1 e hJ1-hL1). Entretanto, também foram
verificados haplétipos compartilhados entre populacdes de A. sculptum de diferentes
biomas: hA (MT, ES e RJ), hC (MT, MS, GO, TO, ES e RJ), hG (MT, GO e RJ), hQ
(GO, MG- Cerrado, SP, PR e RJ), hv (MG- Cerrado, ES, SP, PR, MG- Mata
Atlantica e RJ), hW (MG- Cerrado, ES e SP), hZ (MG- Cerrado e SP) e hEl (MG-
Cerrado e Mata Atlantica e SP). Entre os haplotipos de A. sculptum compartilhados
pelos biomas, também estdo os de maior frequéncia observada: hC (23,83%), hA
(14,95%), hQ (14,95%) e hV (13,55%) (Tabela 14).
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Tabela 14. Distribuicdo e frequéncia dos haploétipos da regido D-loop identificados nas populacdes de Amblyomma sculptum
analisadas de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil.

Bioma Populacdes Ns Haplétipos D-loop (447 pb)
hA hB hC hD hE hF hG hH hi hJ hk hL hM kN hO hP hQ hR hS hT
Mato Grosso 19 1 1 11 1 1 1 1 1 1
Mato Grosso do Sul 2 2
Cerrado Goias 30 1 1 2 20 1 2 1
Tocantins 33 22 1 1 1 1 5 1 1
Minas Gerais (Cerrado) 14 1
Espirito Santo 10 2 6
Séo Paulo 29 3
Mata Atlantica Parana 12 5
Minas Gerais (Mata Atlantica) 2
Rio de Janeiro 63 29 9 1 3
Total 214 32 1 51 2 1 1 3 1 1 1 1 1 5 1 1 2 32 1 2 1
Frequéncia (%) 100,00 14,95 0,47 23,83 093 047 047 140 047 047 047 047 047 234 047 047 093 1495 047 093 047

Ns = nimero de sequéncias.

Tabela 14. Distribuicdo e frequéncia dos haplétipos da regido D-loop identificados nas populacdes de Amblyomma sculptum
analisadas de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil (continuacéo).

Populagdes Ns Haplétipos D-loop (447 pb) (continuagao)
Bioma hU hv hw hX hy hz hAl hB1 hC1 hD1 hE1 hF1 hG1 hH1 hil hJl hK1 hL1
Mato Grosso 19
Mato Grosso do Sul 2
Cerrado Goias 30 2
Tocantins 33
Minas Gerais (Cerrado) 14 7 2 2 1 1
Espirito Santo 10 1 1
Mata Sao Pal:llo 29 13 3 2 1 1 1 1 1 1 2
Atlantica . Earana . 12 1 1 1 4
Minas Gerais (Mata Atlantica) 2 1 1
Rio de Janeiro 63 6 2 10 1 1 1
Total 214 2 29 6 4 11 3 1 1 1 1 4 1 1 4 1 1 1 1
Frequéncia (%) 100,00 0,93 1355 2,80 1,86 514 140 047 047 047 047 186 047 047 186 047 047 047 047

Ns = nimero de sequéncias.
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A diversidade haplotipica, da regido D-loop, para as populacdes de A.
sculptum da Mata Atlantica (0,644 no ES- 1,000 em MG- Mata Atlantica) e Cerrado
(<0,001 no MS- 0,747 em MG- Cerrado) teve valores elevados. Porém, a diversidade
nucleotidica para as populacdes de A. sculptum da Mata Atlantica foi maior (0,0023
para MG- Mata Atlantica- 0,0239 no RJ) do que a observada para as populacdes do
Cerrado (<0,0001 no MS- 0,0086 para MG- Cerrado). Desta forma, dos 447
nucleotideos analisados, o menor numero de sitios polimérficos observados foi para
as populacoes de A. sculptum do Cerrado (MS sem sitios polomorficos- 22 para MG-
Cerrado) quando comparados aos da Mata Atlantica (um para MG- Mata Atlantica-
27 no RJ) (Tabela 12).

Para a regidao D-loop, as populacdes de A. sculptum do Cerrado (26)
apresentaram maior quantidade de haplétipos do que as da Mata Atlantica (20).
Entretanto, a populacdo de A. sculptum de SP (11) foi a que apresentou a maior
guantidade de haplotipos, seguida por RJ (10), MT (nove), GO (oito) e TO (oito)
(Figura 7).

Biomas

- Amazénia
DCerrado

[ IMata Atlantica
-Caatinga

- Pantanal

|:| Pampa

Figura 7. Distribuicdo dos 38 haplotipos (hA ao hL1) da regido D-loop identificados
nas populagbes de Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas e

unidades federativas do Brasil, n= nUmero amostral.
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4.2.1.2 Histéria evolutiva de A. sculptum com base na rede de
haplétipos

Na rede de haplotipos do gene 12S rDNA de A. sculptum, o haplétipo mais
frequente (40,08%) e encontrado em um maior numero de populacdes (RJ, SP, ES,
GO, MS, MT, TO e DF) é o hl. E, os haplétipos hll, hVI e hVIlI tendem a ser mais
antigos quando comparados aos haplétipos hlV, hV, hVIII, hX, hXI, hXIl, hXlIll, hXIV,
hXV, hXVII e hXIX, que sdo haplotipos exclusivos de determinadas popula¢des, com
baixa frequéncia e diferem em poucas mutacdes dos haplotipos aos quais estao
relacionados. Os demais haplétipos diferem uns dos outros por um ndmero
consideravel de passos mutacionais. Se tracarmos uma diagonal, a maior parte dos
haplétipos exclusivos do Cerrado fica de um lado, enquanto os da Mata Atlantica

ficam em outro lado (Figura 8).
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Figura 8. Rede de hapldtipos do gene 12S rDNA de populacdes de Amblyomma
sculptum, de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil, e suas frequéncias
relativas, gerada pelo método de median-joining com pds-processamento pelo
método de maxima parcimonia. O tamanho dos circulos corresponde a frequéncia de
cada haplotipo, nimeros em vermelho indicam passos mutacionais e haplétipos néao
amostrados/ intermediarios séo indicados por circulo vermelho (mv- median vectors).
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A topologia da rede de haplétipos do gene COIl tem formato de estrela,
indicando que a maioria dos hapldétipos difere uns dos outros por poucas mutacgoes.
Isso é observado, principalmente, para os haplotipos exclusivos e que ocorrem em
baixa frequéncia nas populacdes de A. sculptum de SP, PR e RJ (Mata Atlantica);
MG- Cerrado, GO, MT e TO (Cerrado). Este fato é corroborado pelo baixo valor de
diversidade nucleotidica observado em relacdo a diversidade haplotipica,
principalmente para as populacdes do Cerrado. O haplétipo h25, provavelmente, é o
mais antigo: é o encontrado em mais populagbes (RJ, SP, PR, ES, MG- Cerrado e
Mata Atlantica) e esta entre os mais frequentes (16,47%) (Figura 9).
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I Mato Grosso I Rio de Janeiro
I Goias Espirito Santo
I Tocantins I sao0 Paulo

Minas Gerais (Cerrado) Minas Gerais (Mata Atlantica)

[_IMato Grosso do Sul

Figura 9. Rede de haplétipos do gene citocromo oxidase subunidade Il de
populacdes de Amblyomma sculptum, de diferentes biomas e unidades federativas
do Brasil, e suas frequéncias relativas, gerada pelo método de median-joining com
pos-processamento pelo método de maxima parcimoénia. O tamanho dos circulos
corresponde a frequéncia de cada haplotipo, nimeros em vermelho indicam passos
mutacionais e haplotipos ndo amostrados/ intermediérios sé@o indicados por circulo
vermelho (mv- median vectors).
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Na rede dos haplotipos da regido D-loop de A. sculptum, a maior parte dos
haplétipos das populacbes da Mata Atlantica fica do lado esquerdo da imagem,
enquanto a maioria dos haplotipos do Cerrado esta do lado direito da figura, embora
haja hapl6tipos compartilhado entre os biomas. Esses dois haplogrupos sao
separados pelo maior nimero de mutacdes observadas para essa rede. O haplotipo
hC pode ser o haplétipo ancestral: € o mais frequente (23,83%), possui multiplas
conexdes, e esta presente em diversas populacdes (TO, MT, MS, GO, RJ e ES).
Alguns haploétipos exclusivos e com baixa frequéncia do TO, MT, GO, PR e SP
aparecem separados dos haplotipos mais frequentes por poucas mutacoes,
refletindo a baixa diversidade nucleotidica (0,0025- 0,0171) e alta diversidade

haplotipica (0,544- 0,788) observada para essas populacdes (Figura 10).
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Figura 10. Rede de haplotipos da regido D-loop de populagcdes de Amblyomma
sculptum, de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil, e suas frequéncias
relativas, gerada pelo método de median-joining com pds-processamento pelo
método de maxima parcimdénia. O tamanho dos circulos corresponde a frequéncia
de cada haplétipo, numeros em vermelho indicam passos mutacionais e haplétipos
ndo amostrados/ intermediarios sdo indicados por circulo vermelho (mv- median
vectors). 46



4.2.1.3 Dinamica demografica e diferenciacdo genét ica nas
populacdes de A. sculptum do Brasil

Os testes de neutralidade podem indicar expansao populacional. Isso ocorre
guando a hipétese nula de neutralidade é rejeitada devido a valores negativos e
significativos nos testes D de Tajima e Fs de Fu, e valores baixos e significativos na
estatistica R,. Esses resultados foram observados para o D de Tajima no TO (12S
rDNA), MG- Cerrado e MT (COIl e D-loop); no teste Fs de Fu para as populagdes de
A. sculptum de MG- Cerrado (12S rDNA) e MT (COIl e D-loop); e na estatistica R>
para MG- Cerrado (12S rDNA), GO (COIl) e MT (COIl e D-loop) (Tabela 12).

As estimativas de diferenciacdo genética entre as populages de A. sculptum
do Brasil, representadas pelos valores de Fst na comparacdo par a par, indicaram
gue muitas populagdes (principalmente quando consideramos as populacdes do DF,
MT, TO, GO, ES, SP, PR, RJ, CE e MG- Cerrado e Mata Atlantica) apresentaram
valores significativos nessa analise, o que pode ser indicativo de algum nivel de
estruturacdo entre populacdes de A. sculptum de diferentes areas do Brasil (Tabela
15). Adicionalmente, a analise de Fsr feita par a par entre os grupos de populagcbes
indicou que os Grupos | (amostras do Cerrado) e Il (amostras da Mata Atlantica) sao
geneticamente distintos, 0 mesmo nao foi observado com o Grupo Ill (amostras
Caatinga) (Tabela 16). Entretanto, o teste de Mantel demonstrou haver associagcéo
nao significativa entre as distancias genéticas e geograficas, nos trés marcadores
avaliados, das populacdes de A. sculptum analisadas no Brasil (Tabela 17).

Os resultados da AMOVA apontaram que a maior parte da variancia
molecular dos haplétipos de A. sculptum (55,31% no 12S rDNA, 55,71% no COll e
57,10% no D-loop) ocorreu entre as populagdes dessa espécie dentro dos grupos
analisados. Porém, os valores observados para variancia dentro das populacdes
também foram altos em todos os marcadores estudados. Ja a variancia molecular
entre grupos foi ndo expressiva (Tabela 18). Esses resultados, quando associados
aos valores obtidos na estatistica @, indicam que ndo ha estruturagédo de A.
sculptum de acordo com os grupos (biomas) analisados: ®cr com valor baixo e néo
significativo. Entretanto, pode ser que haja algum tipo de estruturacdo entre as
populacdes analisadas de A. sculptum, de acordo com as areas/ periodos de coleta,
ja que os indices ®sc e Ost foram significativos, mas sem valores elevados (Tabela
18).
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Tabela 15. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de Fsr na comparacdo par a par, entre as
populacdes de Amblyomma sculptum analisadas do Brasil.

Populagbes Gene/ Regido Distrito Federal Mato Grosso Tocantins Mato Grosso do Goias Minas Gerals- Espirito Santo Sé&o Paulo Parana Rio de Janeiro Minas G?“”?'S‘
Sul Cerrado Mata Atlantica
12S rDNA <0,00001
Mato Grosso Call 0,67435*
D-loop -
12S rDNA -0,03789 0,01984
Tocantins Coall 0,57562* 0,03949
D-loop - 0,05740
Mato Gsralsso 4 155 pNA <0,00001 <0,00001 -0,32911
Call 0,57539 -0,31773 -0,17730
D-loop - -0,30283 -0,24164
12S rDNA 0,70540* 0,75952* 0,66292* 0,63415
Goias Coall -0,06300 0,64757* 0,60781* 0,59670
D-loop - 0,75814* 0,78327* 0,74477
Minas Gerais- 12S rDNA 0,95507* 0,97012* 0,94325* 0,93309 0,91326*
Cerrado Coll 0,83763* 0,89239* 0,88898* 0,83053 0,89277*
D-loop - 0,88937* 0,90541* 0,83182 0,88425*
12S rDNA 0,12430 0,19509 0,15121 -0,10739 0,48861* 0,68330*
Espirito Santo Call 0,29993 0,28283* 0,28398* -0,05774 0,53807* 0,68312*
D-loop - 0,14756 0,21591 -0,21532 0,56024* 0,66303*
12S rDNA 0,73952* 0,79219* 0,75311* 0,67158 0,77051* 0,35256* 0,48744*
Sé&o Paulo Call 0,72366 0,80308* 0,81578* 0,70564 0,82242* -0,02235 0,58242*
D-loop - 0,82577* 0,84971* 0,76278 0,82601* -0,04095 0,63206*
12S rDNA 0,44048* 0,54244* 0,44930* 0,26406 0,16950 0,67877* 0,28673 0,48071*
Parana Coall 0,05350 0,38510* 0,40536* 0,16248 0,18178* 0,72896* 0,24854 0,64430*
D-loop - 0,59699* 0,67525* 0,35761 0,13508 0,68026* 0,29478* 0,64703*
12S rDNA 0,16434 0,20604 0,17739 -0,01869 0,35687* 0,49897* 0,01304 0,35990* 0,21412
Rio de Janeiro Coll 0,17884 0,16830 0,17695 -0,04310 0,28783* 0,56915* -0,03357 0,50600* 0,15659
D-loop - 0,19950 0,24016* -0,01519 0,33921* 0,44992* -0,01186 0,44074* 0,20775
Minas Gerais- 12S rDNA 0,96914* 0,97895* 0,95520* 0,95581 0,92207* -0,04739 0,70203* 0,37629* 0,70071* 0,51026*
Mata Atlantica Coall 0,67585 0,82739* 0,82505 0,52944 0,84347* 0,02413 0,39592 -0,08744 0,55663 0,35403
D-loop - 0,94588 0,94658 0,97527 0,92637 -0,26001 0,59276 -0,23365 0,63293 0,39478
12S rDNA 0,73585 0,86833* 0,73747 0,15751 0,59636 0,61326 0,16569 0,17083 -0,11612 -0,05429 0,68536
Ceara Coll - - - - - - - - - - -
D-loop - - - - - - - - - - -

COll, citocromo oxidase subunidade II; *Significativo (12S rDNA P < 0,00075, COIl P <0,0009, D-loop P <0,0011 ap6s a corregdo de Bonferroni).
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Tabela 16. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de Fst
na comparacao par a par, entre os grupos delimitados de popula¢des de Amblyomma
sculptum analisadas do Brasil.

Populacdo Gene/ Regido Grupo | Grupo |l
12S rDNA 0,13368*
Grupo | COll 0,08675*
D-loop 0,15151*
12S rDNA 0,02379 -0,12969
Grupo il COll - -
D-loop - -

Grupo - Amostras do Cerrado (Distrito Federal, Mato Grosso, Tocantins, Mato
Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais- Cerrado); Grupo Il- Amostras da Mata Atlantica
(Espirito Santo, Sao Paulo, Parana, Rio de Janeiro, Minas Gerais- Mata Atlantica);
Grupo lIl- Amostras da Caatinga (Ceara); COI, citocromo oxidase subunidade II;
*Significativo (COll e D-loop P < 0,05; 12S rDNA P <0,0167 ap0s a corregdo de
Bonferroni).

Tabela 17. Teste de Mantel que avalia a associacao entre as distancias genéticas e
geograficas nas popula¢cées de Amblyomma sculptum estudadas do Brasil.

Teste de Mantel 12S rDNA COll D-loop
Coeficiente de regresséo (b) -0,000063 0,000034 0,000064
Coeficiente de correlagéo (r) -0,128710 0,050752 0,085946

P 0,747 0,376 0,276

COll, citocromo oxidase subunidade II; *Significativo (P < 0,05).

Tabela 18. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as sequéncias genéticas
analisadas dos genes 12S rDNA, citocromo oxidase subunidade Il e da regido D-
loop de grupos e populagbes de Amblyomma sculptum estudadas do Brasil.

Andlise Gene/ Regido analisados
AMOVA (Estatistica D) 12S rDNA coll D-loop
Entre grupos (Pcr) -4,01% (-0,040) -9,70% (-0,097) -3,07% (-0,031)
Entre populacdes dentro dos grupos (Psc) 55,31% (0,532%) 55,71% (0,508*) 57,10% (0,554%)
Dentro das populacdes (Ps7) 48,70 (0,513%) 53,99% (0,460%) 4597% (0,540%)

Grupo |- Amostras do Cerrado (Distrito Federal, Mato Grosso, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais-
Cerrado); Grupo Il Amostras da Mata Atlantica (Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand, Rio de Janeiro, Minas Gerais- Mata
Atlantica); Grupo - Amostras da Caatinga (Ceara); COlIl, citocromo oxidase subunidade II; *Significativo (P < 0,0001).
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4.2.2 Anadlises intrapopulacionais em A. ovale

4.2.2.1 Diversidade genética de A. ovale no Brasil

No total, 16, 29 e 10 haplotipos de A. ovale foram identificados com base nas
variagcbes das sequéncias dos genes 12S rDNA, COIl e da regidao D-loop,
respectivamente. Como apenas uma sequéncia foi obtida para a popula¢gdes do RS
(12S rDNA e D-loop), trés (12S rDNA)/ duas (COIl e D-loop) sequéncias para a
populacdo de GO e trés sequéncias para a populacdo de A. ovale do PR (COIl), os
dados estatisticos referentes a essas sequéncias tém que ser interpretados com
cautela pois podem néo representar toda a diversidade dessas populagbes de A.
ovale.

Dos 16 haplétipos (hl-hXVI) do gene 12S rDNA, ndo houve nenhum
compartilhado por todas as populagdes. Com excecdo dos haplétipos hl (PR, RS e
SC) e hll (PR e SC), todos os outros haplétipos sdo exclusivos de determinadas
populacgdes: hlll-hV (SC), hVI-hVIII (CE), hiX e hX (GO) e hXI-hXVI (RJ). O hVI (CE)
foi o mais frequente (36,72%), seguido pelo hl (30,47%) que é compartilhado pelas
populac6es do sul do Brasil (Tabela 19). A menor diversidade haplotipica encontrada
foi no CE (0,150) e a maior em GO (0,667), essas populacbes também
apresentaram o0 menor e maior valor, respectivamente, de diversidade nucleotidica.
Dos 367 nucleotideos analisados, 0 menor nimero de sitio polimérfico observado foi
para o PR (um) e o maior para GO e RJ (sete) (Tabela 20).

A Mata Atlantica foi o bioma que apresentou maior quantidade de haplétipos
(11) para o gene 12S rDNA. Os haplétipos hl-hV e hXI-hXVI foram exclusivos da
Mata Atlantica, hVI-hVIII foram encontrados apenas na Caatinga e hiX e hX foram
identificados apenas no Cerrado (Figura 11).

A analise dos 473 nucleotideos do gene COIl de A. ovale detectou seis (PR) a
22 (GO) sitios polimorficos que definiram os 29 haplotipos (h1-h29) identificados nas
populacdes de A. ovale estudadas no Brasil. Todos os haplétipos, exceto o h5 (PR e
SC), foram encontrados apenas em uma populacgdo: hl- h4, h6 e h7 (SC); h8- h16
(CE); h17 e h18 (GO); h19 e h20 (PR) e h21- h29 (RJ). Os haplétipos mais
frequentes foram encontrados nas populacdes de SC (h3- 21,00%), CE (h8- 19,76%)
e RJ (h21- 11,12%) (Tabelas 20 e 21).
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Tabela 19. Distribuicédo e frequéncia dos haplétipos do gene 12S rDNA identificados nas populacées de Amblyomma ovale analisadas
de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil.

Biomas Populacio Ns Haplétipos 12S rDNA (367 pb)

puiag hi hil hill hiv hv hVI hVIl hvIil hiX hX hXI hXIll hXIll hXIV hXV hXVI
Caatinga Ceara 51 a7 3 1
Cerrado Goias 3 2 1

Parana 8 3 5
Atll\fa:fa Rio de Janeiro 23 7 1 1 12 1 1

anica Rio Grande do Sul 1 1
Santa Catarina 42 35 4 1 1 1
Total 128 39 9 1 1 1 47 3 1 2 1 7 1 1 12 1 1

Frequéncia (%) 100,00 30,47 7,04 0,78 0,78 0,78 36,72 2,34 0,78 1,56 0,78 5,47 0,78 0,78 9,38 0,78 0,78

Ns = nimero de sequéncias.
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Tabela 20. Sintese da distribuicdo, variabilidade, diversidade genética e histéria
demografica dos haplotipos dos genes 12S rDNA, citocromo oxidase subunidade Il e
da regido D-loop das populacdes de Amblyomma ovale analisadas de diferentes
biomas e unidades federativas do Brasil.

F D ji

Gene/ Bioma Populagio Tamanho s k+SD h+SD nd + SD S de Fu de Tajima R
Regido amostral (valordoP)  (valordoP) (valordo P)
Caatinga Ceara 51 3 2 0,15+0,22 0,150 + 0,066 0,0004+ 0,0007 -1,854(0,02) -1,168 (0,08) 0,075 (0,24)
Cerrado Goias 3 2 7 4,77 £3,19 0,667 +£0,314 0,1300+0,0109 2,884 (0,86) <0,001 (0,75) 0,471 (1,00)

12S rDNA .

Parana 8 2 1 0,54 £0,50 0,536 +0,123 0,0015+0,0015 0,866 (0,56) 1,166 (0,94) 0,268 (0,56)
Mata Rio de Janeiro 23 6 7 1,03+0,71 0,656 + 0,079 0,0028 +£0,0022 -1,961(0,06) -1,454(0,06) 0,111 (0,22)

Atlantica Rio Grande do Sul 1 1 0 <0,01+0,00 1,000+0,000 <0,0001+0,0000 <0,001(N.A.) <0,001 (1,00) N. A.
Santa Catarina 42 5 5 0,41+0,38 0,302 +0,089 0,0011 £0,0012 -2,762(0,02) -1,639 (0,02)* 0,074 (0,14)
Caatinga Ceara 32 9 10 1,74+ 1,03 0,722+0,074 0,0036+ 0,0024 -2,642(0,06) -0,962(0,20) 0,083 (0,14)
Cerrado Goias 2 2 22 23,36+16,87 1,000+ 0,500 0,0494 + 0,0504 3,091(0,59) <0,001(1,00) 0,500 (1,00)

coll

Mata Parana 3 3 6 4,05+2,75 1,000 +0,272 0,0085+0,0073 0,133(0,26) <0,001(0,79) 0,235 (0,16)
Atlantica Rio de Janeiro 19 9 13 3,54+1,88 0,772+0,094 0,0075+ 0,0044 -1,385(0,24) -0,220(0,44) 0,118 (0,31)
Santa Catarina 25 8 9 1,72+1,04 0,537+0,115 0,0036 + 0,0024 -1,267 (0,25) -0,926 (0,21) 0,094 (0,14)
Caatinga Ceara 39 2 1 0,05+0,12 0,051+0,048 0,0001+0,0003 -1,429(0,04) -1,126(0,14) 0,158 (0,90)

D-loop Cerrado Goias 2 1 0 <0,01+0,00 <0,001+0,000 <0,0001+ 0,0000 <0,001(N.A.) <0,001 (1,00) N. A.
Parana 4 2 1 0,50 £0,52 0,500 + 0,265 0,0011+0,0014 0,172(0,34) -0,612(0,36) 0,433(1,00)
Mata Rio de Janeiro 22 5 9 1,98+ 1,16 0,532+0,121 0,0044 + 0,0028 -0,159 (0,50) -0,689 (0,28) 0,109 (0,22)

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

Santa Catarina 26 1 0 <0,01+0,00 <0,001+0,000 <0,0001+0,0000 <0,001(N.A.) <0,001 (1,00) N. A.

n, nimero de haplétipos; s, nimero de sftios polimérficos; k, nimero médio de diferengas nucleotidicas; h, diversidade genética/ haplotipica; nd, diversidade nucleotidica
/Nloci; SD, desvio padrédo; N, A., ndo se aplica; R, Estatistica de Ramos-Onsins e Rozas Ry; P < 0,05, exceto para Fs de Fu P < 0,02; *, significativo; COIl, citocromo
oxidase subunidade II.
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Figura 11. Distribuicdo dos 16 haplotipos (hl ao hXVI) do gene 12S rDNA

identificados nas populacbes de Amblyomma ovale analisadas de diferentes biomas
e unidades federativas do Brasil, n= nimero amostral.
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Tabela 21. Distribuicdo e frequéncia dos haplotipos do gene citocromo oxidase subunidade Il identificados nas populacdes de
Amblyomma ovale analisadas de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil.

Haplétipos Citocromo oxidase subunidade Il (473 ph)

i 5 N
Bloma Populagdo M m ™M W B M W e he h0 Ml h2 hi3 m4 h5 hi6 M7 M8 M9 h0 h2l h2 h23 WA ho5 26 h27 hes ho
Caatinga Ceara 32 16 6 1 2 2 1 2 1 1
Cerrado Goias 2 1 1

Parana 3 1 1 1
Mata Atlantica  Rio de Janeiro 19 9 1 1 3 1 1 1 1 1
Santa Catarina 25 1 1 17 1 3 1 1
Total 8. 1 1 17 1 4 1 1 1® 6 I 2z 2z I 2z I I I 1 1 1 9 1 131 1 111
Frequéncia (%) 10000 123 123 21,00 123 495 123 123 1976 742 123 248 248 123 248 123 123 123 123 123 123 1112 123 123 371 123 123 123 123 123

Ns = nimero de sequéncias.
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A diversidade haplotipica nas popula¢gdes de GO e PR atingiu o nivel maximo
do indice (1,000), enquanto a populacdo de SC apresentou o menor valor (0,537)
dentre as analisadas. A diversidade nucleotidica também seguiu esse padrao: maior
nas populacdes de GO (0,0494) e PR (0,0085), e menor nas populacbes de SC e
CE (0,0036) (Tabela 20).

As populacdes do RJ (Mata Atlantica) e CE (Caatinga) foram as que
apresentaram a maior quantidade de haplétipos (nove) nesse marcador. As
populacbes da Mata Atlantica apresentaram maior diversidade de haplétipos (18),
seguida pela Caatinga (nove) e por ultimo o Cerrado que apresentou apenas dois
haplétipos. Os haplétipos foram exclusivos para os biomas, sem haplétipos

compartilhados entre eles (Figura 12).

Biomas
- Amazonia
DCerrado
I:lMata Atlantica
-Caatinga
- Pantanal
l:| Pampa

n=25

Figura 12. Distribuicdo dos 29 haplétipos (hl ao h29) do gene citocromo oxidase
subunidade Il identificados nas populacdes de Amblyomma ovale analisadas de
diferentes biomas e unidades federativas do Brasil, n= nUmero amostral.
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Das 94 sequéncias analisadas da regidao D-loop foram identificados 10
haploétipos (hA-hJ). Destes, o hA foi o compartilhado por mais populagbes, sendo
encontrado em todas as populacdes analisadas da Mata Atlantica (PR, RJ, RS e
SC). Entretanto, o haplétipo mais frequente (hB- 40,43%) foi exclusivo do CE
(Caatinga). Nem todas as populacdes apresentaram haplotipos exclusivos. Entre as
populacbes que tiveram haplotipos exclusivos estdo: CE (hB e hC), GO (hD), PR
(hE) e RJ (hF-hJ) (Tabela 22).

Tabela 22. Distribuicdo e frequéncia dos haplétipos da regido D-loop identificados
nas populacdes de Amblyomma ovale analisadas de diferentes biomas e unidades
federativas do Brasil.

Bioma Populagbes

Ns

Haplétipos D-loop (455 pb)

hA hB hC hD hE hF hG hH hl hJ
Caatinga Ceara 39 38 1
Cerrado Goias 2 2
Parana 4 3 1
Rio de Janeiro 22 1 15 1 3 1 1

Mata Adantica Rio Grande do Sul

Santa Catarina

1
26

1
26

Total 94 31 38 1 2 1 15 1 3 1 1
Frequéncia (%) 100,00 32,98 4043 1,06 2,13 106 1596 1,06 3,20 1,06 1,06

Ns = nimero de sequéncias.

A maior diversidade haplotipica e nucleotidica observada no D-loop foi para a
populacdo do RJ (0,532 e 0,0044 respectivamente) e a menor para as populagdes
de GO e SC (<0,001 e <0,0001 respectivamente). As populagdes de GO e SC néo
apresentaram sitios polimorficos. A populagdo de A. ovale que apresentou maior
quantidade de sitios polimorficos foi a do RJ (nove) (Tabela 20).

A populacédo de A. ovale da Mata Atlantica foi a que exibiu a maior quantidade
de haplétipos (sete), com destaque para o RJ com seis haplétipos. O haplétipo hA
foi predominante na regido sul do Brasil. O Cerrado apresentou unicamente o hD,
enquanto na Caatinga teve o predominio do hB. Os haplétipos detectados foram

exclusivos dos biomas analisados (Figura 13).
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Figura 13. Distribuicdo dos 10 haplétipos (hA ao hJ) da regido D-loop identificados
nas populacdes de Amblyomma ovale analisadas de diferentes biomas e unidades
federativas do Brasil, n= nimero amostral.

4.2.2.2 Historia evolutiva de A. ovale com base na rede de
haplétipos

Na rede de haplétipos do gene 12S rDNA de A. ovale foi possivel observar
dois haplogrupos: um para as populacdes da area de Mata Atlantica [RJ, SC, PR e
RS] e outro para as populac¢des do Cerrado e Caatinga [GO e CE]. O maior nUmero
de mutacOes (sete- 16) observadas nessa rede separa os dois haplogrupos
identificados. As populagdes do RJ, SC, PR e RS estédo diretamente relacionadas
(separados pela mutacdo na base 37). Ainda nesse haplogrupo, est4 presente um
haplétipo do RJ (hXV) o qual difere do hll (SC e PR) por um passo mutacional. E
provavel que o hl seja o haplétipo ancestral das populacfes do haplogrupo [RJ, SC,
PR e RS]. As populacdes de GO e CE estao relacionadas, ja que o hiX (GO) difere

do hVI (CE, e provavel haplétipo ancestral do haplogrupo CE- GO) por apenas uma
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mutacdo. Porém, o hX (GO) estad mais distante (sete passos mutacionais) dos
haplétipos do CE. De forma geral, podemos observar que as populacbes da Mata
Atlantica estdo geneticamente relacionadas, assim como ocorre entre as populacdes

do Cerrado e Caatinga. (Figura 14).

hV hil
hXvi 0.78%  7.04% "
0,78%  hXI ;

hi
30,47%

hVI
36,72%

o . hVIIl
Mata Atlantica Cerrado Caatinga 0,78%

[l Santa Catarina Rio Grande do Sul M coiss I ceara

I Parana - Rio de Janeiro

Figura 14. Rede de haplétipos do gene 12S rDNA de populacdes de Amblyomma
ovale, de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil, e suas frequéncias
relativas, gerada pelo método de median-joining com pds-processamento pelo
meétodo de maxima parcimonia. O tamanho dos circulos corresponde a frequéncia de
cada haplétipo, numeros em vermelho indicam passos mutacionais e haplétipos néao
amostrados/ intermediarios séo indicados por circulo vermelho (mv- median vectors).

Na topologia da rede de haplotipos do gene COIl de A. ovale (Figura 15)
também € possivel observar os dois haplogrupos identificados para a rede de
haplétipos do 12S rDNA. Entretanto, esses haplogrupos estdo separados por uma
maior quantidade de passos mutacionais (21- 33) do que observado na Figura 14.
As populagcbes do RJ, SC e PR séo separadas por poucas mutagbes. A maior
guantidade de passos mutacionais observados separa os haplogrupos [RJ, SC e
PR] e [GO e CE]. Os haplotipos do CE séao geneticamente proximos (separados por
um a seis passos mutacionais), € o h8 pode ser o haplétipo ancestral. Os haplétipos
de GO séo os que estdo separados um do outro por um maior nimero de mutacdes

(22- 24), e ainda, indicam a presenca de haplotipos ndo amostrados/ intermediérios
57



(mv). Também € possivel observar a presenca de haplétipos ndo amostrados/
intermediarios (mv) para o haplogrupo [RJ, SC e PR]. Com a excecédo de GO, os
haplétipos de cada populacéo estdo geneticamente proximos, separados por poucos
passos mutacionais (um a oito). Como para o gene 12S rDNA, também ¢é possivel
observar a proximidade entre as populacdes de A. ovale da Mata Atlantica, assim

como acontece entre as populacdes do Cerrado e Caatinga (Figura 15).
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Figura 15. Rede de haplotipos do gene citocromo oxidase subunidade 1l de
populacdes de Amblyomma ovale, de diferentes biomas e unidades federativas do
Brasil, e suas frequéncias relativas, gerada pelo método de median-joining com poés-
processamento pelo método de maxima parciménia. O tamanho dos circulos
corresponde a frequéncia de cada hapl6tipo, nimeros em vermelho indicam passos
mutacionais e haplétipos ndo amostrados/ intermediarios sdo indicados por circulo
vermelho (mv- median vectors).

A rede de haplétipos da regido D-loop de A. ovale indicou que os haplétipos

do CE e GO sdo geneticamente proximos (uma- trés mutacdes) (haplogrupo CE e
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GO), e distantes (10- 15 passos mutacionais) dos haplétipos do RJ, SC, PR e RS
(haplogrupo RJ, SC, PR e RS). O hB é o provavel haplotipo ancestral do haplogrupo
[CE e GO], ja para o haplogrupo [RJ, SC, PR e RS] provavelmente o hA é o
ancestral. Como observado nas redes de haplétipos dos outros marcadores
analisados (Figuras 14 e 15), os haplétipos da Mata Atlantica (RJ, SC, PR e RS)
estdo geneticamente proximos (uma- sete mutacdes), e separados dos hapltétipos

do Cerrado e Caatinga, que séo adjacentes (Figura 16).
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hF hJ
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Figura 16. Rede de haplétipos da regido D-loop de populacdes de Amblyomma
ovale, de diferentes biomas e unidades federativas do Brasil, e suas frequéncias
relativas, gerada pelo método de median-joining com pds-processamento pelo
método de maxima parcimdnia. O tamanho dos circulos corresponde a frequéncia de
cada haplotipo, numeros em vermelho indicam passos mutacionais e haplétipos néao
amostrados/ intermediarios sdo indicados por circulo vermelho (mv- median vectors).

4.2.2.3 Dinamica demografica e diferenciacdo genét ica nas

populacdes de A. ovale do Brasil

Dos testes de neutralidade realizados, o D de Tajima foi o Unico que

apresentou valor significativo: no gene 12S rDNA para a populagéo de A ovale de
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SC. Esse resultado negativo e significativo pode ser indicativo de expanséo
populacional (Tabela 20).

As estimativas de diferenciacdo genética entre as populacdes de A. ovale do
Brasil, representadas pelos valores de Fst na comparacdo par a par, apresentaram
valores significativos principalmente quando a populacdo da Caatinga (CE) foi
comparada com as populacdes do Cerrado (GO) e Mata Atlantica (SC, PR e RJ). A
populacdo do Cerrado (GO) também apresentou valores significativos de
diferenciacdo genética quando comparada com as populacdes da Mata Atlantica
(com excecdo do RS) e Caatinga (CE). Entre as populacbes da Mata Atlantica, a
populacdo do RJ apresentou valores significativos na analise de Fst par a par

quando comparada com as populacdes de SC e PR (Tabela 23).

Tabela 23. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de
Fst na comparacéo par a par, entre as populacdes de Amblyomma ovale analisadas
do Brasil.

Rio Grande do

Populagbes  Gene/ Regido Santa Catarina Parana Rio de Janeiro Sul Ceara
12S rDNA 0,34798
Parana COll 0,24277
D-loop 0,50555
12S rDNA 0,67468* 0,57658*
Rio de Janeiro COll 0,62204* 0,49163*
D-loop 0,79309* 0,64788*
Rio Grande do 12S rDNA -0,89200 0,14286 0,45230
Sul COll - - -
D-loop <0,00001 -1,00000 0,55481
12S rDNA 0,97855* 0,98376* 0,96114* 0,98771
Ceara COll 0,93875* 0,93241* 0,91019* -
D-loop 0,99723* 0,99255* 0,93876* 0,99541
12S rDNA 0,93949* 0,86100* 0,84874* 0,57856 0,86329*
Goias COll 0,88074 0,59263 0,79415 - 0,79879*
D-loop 1,00000% 0,96425 0,83894 1,00000 0,95179*

COll, citocromo oxidase subunidade II; *Significativo (12S rDNA e D-loop P < 0,0033; COIl P <0,005 ap6s a correcdo
de Bonferroni).

Os resultados significativos na analise de Fst par a par entre os grupos de
populacdes de A. ovale reitera que as populacdes da Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica sdo geneticamente distintas entre si (Tabela 24). Adicionalmente, o teste
de Mantel demonstrou haver associacdo significativa, nos trés marcadores
analisados, entre as distancias genéticas e geograficas das populacdes de A. ovale

estudadas do Brasil (Tabela 25).
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Tabela 24. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de
Fst na comparacdo par a par, entre 0os grupos delimitados de populacdes de
Amblyomma ovale analisadas do Brasil.

Populagao Gene/ Regido Grupo | Grupo Il
12S rDNA 0,93619*
Grupo | Coill 0,8765*
D-loop 0,87288*

12S rDNA 0,86798* 0,86329*

Grupo i Coill 0,77351* 0,79879*

D-loop 0,77627* 0,95179*

Grupo |- Amostras da Mata Atlantica (12Sr DNA e D-loop- Parand, Rio de Janeiro,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina; COIl- Parana, Rio de Janeiro e Santa
Catarina); Grupo Il Amostras da Caatinga (Ceard); Grupo lIl- Amostras do Cerrado
(Goias); COlIl, citocromo oxidase subunidade II; *Significativo (P < 0,0167 apés a
correcdo de Bonferroni).

Tabela 25. Teste de Mantel que avalia a associacdo entre as distancias genéticas e
geograficas nas populacdes de Amblyomma ovale estudadas do Brasil.

Teste de Mantel 12S rDNA COll D-loop
Coeficiente de regresséao (b) 0,000238 0,000159 0,000222
Coeficiente de correlacéo (r) 0,587540 0,825154 0,498915

P 0,015* 0,008* 0,048*

COll, citocromo oxidase subunidade II; *Significativo (P < 0,05).

Os resultados da AMOVA, em todos os marcadores avaliados, indicaram que
a maior parte da variancia molecular dos haplétipos de A. ovale (86,70% no 12S
rDNA, 76,12% no COIl e 69,54% no D-loop) foi observada entre os diferentes grupos
(biomas) analisados (Tabela 26). Esses resultados quando associados aos valores
altos e significativos obtidos na estatistica @ (Tabela 26) e aos resultados do Fsr
(Tabela 23) s&o um indicativo de estruturacdo populacional de A. ovale entre os

biomas Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga do Brasil.

Tabela 26. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para as sequéncias genéticas
analisadas dos genes 12S rDNA, citocromo oxidase subunidade Il e da regiao D-
loop de grupos e populagdes de Amblyomma ovale estudadas do Brasil.

Andlise Gene/ Regido analisados
AMOVA ( Estatistica @) 12S rDNA COll D-loop
Entre grupos ()] 86,70% (0,867%) 76,12% (0,761%) 69,54% (0,695%)
Entre populacdes dentro dos grupos (Ps0) 8,95% (0,673%) 14,14% (0,592%) 25,89% (0,850%)
Dentro das populagdes (Ps7) 4,35% (0,956%) 9,74% (0,903%) 4,57% (0,954%)

Grupo I Amostras da Mata Atlantica (Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Santa Catarina); Grupo II-
Amostras da Caatinga (Ceara); Grupo lll- Amostras do Cerrado (Goias); COIl, citocromo oxidase subunidade II;
*Significativo (P < 0,0001).
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4.2.2.4 Distancia evolutiva em A. ovale

Para o0 gene 12S rDNA, a distancia evolutiva entre espécies
reconhecidamente diferentes dos carrapatos analisados do GenBank variou de 0,05
[Amblyomma sabanerae Stoll 1890 x Amblyomma humerale Koch 1844, Amblyomma
dissimile Koch 1844 x Amblyomma rotundatum (Koch 1844)] a 0,30 [A. cajennense
s.s. x Dermacentor nitens (Neumann 1897), Amblyomma elaphense Price 1959 x A.
dissimile, A. elaphense x A. ovale]. Para os haplotipos de A. ovale identificados no
Brasil e a sequéncia dessa espécie do GenBank, a distancia evolutiva variou de 0,00
(A. ovale x hX) a 0,03 (A. ovale x hV, A. ovale x hXIIl e A. ovale x hXV). Entre os
haplétipos identificados no Brasil, a distancia foi de 0,00 (haplétipos de um mesmo
bioma) a 0,04 (haplétipo CE x haplétipos Mata Atlantica, haplétipo SC x haplotipos
CE e GO, haplétipos CE x haplétipos RJ, e haplétipo GO x haplétipos RJ) (Tabela
27).

Os resultados do gene COIl demonstraram que a menor distancia entre
espécies sabidamente distintas de ixodideos foi observada para A. dissimile x
Amblyomma scutatum Neumann 1899 (0,07), e a maior para A. interandinum x D.
nitens (0,35). Entre os haplétipos de A. ovale do Brasil, essa distancia variou de 0,00
(haplétipos de um mesmo bioma) a 0,07 (haplétipos SC x haplétipos CE, haplétipo
PR x haplotipos CE) (Tabela 28).

Na matriz de distancia evolutiva da regido D-loop (Tabela 29) a menor
distancia entre espécies de carrapatos consideradas diferentes foi de 0,08 (A.
tonelliae x A. interandinum, A. cajennense s.s. X A. mixtum, A. cajennense s.S. X A.
patinoi), j& a maior foi de 0,62 (D. nitens x A. elaphense). Quanto aos haplétipos de
A. ovale do Brasil, essa distancia genética variou de 0,00 (haplétipos de um mesmo
bioma e haplétipos CE x haplétipo GO) a 0,03 (haplétipos da Mata Atlantica x
haplétipos CE e GO).
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Tabela 27. Distancia evolutiva, par a par, observada entre sequéncias parciais do gene 12S rDNA (332 pb) de diferentes espécies de carrapatos
e dos haplétipos de Amblyomma ovale identificados no Brasil.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

1 Amblyomma ovale hi

2 Amblyomma ovale hll 0,00

3 Amblyomma ovale hlil 0,00 0,00

4 Amblyomma ovale hiv 0,01 0,00 0,01

5 Amblyomma ovale hV 0,00 0,01 0,00 0,01

6 Amblyomma ovale hVI 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04

7 Amblyomma ovale hVII 0,04 0,04 0,04 0,03 0,04 0,00

8 Amblyomma ovale hVIII 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,00 0,01

9 Amblyomma ovale hIX 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04 0,01 001 0,01

10 Amblyomma ovale hX 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02

11 Amblyomma ovale hXI 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,03 0,04 0,03 0,03 0,03

12 Amblyomma ovale hXIl 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,04 0,04 003 0,03 0,01

13 Amblyomma ovale hXill 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 001 0,01

14 Amblyomma ovale hXIV 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,00 0,00 0,01

15 Amblyomma ovale hXV 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,01 0,01 0,01 0,01

16 Amblyomma ovale hXVI 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01

17 Amblyomma ovale (AY342273) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,01 0,02 0,02 0,01 0,00 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,02

18 Amblyomma mixtum (JX987842) 0,19 0,19 0,29 0,19 0,19 0,18 0,19 0,19 0,18 0,17 0,19 0,19 0,19 0,18 0,19 0,18 0,18

19 Amblyomma interandinum (JX987850) 0,19 0,19 0,19 0,19 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,19 0,19 0,19 0,20 0,19 0,20 0,19 0,19 0,12

20 Amblyomma patinoi (JX987877) 0,16 0,16 0,16 0,17 0,17 0,16 0,16 0,16 0,16 0,15 0,16 0,16 0,17 0,16 0,17 0,16 0,15 0,06 0,12

21 Amblyomma tonelliae (IX987874) 0,21 0,21 0,21 0,20 0,21 0,21 0,22 0,21 0,20 0,20 0,21 0,22 0,22 0,21 0,21 0,21 0,21 0,13 0,11 0,14

22 Amblyomma sculptum (KF614698) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,17 0,17 0,18 0,17 0,16 0,18 0,18 0,18 0,17 0,18 0,17 0,17 0,07 0,10 0,08 0,12

23 Amblyomma cajennense s.s. (JX987807) 0,19 0,19 0,19 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,18 0,19 0,19 0,19 0,19 0,20 0,19 0,18 0,08 0,13 0,07 0,14 0,09

24 Amblyomma dissimile (AY342248) 0,19 0,19 0,19 0,19 0,20 0,19 0,19 0,19 0,18 0,19 0,19 0,19 0,20 0,19 0,20 0,19 0,18 0,22 0,24 0,21 0,22 0,23 0,24

25 Amblyomma rotundatum (KP987772) 0,17 0,17 o,17 0,16 0,17 0,16 0,17 0,16 0,16 0,16 0,17 0,17 0,18 0,17 0,16 0,17 0,17 0,19 0,20 0,18 0,19 0,19 0,21 0,05

26 Amblyomma scutatum (AY342245) 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,18 0,18 0,18 0,18 0,16 0,17 0,17 0,17 0,16 0,17 0,16 0,17 0,20 0,22 0,19 0,24 0,20 0,24 0,06 0,07

27 Amblyomma humerale (AY342260) 0,17 0,17 0,17 0,17 0,18 0,16 0,16 0,17 0,16 0,16 0,17 0,17 0,18 0,17 0,18 0,17 0,16 0,19 0,19 0,18 0,21 0,18 0,21 0,14 0,13 0,15

28 Amblyomma americanum (U95849) 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,15 0,15 0,15 0,15 0,14 0,16 0,16 0,15 0,15 0,16 0,15 0,14 0,15 0,12 0,15 0,15 0,12 0,15 0,25 0,20 0,19 0,18
29 Amblyomma elaphense (JN863729) 0,31 0,32 0,31 0,31 0,32 0,30 0,30 0,30 0,30 0,29 0,31 0,32 0,33 0,32 0,32 0,32 0,30 0,24 0,23 0,24 0,25 0,22 0,25 0,30 0,29 0,28 0,26 0,23
30 Amblyomma sabanerae (JQ928695) 0,18 0,18 0,18 0,17 0,18 0,17 0,17 0,17 0,17 0,16 0,18 0,18 0,18 0,17 0,18 0,17 0,17 0,19 0,19 0,19 0,23 0,20 0,23 0,16 0,14 0,16 0,05 0,18 0,27

31 Haemaphysalis humerosa (JX573138) 0,21 0,21 0,21 0,20 0,22 0,18 0,19 0,18 0,19 0,20 0,21 0,22 0,23 0,21 0,22 0,21 0,20 0,23 0,20 0,22 0,28 0,18 0,23 0,27 0,25 0,26 0,20 0,21 0,29 0,22

32 Rhipicephalus sanguineus (AF081829) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,21 0,29 0,19 0,20 0,19 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,19 0,21 0,22 0,20 0,20 0,21 0,26 0,28 0,27 0,29 0,20 0,21 0,27 0,21 0,28

33 Dermacentor nitens (NC_023349) 0,25 0,25 0,25 0,24 0,24 0,26 0,26 0,27 0,27 0,27 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,26 0,27 0,25 0,26 0,23 0,23 0,30 0,26 0,26 0,29 0,23 0,23 0,28 0,24 0,23 0,18

34 Rhipicephalus microplus (KP143546) 0,19 0,19 0,19 0,19 0,20 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,18 0,20 0,20 0,21 0,22 0,18 0,26 0,25 0,25 0,25 0,20 0,17 0,27 0,20 0,20 0,09 0,12
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Tabela 28. Distancia evolutiva, par a par, observada entre sequéncias parciais do gene citocromo oxidase subunidade Il (473 pb)
de diferentes espécies de carrapatos e dos haplétipos de Amblyomma ovale identificados no Brasil.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 Amblyomma ovale hl

2 Amblyomma ovale h2 0,00

3 Amblyomma ovale h3 0,00 0,00

4 Amblyomma ovale h4 0,02 0,01 0,01

5 Amblyomma ovale h5 0,01 0,01 0,01 0,00

6 Amblyomma ovale h6 0,01 0,010 0,00 0,01 0,00

7 Amblyomma ovale h7 0,01 0,01 0,00 0,02 0,01 0,01

8 Amblyomma ovale h8 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,05 0,07

9 Amblyomma ovale h9 0,06 0,06 0,06 0,06 006 0,05 0,06 0,00
10 Amblyomma ovale h10 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,01 0,01
11 Amblyomma ovale h11 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,05 0,06 0,00 0,01 0,00
12 Amblyomma ovale h12 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 001 001 0,00 0,00
13 Amblyomma ovale h13 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,00 001 001 0,01 0,01
14 Amblyomma ovale h14 0,07 0,07 0,06 0,07 0,06 0,06 0,07 001 001 001 000 000 0,01
15 Amblyomma ovale h15 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 000 000 001 001 001 0,01 0,01
16 Amblyomma ovale h16 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,00 000 001 001 001 0,01 0,01 0,01
17 Amblyomma ovale h17 0,06 0,06 0,06 0,06 0,05 0,05 0,06 001 002 001 001 001 002 0,01 0,02 0,02
18 Amblyomma ovale h18 0,06 0,06 0,06 006 0,06 0,06 0,06 006 006 006 005 006 006 0,06 006 007 0,05
19 Amblyomma ovale h19 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 0,06 006 0,06 006 006 0,06 0,06 006 006 0,05 0,06
20 Amblyomma ovale h20 0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,010 0,06 006 006 006 0,06 0,07 007 006 007 006 006 0,01
21 Amblyomma ovale h21 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 006 005 006 006 006 006 006 006 006 005 006 002 0,02
22 Amblyomma ovale h22 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,06 0,06 006 006 006 0,06 0,06 006 006 005 006 002 0,02 0,00
23 Amblyomma ovale h23 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,010 0,06 005 006 006 006 0,06 006 006 006 005 006 001 0,01 0,01 0,02
24 Amblyomma ovale h24 0,02 0,01 001 001 001 0,01 0,02 0,06 0,06 006 006 006 006 006 006 006 005 006 001 001 0,02 0,02 0,00
25 Amblyomma ovale h25 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,010 0,06 0,05 0,06 0,06 006 0,06 0,06 006 006 005 006 000 001 0,02 0,02 001 0,01
26 Amblyomma ovale h26 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,06 0,06 006 006 006 0,06 0,06 006 006 005 006 002 002 0,00 0,00 001 0,01
27 Amblyomma ovale h27 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,06 006 006 006 006 006 006 006 006 005 006 002 002 0,00 0,00 002 0,02
28 Amblyomma ovale h28 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 005 005 006 005 006 0,06 006 006 005 005 006 002 002 0,00 0,00 002 0,02
29 Amblyomma ovale h29 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,05 005 005 005 005 0,06 0,06 005 005 005 006 001 002 0,01 0,01 001 0,01
30 Amblyomma mixtum (KF787595) 0,21 0,21 0,21 0,20 0,20 0,21 0,20 0,20 0,21 0,21 0,21 0,21 0,20 0,21 0,21 0,22 0,22 0,23 0,20 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
31 Amblyomma interandinum (KF787627) 0,23 0,22 0,22 0,22 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 024 024 023 0,23 0,24 024 024 024 023 0,23 0,22 0,22 0,23 0,22 0,23
32 Amblyomma patinoi (KF787596) 0,20 0,20 0,20 0,21 0,21 0,21 0,20 0,23 0,23 0,23 0,24 0,23 0,23 0,24 0,23 0,23 0,24 024 021 0,20 0,20 0,20 0,21 0,21
33 Amblyomma tonelliae (KF787623) 0,19 0,19 0,19 0,18 0,18 0,18 0,19 0419 019 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 019 019 0,19 020 0,19 0,19 0,18 0,18 0,18 0,18
34 Amblyomma sculptum (KF614684) 0,19 0,19 0,19 0,18 0,19 0419 019 0419 019 020 0,19 0,19 0,19 019 019 019 0,20 0,19 0,19 0,19 0,19 0,20 019 0,20
35 Amblyomma cajennense s.s. (KF787599) 0,20 0,20 0,20 0,21 0,21 0,21 0,21 0,22 0,22 022 0,22 0,22 0,22 0,22 022 0,21 0,23 0,22 0,22 0,21 0,22 0,21 0,21 0,22
36 Amblyomma dissimile (FJ917644) 0,22 0,21 0,21 0,22 0,22 0,22 0,21 0,22 0,22 0,23 0,23 0,23 0,22 0,22 0,23 0,21 0,24 0,23 0,22 0,22 0,21 0,21 0,21 0,22
37 Amblyomma rotundatum (FJ917664) 0,23 0,24 0,23 0,24 0,24 0,24 0,23 025 024 026 025 025 0,24 0,24 025 0,24 0,26 024 024 024 0,23 0,23 0,23 0,24
38 Amblyomma scutatum (FJ917654) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,21 0,21 0,22 0,22 0,22 0,21 0,22 0,22 0,21 0,23 0,22 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
39 Amblyomma argentinae (FJ917643) 0,19 0,19 0,19 0,20 0,20 0,20 0,19 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,22 0,21 0,21 0,20 0,19 0,19 0,20 0,19 0,19
40 Amblyomma humerale (FJ917670) 0,24 0,24 024 024 0,24 0,24 0,23 025 025 025 0,26 0,26 0,25 0,26 025 0,26 0,26 024 0,24 0,24 0,24 0,24 0,23 0,23
41 Amblyomma americanum (DQ168132) 0,20 0,19 0,19 0,18 0,18 0,19 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,21 0,22 0,19 0,20 0,18 0,19 0,19 0,19
42 Amblyomma elaphense (JN863729) 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 0,28 0,29 0,26 0,26 0,27 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,27 0,27 0,30 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
43 Amblyomma triguttatum (NC_005963) 0,24 0,24 024 024 0,24 0,24 0,24 025 024 024 024 024 0,24 023 025 025 0,24 023 0,24 0,24 0,24 0,24 024 0,24
44 Amblyomma sabanerae (FJ917669) 0,24 0,24 024 024 0,24 0,24 0,24 025 025 026 025 025 0,24 025 025 025 0,26 023 0,24 0,24 0,24 0,24 0,23 0,24
45 Haemaphysalis humerosa (JX573138) 0,33 0,32 0,33 0,31 0,32 0,33 0,33 0,31 0,30 032 0,31 0,31 0,30 0,31 0,31 0,31 0,32 0,31 0,32 0,33 0,33 0,32 0,32 0,32
46 Rhipicephalus sanguineus (AF081829) 032 0,32 032 031 031 031 032 032 032 032 033 032 031 032 032 032 034 031 031 032 0,30 0,30 0,30 0,31
47 Dermacentor nitens (NC_023349) 031 031 031 031 0,31 031 031 031 031 032 031 031 031 031 032 032 0,32 032 031 031 030 030 0,31 0,31
48 Rhipicephalus microplus (KP143546) 0,34 034 034 0,34 0,34 0,34 0,34 033 033 034 034 034 0,33 0,33 034 033 034 034 034 0,34 0,33 0,33 034 0,34
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Tabela 28. Distancia evolutiva, par a par, observada entre sequéncias parciais do gene citocromo oxidase subunidade Il (473 pb) de
diferentes espécies de carrapatos e dos haplétipos de Amblyomma ovale identificados no Brasil (continuacao).

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47

26 Amblyomma ovale h26 0,01

27 Amblyomma ovale h27 0,02 0,00

28 Amblyomma ovale h28 0,02 0,00 0,00

29 Amblyomma ovale h29 0,01 0,01 0,01 0,01

30 Amblyomma mixtum (KF787595) 0,20 0,21 0,22 0,21 0,21

31 Amblyomma interandinum (KF787627) 0,23 0,22 0,23 0,23 0,23 0,19

32 Amblyomma patinoi (KF787596) 0,21 0,20 0,21 0,20 0,20 0,11 0,21

33 Amblyomma tonelliae (KF787623) 0,19 0,18 0,18 0,18 0,18 0,16 0,19 0,16

34 Amblyomma sculptum (KF614684) 0,19 0,19 0,29 0,19 0,19 0,15 0,20 0,13 0,17

35 Amblyomma cajennense s.s. (KF787599) 0,21 0,21 0,22 0,22 0,22 0,12 0,25 0,10 0,18 0,13

36 Amblyomma dissimile (FJ917644) 0,22 0,21 0,21 0,21 0,21 0,18 0,23 0,19 0,20 0,19 0,19

37 Amblyomma rotundatum (FJ917664) 0,24 0,22 0,23 0,23 0,24 0,20 0,27 0,19 0,19 0,20 0,18 0,08

38 Amblyomma scutatum (FJ917654) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,26 0,21 0,21 0,19 0,21 0,07 0,10

39 Amblyomma argentinae (FJ917643) 0,20 0,19 0,29 0,19 0,19 0,18 0,24 0,19 0,18 0,19 0,21 0,13 0,15 0,15

40 Amblyomma humerale (FJ917670) 0,24 0,23 0,24 024 0,23 0,18 0,21 0,18 0,19 0,19 0,23 018 0,21 0,19 0,16

41 Amblyomma americanum (DQ168132) 0,18 0,18 0,19 0,18 0,18 0,18 0,21 0,19 0,18 0,16 0,21 018 0,20 0,22 0,17 0,21

42 Amblyomma elaphense (JN863729) 0,29 0,28 0,29 028 0,28 030 0,31 0,29 0,27 030 0,32 029 0,32 0,31 0,28 0,29 0,26

43 Amblyomma triguttatum (NC_005963) 0,24 0,24 0,24 024 025 0,21 0,25 020 0,21 0,22 0,20 022 0,24 0,26 0,23 022 0,25 0,30

44 Amblyomma sabanerae (FJ917669) 0,24 0,24 0,24 024 0,23 0,19 0,22 020 0,19 0,19 0,20 015 0,19 0,18 0,16 010 0,19 0,30 0,21

45 Haemaphysalis humerosa (JX573138) 0,32 0,32 0,33 033 0,32 0,23 0,29 025 0,24 0,26 025 026 0,26 0,29 0,26 023 025 0,23 0,23 0,22

46 Rhipicephalus sanguineus (AF081829) 0,31 0,30 0,30 030 0,30 0,24 0,32 0,28 0,28 0,28 0,29 026 0,26 029 0,26 024 023 0,25 0,30 024 0,24
47 Dermacentor nitens (NC_023349) 0,31 0,30 0,30 0,30 0,30 0,24 0,35 0,25 0,28 0,27 0,26 024 0,24 0,26 0,25 025 0,24 0,27 0,28 0,26 0,26 0,25
48 Rhipicephalus microplus (KP143546) 0,35 0,32 0,33 0,32 0,34 0,27 0,32 0,30 0,28 0,29 0,30 0,22 0,23 025 0,24 0,27 0,27 031 0,32 0,28 0,26 0,22 0,18
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Tabela 29. Distancia evolutiva, par a par, observada entre sequéncias parciais da regido D-loop (345 pb) de diferentes espécies de

carrapatos e dos haplétipos de Amblyomma ovale identificados no Brasil.

1 Amblyomma ovale hA

2 Amblyomma ovale hB

3 Amblyomma ovale hC

4 Amblyomma ovale hD

5 Amblyomma ovale hE

6 Amblyomma ovale hF

7 Amblyomma ovale hG

8 Amblyomma ovale hH

9 Amblyomma ovale hl
10 Amblyomma ovale hJ
11 Amblyomma mixtum (KF527344)
12 Amblyomma interandinum (KF527408)
13 Amblyomma patinoi (KF527364)
14 Amblyomma tonelliae (KF527389)
15 Amblyomma sculptum (KF614685)
16 Amblyomma cajennense s.s. (KF527356)
17 Amblyomma rotundatum (KU720249)
18 Amblyomma elaphense (IJN863729)
19 Haemaphysalis humerosa (JX573138)
20 Rhipicephalus sanguineus (AF081829)
21 Dermacentor nitens (NC 023349)
22 Rhipicephalus microplus (KP143546)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
0,03

0,03 0,00

0,03 0,00 0,00

0,00 0,03 0,03 0,03

0,01 0,02 0,02 0,02 0,01

0,01 0,03 0,03 0,03 0,01 0,00

0,00 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,00

0,01 0,03 0,03 003 0,01 0,00 0,00 0,00

0,00 0,03 0,03 003 0,02 0,00 0,01 0,01 0,01

0,27 0,27 027 0,27 0,28 0,28 0,27 0,27 0,27 0,29

0,24 025 025 025 0,25 0,25 0,24 0,24 0,24 025 0,10

0,27 027 027 027 0,28 0,28 0,27 0,27 0,27 028 0,09 0,10

025 025 025 025 025 0,26 025 0,25 0,25 0,26 0,12 0,08 0,11

025 024 024 024 025 025 025 024 025 0,26 0,10 0,10 0,09 0,11

0,28 0,27 027 027 028 0,28 0,28 0,27 0,28 0,28 0,08 0,11 0,08 0,10 0,09

0,221 021 021 0,21 0,22 0,23 0,22 0,22 0,22 0,22 025 0,20 0,20 0,22 0,20 0,22

039 041 041 041 038 040 039 039 039 040 047 039 042 039 043 042 0,39

0,37 037 037 037 038 036 036 036 036 037 045 042 043 045 042 048 042 0,36

0,36 037 037 037 037 038 037 037 037 039 035 033 035 031 033 036 036 053 049
0,44 045 045 045 045 045 044 044 044 046 043 040 043 046 039 045 049 062 049 0,27
040 042 042 042 040 042 041 040 041 043 035 035 0,37 037 038 036 036 046 049 017 0,31
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4.2.3 Analises intrapopulacionais em  A. aureolatum

4.2.3.1 Diversidade genética de A. aureolatum no Brasil

De todas as sequéncias analisadas, foram identificados cinco, 10 e 12
haplétipos para os genes 12S rDNA, COIll e para a regido D-loop de A. aureolatum,
respectivamente. Uma Unica sequéncia foi obtida para a populacdo do PR, em todos
0os marcadores. Portanto os dados estatisticos referentes a essa amostra tém que
ser interpretados com cautela, pois podem nao representar toda a diversidade de A.
aureolatum no PR.

Nas sequéncias do 12S rDNA, dos cinco haploétipos identificados (hl-hV), o hll
esta presente em todas as populac¢des analisadas (PR, RJ, RS, SC e SP), embora o
haplétipo mais frequente tenha sido o hl (51,52%- RS, SC e SP). Os outros
haplétipos (hlll-hV) foram exclusivos da populacdo de A. aureolatum do RS (Tabela
30). As diversidades haplotipica (<0,001) e nucleotidica (<0,0001) apresentaram 0s
menores valores para a populacdo do RJ, enquanto a populagdo de A. aureolatum
do RS apresentou 0s maiores valores nesses indices (0,800 e 0,0047,
respectivamente). Os valores desses indices podem ser entendidos quando
observamos que a populacdo do RJ ndo apresentou sitios polimorficos (como na
populacdo do PR, que sO teve uma sequéncia) e a do RS foi a que apresentou o
maior namero de sitios polimorficos (cinco) dentre todas as populacdes de A.

aureolatum estudadas (Tabela 31).

Tabela 30. Distribuicao e frequéncia dos haploétipos do gene 12S rDNA identificados
nas populagcdes de Amblyomma aureolatum analisadas, provenientes de diferentes
unidades federativas do Brasil, do bioma Mata Atlantica.

Populacdo Ns Haplotipos 12S rDNA (372 pb)

hi hil hill hiv hv
Parana 1 1
Rio de Janeiro 4 4
Rio Grande do Sul 16 5 5 1 2 3
Santa Catarina 16 8 8
Séao Paulo* 29 21 8
Total 66 34 26 1 2 3
Frequéncia (%) 100,00 51,52 39,39 1,52 3,03 454

* Unica popula¢do onde Amblyomma aureolatum é vetor comprovado de Rickettsia rickettsii; Ns = nimero
de sequéncias.
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Tabela 31. Sintese da distribuicédo, variabilidade, diversidade genética e histéria demografica
dos haplétipos dos genes 12S rDNA, citocromo oxidase subunidade Il e da regido D-loop das
populacbes de Amblyomma aureolatum analisadas, provenientes de diferentes unidades
federativas do Brasil, do bioma Mata Atlantica.

Gene/ = Tamanho Fs de Fu D de Tajima R

Regido Populagdo amostral s k+SD h+SD nd +SD (valordo P) (valor ch) P) (valor d20 P)

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

Rio de Janeiro 4 1 0 <0,01+£0,00 <0,001+0,000 <0,0001+0,0000 <0,001(N.A) <0,001 (1,00) N. A.
12S rDNA Rio Grande do Sul 16 5 5 1,76+1,08 0,800+0,057 0,0047+0,0032 -0,027(0,49) 0,532(0,73) 0,203 (0,86)
Santa Catarina 16 2 2 1,07+0,74 0,533+0,046 0,0029 +0,0022 2,875 (0,90) 1,970 (0,99) 0,267 (1,00)
S3o Paulot 29 2 2 0,83+0,61 0,414+0,077 0,0022+0,0018 2,787 (0,90) 1,293 (0,89) 0,207 (0,91)

Parana 1 1 0 <0,01+0,00 1,000+0,000 <0,0001+0,0000 <0,001(N.A) <0,001 (1,00) N. A.
Rio de Janeiro 4 2 2 1,34+1,03 0,667+0,204 0,0027 + 0,0025 1,530 (0,70) 1,893 (0,97) 0,123 (0,11)
COll Rio Grande do Sul 9 5 7 184+1,16 0,833+0,098 0,0038+0,0027 -1,043(0,17) -1,285(0,12) 0,190 (0,92)
Santa Catarina 10 4 3 0,78+0,62 0,533 +0,180 0,0016 + 0,0014 -1,404(0,03) -0,959(0,23) 0,137 (0,17)
S0 Paulo’ 15 5 4 0,76 +0,60 0,638+0,129 0,0016 +0,0014 -2,233 (0,01)* -1,220(0,11) 0,080 (0,08)

Parana 1 1 0 <0,01+0,00 1,000+ 0,000 <0,0001+0,0000 <0,001(N.A.) <0,001 (1,00) N. A.
Rio de Janeiro 16 4 3 0,58+ 0,49 0,517+0,132 0,0013+0,0012 -1,478(0,06) -1,055(0,15) 0,333 (0,44)
D-loop Rio Grande do Sul 24 3 5 195+1,14 0,518+0,073 0,0042+0,0028 3,419 (0,95) 1,297 (0,91) 0,119 (0,01)*
Santa Catarina 14 4 3 043+041 0,396 +0,159 0,0009 + 0,0010 -2,288 (0,00)* -1,670 (0,03)* 0,229 (0,54)
S0 Paulo’ 27 6 6 0,64+052 0,399+0,117 0,0014+0,0013 -3,205(0,01)* -1,718(0,02)* 0,117 (0,03)*

n, nimero de haplétipos; S, nimero de sitios polimérficos; k, nimero médio de diferengas nucleotidicas; h, diversidade genética/ haplotipica; nd, diversidade
nucleotidica /loci; SD, desvio padréo; N, A., ndo se aplica; Ry, Estatistica de Ramos-Onsins e Rozas Ry; P < 0,05, exceto para Fs de FuP <0,02; *, significativo; +,
Unica populagdo onde Amblyomma aureolatum é vetor comprovado de Rickettsia rickettsii ; COIl, citocromo oxidase subunidade Il.

A populacdo que apresentou a maior quantidade de haplétipos foi a do RS
(cinco). As populacdes do PR e RJ (hll), e SP e SC (hl e hll) sdo semelhantes

guanto a composicao dos haplotipos (Figura 17).
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Figura 17. Distribuicdo dos cinco haplétipos (hl ao hV) do gene 12S rDNA
identificados nas populacdes de Amblyomma aureolatum analisadas, provenientes
de diferentes unidades federativas do Brasil, do bioma Mata Atlantica, n= namero
amostral. 68




O estudo dos 485 pb do gene COIl identificou a presenca de dois (RJ) a sete
(RS) sitios polimorficos que definiram os 10 haplétipos (h1-h10) detectados nas
populacdes de A. aureolatum analisadas da Mata Atlantica no Brasil. Desses
haplétipos, o mais frequente (56,42%) e que foi identificado em todas as populagcbes
(PR, RJ, RS, SC e SP) foi o hl. O h4 também foi compartilhado por diferentes
populacées (RS, SC e SP). As populacdes que apresentaram haplotipos exclusivos
foram: RJ (h5), RS (h8- h10), SC (h3) e SP (h6 e h7) (Tabela 32). A diversidade
haplotipica variou de 0,533 (SC) a 0,833 (RS), e a diversidade nucleotidica de
0,0016 (SC e SP) a 0,0038 (RS) (Tabela 31).

Tabela 32. Distribuicdo e frequéncia dos haplotipos do gene citocromo oxidase
subunidade Il identificados nas populacdes de Amblyomma aureolatum analisadas,
provenientes de diferentes unidades federativas do Brasil, do bioma Mata Atlantica.

Haplétipos Citocromo oxidase subunidade Il (485 pb)

a Ns
Populagao hi h2 3 ha h5 6 h7 hs h9  hi0
Parana 1 1
Rio de Janeiro 4 2 2
Rio Grande do Sul 9 3 3 1 1 1
Santa Catarina 10 7 1 1 1
Sao Paulo* 15 9 1 2 2 1
Total 39 22 2 1 6 2 2 1 1 1 1
Frequéncia (%) 100,00 56,42 5,13 256 1539 5,13 5,13 2,56 2,56 2,56 2,56

* Unica populagdo onde Amblyomma aureolatum ¢é vetor comprovado de Rickettsia rickettsii ; Ns = nimero de sequéncias.

As populagbes do RS e SP apresentaram a maior quantidade de haplétipos
(cinco), com alguns desses haplotipos compartilhados e outros exclusivos. A
populacdo de A. aureolatum de SC teve a composicdo de haplotipos mais parecida
com a de SP, e a populacdo do RJ (excluindo a do PR, onde so6 foi obtida uma
sequéncia) foi a que apresentou menor quantidade de haplétipos (dois) (Figura 18).
Dessa forma, o nimero de haplétipos observados € proporcional a amostragem de

A. aureolatum por populagéo.
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Figura 18. Distribuicdo dos 10 haplotipos (hl ao h10) do gene citocromo oxidase
subunidade Il identificados nas populacdes de Amblyomma aureolatum analisadas,
provenientes de diferentes unidades federativas do Brasil, do bioma Mata Atlantica,
n= numero amostral.

A andlise das 82 sequéncias da regidao D-loop de A. aureolatum identificou a
presenca de 12 haplotipos (hA-hL). Desses haplotipos, o hA (o mais frequente,
70,73%) (RJ, RS, SC e SP) e o hB (7,31%) (PR, RJ, SC e SP) foram os
compartilhados por mais populacdes. E, os haplotipos exclusivos de determinadas
populacdes foram: hC e hD (SC), hE e hF (RJ), hG-hJ (SP), hK e hL (RS) (Tabela
33).

Tabela 33. Distribuicdo e frequéncia dos haplotipos da regido D-loop identificados
nas populagcdes de Amblyomma aureolatum analisadas, provenientes de diferentes
unidades federativas do Brasil, do bioma Mata Atlantica.

Populacdes Ns Haplétipos D-loop (447 pb)
hA hB hC hD hE hF hG hH hi hJ hK hL
Parana 1 1
Rio de Janeiro 16 11 3 1 1
Rio Grande do Sul 24 15 8 1
Santa Catarina 14 11 1 1 1
Sao Paulo* 27 21 1 1 1 2 1
Total 82 58 6 1 1 1 1 1 1 2 1 8 1

Frequéncia (%) 100,00 70,73 7,31 1,22 1,22 1,22 1,22 1,22 1,22 2,44 1,22 9,76 1,22

* Unica populagéo onde Amblyomma aureolatum ¢ vetor comprovado de Rickettsia rickettsii ;Ns = nimero de sequéncias.
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As populacbes de A. aureolatum do RS e RJ tiveram valores de diversidade
haplétipica proximos (0,518 e 0,517, respectivamente), bem como observado para
as populacbes de SC e SP (0,396 e 0,399, respectivamente). Com relacdo a
diversidade nucleotidica observada, o maior valor foi registrado para a populacdo do
RS (0,0042) e o menor para SC (0,0009). Os sitios polimérficos variaram de trés (RJ
e SC) a seis (SP) (Tabela 31).

A populacédo de A. aureolatum de SP foi a que apresentou a maior quantidade
de hapldtipos (seis), seguida pelas populacées de SC e RJ (quatro). O haplotipo
identificado na populacdo do PR (hB) n&o foi o haplotipo compartilhado por todas as
populacdes estudadas (Figura 19), como foi observado para os genes 12S rDNA e
COill (Figuras 17 e 18).
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Figura 19. Distribuicdo dos 12 haplétipos (hA ao hL) da regido D-loop identificados
nas populacdes de Amblyomma aureolatum analisadas, provenientes de diferentes
unidades federativas do Brasil, do bioma Mata Atlantica, n= namero amostral.
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4.2.3.2 Historia evolutiva de A. aureolatum com base na rede de

haplétipos

Na rede de haplotipos do gene 12S rDNA de A. aureolatum, todos os
haplétipos foram geneticamente muito proximos, ja que foram separados por uma a
quatro mutacdes. O haplétipo hll foi o Gnico encontrado em todas as populagdes,
embora nado tenha sido o mais frequente (hl). Dessa forma, € dificil inferir qual seria
o haplétipo ancestral. Os haplétipos exclusivos da populacdo do RS (hlll, hlV e hV)
foram encontrados nas extremidades da rede, indicando que possivelmente s&o
haplétipos recentes que surgiram por mutagcdo de uma base dos haplétipos
compartilhados por diversas populagdes (hl e hll) (Figura 20).

hiv
3,03%

hv
4,54%

hill
1,52%

P Parana
Rio de Janeiro

P Rio Grande do Sul

- Santa Catarina

-Séo Paulo
Figura 20. Rede de haplotipos do gene 12S rDNA de populacbes de Amblyomma
aureolatum, de diferentes unidades federativas do Brasil do bioma Mata Atlantica, e
suas frequéncias relativas, gerada pelo método de median-joining com poés-
processamento pelo método de maxima parciménia. O tamanho dos circulos

corresponde a frequéncia de cada haplotipo, nimeros em vermelho indicam passos
mutacionais.

A topologia da rede de haplétipos do gene COIIl de A. aureolatum indica que,
provavelmente, o hl é o haplétipo ancestral j& que é o haplétipo central,
compartilhado por todas as populagbes e o mais frequente. Essa rede tem um
formato proximo ao de estrela, o0 que pode ser indicativo de expanséo populacional
para algumas populacdes de A. aureolatum, principalmente aquelas de SP, SC e

RS, onde os haplétipos estdo na extremidade da rede, com baixa frequéncia e
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separados por poucas mutagdes do provavel haplétipo ancestral. De forma geral, os
haplétipos de A. aureolatum no COIl foram geneticamente proximos, diferindo por
uma a sete mutac¢des. Ha dois median vectors (mv) nessa rede (Figura 21).

h9
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2,56%

I Parana .“"_’1 .
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- Santa Catarina
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Figura 21. Rede de haplotipos do gene citocromo oxidase subunidade 1l de
populacdes de Amblyomma aureolatum, de diferentes unidades federativas do Brasil
do bioma Mata Atlantica, e suas frequéncias relativas, gerada pelo método de
median-joining com poés-processamento pelo método de maxima parcimonia. O
tamanho dos circulos corresponde a frequéncia de cada haplotipo, nUmeros em
vermelho indicam passos mutacionais, e haplotipos nao amostrados/ intermediarios
sdo indicados por circulo vermelho (mv- median vectors).

A rede de haplétipos do D-loop apresentou um haplétipo central (hA),
encontrado na maioria das populagbes e o mais frequente. A partir de mutacdes
nesse haploétipo, foram definidos todos os outros haplétipos observados. Portanto, o
hA tende a ser o haplotipo ancestral. Pelos haplétipos diferirem por poucas
mutagcOes do hA, terem baixa frequéncia (a maioria) e construirem uma rede em
formato de estrela pode ser indicativo de expansao populacional de A. aureolatum
em algumas areas estudadas (RJ, RS, SC e SP). O hK (RS) é o unico haplétipo que
estd mais distante do haplétipo central (hA), quatro a seis mutacbes. Todos 0s
outros haplétipos estdo diretamente relacionados ao hA, separados por uma a trés

mutacdes. Nao ha median vectors (mv) nessa rede (Figura 22).
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Figura 22. Rede de haplétipos da regido D-loop de populacbes de Amblyomma
aureolatum, de diferentes unidades federativas do Brasil do bioma Mata Atlantica, e
suas frequéncias relativas, gerada pelo método de median-joining com pods-
processamento pelo método de méxima parcimdénia. O tamanho dos circulos
corresponde a frequéncia de cada hapl6tipo, numeros em vermelho indicam passos
mutacionais.

4.2.3.3 Dinamica demografica e diferenciacdo genét ica nas

populacdes de A. aureolatum do Brasil

A populacéo de SP, para a regido D-loop, apresentou resultados significativos
nos trés testes de neutralidade realizados, bem como no gene COIl para o teste Fs
de Fu. Ainda para o D-loop, as populacdes de A. aureolatum de SC (Fs de Fu e D de
Tajima) e RS (R;) também apresentaram valores significativos. Esses resultados
rejeitam a hipdétese nula de neutralidade, e podem sugerir expansao nessas
populacdes (Tabela 31).

Os resultados do Fst na comparagdo par a par indicaram que apenas as
populacdes de A. aureolatum de SP e do RS, para a regido D-loop, apresentaram
diferenciacdo genética significativa (Tabela 34).

A analise do Fst par a par entre grupos demonstrou haver diferenciacao
genética significativa (no gene 12S rDNA e para a regido D-loop) entre as

populacdes de A. aureolatum de areas (PR, RJ, RS e SC) onde esse ixodideo néo é
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apontado como vetor do bioagente causador da FMB em relacdo a populacéo de
area (SP) onde esse carrapato € comprovadamente vetor de R. rickettsii. Porém, os
valores observados de Fst foram baixos (Tabela 35). O teste de Mantel indicou que

a diferenciacao genética ndo esta associada a distancia geografica (Tabela 36).

Tabela 34. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de
Fst na comparacdo par a par, entre as populacbes de Amblyomma aureolatum
analisadas do Brasil.

Populacées Gene/ Regido Santa Catarina Parana Rio de Janeiro Rio Grande do Sul
12S rDNA -0,06667
Parana col -0,94521
D-loop 0,59981
12S rDNA 0,28889 <0,00001
Rio de Janeiro Call 0,24063 -0,33333
D-loop -0,00479 0,38650
Rio Grande do Sul 12S rDNA -0,02445 -0,27378 0,18256
col 0,00023 -0,83623 0,13645
D-loop 0,21589 0,18337 0,21141
12S rDNA 0,05820 0,42857 0,55767 0,07944
S30 Paulo’ col -0,03058 -0,90566 0,28403 0,03192
a0 Faulo D-loop -0,02429 0,41963 -0,01781 0,24069*

* Unica populagio onde Amblyomma aureolatum é vetor comprovado de Rickettsia rickettsii ; COI, citocromo oxidase
subunidade II; *Significativo (P < 0,005 apés a corregdo de Bonferroni).

Tabela 35. Estimativas de diferenciacdo genética, representadas pelos valores de
Fst na comparacdo par a par, entre os grupos delimitados de populacdes de
Amblyomma aureolatum analisadas do Brasil.

Populacéo Gene/ Regido Grupo |
12S rDNA 0,11693*
Grupo I COll -0,00370
D-loop 0,04977*

Grupo |- Amostras de unidades federativas do Brasil onde
Amblyomma aureolatum n&o é apontado como vetor do
bioagente causador da Febre Maculosa Brasileira (Parana,
Santa Catarina, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul); Grupo I-
Amostras de unidade federativa do Brasil onde Amblyomma
aureolatum é apontado como vetor do bioagente causador da
Febre Maculosa Brasileira (Sao Paulo); COIl, citocromo
oxidase subunidade II; *Significativo (P < 0,05).
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Tabela 36. Teste de Mantel que avalia a associacdo entre as distancias genéticas e
geograficas nas populacdes de Amblyomma aureolatum estudadas do Brasil.

Teste de Mantel 12S rDNA col D-loop
Coeficiente de regresséo (b) 0,000034 0,000410 -0,000078
Coeficiente de correlacgéo (r) 0,057847 0,354041 -0,159426

P 0,435 0,066 0,607

COll, citocromo oxidase subunidade II; Significativo (P < 0,05).

Entretanto, a AMOVA apontou que a maior parte da variancia molecular (no
12S rDNA 85,92%, no COIl 97,56% e no D-loop 85,59%) ocorreu dentro de cada
populacdo analisada de A. aureolatum. Esse resultado associado aos baixos e nao
significativos (na maioria) valores obtidos na estatistica ® sugerem auséncia de

estruturacdo populacional para A. aureolatum (Tabela 37).

Tabela 37. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as sequéncias genéticas
analisadas dos genes 12S rDNA, citocromo oxidase subunidade Il e da regido D-loop
de grupos e populacdes de Amblyomma aureolatum estudadas do Brasil.

Andlise Gene/ Regido analisado
AMOVA (Estatistica ®) 12S rDNA COll D-loop
Entre grupos (Dcy) 6,67% (-0,067) -5,54% (-0,055) -12,75% (-0,127)
Entre popula¢des dentro dos grupos (Psc) 7,41%  (0,079) 7,98% (0,076) 27,16% (0,241%)
Dentro das populagbes (Ps7) 85,92% (-0,141) 97,56 (0,024) 85,59% (0,144%)

Grupo I Amostras de unidades federativas do Brasil onde Amblyomma aureolatum n&o é apontado como vetor do
bioagente causador da Febre Maculosa Brasileira (Parana, Santa Catarina, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul); Grupo I-
Amostras de unidade federativa do Brasil onde Amblyomma aureolatum é apontado como vetor do bioagente causador

da Febre Maculosa Brasileira (Sao Paulo); COIl, citocromo oxidase subunidade II; *Significativo (P < 0,0001).

4.3 Analises filogenéticas dos carrapatos

4.3.1 A. cajennense s.l.

Com base no gene COIl e na regido D-loop, as amostras de A. cajennense
s.s. identificadas no TO sao filogeneticamente mais proximas as amostras dessa
espécie da Guiana Francesa e Venezuela do que as do Brasil (Rondbnia) (Figuras

23 e 24).
76



|Amblyomma mixtum (Texas, México, Equador e Costa Rica)
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_— Amblyomma sculptum- Haplétipo h16 Brasil (Goias)
| 80% Amblyomma sculptum- Haplétipo h23 Brasil (Goias)
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Figura 23. Filogenia, inferida por analise de maxima verossimilhanca com modelo
evolutivo HKY+G, para sequéncias parciais (561 pb) do gene citocromo oxidase
subunidade II, representando as relacdes entre os 47 haplétipos (h1l-h47) de
Amblyomma sculptum identificados no Brasil e as espécies do complexo
Amblyomma cajennense de diferentes locais das Ameéricas. Os nimeros nos ramos
indicam valores de apoio estatistico (70% cut-off).
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—— Amblyomma americanum (NC_027609)
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Figura 24. Filogenia, inferida por andlise de maxima verossimilhanca com modelo
evolutivo T92+G, para sequéncias parciais (480 pb) da regido D-loop, representando
as relacdes entre os 38 haplotipos (hA-hL1) de Amblyomma sculptum identificados
no Brasil e as espécies do complexo Amblyomma cajennense de diferentes locais
das Américas. Os numeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico (70% cut-

off).
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Todos os haplotipos submetidos as analises de genética de populacdes
agruparam com sequéncias de A. sculptum do GenBank. Nas analises do 12S
rDNA, os haplétipos | e Il estudados de A. sculptum apresentaram 100% de
identidade com outras sequéncias dessa espécie, provenientes do Brasil,
depositadas no GenBank (EU791609 e EU791612). Na filogenia inferida para o 12S
rDNA a maior parte dos haplétipos do PR (Mata Atlantica), e haplétipos de SP (Mata
Atlantica) e GO (Cerrado) agruparam com as amostras de A. sculptum coletadas em
areas uUmidas da Argentina (Yungas). Os demais haplétipos de A. sculptum
analisados no atual trabalho formaram clados com amostras do GenBank oriundas
de areas de Mata Atlantica e Cerrado do Brasil. De acordo com a topologia da
arvore do 12S rDNA, ndo ha nenhuma estruturacdo evidente de A. sculptum
associada aos biomas estudados (Figura 25).

Na filogenia do COIl, amostras de A. sculptum da Argentina aparecem entre
os hapldtipos do Brasil, e tem como grupo irméao A. sculptum do PR. Nessa arvore
do COII é possivel observar dois grandes agrupamentos para A. sculptum: um grupo
onde estéo inseridas amostras dessa espécie da Argentina e também a maior parte
dos haplétipos do Cerrado, e outro grupo com predominio de amostras da Mata
Atlantica, entretanto esses grupos nao sao exclusivos para esses biomas (Figura
23).

Na inferéncia filogenética do D-loop, assim como na do COIl, alguns
agrupamentos sao observados para as amostras de A. sculptum: 1- exemplares da
Argentina junto com amostras do Brasil provenientes de GO, SP, PR, RJ e MG-
Cerrado; 2- grande parte dos haplotipos identificados do Cerrado juntamente com
sequéncias do GenBank da Mata Atlantica e Cerrado; e 3- apenas haplétipos
detectados no atual trabalho, em sua maioria coletados em area de Mata Atlantica
(Figura 24).
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Amblyomma sphenodonti (JN863731)
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Figura 25. Filogenia, inferida por analise de maxima verossimilhanca com modelo
evolutivo T92+G, para sequéncias parciais (399 pb) do gene 12S rDNA,
representando as relagbes entre os 19 haplétipos (hl-hXIX) de Amblyomma sculptum
identificados no Brasil e as espécies do complexo Amblyomma cajennense de
diferentes locais das Américas. Os numeros nos ramos indicam valores de apoio
estatistico (70% cut-off).
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4.3.2 A. ovale

Na andlise filogenética concatenada, dos genes 12S rDNA, COIl e da regiao
D-loop, de todos os espécimes de A. ovale analisados no presente estudo é possivel
observar um grupo de A. ovale para o Cerrado e Caatinga e outro para a Mata

Atlantica. Todos esses agrupamentos tiveram alto apoio estatistico (100%) (Figura

26).
900<San’ta Catarina

Parana

86%
4743C- Parana
83%

89%M 14743D- Parana

95%
6391C- Rio de Janeiro

4749D- Santa Catarina
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81%]

6392B- Rio de Janeiro

6393- Rio de Janeiro
73%
6385A- Rio de Janeiro

95%)|
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L6391B- Rio de Janeiro
100%
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910—/4Rio de Janeiro
0

100% 80%)
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3373A- Goias

3373B- Goias

5007 3372- Goias

oCUX»xTAIMO

Figura 26. Filogenia concatenada, inferida por analise de maxima verossimilhanca
com modelo evolutivo T92+G, de sequéncias parciais dos genes mitocondriais 12S
rDNA, citocromo oxidase subunidade Il e da regidao D-loop (367 pb+ 473 pb+ 455 pb)
de Amblyomma ovale. Os numeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico
(70% cut-off).

Na filogenia do gene 16S rDNA de A. ovale, as sequéncias geradas no atual
trabalho provenientes da Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga ficaram em grupos
definidos de acordo com esses biomas. Entretanto, o agrupamento de acordo com

os biomas ndo foi observado para as sequéncias de A. ovale originarias do
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GenBank. Também nao foi possivel observar o agrupamento dos espécimes de A.
ovale de acordo com a area geografica (Figura 27).
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Amblyomma ovale (Brasil- Paraty/RJ) (Amostra 4432A) Mata Atlantica
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Amblyomma ovale (Brasil- Paraty/RJ) (Amostra 6387)
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——Amblyomma ovale (Brasil- Sidrolandia/MS) (KU894381)
-Amblyomma ovale (Brasil- Barra do Quari/RS) (KX533941)

Amblyomma dubitatum (KY020992)
-Amblyomma sculptum (NC032369)

Caatinga

9%

76%

0.06

Figura 27. Filogenia, inferida por analise de maxima verossimilhanca com modelo
evolutivo T92+I, de sequéncias parciais do gene mitocondrial 16S rDNA (409 pb) de
Amblyomma ovale de diferentes locais do Brasil e das Américas. Os niameros nos
ramos indicam valores de apoio estatistico (70% cut-off).

4.3.3 A. aureolatum

A inferéncia filogenética concatenada, dos genes 12S rDNA, COIl e da regido
D-loop, de todas as sequéncias obtidas para A. aureolatum n&o indicou nenhum
agrupamento de acordo com a area de procedéncia da amostra, ou mesmo de
acordo com o contexto epidemiolégico da regido onde o carrapato foi coletado.

Dessa forma, amostras de SP (onde A. aureolatum €é reconhecidamente vetor de R.
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rickettsii) agruparam com amostras de outros locais de coleta (onde esse ixodideo

nao € apontado como vetor do bioagente da FMB; RJ, RS, PR e SC) (Figura 28).
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Figura 28. Cladograma, inferido por analise de maxima verossimilhanca com modelo
evolutivo T92+G, de sequéncias concatenadas parciais dos genes mitocondriais 12S
rDNA, citocromo oxidase subunidade Il e da regido D-loop (372 pb+ 485 pb+ 447 pb)
de Amblyomma aureolatum. Os numeros nos ramos indicam valores de apoio
estatistico (70% cut-off).
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4.4 Andlises das riquétsias detectadas

4.4.1 Riquétsias detectadas em A. sculptum

A infeccdo por riquétsia foi confirmada pela amplificacdo de fragmentos dos
genes: gltA, htrA, ompA e gene D em uma fémea do TO (amostra 5303A; COIl h8,
D-loop hC), htrA em uma fémea de GO (amostra 6132; COIl hl), e ompA em outra
fémea de GO (amostra 63401; COIl hl) em area de Cerrado; glitA em uma fémea do
PR (amostra 4955C; COIl h32), e htrA em um macho (amostra 6418C; COIl h19, D-
loop hQ) e uma fémea (amostra 6421A; COIl h19, D-loop hQ) do PR em éarea de
Mata Atlantica (Tabela 38). N&do foi detectado fragmento de gene de riquétsia nas
amostras de A. cajennense s.s. processadas.

O resultado da identificacdo (similaridade), utilizando o BLASTN, das
amostras que amplificaram fragmentos de genes de riquétsias esta na Tabela 38. Na
reconstrucao filogenética (Figura 29), essas amostras agruparam com as mesmas
espécies de riquétsias com as quais tiveram similaridade. Assim sendo, podemos
inferir que no Cerrado A. sculptum foi encontrado infectado com R. amblyommatis,
R. felis e Ca. R. andeanae; e na Mata Atlantica com Candidatus Rickettsia

asemboensis e R. felis.

4.4.2 Riquétsias detectadas em A. ovale

Foram amplificados fragmentos dos genes gItA, htrA, ompA e ompB de
riquétsias em 18 amostras de machos e fémeas de A. ovale provenientes da
Caatinga (CE). Nas amostras de A. ovale coletadas em area de Mata Atlantica foi
detectada presenca de fragmento do gene gItA em macho desse ixodideo no PR,
em oito amostras de A. ovale de SC foi observada a presenca dos genes gltA, htrA e
ompA, e em macho dessa espécie do RJ foi amplificado fragmento do gene htrA de
riquétsia (Tabela 39).

A partir da utilizagdo do algoritmo BLASTN, que avalia a similaridade entre
seguéncias presentes no banco de dados GenBank, oito amostras da Caatinga, que
amplificaram fragmento de gene de riquétsia, tiveram entre 98-99% de identidade
com R. bellii; e 10 amostras apresentaram 99-100% de identidade com R. parkeri /
R. sibirica / R. africae / Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica. Do bioma Mata Atlantica,

seis amostras tiveram 99-100% de identidade com R. parkeri / R. sibirica / R. africae
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/ Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica / R. rickettsii; trés amostras apresentaram 100%
de identidade com Ca. R. asemboensis; e uma amostra exibiu 100% de identidade
com R. felis (Tabela 39).

A maior parte dos espécimes de A. ovale que foram detectados com
riquétsias na Caatinga e Mata Atlantica pertencem aos haplétipos mais frequentes
para as populacdes de A. ovale desses biomas: Caatinga hVI (12S rDNA), h8 (COIl)
e hB (D-loop); Mata Altantica em SC e PR- hl e hll (12S rDNA), h3 (COIl) e hA (D-
loop); e para 0 RJ o hXIV (12S rDNA) e hF (D-loop). Para um mesmo bioma, a
mesma espécie de riquétsia foi encontrada em diferentes haplotipos e um mesmo

haplétipo foi encontrado com diferentes espécies de riquétsia (Tabela 39).
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Ij Rickettsia parkeri
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Amostra 6132- Amblyomma sculptum, fémea, Goias
Amostra 6421A- Amblyomma sculptum, fémea, Parana
100% — Amostra 4955C-Amblyomma sculptum, fémea, Parana
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100%|Rickettsia akari
98% 100% Rickettsia akari
°Rickettsia australis
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Rickettsia typhi
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Figura 29. Filogenia concatenada de fragmento dos genes gltA, htrA, ompA e gene
D (sca4) de riquétsia (405 pb+ 411 pb+ 516 pb+ 719 pb) detectados em Amblyomma
sculptum no Brasil, inferida por analise de maxima verossimilhanca com modelo
evolutivo GTR+G. Os numeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico (70%
cut-off). 85



Tabela 38. Dados das amostras de Amblyomma sculptum que amplificaram fragmentos de genes de riquétsias, e a identificacdo
molecular dessas riquétsias através do BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool- Nucleotide).

Dados do carrapato vetor Dados da riquétsia detectada no carrapato
Espécie Bioma Unldad_e Amostra Estadio/ Sexo Hospedeiro Haplotipo Qenfe d.a Identidade
Federativa riquétsia
- Numero de acesso
- 0,
12S rDNA COIl D-loop Espécie % GenBank
gltA Candidatus Rickettsia amblyommii strain Ac37 100% CP012420
A . htr A Candidatus Rickettsia amblyommii strain Ac37 99% CP012420
Tocantins  5303A Fémea Equus caballus - h8 hC : ) ) -

m q ompA Candidatus Rickettsia amblyommii clone Mato Grosso 3 100% KT722804
b gene D Candidatus Rickettsia amblyommii strain Ac37 99% CP012420
|
y Cerrado
o . . . 0

3 6132 Fémea Ambiente _ hi _ htrA Rickettsia felis URRWXCal2 100% CP000053
m Goias
m 63401 Fémea Ambiente - hl - ompA  Candidatus Rickettsia andeanae isolate Agripino Enciso ~ 99% KF179352
a
S A ) Rickettsia sp. Candidatus Rickettsia asemboensis JN982949

- - It 0
c 4955C Femea Ambiente h32 gitA Rickettsia sp. SE313 17 kD antigen protein gene 99% JN315968
u
Mata Atlantica Parana . .

| 6418C Macho Equus caballus - h19 hQ htr A Rickettsia sp. cfland5 17 kDa antigen gene 99% AY953286
p
t 6421A Fémea Equus caballus - h19 hQ htr A Rickettsia felis URRWXCal2 100% CP000053
u
m

86



Tabela 39. Dados das amostras de Amblyomma ovale que amplificaram fragmentos de
genes de riquétsias, e a identificacdo molecular dessas riquétsias através do BLASTN
(Basic Local Alignment Search Tool- Nucleotide).

Dados do carrapato vetor Dados da riquétsia detectada no carrapato
Unidade Gene
Espécie Bioma .~ Amostra Estadio/ Sexo  Hospedeiro Haplétipo da Identidade
Federativa ; )
riquétsia
12S rDNA COIll D-loop Espécie %  NUmero de acesso GenbankK
Rickettsia sibirica KX227778
gltA Rickettsia parkeri 100% CP003341
Rickettsia africae HQ335126
4299 Fémea Canis familiaris hvi h8 hB hir A Rickettsia SP. cepa o0, KJ855084
Mata Atlantica
ompB Rickettsia parkeri 99% CP003341
omp A Rickettsia africae 99% CP001612
Rickettsia sibirica KX227778
gltA Rickettsia parkeri ~ 100% CP003341
4626 Macho Canis familiaris hvi h13 hB Rickettsia africae HQ335126
Rickettsia parkeri o
ompA cepa Ubatuba 100% KJ174528
4702A Fémea Canis familiaris hviil h8 hB gltA Rickettsia bellii 98% CP000087
4702B Macho Canis familiaris hvi h8 hB gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
4708B Macho Canis familiaris hvi - hB gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
4709B Macho Canis familiaris hvil h8 hB gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
Rickettsia sibirica KX227778
. P ItA Rickettsia parkeri 100% CP003341
4963A  Macho hvi - -9 ! a par
Canis familiaris Rickettsia africae HQ335126
omp B Rickettsia parkeri 99% CP003341
Rickettsia sibirica KX227778
gltA Rickettsia parkeri 100% CP003341
Rickettsia africae HQ335126
4966B Mach i iliari i i
acho Canis familiaris hvi h9  hB hir A Rickettsia Sp. cepa  gq0. KJ855084
A Mata Atlantica
m omp B Rickettsia parkeri 99% CP003341
b ompA  Rickettsia africae ~ 99% CP001612
|
y
o 5391A Macho Canis familiaris hvi - - gltA Rickettsia bellii 98% CP000087
m
m  Caatinga Ceara  5391C Fémea Canis familiaris hvi h8 - gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
a
Rickettsia sibirica KX227778
o 5398A Fémea Canis familiaris hvi - hB gltA Rickettsia parkeri ~ 100% CP003341
v Rickettsia africae HQ335126
a
| Rickettsia sibirica KX227778
e gltA Rickettsia parkeri 100% CP003341
5398B Fémea Canis familiaris hi _ hB RRi(I:?;?::;asam(c:zea HQ335126
htr A >P- CEPA 9904 KJ855084
Mata Atlantica
ompB Rickettsia parkeri 99% CP003341
5308C  Macho  Canisfamiliaris  hvi  hg hB  hwA  TICKelsia sp.cepa  gq KJ855084
Mata Atlantica
Rickettsia sibirica KX227778
gltA Rickettsia parkeri 100% CP003341
A . - Rickettsia africae HQ335126
5407 F hvi h8 hB
émea  Canis familiaris hrA  Rickettsia rickettsii  99% DQ176856
ompB Rickettsia parkeri 99% CP003341
ompA Rickettsia africae 99% CP001612
5438B Macho Canis familiaris hvi h9  hB gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
Rickettsia sibirica KX227778
gltA Rickettsia parkeri ~ 100% CP003341
Rickettsia africae HQ335126
5440 é i jliari - i i
B Fémea Canis familiaris hvi hB hir A Rickettsia fp._cepa 99% KJ855084
Mata Atlantica
ompB Rickettsia parkeri 99% CP003341
Rickettsia sibirica KX227778
5440D Macho Canis familiaris hvi h8 hB gltA Rickettsia parkeri ~ 100% CP003341
Rickettsia africae HQ335126
Rickettsia sp. cepa o
htr A Mata Atlantica 99% KJ855084
5442A Macho Canis familiaris hvi hi2 hB gltA Rickettsia bellii 99% CP000087

87



Tabela 39. Dados das amostras de Amblyomma ovale que amplificaram fragmentos de genes de riquétsias, e a identificagdo molecular
dessas riquétsias através do BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool- Nucleotide) (continuacgéo).

Dados do carrapato vetor Dados da riquétsia detectada no carrapato
Espécie Bioma Flézléjrz(tji\e/a Amostra Estadio/ Sexo Hospedeiro Haplétipo :iB(T:éetsdi: Identidade
- Ndmero de acesso
- 0,
12S rDNA Coll D-loop Espécie % GenbanK
Rickettsia sibirica KX227778
Parana 4741G Macho Canis familiaris hil h5 hA gltA Rickettsia parkeri 100% CP003341
Rickettsia africae HQ335126
4713A Fémea Canis familiaris hi h3 hA gltA Candidatus Rickettsia asemboensis ~ 100% KX196267
m 4716 Fémea Canis familiaris hi h3 hA gltA Candidatus Rickettsia asemboensis ~ 100% KX196267
b
. . Rickettsia Rickettsia
[ 42878 Fémea Canis familiaris hil h3 hA htr A Sp. Aa46 (Ric P 1009% KJ855084
y cepa Mata Atlantica)
o]
. e Rickettsia rickettsii
m 4711A Fémea Canis familiaris hi - hA htr A Rickettsi - 99% DQ176856 KJ855084
m Mata Atlantica . ickettsia sp. cepa Mata Atlantica
a Santa Catarina ompA Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica 100% KX137902
o 4711B Macho Canis familiaris hil h3 hA ompA Rickettsia africae 99% CP001612
a 4718 Macho Canis familiaris hi - - ompA Rickettsia parkeri cepa Ubatuba 100% KJ174528
! Rickettsia | t
. I sp., provavelmente
e Canis familiaris - - htr ) ) ) . %
47198 Macho hil A Candidatus Rickettsia asemboensis 100% AY953286
4749D Fémea Canis familiaris - h6é hA ompA Rickettsia africae 99% CP001612
Rio de Janeiro  4434B Macho Canis familiaris hXV - hF htr A Rickettsia felis 100% CP000053
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Com a reconstrucdo filogenética foi possivel identificar as seguintes
riquétsias em A. ovale por bioma: 1- Caatinga: R. bellii e Rickettsia sp. cepa Mata

Atlantica; 2- Mata Atlantica: R. felis, Ca. R. assemboensis e Rickettsia sp. cepa Mata

Atlantica (Figura 30).

4711A- Amblyomma ovale, Fémea, Santa Catarina
4718- Amblyomma ovale, Macho, Santa Catarina
4299- Ambi gomma ovale, Fémea, Ceara

4966B- Amblyomma ovale, Macho, Ceara

5407- Amblyomma ovale, Fémea, Ceara

5440D- Am 5yomma ovale, Macho, Ceara

5398C- Amb ’yomma ovale, Macho, Ceara

5398B- Amb. Iyomma ovale, Fémea, Ceara

5440B- Amblyomma ovale, Fémea, Ceara
Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica

4626- Amblzomma ovale, Macho, Ceara

4749D- Amblyomma ovale, Fémea, Santa Catarina
5398A- Amblyomma ovale, Fémea, Ceara

4741G- Amblyomma ovale, Macho, Parana
4963A- Amblyomma ovale, Macho, Ceara

o, |4711B- Amblyomma ovale, Macho, Santa Catarina
80%lRickettsia sp. cepa Mata Atlantica

o, [°Y*Rickettsia africae
91% 1oouSICkettsia africae.
"Rickettsia parkeri
92%| [og, RiCkettsia parkeri
L{ Rickettsia sibirica
Rickettsia sibirica
Rickettsia conorii
Rickettsia conorii .
Rickettsia peacockii
Rickettsia peacockii
Rickettsia rickettsii

Rickettsia slovaca
Rickettsia slovaca
o, 100% Rickettsia japonica
% Rickettsia Aapon/c‘a .
Rickettsia heilongjiangensis
X Rickettsia heilongjiangensis
Rickettsia rhipicephali
blssoRICKettsia rhipicephali

“Rickettsia massjliae
Rickettsia massiliae X
Rickettsia amblyommatis
Rickettsia amblyommatis
100% rCandidatus Rickettsia andeanae
-Candidatus Rickettsia andeanae
100% | Rickettsia montanensis

Rickettsia montanensis . . i

Candidatus Rickettsia asemboensis

97%

91%

83%

100%

4713A- Amblyomma ovale, Fémea, Santa Catarina

100% 4716- Amblyomma ovale, Fémea, Santa Catarina

© {4719B- Amblyomma ovale, Macho, Santa Catarina
Candidatus Rickettsia asemboensis

1009 Rickettsia felis
MMMB- Amblyomma ovale, Macho, Rio de Janeiro
Rickettsia felis

o Rickettsia australis
100% 100%"Rickettsia australis
sARickettsia akari
100% Rickettsia akari 100, Rickettsia prowazekii

100% — Rickettsia prowazekii

100%

100%

100% ,Rickettsia bellii
———— L_Rickettsia bellii
4702B- Amblyomma ovale, Macho, Ceara
5391C- Amblyomma ovale, Fémea, Ceara
4708B- Amblyomma ovale, Macho, Ceara
5391A- Amblyomma ovale, Macho, Ceara
5442A- Amblyomma ovale, Macho, Ceara

4709B- Amblyomma ovale, Macho, Ceara

5438B- Amblyomma ovale, Macho, Ceara
4702A- Amblyomma ovale, Fémea, Ceara

1 1 00%{Rickettsia typhi
Rickettsia typhi

0.03

Figura 30. Filogenia concatenada de fragmento dos genes gltA, htrA, ompA e ompB
de riquétsia (405 pb+ 371 pb+ 540 pb+ 901 pb) detectados em Amblyomma ovale no
Brasil, inferida por analise de maxima verossimilhanca com modelo evolutivo
GTR+G. Os numeros nos ramos indicam valores de apoio estatistico (70% cut-off).
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4.4.3 Riquétsias detectadas em A. aureolatum

Foi detectado fragmento do gene gItA em quatro amostras de A. aureolatum
de SP, e a presenca de fragmento do gene htrA foi observada em duas amostras de
SP e em uma de SC. Todas as amostras de A. aureolatum de SP infectadas com
riquétsia tiveram 99-100% de identidade com sequéncias de R. bellii disponiveis no
GenBank. A amostra de SC demonstrou 100% de identidade com R. felis do
GenBank (Tabela 40).

Diferentes haplotipos de A. aureolatum em SP, em todos o0s genes
analisados, foram identificados com a R. belli. Em SC, os haplétipos do A.
aureolatum infectados com R. felis corresponderam a alguns dos hapl6tipos desse
ixodideo encontrados infectados com R. bellii em SP (Tabela 40).

Na reconstrucao filogenética, as amostras de A. aureolatum que amplificaram
fragmentos de genes de riquétsias ficaram no mesmo clado com as espécies de
riquétsia com as quais tiveram identidade, atraves de busca no BLASTN. O valor de
apoio estatistico desses clados, das sequéncias de riquétsias detectadas no atual

trabalho e as sequéncias do GenBank, foi de 100% (Figura 31).

Tabela 40. Dados das amostras de Amblyomma aureolatum que amplificaram
fragmentos de genes de riquétsias, e a identificacdo molecular dessas riquétsias
através do BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool- Nucleotide).

Dados do carrapato vetor Dados da riquétsia detectada no carrapato
Espécie Bioma Unldad_e Amostra Estadio/ Hospedeiro Haplotipo (_Beng d_a Identidade
Federativa Sexo riquétsia
Numero de
12S rDNA COll D-loop Espécie % acesso
GenBanK
6249H Macho Canis familiaris hil hl hA gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
€ htr A Rickettsia bellii cepa Mogi  100% DQ115891
>
% 6249K Fémea Canis familiaris  hll hi hB gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
£ Sao Paulo
g Mata 6249R Fémea Canis familiaris hi h4  hA gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
€  Atlantica htrA Rickettsia bellii cepa Mogi 100% DQ115891
€
o
2 624911 Fémea Canis familiaris i -  bhA gltA Rickettsia bellii 99% CP000087
[
<<
Santa Catarina 4749A Fémea Canis familiaris hi hl hA htrA  Rickettsia felis URRWXCal2 100% CP000053
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Rickettsia rickettsii
87i§/ckettSIa rickettsii
b
ckeftsja peacockii
E/c ettsia ﬁeacock//
97% ) .
Rickettsia conorii
gale}’/ckettSIa conorii
Sy o .
Rickettsia africae
Rickettsia africae

Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest
Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest

Rickettsia sibirica
Rickettsia sibirica

849
Rickettsia parkeri
93% glglckertSIa parkeri

3If\sjcketts[a slovaca

oRlckez‘tSIa slovaca

7 /°Rickettsia heilongjiangensis

Rickettsia heilongjiangensis

P9 1 Rickettsia japonica

19381 Rickettsia japonica
/"Rickettsia amblyommatis

o6y, 'RiCkettsia amblyommatis
86% _|Candidatus Rickettsia andeanae
Candidatus Rickettsia andeanae
B7% . . "
Rickettsia massiliae
Rickettsia massiliae
9%| 1 Rickettsia rhipicephali
95%! Rickettsia rhipicephali
Rickettsia montanensis
20% 95%' Rickettsia montanensis
2 Rickettsia felis
100%| Rickettsia felis
100% 4749A- Amblyomma aureolatum, Fémea, Santa Catarina

98% | Candidatus Rickettsia asemboensis
100% Candidatus Rickettsia asemboensis

100%_, Rickettsia akari
00% Rickettsia akari
99% FRickettsia australis

Rickettsia australis

100% yRickettsia prowazekii
100% Rickettsia prowazekii
b Rickettsia typhi

100% " Rickettsia typhi
6249H- Ambl/omma aureolatum, Macho, Séo Paulo
6249R- Amblyomma aureolatum, Fémea, S&o Paulo
6249I11- Amblyomma aureolatum, Fémea, Sao Paulo
100% - Amblyomma aureolatum, Fémea, S&o Paulo
6249K- Ambl latum, Fé Séo Paul

97% r Rickettsia bellii
Rickettsia bellii

96%

100%

0.02

Figura 31. Filogenia concatenada de fragmento dos genes gltA e htrA de riquétsia (405
pb+ 411 pb) detectados em Amblyomma aureolatum no Brasil, inferida por analise de

maxima verossimilhanca com modelo evolutivo T92+G. Os ndmeros nos ramos indicam
valores de apoio estatistico (70% cut-off).
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5 DISCUSSAO

Ha poucos estudos sobre a diversidade genética intraespecifica de ixodideos
vetores de patdgenos para humanos. A andlise das trés espécies (A. sculptum, A.
ovale e A. aureolatum) que sédo incriminadas como principais vetores dos bioagentes
da FM no Brasil apresentaram resultados distintos entre si, com relacdo a
diversidade genética intraespecifica e estruturacdo populacioanal. Porém, nas trés
espécies estudadas nao foi observada relacéo entre os haplétipos identificados, com
0os marcadores mitocondriais avaliados, e a deteccdo de riquétsias nesses
carrapatos. O que ressalta a complexidade dos cenarios ecoepidemiolégicos da FM

existentes no Brasil.

5.1 A.sculptum

O numero de haplétipos (19- 47) identificados para A. sculptum no Brasil foi
maior do que previamente relatado (Burkman 2009; Bitencourth et al. 2016). Foram
observados haploétipos exclusivos para as populagfes dos biomas Mata Atlantica e
Cerrado, e também haplétipos compartilhados entre as populacdes desses biomas
(Figuras 5-7; Tabelas 11, 13 e 14). De forma geral, as populagdes de A. sculptum no
Cerrado tém haplotipos exclusivos em baixa frequéncia, e que diferem uns dos
outros por poucos passos mutacionais (com excec¢ao da populagédo de MG- Cerrado)
(Figuras 8-10), o que resultou em altos valores de diversidade haplotipica e baixos
valores de diversidade nucleotidica para as populacdes desse bioma (Tabela 12).
Esses resultados podem ser indicativos de uma rapida expansao populacional de A.
sculptum no Cerrado (Tajima 1989).

Em algumas populacdes de A. sculptum da Mata Atlantica (principalmente
SP, PR e RJ), apesar de também terem sido observados haplétipos exclusivos,
alguns deles em baixa frequéncia e diferindo em poucas mutacdes de outros
haplotipos, essas populagbes apresentaram altos valores de diversidade haplotipica
e nucleotidica (Figuras 5-10, Tabelas 11-14). Esse resultado difere do observado
para a maioria das populacdes de A. sculptum do Cerrado, e como ja observado
anteriormente para amostras de A. sculptum provenientes de &rea de Mata Atlantica
(Bitencourth et al. 2016).
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Entre as estatisticas comumente utilizadas para avaliar a dinamica
demografica populacional, os testes de neutralidade Fs de Fu e R, estdo entre os
mais apropriados para detectar crescimento populacional. Desses, 0 R, € mais
indicado para analise de populagbes pequenas, enquanto o Fs de Fu é mais
adequado para populacdes maiores (Ramos-Onsins e Rozas 2002). Dessa forma,
os testes de neutralidade indicaram que as populacdes de A. sculptum do MT, MG-
Cerrado, TO e GO, no Cerrado, estdo expandindo (Tabela 12), corroborando os
resultados discutidos no primeiro paragrafo para esse bioma. Entretanto, os
resultados dos testes de neutralidade diferem dos obtidos por Beati et al. (2013),
onde nao foi observada expansdo populacional para nenhuma espécie do complexo
A. cajennense, 0 que 0s autores usaram como justificativa para a estabilidade
populacional, por longos periodos, dessas espécies.

Areas mais propensas a mudancas climaticas e degradacdo ambiental podem
favorecer o estabelecimento e expansao de espécies de carrapatos vetores (Monzén
et al. 2011; Khatchikian et al. 2015; Monzdn et al. 2016). Nesse sentido, o Cerrado é
um dos biomas brasileiros mais ameacados pela degradacdo ambiental. Depois da
Mata Atlantica, € o segundo bioma mais impactado no Brasil em termos de extensao
e impacto das acdes humanas e da agricultura em sua vegetagao e bens naturais e
servigos (Brasil 2016). Esses fatores podem auxiliar no entendimento das evidéncias
de expanséo observadas de algumas populacbes de A. sculptum nesse bioma.
Adicionalmente, Martins et al. (2016a) destacaram a possibilidade de expanséo de
A. sculptum no bioma Amazoénia. De acordo com esses autores, essa expansao
provavelmente estaria associada a continua degradacdo da floresta amazénica, e
substituicdo da cobertura original por vegetacdo que € encontrada em area de
Cerrado, favorecendo a existéncia de habitats adequados para a presenca de
hospedeiros, e, consequentemente, o estabelecimento de populacdes de A.
sculptum. Isso pode ser refor¢cado por estudo de populacfes de A. sculptum em area
de Mata Atlantica (Bitencourth et al. 2016), bem como com os resultados observados
para esse bioma no presente trabalho. Os registros de A. sculptum na Mata Atlantica
estdo geralmente associados a areas de degradacdo da cobertura vegetal original
da floresta (Szabo et al. 2009; Martins et al. 2016a). A Mata Atlantica foi o bioma
brasileiro mais impactado no passado (Brasil 2017), onde atualmente ndo é
observada a expansao populacional de A. sculptum. Provavelmente, essa expansao

ocorreu no passado durante a intensa degradacéo desse bioma.
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Considerando as andlises realizadas, A. sculptum nao € delimitado
geograficamente ou por bioma: amostras do Cerrado (GO, DF e MG- Cerrado) e
Mata Atlantica (SP, PR e RJ) do Brasil agruparam com sequéncias de area Umida da
Argentina (Yungas) (Figuras 23-25), que sao regides com caracteristicas climaticas,
geograficas e bioldgicas distintas. Também foi observado agrupamento de
populacdes de A. sculptum do Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga (Brasil) (Figuras
23-25). Esta auséncia de estruturacdo filogeografica em A. sculptum pode ser em
consequéncia a baixa especificidade parasitaria dessa espécie, associada a
presenca de hospedeiro preferenciais (equinos e capivaras), que aumentam em
disponibilidade em areas de degradacdo ambiental e antropizacdo (Szabd et al.
2013a). A dispersdo por migracao, atraves do transporte de hospedeiros infestados
com A. sculptum por longas areas, também pode ser responsavel pelo fluxo génico
(Bitencourth et al. 2016). Adicionalemente, eventos biogeograficos historicos podem
ter influenciado o padrdo demogréafico observado nas populagdes de A. sculptum.
Nesse sentido, Beati et al. (2013) propés uma hipotese onde considera que parte
das espécies do complexo A. cajennense gradualmente se moveram para a periferia
da floresta tropical quando o ambiente se tornou desfavoravel para esses ixodideos,
com ecossistemas lacustres e pantanos transformando o ambiente em o que se
tornaria a Amazonia. Assim, A. sculptum se estabeleceu na Mata Atlantica (ao longo
da costa leste do Brasil), e em parte do Cerrado. Da mesma forma, a presenca de A.
sculptum em florestas da Argentina (em Yungas) pode ser entendida por relatos de
floresta continua que anteriormente ligava a Amazbnia e as florestas atlanticas
(Beati et al. 2013).

Embora ndo haja delimitacdo filogeografica nas populagcées de A. sculptum
(Figuras 8-10, 23-25; Tabelas 11, 13 e 14), os resultados do Fsr entre grupos
indicaram que as populacdes do Cerrado e Mata Atlantica sdo geneticamente
diferentes entre si (Tabela 16), o que ndo é confirmado pelos resultados
significativos no Fst par a par, no qual tanto populagbes do mesmo bioma como
populacdes de diferentes biomas sdo geneticamente distintas entre si (Tabela 15).
Entretanto os valores significativos encontrados no Fst foram baixos, que poderiam
ser explicados pela alta presenca de haplétipos ndo compartilhados entre os biomas.
E importante destacar que a populacdo do CE diferiu praticamente de todas as
populacdes do Cerrado, mas apenas de uma populacdo (SP) da Mata Atlantica, o

gue pode estar associado a procedéncia das amostras, que foram coletadas em

94



area de fragmentos caracteristicos de Mata Atlantica inseridos na Caatinga (Tabela
15) (Borsato et al. 2015).

O isolamento por distancia ndo é responsavel pela diferenciacdo genética
observada entre as populacfes estudadas (Tabela 17), como verificado para as
populacdes de A. sculptum no RJ (Bitencourth et al. 2016). Esse resultado pode
estar associado a acdo antropogénica, com o transporte de A. sculptum em cavalos
infestados, ja que esse é 0 mais importante hospedeiro desse ixodideo, e por
séculos foi um dos principais meios de transporte no Brasil.

Ainda nesse sentido, os resultados da AMOVA corroboram a auséncia de
estruturacdo populacional de acordo com o0s biomas - a maior parte da variancia
molecular foi observada entre populacdes de A. sculptum dentro de cada bioma e
dentro de cada populacdo analisada, além do ®cy ter apresentado valor baixo e ndo
significativo (Tabela 18). Porém, pode ser que haja alguma estruturacdo da
diversidade molecular entre as populacbes de A. sculptum que ainda nao é
reconhecida, ja que os valores do ®sc e st foram significativos (Tabela 18). Nesse
sentido, estudo de modelagem ambiental com algumas espécies do complexo A.
cajennense (incluindo A. sculptum) evidenciou padrdes divergentes de preferéncias
ambientais, como vegetacdo e temperatura sendo fatores que direcionam a
distribuicdo das espécies estudadas (Estrada- Pefia et al. 2014).

O microclima é um fator limitante para a sobrevivéncia dos carrapatos
(Estrada-Pefia et al. 2004). A presenca e transicdo entre biomas ou ecorregides
podem gerar condi¢des especificas e microclimas que promovem o estabelecimento,
desenvolvimento e diferenciacdo observada entre as populacdes de A. sculptum
analisadas. Adicionalmente, andlises filogenéticas corroboram a coexisténcia de A.
sculptum e A. cajennense s.s. na zona de transicdo entre os biomas Cerrado e
Amazonia no TO (Figuras 23 e 24).

A pesquisa de genes de riquétsia em A. sculptum detectou a presenca de Ca.
R. andeanae (GO), R. felis (GO) e R. amblyommatis (TO) no Cerrado; e na Mata
Atlantica foi identificada Ca. R. asemboensis (PR) e R. felis (PR) (Figura 29). No
Brasil, R. amblyommatis ja foi detectada em A. sculptum no Pantanal (MT) (Alves et
al. 2014; Melo et al. 2016) e na Mata Atlantica (MG) (Nunes et al. 2015). Ha relatos
de Ca. R. andeanae em A. sculptum no Cerrado (MT) (Witter et al. 2016), e, ha cerca
de uma década R. felis foi identificada em A. cajennense s.l. (provavelmente A.
sculptum) na Mata Atlantica (MG) (Cardoso et al. 2006). No PR, R. felis ja foi

detectada por sorologia em cées, mas sem relato em A. sculptum (Fortes et al.
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2010). Em nosso pais, os relatos de Ca. R. asemboensis sdo recentes, com
registros para Rhipicephalus sanguineus (Latreille 1806) e Ctenocephalides felis
(Bouché 1835) (Dall’Agnol et al. 2017; Silva et al. 2017). Assim sendo, 0 presente
estudo faz o primeiro registro de R. amblyommatis e R. felis em A. sculptum no
Cerrado, bem como a deteccao de R. felis em A. sculptum pela primeira vez no PR e
de Ca. R. asemboensis nesse ixodideo.

A fémea de A. sculptum encontrada infectada com R. amblyommatis (amostra
5303A) (Figura 29, Tabela 38) foi coletada em equino, durante vigilancia de FM em
area onde um caso brando da doenca havia sido registrado anteriormente. Na
mesma area outro equino estava infestado com espécimes de A. cajennense S.S.
(amostras 5304B e C; Figuras 23 e 24) e A. sculptum (amostras 5304A e E;
Apéndice B), ambos foram negativos para infeccdo com riquétsia. Essa fémea
infectada pertence a haplotipos (h8 no COIl, e hC no D-loop) de A. sculptum
encontrados no Cerrado (em MT, MS, TO e GO) e na Mata Atlantica (ES e RJ)
(Apéndice B). Ja que esses haplotipos podem ser encontrados em diferentes areas,
eles sdo comuns no Brasil e, provavelmente, representam um perfil genético antigo
de A. sculptum no pais. Como apenas um carrapato foi encontrado infectado com R.
amblyommatis no TO, ndo €é possivel inferir uma associagdo entre essa riquétsia e
esses haplatipos de A. sculptum.

A bactéria R. amblyommatis ja foi suspeita de estar associada com caso de
FM nos Estados Unidos (Apperson et al. 2008) e recentemente demonstrou ser
levemente patogénica para cobaias, especialmente quando comparada com R.
rickettsii (Rivas et al. 2015). Atualmente, passou a ser considerada como bioagente
de infeccdo assintomatica ou doenca autolimitada com soroconversao subsequente
(Fang et al. 2017). A infeccdo por R. amblyommatis parece ser comum em A.
cajennense s.s., com taxas de infeccao entre 26,8-69,4% (Labruna et al. 2004a;
Soares et al. 2015). Entretanto essa infec¢do €, geralmente, ausente em populacdes
de A. sculptum, com excecao de relatos para o Pantanal (Alves et al. 2014; Melo et
al. 2016), Mata Atlantica (Nunes et al. 2015) e a deteccdo no atual trabalho para o
Cerrado, onde as taxas de infeccdo sdo bem menores do que as observadas para A.
cajennense s.s.. No Brasil, essa riquétsia ja foi sorologicamente detectada em caes
(Labruna et al. 2007; Melo et al. 2011) e em equinos (Alves et al. 2014), e em area
endémica para FM ela foi molecularmente identificada em A. sculptum de MG
(Nunes et al. 2015). Embora todos estes dados indiqguem que R. amblyommatis pode

ser patogénica para animais, incluindo seres humanos, seu papel nos casos de FM
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permanece ndo esclarecido. A caracterizacdo dessa riquetsia em casos de FM é
necessaria, incluindo os casos de FM que envolvem a variedade mais leve desse
agravo, como observado no Cerrado.

A R. felis é o agente causador da FM transmitida por pulgas, uma riquetsiose
humana emergente (Brown e Macaluso 2016). No entanto, o conhecimento de sua
biologia e da doenca associada ainda é incipiente no Brasil, com o registro de um
anico caso no pais (Raoult et al. 2001). Por outro lado, ndo ha conhecimento sobre a
patogenicidade de Ca. R. andeanae, embora ela possa provocar a diminuicdo ou
exclusdo da riquetsiose associada a R. parkeri (Paddock et al. 2015). Isso torna Ca.
R. andeanae de interesse para a pratica da saude publica. Em GO, R. felis (durante
vigilancia de FM) e Ca. R. andeanae (durante investigacdo de caso de FM) foram
identificadas no mesmo perfil genético de A. sculptum (h1l- COIl). Até a presente
pesquisa, este haplétipo sé foi encontrado no Cerrado (GO, DF e MG- Cerrado)
(Figura 29, Tabelas 13 e 38).

Ca. R. asemboensis, recentemente descrita, € uma bactéria emergente
transmitida por carrapatos e pulgas associados a animais domeésticos e roedores.
Esse patogeno ja foi detectado em ectoparasitos na Asia, Africa e nas Américas
(Jiang et al. 2013; Oteo et al. 2014; Rzotkiewicz et al. 2015; Billeter et al. 2016;
Faccini-Martinez et al. 2016; Kolo et al. 2016; Troyo et al. 2016; Dall'’Agnol et al.
2017; Silva et al. 2017), sendo encontrado principalmente em areas endémicas para
FM transmitida por pulgas (Jiang et al. 2013). Ca. Rickettsia asemboensis é
geneticamente relacionada a R. felis, que € patogénica para humanos (Raoult et al.
2001). Entretanto, os dados de FM relacionados a R. felis sdo escassos no Brasil
(Szabo et al. 2013a). Em area de Mata Atlantica, essa nova riquétsia (na amostra
6418C) e R. felis (na amostra 6421A) foram detectadas no mesmo perfil genético de
A. sculptum (h19- COIl, hQ- D-loop) (PR, SP, GO e MG- Cerrado), durante
investigacdo de caso de FM no PR (Figura 29, Tabela 38). O presente estudo
aumenta as espécies de vetores detectadas infectadas com Ca. R. asemboensis e a
area geografica de relato no pais. Novos estudos devem ser realizados para
investigar a prevaléncia dessas infec¢cdes, entender o envolvimento do A. sculptum
na infeccdo e transmissédo de Ca. R. asemboensis e R. felis, bem como conhecer a
relacdo entre essas rigquétsias e casos de FM no Brasil.

Ainda que a amostra 4955C (coletada durante vigilancia de FM no PR) (h32-
COIl, exclusivo do PR) tenha apresentado 99% de identidade com Ca. R.

asemboensis (Tabela 38), na reconstrucéo filogenética ndo houve resolucdo para
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determinar se a bactéria dessa amostra € R. felis ou Ca. R. asemboensis, ou ainda,
se é uma riguétsia associada a esse grupo ainda nado descrita (Figura 29). Essa
amostra sera submetida a novas analises moleculares para tentar esclarecer qual a
riquétsia presente nesse ixodideo.

Embora A. sculptum seja apontado como principal vetor de R. rickettsii na
regido sudeste do Brasil, e 0 presente trabalho ter realizado coletas desse ixodideo
em areas de investigacdo ou vigilancia de caso de FM nessa regido, a auséncia de
deteccdo dessa bactéria pode estar associada ao fato do A. sculptum nédo ser capaz
de manter infecdo por R. rickettsii de forma eficiente por geragbes consecutivas, ja
gue menos de 50% desses carrapatos mantém a infeccao pelas vias transovariana e
transestadial (Soares et al. 2012). Assim como a presenca de outras espécies de
riquétsias, nessa area, poderia impedir o estabelecimento de R. rickettsii, ja que a
presenca de uma riquétsia ndo patogénica em carrapatos, também infectados com
R. rickettsii, poderia impedir a transmisséo dessa Ultima bactéria, principalmente por
eficiente competicdo na transmisséo vertical (Burgdorfer et al. 1981; Macaluso et al.
2002).

Estudo que avaliou o perfil genético e suscetibilidade de diferentes
populacdes de A. sculptum a infeccdo por R. rickettsii demonstrou haver diferencas
na susceptibilidade a infeccdo por essa bactéria entre as seis populacdes (Itu,
Piracicaba, Pirassununga/ SP; Poconé/ MT; Chapada Gaucha e Belo Horizonte/ MG)
de A. sculptum estudadas, embora todas elas demonstrem ser parcialmente
refratarias a infeccdo por essa riquétsia (Gerardi 2016). A susceptibilidade
diferenciada nas populacdes de A. sculptum analisadas né&o teve relagcdo com a
endemicidade da area de coleta para FM. De maneira semelhante, também nao foi
encontrada divergéncia genética, para os marcadores 16S rDNA e o segundo
espacador interno transcrito (ITS2) (do inglés second internal transcribed spacer),
entre A. sculptum infectados com R. rickettsii e ndo infectados (que foram expostos
a infeccdo) em uma mesma populacdo ou entre diferentes populacdes estudadas.
Assim sendo, em tal estudo n&o foi possivel correlacionar o perfil genético de A.
sculptum com a suscetibilidade a infec¢ao por R. rickettsii (Gerardi 2016). Entretanto,
esse resultado pode estar associado a baixa diversidade molecular intraespecifica
que os marcadores utilizados sdo capazes de detectar (Avise 2004; Beati et al.
2012; Paternina et al. 2016). Todavia, também pode ser que fatores ecoldgicos, e

nao genéticos, possam estar associados a presenca ou auséncia de riquétsia em
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diferentes populagdes de A. sculptum, como hipétese ja proposta para A. aureolatum
(Ogrzewalska et al. 2012; Scinachi et al. 2017).

Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar a associagéo entre os perfis
genéticos de A. sculptum e riquétsias, uma vez que ha haplétipos exclusivos de
determinadas regifes que foram encontrados infectados com riquétsias, bem como
a mesma riquétsia foi observada em diferentes perfis genéticos de A. sculptum. O
entendimento da relacdo entre o perfil genético do carrapato vetor e riquétsia
associada podera auxiliar as acdes de vigilancia, investigacdo e controle de vetores
da FM no Brasil.

Os resultados relatados trazem novos conhecimentos sobre a diversidade e
estrutura populacional de A. sculptum e riquétsia nos biomas Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica no Brasil, demonstrando que os padrbes de diversidade genética
nessa espeécie nao sao delimitados geograficamente ou por biomas. Esses
resultados, associados a expansédo do A. sculptum no Cerrado, tém importantes
implicacbes epidemioldgicas. A. sculptum € o principal vetor de R. rickettsii,
bioagente da FMB, a riquetsiose mais letal. A expansdo dos carrapatos com um
perfil genético compativel também pode levar a dispersdo de patdégenos, gerando
novos focos de FMB. No entanto, at¢é o momento, no Cerrado ha relatos de A.
sculptum infectado por R. rickettsii somente nos estados de MG e SP (Szabo et al.
2013a), apontando para uma possivel capacidade vetorial diferente de A. sculptum
nesse bioma. Porém, na Mata Atlantica ha diversos relatos de A. sculptum detectado
com R. rickettsii (e.g. Guedes et al. 2005; Labruna et al. 2011a; Labruna et al. 2017).

5.2 A.ovale

Apesar da relevancia de A. ovale para a saude publica no Brasil, esse € 0
primeiro trabalho que analisa a diversidade genética intraespecifica desse ixodideo
na tentativa de auxiliar o entendimento da epidemiologia da FM. O numero de
haplétipos detectados (10- 29) esta dentro do observado para outras espécies de
Amblyomma (e.g. Mixson et al. 2006; Beati et al. 2012; Bitencourth et al. 2016). Os
haplotipos identificados foram exclusivos de cada bioma analisado, com a Mata
Atlantica apresentando a maior quantidade de haplétipos (Tabelas 19, 21, 22;
Figuras 11- 13). O marcador COIl foi o que detectou maior diversidade dentre os

utilizados, e o fragmento analisado da regido D-loop demonstrou ser conservado
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para A. ovale (Tabelas 19, 21, 22). Em geral, foram observados valores altos de
diversidade haplotipica e nucleotidica para as populacdes de A. ovale, indicando
estabilidade populacional (Tabela 20). O maior numero de mutacdes detectadas
separou o0s haplotipos de cada bioma (Figuras 14- 16). Para as populacdes do RJ,
SC e GO hé haplétipos intermediarios/ ndo amostrados, sugerindo que a diversidade
nessas populagdes pode ser ainda maior do que o observado (Figuras 14- 16).

O teste de neutralidade D de Tajima, para a populacdo de SC, apresentou
valor significativo (Tabela 20). Entretanto, o conjuto dos resultados das analises
genéticas de A. ovale ndo sdo condizentes com expansao populacional. Assim, o
resultado do teste de neutralidade pode ter sido influenciado pelos haplétipos
intermediarios/ ndo amostrados dessa populagéo (Figuras 14- 16), ou ainda, devido
a fatores distintos de presséo seletiva (Aris- Brosou e Excoffier 1996; Tajima 1996).

As analises indicaram diferenciacdo genética entre as populagdes de A. ovale
de acordo com os biomas Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga (Tabelas 23 e 24).
Essa diferenciagdo genética esta associada as distancias geogréficas entre as
populacdes dos biomas analisados (Tabela 25). Nesse sentido, os resultados da
AMOVA reforgam a estruturagdo populacional de A. ovale: a maior parte da
diversidade molecular foi observada entre as populacdes desse ixodideo de
diferentes biomas (Tabela 26). Os valores altos e significativos na estatistica Fsr
também indicam alta estruturagdo populacional (Fst > 0,25; Holsinger e Weir 2009)
entre A. ovale da Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado (Tabelas 23 e 24). Assim
sendo, pode ser que pela reducédo do fluxo génico, as populacdes de diferentes
biomas estdo fixando alelos de forma independente (Holsinger e Weir 2009). A
estruturagcdo populacional de A. ovale se assemelha aos dois grupos de Amblyomma
variegatum (Fabricius 1794) identificados na Africa (Beati et al. 2012), mas difere de
outras espécies de Amblyomma que apesar da ampla distribuicdo ndo apresentam
estruturacdo populacional (e.g. Mixson et al. 2006; Ogrzewalska et al. 2016;
Bitencourth et al. 2016).

Corroborando a estruturacdo filogeografica e ecoldgica de A. ovale, na
andlise filogenética concatenada (12S rDNA, COIl e D-loop) das amostras
analisadas no atual trabalho houve agrupamento de A. ovale para os biomas
Caatinga e Cerrado, e Mata Atlantica (Figura 26). Porém quando sédo incluidas
sequéncias do GenBank (para o gene 16S rDNA), provenientes de diferentes pontos
de coleta nos biomas, sé héa indicios de estruturacdo por biomas para as amostras
do atual trabalho (Figura 27). N&o foi identificado nenhum fator de estruturacao para
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as amostras de A. ovale oriundas do GenBank. Como essas amostras apresentam
maior diversidade de pontos de coleta dentro de um mesmo bioma, fica evidente que
a estruturacdo de A. ovale nao ocorre por biomas. Em contrapartida, a maior parte
das sequéncias geradas no atual trabalho foi proveniente de um ponto (unidade
federativa) de coleta dentro do bioma, com a excecédo da Mata Atlantica. Portanto, a
distancia geografica pode ser a principal responsavel pela estruturacdo populacional
de A. ovale e ndo as diferencas ecoldgicas. Até porque, as amostras analisadas do
bioma Caatinga foram coletadas em area de fragmentos caracteristicos de Mata
Atlantica inseridos nesse bioma (Borsato et al. 2015). Assim, se a estruturacao de A.
ovale ocorresse por caracteristicas ecologicas, nesse caso, amostras analisadas da
Caatinga e Mata Atlantica deveriam ser proximas geneticamente. Ou ainda, a
auséncia de estruturacdo de A. ovale na filogenia do gene 16S rDNA pode estar
associada a baixa variabilidade genética desse marcador para analisar relacoes
intraespecificas (Avise 2004; Paternina et al. 2016). Dessa forma, os resultados do
teste de Mantel reforcam a hipotese de que a estruturacdo entre as populacdes de
A. ovale pode estar ocorrendo pelo isolamento por distancia geografica dessas
populacdes (Tabela 25).

Carrapatos sao artropodes que nao possuem grande capacidade de
dispersao por si s6. Entretanto, a dispersédo desse ectoparasito pode ocorrer através
de seus hospedeiros (Rohr 1909). Na fase imatura, entre os principais hospedeiros
de A. ovale estdo os pequenos roedores silvestres e na adulta os canideos, com
destaque para os caes domésticos (Guglielmone et al. 2003). Parte dos hospedeiros
desse ixodideo ndo realizam grandes dispersdes, permitindo assim entender a
estruturac@o genética observada em A. ovale. Porém, os caes domésticos, através
da agdo antropica, podem transportar A. ovale por grandes distancias. Assim sendo,
cées infestados com A. ovale podem ser os responsaveis por manter o fluxo génico
entre as populacdes desse ixodideo. De forma geral, esses resultados diferem dos
obtidos para A. sculptum, onde a auséncia de estruturacdo populacional esta
associada a baixa especificidade parasitaria dessa espécie, a presenca de
hospedeiro preferenciais que aumentam em disponibilidade em areas degradadas,
além da acdo antrépica do transporte de hospedeiros infestados com esse ixodideo
por longas distancias (Bitencourth et al. 2016).

Para o gene COlIl, a distancia evolutiva entre haplétipos de A. ovale de SC e
PR quando comparados com haplétipos do CE apresentaram valores compativeis

com espécies reconhecidamente distintas dentro do genéro Amblyomma (Tabela
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28). O mesmo nao foi observado para o gene 12S rDNA e para a regidao D-loop
(Tabelas 27 e 29). Esses resultados, associados aos altos e significativos valores de
Fst observados (Tabelas 23) (e aos outros resultados de analises genéticas
intraespecificas de A. ovale) podem ser um indicativo de que a estruturacdo por
distancia geografica (Tabela 25) pode estar gerando a diminuicdo de fluxo génico
entre as populacdes de A. ovale de SC e PR quando comparadas com a populacéo
do CE (séo as populagcdes analisadas mais distantes geograficamente). No entanto,
os valores de distancia evolutiva devem ser considerados com cautela ao delimitar
espécies (Lado et al. 2016), até porque esses resultados ndo foram congruentes
para todos os genes analisados de A. ovale.

Os resultados obtidos para A. ovale diferem dos observados no trabalho de
Beati et al. (2013), que evidenciou que A. cajennense € um complexo de espécies
nas Ameéricas. Em tal trabalho, além de valores elevados e significativos na
estatistica Fst, na analise filogenética de todos os genes (nuclear e mitocondrial) foi
observada a presenca de seis clados, de acordo com os hébitats, que correspondem
as seis espécies identificadas do complexo. Ainda nesse sentido, os valores de
divergéncia genética (em todos os marcadores) mostraram que o0s seis clados
(espécies) identificados sdo tdo diferentes uns dos outros como espécies
reconhecidamente distintas do mesmo género (Beati et al. 2013). Resultados
comportamentais e morfolégicos corroboraram a existéncia dessas seis espécies
(Labruna et al. 2011b; Mastropaolo et al. 2011; Nava et al. 2014).

Por outro lado, estudo genético realizado para Amblyomma parvum Aragao
1908, que possui distribuicdo geografica disjunta no Novo Mundo com dois principais
clusters separados pela bacia amazodnica, ndo teve resultado congruente entre as
analises de genes mitocondriais e nuclear (Lado et al. 2016). Embora todas as
analises tenham identificado, pelo menos, dois principais clusters: um para a
América Central e outro Brasil-Argentina. O alto apoio estatistico dos clados e a
distancia evolutiva entre eles sugeriram fortemente que os dois clusters
correspondiam a diferentes entidades taxonémicas (Lado et al. 2016). Entretanto,
como os dados moleculares ndo foram totalmente congruentes, estudos de
compatibilidade reprodutiva, analises morfologicas e comparacdo das distribuicdes
populacionais em nichos ecologicos foram realizados para as populacdes de A.
parvum do Brasil e Argentina (Nava et al. 2016). Essas andlises ndo detectaram
diferengas morfologicas entre os espécimes analisados, ixodideos dos diferentes

paises apresentaram compatibilidade reprodutiva e nao foram encontradas
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diferencas significativas nas distribuicdes ecoldgicas que justificassem a separacéo
de A. parvum em grupos distintos (Nava et al. 2016). Portanto, embora o fluxo
génico entre as populacdes de A. parvum da Argentina e Brasil seja limitado, a
auséncia de barreiras reprodutivas, diferencas morfologicas significativas e
preferéncias de nicho indicam que as populagcdes de A. parvum da Argentina e Brasil
devem ser tratadas como uma Unica espécie (Nava et al. 2016).

Como nos estudos realizados para A. parvum (Lado et al. 2016; Nava et al.
2016), sdo necessarias novas abordagens para verificar se o isolamento por
distancia geogréfica entre as populacdes de A. ovale pode estar gerando espécies
distintas desse ixodideo. Portanto, além dos estudos genéticos devem ser realizadas
analises morfolégicas, comportamentais e de preferéncias de nichos ecoldgicos para
verificar se had algum padréo de diferenciacdo entre as populacbes de A. ovale.
Dessa forma, com a combinacdo dos resultados de todas as pesquisas sera
possivel analisar com maior amplitude e tentar concluir se A. ovale € um complexo
de espécies ou ndo, bem como definir tais espécies e sua area de ocorréncia
geografica.

A pesquisa de riguétsias identificou a presenca de Rickettsia sp. cepa Mata
Atlantica em espécimes de A. ovale da Mata Atlantica (SC e PR) e Caatinga (CE);
Ca. R. asemboensis (SC) e R. felis (RJ) em espécimes da Mata Atlantica; e R. bellii
em A. ovale da Caatinga (CE) (Figura 30). Nos espécimes de A. ovale analisados do
Cerrado nao foi detectada a presenca de nenhuma riquétsia.

A deteccdo de Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica em A. ovale parece ser
frequente, j& que esse ixodideo é apontado como o principal vetor dessa bactéria
(e.g. Sabatini et al. 2010; Medeiros et al. 2011; Szabé et al. 2013a; Barbieri et al.
2014; Krawczak et al. 2016b; c; Luz et al. 2016; Melo et al. 2016; Moerbeck et al.
2016; Nieri-Bastos et al. 2016; Vizzoni et al. 2016; Witter et al. 2016). Essa riquétsia
ja foi detectada anteriormente nesse ixodideo na mesma area onde 0s espécimes
analisados no atual trabalho foram coletados na Caatinga (Moerbeck et al. 2016),
durante vigilancia de caso de FM. Em SC e PR, onde essa bactéria foi identificada
em A. ovale durante investigacdo de caso de FM, também ha relatos prévios de
Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica nesse ixodideo (Medeiros et al. 2011; Barbieri et
al. 2014; Nieri-Bastos et al. 2016). Assim sendo, os resultados confirmam que a
Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica € comumente encontrada em A. ovale (em

diferentes haploétipos), em areas de vigilancia e investigacado de caso de FM, e ndo
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somente em area de Mata Atlantica como ja reportado anteriormente (Melo et al.
2016; Witter et al. 2016) (Tabela 39, Figura 30).

As bactérias R. felis e Ca. R. asemboensis sdo geneticamente préoximas, e
relatadas em pulgas e carrapatos. Dessas, R. felis € patogénica para humanos com
caso confirmado no Brasil (Raoult et al. 2001). Os relatos de detccao de Ca. R.
asemboensis em artrépodes no pais sdo recentes (Dall’Agnol et al. 2017; Silva et al.
2017). Entretanto, pouco se sabe sobre a biologia e doenca associada a essas
riquétsias no Brasil. Ca. R. asemboensis foi anteriormente relatada em A. ovale na
Costa Rica (Troyo et al. 2016), e, até entédo, ndo ha registro de R. felis em A. ovale.
Portanto, o presente trabalho traz o primeiro relato de R. felis em A. ovale (RJ), bem
como de Ca. R. asemboensis (SC) nesse ixodideo no Brasil.

A deteccado de R. felis e Ca. R. asemboensis em diferentes haplotipos de A.
ovale, em areas distintas de Mata Atlantica, foi realizada durante investigacdo de
caso de FM (Tabela 39, Figura 30). Esse achado pode ser resultante de um
processo de coinfecgdo durante a alimentacdo em céaes. Entretanto, a deteccao
dessas riquétsias em A. ovale precisa ser investigada jA que evidencia a
possibilidade de A. ovale participar do ciclo de diferentes riquétsias.
Comprovadamente esse ixodideo € um eficiente vetor de Rickettsia sp. cepa Mata
Atlantica (Krawczak et al. 2016c), mas ainda é necessario pesquisar a participacdo
de A. ovale em casos relacionados a Rickettsia felis bem como avaliar se ha algum
agravo associado a Ca. R. asemboensis e esse ixodideo. Assim, a FM relacionada a
R. felis pode nédo ter como vetor somente pulgas, bem como observado com Ca. R.
asemboensis. E ainda, é necessario avaliar se a deteccdo dessas riquétsias em A.
ovale foi um caso isolado, e se esse carrapato tem capacidade de transmitir essas
riquétsias, ou se apresenta apenas habilidade de se infectar. Esses resultados
enfatizam a relevancia de A. ovale para a saude publica, bem como a necessidade
de estudos para entender a participacéo desse ixodideo no ciclo de riquétsias.

R. bellii é considerada uma riquétsia de patogenicidade desconhecida para
humanos (Parola et al. 2013; Fang et al. 2017). Entretanto, ha relatos de
sintomatologia em cobaias infectadas com essa bactéria em condicbes de
laboratério (Ogata et al. 2006). Essa riquétsia pode assumir importante papel na
ecoepidemiologia das riquetsioses, através da inibicdo da infeccdo por outras
riquétsias patogénicas quando o carrapato esta previamente infectado com R. bellii
(Burgdorfer et al. 1981; Macaluso et al. 2002; Pacheco et al. 2009). H& relatos

prévios de R. belli em A. ovale de diferentes biomas do Brasil: Mata Atlantica
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(Pacheco et al. 2008; Sabatini et al. 2010; Szabé et al. 2013b; Blanco et al. 2016),
Caatinga (em area de fragmento caracteristico de Mata Atlantica) (Moerbeck et al.
2016), Amazbnia (Labruna et al. 2004a) e Cerrado (Costa et al. 2015). A
identificacdo de R. belli em A. ovale no CE, durante vigilancia de caso de FM,
corrobora a ocorréncia dessa riquétsia em A. ovale na Caatinga (Figura 30).

A dispersédo e o fluxo génico sdo importantes mecanismos que afetam a
dindmica dos vetores e seus patdgenos (Araya-Anchetta et al. 2015). Ainda que os
resultados das analises de genética de populacdes indiguem que ha estruturacao
populacional para A. ovale, de acordo com as distancias geograficas, essa
estruturacao filogeografica parece néo influenciar a capacidade de A. ovale adquirir
riquétsias, ja que diferentes haplotipos desse ixodideo, em diferentes biomas, foram
detectados com a mesma riguétsia, ou ainda, 0 mesmo haplotipo foi identificado com
diferentes espécies de riquétsia (Tabela 39, Figura 30).

Novos estudos sdo necessarios para verificar se os diferentes haplétipos de
A. ovale, apesar de terem capacidade de adquirir riquétsias, tém também
capacidade de manter e transmitir essas riquétsias, e assim influenciar na formacéo
de focos de FM ou riscos de infeccdo. Os resultados apontam para a necessidade
de investigar a participacao de A. ovale no ciclo de diferentes riquetsias que ocorrem
no pais, ja que esse ixodideo foi encontrado infectado com Rickettsia sp. cepa Mata
Atlantica, R. felis e Ca. R. asemboensis em areas com casos confirmados de FM.
Entretanto em algumas dessas areas, como no RJ (Paraty), ainda ndo havia sido
identificado a espécie do bioagente circulante no carrapato. Portanto, o trabalho
enfatiza a importancia de A. ovale na ecoepidemiologia das riquetsias no Brasil, e
que a estruturacao desse ixodideo ndo impede que diferentes haplotipos se infectem
com riquétsias. Consequentemente, considerando também dados da literatura, os
bioagentes da FM podem ocorrer em A. ovale em diferentes biomas, o que alerta
para a possibilidade de ocorréncia de FM associada a riquétsias patogénicas ao
longo da area de distribuicdo de A. ovale no pais.

5.3 A. aureolatum

A diversidade intraespecifica observada em A. aureolatum ao longo da éarea
de Mata Atlantica no Brasil foi pequena (cinco- 12 haplotipos) quando comparada a

outras espécies do género Amblyomma (Trout et al. 2010; Beati et al. 2012;
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Bitencourth et al. 2016). Ha hapldtipos compartilhados entre todas as populacdes
analisadas e alguns exclusivos, com destaque para as populacfes de A. aureolatum
do RJ, RS, SP e SC (Tabelas 30, 32 e 33; Figuras 17- 19). A populagcéo do RS
apresentou os maiores valores de diversidade haplotipica, enquanto as populacdes
de SC e SP apresentaram valores elevados de diversidade haplotipica e baixos de
diversidade nucleotidica (Tabela 31). Os hapldtipos de A. aureolatum sao
geneticamente relacionados, ja que poucas mutacdes os separam (Figuras 20- 22).

Os resultados dos testes de neutralidade (Tabela 31) associados aos altos
valores de diversidade haplotipica e baixos de diversidade nucleotidica (Tabela 31),
presenca de alguns haplotipos com baixa frequéncia e distintos em poucas
mutacdes (Tabelas 30, 32 e 33; Figuras 20- 22), bem como a rede de haplotipos em
formato de estrela (Figuras 21 e 22) sugerem que as populacdes de A. aureolatum
de SP, SC e RS estdo em expansao (Tajima 1989). Muitas vezes, a degradacéo
ambiental e mudancas climaticas podem propiciar a expansao de populacdes de
carrapatos (Monzoén et al. 2011; Khatchikian et al. 2015; Monz6n et al. 2016).

Pouca diferenciacdo genética através da andlise de Fsr par a par foi
observada entre as populagbes de A. aureolatum analisadas, com valor significativo
(embora baixo e para apenas um marcador) indicando que a populacéo de SP difere
da populacdo do RS (Tabela 34). Esses dados divergem dos obtidos por
Ogrzewalska et al. (2016), onde A. aureolatum nao apresentou diferenciacéo
genética significativa entre as populacdes analisadas da regido metropolitana de SP
(em éareas endémicas e ndao endémicas para FMB). Assim, é possivel que em
escalas geograficas maiores essa espécie possa apresentar alguma diferenciacédo
genética entre as populacdes analisadas.

A principio, a populacdo de A. aureolatum de area onde esse ixodideo é vetor
de R. rickettsii € geneticamente diferente de populacdes onde esse cenario
epidemiologico ndo ocorre, com excec¢do para o COIl onde um nimero menor de
sequéncias foi obtido (Tabela 35). O teste de Mantel corrobora que a diferenciacéo
genética ndo esta associada a distancia geogréafica (Tabela 36). Entretanto, os
resultados da AMOVA indicaram gue a maior parte da variancia molecular ocorreu
dentro de cada populacdo de A. aureolatum analisada (Tabela 37). Esses dados,
associados aos baixos e nao significativos (na maioria) valores da estatistica ®
(Tabela 37) sugerem a existéncia de fluxo génico e auséncia de estruturacao entre

as populacdes analisadas de A. aureolatum no Brasil. O mesmo foi observado para
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diferentes populacdes desse ixodideo analisadas de areas endémicas e néo
endémicas para a FMB em SP (Ogrzewalska et al. 2016).

Também pode ser observada a falta de delimitacdo filogeografica de acordo
com a area de coleta e o cenério epidemiologico das populacbes de A. aureolatum
analisadas (Figura 31). A auséncia de estruturacdo entre as populacdes de A.
aureolatum, associada a expansdo desse vetor em SC, SP e RS precisam de
atencdo da saude publica, uma vez que a expansao populacional de A. aureolatum,
competente vetor para R. rickettsii (Labruna et al. 2011c), também pode levar a
dispersdo de patdgenos (Araya-Anchetta et al. 2015), possibilitando novos focos de
FM.

Muitas vezes, a auséncia de estruturacdo entre populacdes de espécies de
carrapato com ampla distribuicdo geogréafica pode ser associada aos movimentos de
seus hospedeiros, jA que esse artropode ndo possui grande capacidade de
dispersédo (e.g. Lampo et al. 1998; Madhav et al. 2004; Kempf et al. 2009). Dessa
forma, a dispersao através do hospedeiro pode ser o principal fator responsavel pela
inexisténcia de estruturagdo nas populacdes de A. aureolatum. As formas imaturas
desse ixodideo parasitam principalmente passaros, enquanto os adultos sédo
encontrados em canideos (Guglielmone et al. 2003; Ogrzewalska et al. 2012). Como
0s canideos apresentam capacidade de dispersdo menor, quando comparados ao
potencial de dispersdo dos passaros, esses parecem ser 0S principais responsaveis
por manterem o fluxo génico entre diferentes populacdes geograficas de A.
aureolatum. Essa hipdtese também ja foi proposta para outras espécies de
ixodideos (e.g. McCoy et al. 2003; Mixson et al. 2006; Paulauskas et al. 2006), bem
como em um trabalho prévio realizado com A. aureolatum, no qual é feita uma ampla
abordagem do papel dos passaros em manter o fluxo génico entre as populacdes
desse ixodideo (Ogrzewalska et al. 2016).

A pesquisa de riquétsias detectou a presenca de R. bellii, durante vigilancia
de caso, em area com registros prévios de casos de FMB em SP (Tabela 40, Figura
31). Ha relatos anteriores de R. belli em A. aureolatum, todos em SP (Pinter e
Labruna 2006; Moraes-Filho et al. 2009; Sabatini et al. 2010). Mesmo essa bactéria
sendo considerada de patogenicidade desconhecida para humanos (Parola et al.
2013; Fang et al. 2017), ela pode desempenhar uma importante funcdo na
ecoepidemiologia das riquetsioses, ao reduzir a infeccdo por riquétsias patogénicas
no carrapato (Burgdorfer et al. 1981; Macaluso et al. 2002; Pacheco et al. 2009).

Dessa forma, a deteccao de R. bellii na regido metropolitana de SP é relevante, ja
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que nessa area A. aureolatum é apontado como principal vetor de R. rickettsii
(Szabd et al. 2013a).

A R. felis é bioagente de uma riquestiose emergente, associada a pulgas.
Como ela € uma bactéria identificada recentemente dentre as riquétsias patogénicas
(Brown e Macaluso 2016), o conhecimento basico sobre a biologia da R. felis bem
como quanto sua ecoepidemiologia ainda é incipiente no Brasil. A presenca de um
caso confirmado de riquetsiose felis no pais (Raoult et al. 2001) evidencia a
necessidade de pesquisas relacionadas a essa bactéria. O presente trabalho fez a
primeira deteccédo de R. felis em A. aureolatum (Tabela 40, Figura 31). O encontro
dessa riquétsia pode ser decorrente de um processo de coinfecdo durante a
alimentacdo de A. aureolatum em cées, ja que esses vertebrados atuam como
hospedeiros de outros artropodes (e.x. C. felis) que sédo reconhecidamente
encontrados infectados com R. felis (Labruna 2011a; Fang et al. 2017). Porém, néo
podemos descartar a possibilidade de A. aureolatum participar do ciclo de R. felis.
Ainda que esse carrapato atue como um importante vetor de R. rickettsii na regiao
metropolitana de SP, pode ser que em outras areas do pais esse ixodideo tenha
papel relevante no ciclo de outras riquétsias. No sul do Brasil, € abundante a
presenca de A. aureolatum (Guglielmone et al. 2003; Barros-Battesti et al. 2006),
entretanto sem a identificacéo, até o0 momento, de R. rickettsii nesse ixodideo dessa
regido (Szabo et al. 2013a). A detecgdo de R. felis (bactéria associada a quadros
brandos de riquetsiose, Fang et al. 2017) em A. aureolatum de SC (regido com
casos confirmados, mas sem 0bitos associados a FM; Oliveira et al. 2016), durante
investigacdo de caso de FM, pode indicar a participagdo desse carrapato em
diferentes cenarios ecoepidemioldgicos da FM no Brasil. Dessa forma, € possivel
gue o papel de A. aureolatum como potencial vetor de riquétsias no sul do Brasil,
onde esse ixodideo ja foi detectado infectado com Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica
(Medeiros et al. 2011), seja diferente do que é conhecido, até o momento, para a
regido metropolitana de SP (Szabo et al. 2013a). Mais estudos sdo necessarios para
avaliar se A. aureolatum, além da capacidade de adquirir, também tem capacidade
de transmitir R. felis. E ainda, avaliar os agravos associados a essa riquétsia no pais
bem como a participacédo de A. aureolatum.

Ainda que A. aureolatum seja um eficiente vetor para R. rickettsii em
condicbes de laboratorio (Labruna et al. 2011c), a auséncia de deteccdo dessa
espécie de riquétsia em A. aureolatum coletados na regido metropolitana de SP

pode estar associada ao efeito deletério que essa bactéria tem nesse ixodideo, e por

108



iIsso seriam encontradas baixas taxas de infeccdo (1-10%) de R. rickettsii em A.
aureolatum na natureza (Pinter e Labruna 2006; Ogrzewalska et al. 2012).

De acordo com os resultados, ndo ha indicativo de relacéo entre os haplétipos
dos carrapatos e as riquétsias detectadas em A. aureolatum. Uma vez que
diferentes haplétipos de A. aureolatum foram detectados com riquétsias de espécies
semelhantes, bem como diferentes riquétsias foram detectadas no mesmo haplotipo
do carrapato (Tabela 40, Figura 31). Isso pode estar associado a auséncia de
estruturacdo entre as populagbes analisadas de A. aureolatum. Estudo com
populacdes desse ixodideo em areas endémicas e ndo endémicas na regiao
metropoliatana de SP também detectou fraca diferenciagdo e auséncia de
estruturacdo entre as popula¢gdes analisadas, o que ndo corroborou a hipotese dos
autores de que caracteristicas genéticas das populacdes de A. aureolatum seriam
responsaveis pela presenca ou auséncia de R. rickettsii nessas areas de SP
(Ogrzewalska et al. 2016).

Como sugerido anteriormente na literatura, pode ser necessario analisar
outras regides genéticas das popula¢gdes de A. aureolatum que estejam sob forte
presséo seletiva relacionadas a algum tipo de resisténcia natural a infec¢cao por R.
rickettsii e/ou outras riquétsias (Ogrzewalska et al. 2016). Adicionalmente, fatores
ecolégicos e ambientais podem ser 0s responsaveis pela presenc¢a ou auséncia de
riquétsias e seus hospedeiros amplificadores. De acordo com Ogrzewalska et al.
(2012), na regido metropolitana de SP a degradacéo florestal (com a presenca de
fragmentos de mata, distancias maiores entre eles e menor abundancia e riqueza de
espécies de animais vertebrados) pode influenciar na ocorréncia de R. rickettsii.
Esse fato é corroborado pelo estudo de Scinachi et al. (2017), cuja a fragmentacao
da Mata Atlantica esta correlacionada com alto risco de ocorréncia de FMB. Uma vez
que o desmatamento pode resultar em perda de habitat e criar condi¢des ambientais
desfavoraveis para manter populacdes de grandes carnivoros, tornando os caes
domésticos o Unico hospedeiro para o estadio adulto de A. aureolatum. Com acesso
a floresta e sem competicdo com carnivoros silvestres, os cdes podem caminhar
livres na vegetacdo, elevando a chance do parasitismo por A. aureolatum. Ao
retornarem parasitados para as residéncias, esses animais aumentam 0s riscos de
infeccdo humana por riquétsia (Scinachi et al. 2017). A recomposicdo da Mata
Atlantica e estabelecimento de corredores ecoldgicos, conectando essas areas, sao
importantes medidas para reduzir a ocorréncia da FMB na area metropolitana de SP
(Scinachi et al. 2017).
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Devido aos efeitos deletérios de R. rickettsii em A. aureolatum (Labruna et al.
2011c), as populacdes desses carrapatos ndo poderiam permanecer infectadas por
geracdes sucessivas somente através de transmissao transovariana e transestadial,
pois 0 numero de carrapatos infectados diminui gradualmente a cada geracao
(Labruna et al. 2011c). Assim, poderia ser necessaria a presenca de hospedeiros
vertebrados amplificadores (Cooksey et al. 1990). Em condi¢Bes de laboratorio, os
cdes sdo competentes para a infeccdo por R. rickettsii (Piranda et al. 2008).
Portanto, é necessario testar a hipotese de os caes serem hospedeiros vertebrados
amplificadores de R. rickettsii para o estadio adulto de A. aureolatum, contribuindo
para um melhor entendimento da dinamica da FMB (Scinachi et al. 2017).

O presente estudo contribui com o entendimento da composicdo genética e
auséncia de estruturagdo nas populacdes de A. aureolatum, bem como com a
expansdo desse vetor em SC, SP e RS e o0 risco associado de dispersao de
patogenos identificados em A. aureolatum. O trabalho faz a primeira deteccao de R.
felis nesse ixodideo, evidenciando a possibilidade de A. aureolatum participar de
ciclos de diferentes riquétsias na regidao metropolitana de SP e na regiao sul do
Brasil.

A diversidade dos vetores e a sua rapida mudanca genética podem influenciar
fortemente a dindmica de interacdo hospedeiro - vetor - patdégeno (Fussmann et al.
2007), modificando, assim, o cenario epidemiolégico da doenca. Estudos de
genética de populacdes aprimoram a compreensao dos movimentos de carrapatos e
da dispersdo de patdégenos (Araya-Anchetta et al. 2015), e podem contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de vigilancia e controle FM. Consequentemente, sédo
necessarios mais estudos (e.x. utilizando genes relacionados a infeccao/ resisténcia
a infeccdo) para analisar a associacao entre o perfil genético dos carrapatos e a sua

capacidade vetorial para riquétsias.
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6 PERSPECTIVAS

e Novas sequéncias (para os genes 12S rDNA, COIl e para a regiao D-loop)

de A. aureolatum do PR foram obtidas e serdo inseridas nas analises populacionais.

e Analises morfologicas de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum estdo sendo

realizadas.

e Sera calculado o fluxo génico entre as populacdes de A. ovale.

e Serdo realizadas andlises de biogeografia histérica para as espécies A.

sculptum, A. ovale e A. aureolatum.

e Serdo executados testes de cruzamento biolégico entre diferentes
populacdes de A. ovale.

e Estudo de genética de populacdes e pesquisa de riquétsia estd sendo

realizado para espécimes de Amblyomma dubitatum Neumann 1899 provenientes

de areas de investigacao e vigilancia de casos de FM no Brasil.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo sobre a diversidade genética e identificacdo de riquétsias
em A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum em diferentes biomas do Brasil permitiu

concluir que:

e A. sculptum tem grande diversidade genética no Brasil, sem estruturacao

populacional geografica ou por biomas.

e A. sculptum esta em expanséo populacional no Cerrado.

e Ca. R. asemboensis foi encontrada pela primeira vez em A. sculptum (PR-

Mata Atlantica).

e R. amblyommatis (TO) e R. felis (GO) foram registradas pela primeira vez
em A. sculptum no Cerrado.

e R. felis foi detectada pela primeira vez em A. sculptum do PR (Mata
Atlantica).

e As populacdes de A. ovale estdo estruturadas de acordo com as distancias

geogréaficas.

e As populacdes de A. ovale apresentam baixo fluxo génico entre si,
sugerindo que pode estar ocorrendo processo de especiacdo, sendo um grupo
composto pelas populacdes do Cerrado e da Caatinga, e outro proveniente da area
de Mata Atlantica.

e A estruturagdo de A. ovale néo influenciou nas riquétsias detectadas.

e R. felis foi relatada pela primeira vez em A. ovale (RJ- Mata Atlantica).

e Ca. R. asemboensis foi detectada pela primeira vez em A. ovale no Brasil
(SC- Mata Atlantica).
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e Rickettsia sp. cepa Mata Atlantica na Caatinga (CE) e na Mata Atlantica (PR

e SC), e R. bellii na Caatinga (CE) foram identificadas em A. ovale.

e A. aureolatum tem baixa diversidade genética e auséncia de estruturacao

populacional para area de Mata Atlantica no Brasil.

e A. aureolatum de SC, SP e RS estdo em expanséao populacional.

e R. felis foi relatada pela primeira vez em A. aureolatum (SC- Mata Atlantica).

e R. bellii foi identificada em A. aureolatum de area com casos confirmados
de FMB em SP.

e N&o ha relacao entre os hapldtipos identificados nos genes 12S rDNA, COll

e na regido D-loop de A. sculptum, A. ovale e A. aureolatum e a deteccdo de

riquétsias nesses ixodideos.
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APENDICE A- NUMERO DE ACESSO DO GENBANK DAS
SEQUENCIAS DE CARRAPATOS UTILIZADAS NAS
ANALISES GENETICAS

Tabela A1l. Numero de acesso do GenBank das sequéncias utilizadas nas analises
populacionais de Amblyomma sculptum e nas analises filogenéticas do complexo
Amblyomma cajennense.

Espécie Gene Numero de acesso GenBank Procedéncia
125 IDNA EU791602- EU791604, JX987868- JX987873 Argentina (Chaco)
JX987874, JX987875 Paragual
Amblyomma tonelliae coll KF787622, KF787624- KF787626 /Vgennna(Chaco)
KF787623 Paraguai
D-l0o KF527380- KF527387 Argentina (Chaco)
P KF527388, KF527389 Paraguai
JX987883- JX987887, EU791607, EU791608 Argentina (Yungas)
AY342288, EU791609, EU791611-EU791613, Brasil (Mata Atlantica)
12S rDNA JX987888- JX987890
KF614694- KF614698 Brasil (Rio de Janeiro)
EU791610 Brasil (Corumb&/ Mato Grosso do Sul)
KF787617, KF787617 Brasil (Mata Atlantica)
Amblyomma sculptum coll KF614677- KF614684 Brasil (Rio de Janeiro)
KF787618- KF787621 Brasil (Corumb&/ Mato Grosso do Sul)
KF787611- KF787615 Argentina (Yungas)
KF527366- KF527371 Brasil (Corumb&/ Mato Grosso do Sul)
D-l0o KF614685- KF614693 Brasil (Rio de Janeiro)
P KF527365- KF527372 Brasil (Mata Atlantica)
KF527373- KF527379 Argentina (Yungas)
EU791605, JX987809 Brasil (Rondonia)
12S rDNA JX987807, JX987808 Venezuela
JX987796- JX987806, EU791606 Guiana Francesa
Amblyomma cajennense coll KF787609, KF787610 Brasil (Rondonia)
sensu stricto KF787599- KF787608 Guiana Francesa
KF527345- KF527354, KF527356 Guiana Francesa
D-loop KF527357 Venezuela
KF527355, KF527358 Brasil (Rondonia)
12S rDNA JX987850- JX987867, EU791594- EU 791601
Amblyomma interandinum coll KE787627- KE787631 Peru
D-loop KF527390- KF527408
12S rDNA JX987877- JX987882
Amblyomma patinoi coll KF787596- KF787598 Coldémbia
D-loop KF527359- KF527364
JX987838- JX987842 Texas
JX987845- JX987849, EU791583, EU791585, México
JX987810- JX987834, JX987837, EU791584
125 rDNA EU791586- EU791589 Equador
JX987835, JX987836, JX987843, JX987844, Costa Rica
EU791591- EU791593
KF787591- KF787595 Texas
Amblvomma mixtum coll KF787582, KF787587- KF787590 México
4 KF787572- KF787581 Equador
KF787583- KF787586 Costa Rica
KF527340- KF527344 Texas
KF527330- KF527337 México
D-l0o KF527299- KF527309, KF527312, KF527314- Equador
P KF527326, KF527338, KF527339 q
KF527310, KF527311, KF527313, KF527327, .
Costa Rica

KF527328
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APENDICE B- DADOS DAS AMOSTRAS DE CARRAPATOS
COLETADAS E ANALISADAS

Tabela B1. Dados das amostras, haplotipos e numeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do 12S rDNA de Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas do
Brasil.

Ano

ar,:ggg? dL?C Espécie Estadio Hospedeiro . Ocista Estado Municipio Bioma Prﬁzﬁgfgade Haplétipo Numgr:nd;:iesso
4219C Amblyomma sculptum  Macho Tapirus terrestris 2012 Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo KY273542
4231A Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012  Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4030A Amblyomma sculptum  Fémea Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4035B Amblyomma sculptum  Macho Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4035A Amblyomma sculptum  Fémea Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4034A Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4033C Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4035K Amblyomma sculptum  Macho Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4034E_K Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4034C_K Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4034D_K Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
3912E Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
4031D Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
3919C Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3915B Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3916A Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
44613 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461D Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461H Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
3639A Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4475A Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
3639B Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461G Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4474C_K Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461A Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461L Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5947B Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2014 Tocantins Porto Nacional Cerrado Negativo
5297F Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5295G Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4348B Amblyomma sculptum  Macho Sem informag&o 2013 Mato Grosso do Sul Dois Irmé&os de Buriti Cerrado Negativo hi KY273546
4348A Amblyomma sculptum  Ninfa Sem informag&o 2013 Mato Grosso do Sul Dois Irmé&os de Buriti Cerrado Negativo
4449C Amblyomma sculptum  Macho Tapirus terrestris 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
6336C Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
4889B Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
4889C Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
6118B Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2014 Goias Cavalcante Cerrado Negativo
6114B Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2014 Goias Cavalcante Cerrado Negativo
6560A Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6548D1 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
6548F1 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
6548G1 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
654811 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
6560C Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6560D Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6560E Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6560F Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6548B1 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
6560J Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
65601 Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6560H Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6560B Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6558B1 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6553A Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6553A_K Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
65541 Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6558C1 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6561K Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6509A3 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Sé&o Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo V- RJ  Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica - KF614698
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Tabela B2. Dados das amostras, haplétipos e numeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do 12S rDNA de Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas do
Brasil (continuacgéo).

Namero da . . . Ano - . Presenca de . NUmero de acesso
Espécie Estadio Hospedeiro de Estado Municipio Bioma AN Haplétipo
amostra - LIC riquétsia GenBank
coleta

4220A Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012  Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo hil KY273543
4232B Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2012  Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4231B Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012  Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4223D Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2012  Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4220B Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2012  Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4222A Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012  Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4225A Amblyomma sculptum  Fémea Sem informagéo 2012  Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4461H_2 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
6336D Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
44498 Amblyomma sculptum  Macho Tapirus terrestris 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
4453C Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Goias Jandaia Cerrado Negativo
6338A Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
6338E Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
6338C Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
6338D Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
4453H Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Goias Jandaia Cerrado Negativo
4438F Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
4453D F Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Goias Jandaia Cerrado Negativo
6337A Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
6336E Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
6338F Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
6337B Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo

6134D Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2014 Goias Inhumas Cerrado Negativo KY273544
4889A Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
4889D Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
6129D Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6129C Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6129E Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
61368 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2014 Goias Inhumas Cerrado Negativo
4898H Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
6511B Amblyomma sculptum  Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 S&o Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
4958C Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
4955D Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
4956A Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
5650B Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2014 Parana Jacarezinho Mata Atlantica  Negativo
4955B Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
4957A Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
6418A Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai Mata Atlantica  Negativo
4955A Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
4955E Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
4958D Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
5389A Amblyomma sculptum  Macho Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4590A Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2013 Rio de Janeiro Rio de Janeiro Mata Atlantica  Negativo
4594F Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Porto Real Mata Atlantica  Negativo

Haplétipo hIV- RJ  Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica - KF614697

3919D Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo hiit

3912B Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo

A i . KY273547

3916B Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo KY273545
3912C Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3913B Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3912D Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo

4462 Amblyomma sculptum  Fémea Sem informagéo 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo hiv KY273548

6336A Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo hv KY273549
6335 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
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Tabela B3. Dados das amostras, haplétipos e niumeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do 12S rDNA de Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas do
Brasil (continuacéo).

. Ano .
al:zgf:i dL?C Espécie Estadio Hospedeiro de Estado Municipio Bioma Prﬁ:sgfs?;e Haplétipo Numgg)n(ézsﬁesso
coleta
6558D1 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo hvi MF175627
6558D1_2 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6558E1 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6553B Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6553C Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6554L Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6513A Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6511F Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Séo Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6511E Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Séo Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6513E Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6513A2 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6511G Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Séo Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6509C3 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
650983 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390A3 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390F1 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390J Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6511A Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Séo Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6513M Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390M1 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6509D3 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390G1 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6513B Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
5788C Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2014 Séo Paulo Amparo Mata Atlantica  Negativo
5788B Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2014 Séo Paulo Amparo Mata Atlantica  Negativo
5788A Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2014 Séo Paulo Amparo Mata Atlantica  Negativo
4769 Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2013 Parana Andira Mata Atlantica  Negativo
5662 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2014 Parana Ribeirdo Claro Mata Atlantica  Negativo
6419B Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2015 Parana Séo Carlos do Ivai  Mata Atlantica  Negativo
5653 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2014 Parana Jacarezinho Mata Atlantica  Negativo
4879 Amblyomma sculptum  Macho Ambiente 2013 Parana Sertaneja Mata Atlantica  Negativo
6553C_K Amblyomma sculptum  Ninfa Canis familiaris 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo hvil KF614695
4157N Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4150 Amblyomma sculptum  Macho Bos taurus 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
41571 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4161C Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
4157M Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
41570 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4157P Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4164B Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
4157H Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4151B Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
4146D Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4145D Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4146A_K Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4029C_K Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4029E_K Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4027B_K Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
41468 Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4146D_K Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4147D Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
3974 Amblyomma sculptum  Ninfa Sus domesticus 2012 Minas Gerais Reduto Mata Atlantica  Negativo
4147C Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4146C Amblyomma sculptum  Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4178 Amblyomma sculptum  Fémea Canis familiaris 2012 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
5791 Amblyomma sculptum  Ninfa Homo sapiens 2014 Rio de Janeiro Itatiaia Mata Atlantica  Negativo
5261F Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo hll-RJ  Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica -
MF175628
6390D1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hviil
MF175629
6390C1 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hiX
6390B1 Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
4819A Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2013 Parana Sertaneja Mata Atlantica  Negativo
MF175630
6513D Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hX
MF175631
5789B Amblyomma sculptum _ Ninfa Canis familiaris 2014 Séo Paulo Amparo Mata Atlantica  Negativo hXI
MF175632
4958A Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo hXIl
MF175633
4956B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo hXill
MF175634
4956C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo hXIV
MF175635
4163D Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo hXv
MF175636
4157) Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo hXxvi
3973A Amblyomma sculptum  Ninfa Bos taurus 2012 Minas Gerais Reduto Mata Atlantica  Negativo
MF175637
4157L Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo hXvii
4157G Amblyomma sculptum  Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo hXxvii KF614696
4147A Amblyomma sculptum  Ninfa Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4029B_K Amblyomma sculptum  Ninfa Ambiente 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4146C_K Amblyomma sculptum  Macho Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo hlll- RJ  Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - - -
Haplétipo hI-RJ  Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - - - hXIX KF614694
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Tabela B4. Dados das amostras, haplétipos e numeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do citocromo oxidase subunidade Il de Amblyomma sculptum analisadas de
diferentes biomas do Brasil.

Namero da . . . Ano de . . Presenca . Nimero
Espécie Estadio Hospedeiro Estado Municipio Bioma de Haplétipo de acesso
amostra - LIC coleta R
riquétsia GenBank
4220A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4225A Amblyomma sculptum Fémea Sem informagéo 2012 Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4222A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4231A Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4223D Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
4890C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
4889A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
4438G Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
4893 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
4889D Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
61298 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6127B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6130B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6132 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Positivo
6129A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo h1 KY273572
6129D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6127A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6143 Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Goias Minagu Cerrado Negativo
6129E Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
63401 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Positivo
44401 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
48901 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
4453D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Jandaia Cerrado Negativo
4904D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Indiara Cerrado Negativo
4438E Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
4438M Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
4898H Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
4453C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Jandaia Cerrado Negativo
4838H Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
6112 Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Minas Gerais Bom Despacho Cerrado Negativo
4219C Amblyomma sculptum Macho Tapirus terrestris 2012 Distrito Federal Brasilia Cerrado Negativo
6548S1 Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica Negativo h2 KY273573
6554J Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica Negativo
Haplétipo hD- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica KF614680
4034B Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4035K Amblyomma sculptum Macho Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4031D Amblyomma sculptum Ninfa Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
3919C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3912B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3912C Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3912E Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3915B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo h3 KY273575
3915C Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
5749A Amblyomma sculptum Macho Canis familiaris 2014 Tocantins Monte do Carmo Cerrado Negativo
5752A Amblyomma sculptum Fémea Bos taurus 2014 Tocantins Monte do Carmo Cerrado Negativo
5749B Amblyomma sculptum Macho Canis familiaris 2014 Tocantins Monte do Carmo Cerrado Negativo
5617 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Porto Nacional Cerrado Negativo
4461G Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4348A Amblyomma sculptum Ninfa Sem informacé&o 2013 Mato Grosso do Sul  Dois Irmé&os de Buriti Cerrado Negativo
4348B Amblyomma sculptum Macho Sem informac&o 2013 Mato Grosso do Sul Dois Irm&os de Buriti Cerrado Negativo
4034C Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo h4 KY273574
4034E Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo h5 KY273576
4034D_K Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4461M Amblyomma sculptum 15N Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5292D Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo he KY273577
5297D Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5297E Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5292A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5292B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
39198 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo h7 KY273578
3919D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3912D Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
5302A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo
5303C Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo
5303A Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Positivo
5297A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo he KY273579
5297F Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5293B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5304E Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo
4889L Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
4889J Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
6125B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
4946A Amblyomma sculptum Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Resende Mata Atlantica Negativo
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Tabela B5. Dados das amostras, hapl6tipos e nimeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do citocromo oxidase subunidade Il de Amblyomma sculptum analisadas de
diferentes biomas do Brasil (continuacao).

Nimero da - £ . Ano de L . Presenca o Ndmero
Espécie Estadio Hospedeiro Estado Municipio Bioma de Haplétipo de acesso
amostra - LIC coleta s
riquétsia GenBank
3913B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo ho KY273580
3918A Amblyomma sculptum Fémea Bos taurus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo h1o KY273581
4461D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461J Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo h1l  KY273583
5295G Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
52978 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
56078 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Porto Nacional Cerrado Negativo h12  Kv273582
5303B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo his  Kv273se4
5294A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo h14  KY273585
52971 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5304A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo hl5  KY273586
4890F Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo h16 KY273587
4890B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo h17  KY273588
4890A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo h18  KY273589
6129C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6511D Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Séo Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6390C1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6249V1 Amblyomma sculptum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
4957A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
49588 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
4958A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
4956A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
4958C Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
49558 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo h19  KY273590
4955E Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Negativo
6421A Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai Mata Atlantica  Positivo
64198 Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai Mata Atlantica  Negativo
6421B Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai Mata Atlantica  Negativo
6419A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai Mata Atlantica  Negativo
6418C Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana Séo Carlos do Ivai Mata Atlantica  Positivo
5704A Amblyomma sculptum Fémea Canis familiaris 2014 Parana Cambara Mata Atlantica  Negativo
6418E Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai Mata Atlantica  Negativo
6418B Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai Mata Atlantica  Negativo
4819A Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2013 Parana Sertaneja Mata Atlantica Negativo
4438D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo h20  KY273591
6141A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Goias Minagu Cerrado Negativo h21 KY273592
4446B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo h22 KY273593
6145 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Padre Bernardo Cerrado Negativo h23  KY273594
6560A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6548G1 Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
6548D1 Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
6553A Amblyomma sculptum Ninfa Canis familiaris 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6554H Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo h24 KF614678
65541 Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6554K Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
4932 Amblyomma sculptum Ninfa Felis catus 2013 Rio de Janeiro Petropolis Mata Atlantica  Negativo
6180 Amblyomma sculptum Fémea Homo sapiens 2014 Rio de Janeiro Itatiaia Mata Atlantica  Negativo
6178C Amblyomma sculptum Ninfa Equus caballus 2014 Rio de Janeiro Itatiaia Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo hB- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica -
6553C Amblyomma sculptum Ninfa Canis familiaris 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6554L Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6513D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sé&o Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6513B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6513C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6511A Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Séo Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6390J Amblyomma sculptum Fémea Ambiente Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6511G Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Séo Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6511E Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Séo Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6390E1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390G1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo h25  KE614677
6513A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390M1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
4879 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Parana Sertaneja Mata Atlantica  Negativo
5662 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Parana Ribeir&o Claro Mata Atlantica  Negativo
41570 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4157M Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
41571 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4157) Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4150 Amblyomma sculptum Macho Bos taurus 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
4146D Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
4147D Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo hA- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica -

139



Tabela B6. Dados das amostras, haplotipos e nimeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do citocromo oxidase subunidade Il de Amblyomma sculptum e Amblyomma
cajennense sensu stricto analisadas de diferentes biomas do Brasil (continuacéo).

Ndmero da Ano de Presenca Numero
Espécie Estadio Hospedeiro Estado Municipio Bioma de Haplétipo de acesso
amostra - LIC coleta L
riguétsia GenBank
6513E Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sé&o Paulo Campinas Mata Atlantica Negativo h26  MF175692
41571 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4161C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
6511C Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Sé&o Paulo Paulinea Mata Atlantica Negativo h27  MF175693
6513F Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sé&o Paulo Campinas Mata Atlantica Negativo
6390L1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sé&o Paulo Campinas Mata Atlantica Negativo h28  MF175694
6511F Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Sé&o Paulo Paulinea Mata Atlantica Negativo h29  MF175695
6390F1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sé&o Paulo Campinas Mata Atlantica Negativo h30  MF175696
4955A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica Negativo h31  MF175697
4955C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Parana Porto Rico Mata Atlantica  Positivo h32  MF175698
6418A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana Séo Carlos do Ival Mata Atlantica Negativo h33  MF175699
5306 Amblyomma sculptum Ninfa Homo sapiens 2014 Parana Dr. Camargo Mata Atlantica Negativo h34  MF175700
4157P Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo h35  MF175701
4157H Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo h36  MF175702
4157G Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo h37  MF175703
4169 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo h3s  MF175704
4151A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo h39  MF175705
4151B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
3973A Amblyomma sculptum Ninfa Bos taurus 2012 Minas Gerais Reduto Mata Atlantica Negativo h40  MF175706
4147A Amblyomma sculptum Ninfa Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica Negativo h4l  MF175707
6181D Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Rio de Janeiro Paracambi Mata Atlantica Negativo h42  MF175708
4594F Amblyomma sculptum Ninfa Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Porto Real Mata Atlantica  Negativo h43  KF614679
Haplétipo hC- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica -
Haplétipo hE- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica - ha4 KF614681
Haplétipo hF- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica - h45  KF614682
Haplétipo hG- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica - hae KF614683
Haplétipo hH- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica - h47 KF614684
3589 Amblyomma cajennense sensu stricto Ninfa Ambiente 2011 Tocantins Marianépolis do Tocantins Cerrado Negativo - KY284599
5302B Amblyomma cajennense sensu stricto Fémea Ambiente 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo - KY284602
5304B Amblyomma cajennense sensu stricto Macho Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo - KY284600
5304C Amblyomma cajennense sensu stricto Fémea Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo - KY284601
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Tabela B7. Dados das amostras, haplotipos e nimeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do D-loop de Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas do
Brasil.

Ndmero da ) i ) Ano de o ) Presenca ' Nimero de
Espécie Estadio Hospedeiro Estado Municipio Bioma de Haplétipo acesso
amostra - LIC coleta I
riquétsia GenBank
3912E Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
6548H1 Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo hA KF614690
6548F1 Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo hé- RJ KY273554
4034A Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo hB KY273557
4035B Amblyomma sculptum Macho Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo KY273559
4031D Amblyomma sculptum Ninfa Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4033C Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
3919D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3915C Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3912D Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
3915B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo
4034A_K Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4034E Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4034B Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4035K Amblyomma sculptum Macho Canis familiaris 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo
4470B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5749B Amblyomma sculptum Macho Canis familiaris 2014 Tocantins Monte do Carmo Cerrado Negativo
4464A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Porto Nacional Cerrado Negativo
4462 Amblyomma sculptum Fémea Sem informagéo 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4476A Amblyomma sculptum Macho Homo sapiens 2013 Tocantins Dueré Cerrado Negativo
5303A Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Positivo
4461C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5297C Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461H Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5297D Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5297E Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo hC KY273553
4461A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4470A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
3639B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5749A Amblyomma sculptum Macho Canis familiaris 2014 Tocantins Monte do Carmo Cerrado Negativo
4475B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
5607B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Porto Nacional Cerrado Negativo
5752A Amblyomma sculptum Fémea Bos taurus 2014 Tocantins Monte do Carmo Cerrado Negativo
4475A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
44611 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461G Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
52971 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4348A Amblyomma sculptum Ninfa Sem informacéo 2013 Mato Grosso do Sul Dois Irmé&os de Buriti Cerrado Negativo
4348B Amblyomma sculptum Macho Sem informagcé&o 2013 Mato Grosso do Sul Dois Irmé&os de Buriti Cerrado Negativo
4449C Amblyomma sculptum Macho Tapirus terrestris 2012 Goias Goiania Cerrado Negativo
6548D1 Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
6548G1 Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
654811 Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Vila Valério Mata Atlantica  Negativo
6560B Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Pancas Mata Atlantica  Negativo
6558D1 Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6181D Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Rio de Janeiro Paracambi Mata Atlantica  Negativo
4590B Amblyomma sculptum Ninfa Equus caballus 2013 Rio de Janeiro Rio de Janeiro Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo h5- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica KF614689
3912B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo hD KY273550
4461J Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
3919B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo hE KY273556
3912C Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo hF KY273551
3912C2 Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo he KY273552
6141A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2014 Goias Minagu Cerrado Negativo
6180 Amblyomma sculptum Fémea Homo sapiens 2014 Rio de Janeiro Itatiaia Mata Atlantica  Negativo
3912E2 Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Mato Grosso Poxoréu Cerrado Negativo hH KY273555
4034C Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Mato Grosso Cuiaba Cerrado Negativo hi KY273558
5617 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Tocantins Porto Nacional Cerrado Negativo hJ MF197863
4461D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo hK KY273562
5303B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo hL KY273564
3639C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4461B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo hMm KY273561
4461L Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
446132 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo
4476C Amblyomma sculptum Fémea Homo sapiens 2013 Tocantins Dueré Cerrado Negativo hN KY273563
3639A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Tocantins Palmas Cerrado Negativo ho KY273560
6125B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo hP KY273566
6124B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
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Tabela B8. Dados das amostras, haplotipos e nimeros de acesso do GenBank para
as sequéncias do D-loop de Amblyomma sculptum analisadas de diferentes biomas
do Brasil (continuacao).

Numero da - - . Ano de . . Presenca - Nimero de
Espécie Estadio Hospedeiro Estado Municipio Bioma de Haplétipo acesso
amostra - LIC coleta e
riquétsia GenBank
6336G Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Goias Cerrado Negativo KY273565
6338C1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Goias Cerrado Negativo
6125A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6127D Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6130B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6128A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Cerrado Negativo
6128D Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Cerrado Negativo
6128C Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Goias Cerrado Negativo
6128B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Cerrado Negativo
6338E Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Goias Cerrado Negativo
6337A Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Goias Cerrado Negativo
6338B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Goias Cerrado Negativo
4453C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2013 Goias Cerrado Negativo
48901 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Goias Goiania Cerrado Negativo
6338F Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo ho
6338G Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Goias Cerrado Negativo KY273567
4890F Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2013 Goias Cerrado Negativo
6337B Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Goias Cerrado Negativo
6127B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6127A Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Goias Goiania Cerrado Negativo
6511D Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Sao Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
6509F3 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390C1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sao Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
64198 Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2015 Parana Sao Carlos do Ivai Mata Atlantica  Negativo
6421A Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai  Mata Atlantica  Positivo
6419A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana Sao Carlos do Ivai Mata Atlantica  Negativo
6418C Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana Sé&o Carlos do Ivai  Mata Atlantica  Positivo
5704A Amblyomma sculptum Fémea Canis familiaris 2014 Parana Cambara Mata Atlantica  Negativo
6112 Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Minas Gerais Bom Despacho Cerrado Negativo
6178C Amblyomma sculptum Ninfa Equus caballus 2014 Rio de Janeiro Itatiaia Mata Atlantica  Negativo
4594F Amblyomma sculptum Ninfa Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Porto Real Mata Atlantica _Negativo
Haplétipo h4- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica KF614688
hR
6336D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo KY273569
6336F Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo hs KY273570
6336E Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo
6336H Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo hT KY273571
6340G Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Goias Goiania Cerrado Negativo hu KY273568
6143 Amblyomma sculptum Ninfa Ambiente 2014 Goias Minagu Cerrado Negativo
6561J Amblyomma sculptum Ninfa Equus caballus 2014 Espirito Santo Ibatiba Mata Atlantica  Negativo
6390F1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sao Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390J3 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6509G3 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Sao Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390G3 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
650983 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
65090E3 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Sao Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390L1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390B3 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Sao Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6509D3 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
5788C Amblyomma sculptum Ninfa Canis familiaris 2014 Sao Paulo Amparo Mata Atlantica  Negativo
6511G Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Sé&o Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo hv KF614685
6390M1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6390G1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
5662 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Parana Ribeir&o Claro Mata Atlantica  Negativo
4151A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
4151B Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
4151B_2 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
4169 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
4157L Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4157M Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4157H Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4148D Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2012 Minas Gerais Juiz de Fora Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo h1- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica -
65521 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2014 Espirito Santo Guagui Mata Atlantica  Negativo
6513G Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6513E Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hw MF175659
6509C3 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
4161C Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo
41571 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
6513F Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hX KE614687
6511C Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Sao Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo
Haplétipo h3- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica -
6390H1 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hy KF614686
Haplétipo h2- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica -
6513D Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hz MF175660
41570 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
4157P Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo
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Tabela B9. Dados das amostras, haplotipos e numeros de acesso do GenBank para
as sequéncias do D-loop de Amblyomma sculptum e Amblyomma cajennense sensu
stricto analisadas de diferentes biomas do Brasil (continuagéo).

Numero da Ano de Presenca NUmero de
Espécie Estédio Hospedeiro Estado Municipio Bioma de Haplétipo acesso
amostra - LIC coleta AP
riguétsia GenBank

6513B Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sé&o Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hat MF175661
650913 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 S&o Paulo Campinas Mata Atlantica _Negativo hB1 MF175662
6390H3 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica Negativo hct MF175663
6390A3 Amblyomma sculptum Macho Ambiente 2015 Séo Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo hb1 MF175664

639011 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2015 Sao Paulo Campinas Mata Atlantica  Negativo
6511F Amblyomma sculptum Macho Hydrochaeris hydrochaeris 2015 Sé&o Paulo Paulinea Mata Atlantica  Negativo hE1 MF175665

4157J Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2012 Minas Gerais Belo Horizonte Cerrado Negativo

3973A Amblyomma sculptum Ninfa Bos taurus 2012 Minas Gerais Reduto Mata Atlantica _Negativo
5653 Amblyomma sculptum Fémea Ambiente 2014 Parana Jacarezinho Mata Atlantica Negativo hF1 MF175666
6418A Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana S&o Carlos do Ivai  Mata Atlantica  Negativo hG1 MF175667

6418B Amblyomma sculptum Macho Equus caballus 2015 Parana S&o Carlos do lvai  Mata Atlantica  Negativo
6416 Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2015 Parana S&o Carlos do lvai ~ Mata Atlantica  Negativo hH1 MF175668

6418D Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2015 Parana S&o Carlos do lvai ~ Mata Atlantica Negativo

6418E Amblyomma sculptum Fémea Equus caballus 2015 Parana S&o Carlos do Ivai ~ Mata Atlantica Negativo
4150 Amblyomma sculptum Macho Bos taurus 2012 Minas Gerais Pedro Leopoldo Cerrado Negativo hi1 MF175669
Haplétipo h7- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica - hJ1 KF614691
Haplétipo h8- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica - hK1 KF614692
hL1 KF614693

Haplétipo h9- RJ Amblyomma sculptum - - - Rio de Janeiro - Mata Atlantica -

5304B Amblyomma cajennense sensu strictoMacho Equus caballus 2014 Tocantins Pium Cerrado Negativo - KY284603
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Tabela B10. Dados das amostras, haplo6tipos e nimeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do 12S rDNA de Amblyomma ovale analisadas de diferentes biomas do
Brasil.

Namero da - -~ . Ano de . . I - Namero de
Espécie Estadio  Hospedeiro Estado Municipio Bioma Presenca de riquétsia Haplétipo acesso
amostra - LIC coleta
GenBank
4748A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
5328D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014  Santa Catarina Floriandpolis  Mata Atlantica Negativo
53628D_K Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014  Santa Catarina Florianépolis  Mata Atlantica Negativo
4717 Amblyomma ovale Macho Ambiente 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4604 Amblyomma ovale Fémea  Felis catus 2013 Santa Catarina Brusque Mata Atlantica Negativo
5381 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014  Santa Catarina Paulo Lopes Mata Atlantica Negativo
4409A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina S&o José Mata Atlantica Negativo
5328A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014  Santa Catarina Floriandpolis  Mata Atlantica Negativo
5328B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Santa Catarina Floriandpolis Mata Atlantica Negativo
5328C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Santa Catarina Floriandpolis Mata Atlantica Negativo
4288C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4288C_K Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4289B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4286A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4285 Amblyomma ovale Macho Ambiente 2012  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4286C Amblyomma ovale Macho Ambiente 2012  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4288B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4289A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4289D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo hi MF175638
4713A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Positivo
4713A_K Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4716 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Positivo
4716_K Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4747B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4743A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Parana Paranaguad Mata Atlantica Negativo
4725C Amblyomma ovale Macho Nasuanasua 2013  Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4725B Amblyomma ovale Fémea Nasuanasua 2013  Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4711A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Positivo
4718 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Positivo
4288D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4710B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4713B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4719A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4720 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4747A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4295E Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Negativo
4289C Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4295G Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Negativo
6897C Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica Negativo
4719B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo
4725A Amblyomma ovale Fémea Nasuanasua 2013  Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4711B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Positivo
4725E Amblyomma ovale Macho Nasuanasua 2013 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4743D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Parana Paranaguad Mata Atlantica Negativo hil MF175639
4743C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Negativo
4743B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Parana Paranaguad Mata Atlantica Negativo
4741G Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Parana Paranaguad Mata Atlantica Positivo
4295F Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Negativo
4287B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim _Mata Atlantica Negativo hill MF175640
4746 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim __Mata Atlantica Negativo hiv MF175641
4715 Amblyomma ovale Macho Ambiente 2013 Santa Catarina Guaramirim  Mata Atlantica Negativo hv MF175642
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Tabela B1 1. Dados das amostras, haplotipos e niumeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do 12S rDNA de Amblyomma ovale analisadas de diferentes biomas do
Brasil (continuacéo).

Numero da - - . Ano de - - I - Ndmero de
Espécie Estadio  Hospedeiro Estado Municipio Bioma Presenca de riquétsia Hapldtipo acesso
amostra - LIC coleta GenBank
4708B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Baturité Caatinga Positivo
5407 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Guaramiranga  Caatinga Positivo
5438B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Baturité Caatinga Positivo
5398A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Guaramiranga  Caatinga Positivo
49668 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Positivo
4299 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
4963A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Guaramiranga  Caatinga Positivo
3895 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceard Baturité Caatinga Negativo
3898B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceara Baturité Caatinga Negativo
3579B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2011 Ceard Pacoti Caatinga Negativo
4272 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4281C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceard Mulungu Caatinga Negativo
4259 Amblyomma ovale Fémea Homo sapiens 2012 Ceara Guaramiranga  Caatinga Negativo
4321A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4266E Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
4312B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Mulungu Caatinga Negativo
4312A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
4310 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4193A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4193B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4254 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4253 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
4258C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceard Mulungu Caatinga Negativo
4322B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Negativo hvi MF175643
4322A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4323D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4326 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4275A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
3891D Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Guaramiranga  Caatinga Negativo
4266D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
4321B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4266B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
5391A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Pacoti Caatinga Positivo
5440B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Positivo
5428D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
5442A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Positivo
5453B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
5448 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
5428A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
5389B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
5398C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Guaramiranga Caatinga Negativo
5398B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Guaramiranga  Caatinga Positivo
5391C Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Pacoti Caatinga Positivo
5440D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Positivo
5455B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4626 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Mulungu Caatinga Positivo
4702B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Positivo
4313 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceard Redencéo Caatinga Negativo
4261 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo hvil MF175644
4709B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Baturité Caatinga Positivo
4702A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Positivo hviil MF175645
3373A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2011 Goias Goiania Cerrado Negativo hix ME175646
3373B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2011 Goias Goiania Cerrado Negativo
3372 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2011 Goias Goiania Cerrado Negativo hX MF175647
6385A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6386A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6387 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6391B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hXI| MF175648
6392B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6393 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394F Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6385B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hXl1l MF175649
6385C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hXIil MF175650
6385D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6386B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6391A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6391D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6392A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hXIV ME175651
4432A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394E Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
4434B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
4434A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
4434K Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6391C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hXV MF175652
6394C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hXVI MF175653
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Tabela B12. Dados das amostras, haplétipos e numeros de acesso do GenBank para
as sequéncias do citocromo oxidase subunidade Il de Amblyomma ovale analisadas de
diferentes biomas do Brasil.

Ndmero da Ano Namero de
amostra - Espécie Estddio  Hospedeiro de Estado Municipio Bioma Presenca de riquétsia Haplétipo acesso
LIC coleta GenBank
6472 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo hl MF175709
4710A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo h2 MF175710
4288B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4713A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Positivo
4716 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Positivo
4710B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4715 Amblyomma ovale Macho Ambiente 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4717 Amblyomma ovale Macho Ambiente 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4719A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4720 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4713B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo h3 MF175711
4711B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Positivo
4747A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4725C  Amblyomma ovale Macho Nasuanasua 2013 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4287B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4288C  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4289A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4289C  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4725B  Amblyomma ovale Fémea Nasuanasua 2013 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4725E  Amblyomma ovale Macho Nasua nasua 2013 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo h4 MF175712
4725A  Amblyomma ovale Fémea Nasuanasua 2013 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4747B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo hs ME175713
4746 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4741G ~ Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Positivo
4749D  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica Positivo h6 MF175714
4748A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo h7 MF175715
4258C  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
4709B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Baturité Caatinga Positivo
5407 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Guaramiranga Caatinga Positivo
5391C  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Pacoti Caatinga Positivo
5428D  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4702B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Positivo
5389B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
5440D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Positivo he MF175716
4702A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
5428A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4299 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceara Aratuba Caatinga Positivo
3894A  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Guaramiranga Caatinga Negativo
4309B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4259 Amblyomma ovale Fémea Homo sapiens 2012 Ceara Guaramiranga Caatinga Negativo
4313 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceara Redencéo Caatinga Negativo
4193A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
5438B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Baturité Caatinga Positivo
4966B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Positivo
5398C  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Guaramiranga Caatinga Negativo ho MF175717
3579B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2011 Ceard Pacoti Caatinga Negativo
4312A°  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
4322B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
5448 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Negativo h10 MF175718
5398B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Guaramiranga Caatinga Positivo hil ME175719
4266B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Mulungu Caatinga Negativo
5455B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Negativo h12 MFE175720
5442A  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
4626 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Mulungu Caatinga Positivo h13 MF175721
4272 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Aratuba Caatinga Negativo h14 MF175722
4322A  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
3891D  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Guaramiranga Caatinga Negativo h15 MF175723
4321A  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo h16 MF175724
3373B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2011 Goias Goiania Cerrado Negativo h17 MF175725
3372 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2011 Goias Goiania Cerrado Negativo h18 MF175726
4743C  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Negativo h19 MF175727
4743A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Negativo h20 MF175728
4434A  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394E  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394F  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394G ~ Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6386B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h21 MF175729
6391D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394D  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6385D  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6386A  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
4434K  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h22 MF175730
6387 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h23 MF175731
6391B  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6392B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h24 MF175732
6393 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6391C  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h25 MF175733
6392A  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h26 MF175734
6394B  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h27 MF175735
6394C  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h28 MF175736
6385C  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo h29 MF175737
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Tabela B13. Dados das amostras, haplotipos e numeros de acesso do GenBank
para as sequéncias do D-loop de Amblyomma ovale analisadas de diferentes
biomas do Brasil.

Ndmero da Ano de Presenca de Namero de
Espécie Estadio  Hospedeiro Estado Municipio Bioma NN Haplétipo  acesso
amostra - LIC coleta riquétsia
GenBank
4409A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013  Santa Catarina S&o José Mata Atlantica Negativo
4286C Amblyomma ovale Macho Ambiente 2012  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4711A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Positivo
4713A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Positivo
4713A_K  Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4716 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Positivo
4716_K Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4289D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4289C Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4285 Amblyomma ovale Macho Ambiente 2012  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4286A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4288B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4288C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4711B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Positivo
4747B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo hA MF175670
4725B Amblyomma ovale Fémea Nasuanasua 2013  Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4725C Amblyomma ovale Macho Nasuanasua 2013  Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4749D Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina  Jacinto Machado Mata Atlantica Positivo
4725A Amblyomma ovale Fémea Nasuanasua 2013  Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
4287B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4746 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
AT4TA Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4715 Amblyomma ovale Macho Ambiente 2013  Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4725E Amblyomma ovale Macho Nasuanasua 2013  Santa Catarina Joinville Mata Atlantica Negativo
53288 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014  Santa Catarina Florianépolis ~ Mata Atlantica Negativo
4289C_K  Amblyommaovale Fémea Canis familiaris 2012 Santa Catarina Guaramirim Mata Atlantica Negativo
4295F Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Negativo
4295G Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Parana Paranagua Mata Atlantica Negativo
4741G Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Parana Paranagué Mata Atlantica Positivo
6391C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6897C Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica Negativo
4708B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Baturité Caatinga Positivo
5407 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Guaramiranga Caatinga Positivo
47098 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Baturité Caatinga Positivo
4702A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
3579B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2011 Ceard Pacoti Caatinga Negativo
4299 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
4253 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
4259 Amblyomma ovale Fémea Homo sapiens 2012 Ceara Guaramiranga Caatinga Negativo
4258C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Mulungu Caatinga Negativo
4254 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2012 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
53988 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Guaramiranga Caatinga Positivo
4281C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceard Mulungu Caatinga Negativo
4193B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4309B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4321B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4326 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4966B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
4313 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceard Redengéo Caatinga Negativo
4322B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Negativo he MF175671
5438B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Baturité Caatinga Positivo
5398A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Guaramiranga Caatinga Positivo
4963B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Guaramiranga Caatinga Negativo
4976B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Pacoti Caatinga Negativo
4322A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
4323D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
5398C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Guaramiranga Caatinga Negativo
5428A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
4272 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2012 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
5453B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
54558 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Negativo
5440D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
4702B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
5442A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
54408 Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Aratuba Caatinga Positivo
4626 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceard Mulungu Caatinga Positivo
5398B_K  Amblyommaovale Fémea Canis familiaris 2014 Ceard Guaramiranga Caatinga Negativo
5428D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo
5398C_K  Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Guaramiranga Caatinga Negativo
5389B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Aratuba Caatinga Negativo hC MF175672
3373A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2011 Goias Goiania Cerrado Negativo hD MF175673
3373B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2011 Goids Goiania Cerrado Negativo
4743D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Parana Paranagué Mata Atlantica Negativo hE MF175674
4434A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
4434B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394F Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394E Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
4434K Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
4432A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6385B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6385D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hF MF175675
6386A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
63868 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6391D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6392A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6394D Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6391B Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hG MF175676
6385A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6392B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hH MF175677
6393 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo
6385C Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hi MF175678
6391A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo hJ MF175679
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Tabela B1 4. Dados das amostras, haplotipos e nimeros de acesso do GenBank para as
sequéncias do 12S rDNA de Amblyomma aureolatum analisadas de diferentes biomas
do Brasil.

Numero da - - ) Ano de - - Presenca - Namero de
Espécie Estadio Hospedeiro Estado Municipio Bioma - 2. Haplotipo  acesso
amostra - LIC coleta de riquétsia
GenBank
4725D Amblyomma aureolatum Macho Nasua nasua 2013 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica  Negativo
4749A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Positivo
6479A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2014 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica  Negativo
6480 Amblyomma aureolatum  Macho Bos taurus 2014 Santa Catarina Lajes Mata Atlantica  Negativo
7380A Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Santa Catarina Tijucas Mata Atlantica  Negativo
4724B Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
4724D Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
4724C Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
6249P1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249Q Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249E Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249L Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249B Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249F Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249R1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249M Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249F1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo hi ME175654
6249G Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249S Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
624911 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica ~ Positivo
6249B1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249P Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 S&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249T1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249T Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249L1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249U1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 S&o Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo
6249A Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249R Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249N Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6897K Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
5526E Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Rio Grande do Sul S&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo
5526D Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Rio Grande do Sul S&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo
6897A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897H Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
47498 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
64798 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2014 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica  Negativo
6461 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2014 Santa Catarina Balneério Picarras Mata Atlantica  Negativo
6465 Amblyomma aureolatum Macho Homo sapiens 2014 Santa Catarina Floriandpolis Mata Atlantica  Negativo
7021A Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Santa Catarina Jaragué do Sul Mata Atlantica  Negativo
4749F Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
4749G Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
4749E Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
4928 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Petropolis Mata Atlantica  Negativo
4933 Amblyomma aureolatum Fémea Felis catus 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica Negativo
5258 Amblyomma aureolatum  Fémea Canis familiaris 2014 Rio de Janeiro Petropolis Mata Atlantica  Negativo
4930 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
7402 Amblyomma aureolatum Fémea Homo sapiens 2015 Parana Irati Mata Atlantica  Negativo hit MF175655
6249Q1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
62491 Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
624931 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249K Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249D Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249H Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249K1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249M1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6898B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
5527 Amblyomma aureolatum  Macho Felis catus 2013 Rio Grande do Sul Erechim Mata Atlantica  Negativo
6897B Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897E Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897M Amblyomma aureolatum  Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
5556 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2014 Rio Grande do Sul Canela Mata Atlantica Negativo hill MF175656
4207A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2012 Rio Grande do Sul Viaméo Pampa Negativo hiv ME175657
6897F Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica _ Negativo
6897Q Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica Negativo
5526C Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Rio Grande do Sul S&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo hv MF175658
6897D Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica _Negativo
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Tabela B15. Dados das amostras, haplétipos e numeros de acesso do GenBank para
as sequéncias do citocromo oxidase subunidade II de Amblyomma aureolatum
analisadas de diferentes biomas do Brasil.

Nuamero da - - ) Ano de - . Presenca - Nuamero de acesso
amostra - LIC Espécie Estadio  Hospedeiro coleta Estado Municipio Bioma de riquétsia Haplétipo GenBank
4749A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Positivo
4749B Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
4749F Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
4724D Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
4749G Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
4724C Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
7021A Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Santa Catarina Jaragua do Sul Mata Atlantica  Negativo
4201B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2012 Rio de Janeiro Itatiaia Mata Atlantica Negativo
5773A Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
7402 Amblyomma aureolatum Fémea Homo sapiens 2015 Parana Irati Mata Atlantica Negativo
6249E Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo ht ME175738
6249F Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sao Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249H Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249K Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249C Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
62491 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 S&o Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo
6249P Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249T Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 S&o Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo
6249V Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6898B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
5526D Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013  Rio Grande do Sul S&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo
5526E Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Rio Grande do Sul S&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo
7380A Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Santa Catarina Tijucas Mata Atlantica  Negativo h2 MF175739
6249L Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo
4749E Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica Negativo h3 MF175740
4724B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
6249R Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249A Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo ha MF175741
6897H Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica Negativo
6897K Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897M Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica Negativo
4936C Amblyomma aureolatum Macho Ambiente 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo h5 MF175742
4936D Amblyomma aureolatum _Macho Ambiente 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica Negativo
6249D Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo h6 MF175743
6249G Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 S&o Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo
6249Q Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo h7 MF175744
5556 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2014 Rio Grande do Sul Canela Mata Atlantica Negativo h8 MF175745
6897F Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica Negativo h9 MF175746
6897L Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica _Negativo h10 MF175747
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Tabela B16. Dados das amostras, haplétipos e numeros de acesso do GenBank para
as sequéncias do D-loop de Amblyomma aureolatum analisadas de diferentes biomas
do Brasil.

a:_\‘nl:)r:ﬁ;o_ dL?C Espécie Estddio  Hospedeiro 'tr;?e?ae Estado Municipio Bioma dzrﬁziggsaia Haplétipo acelz:;ng:’nank
4749A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Positivo
4749E Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
4749F Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
4749G Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Jacinto Machado Mata Atlantica  Negativo
5378 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2014 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
5379 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2014 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
4724B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Santa Catarina Lages Mata Atlantica  Negativo
6465 Amblyomma aureolatum Macho Homo sapiens 2014 Santa Catarina Florianépolis Mata Atlantica  Negativo
6461 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2014 Santa Catarina Balneério Picarras Mata Atlantica  Negativo
6479A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2014 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica  Negativo
6480 Amblyomma aureolatum Macho  Bos taurus 2014 Santa Catarina Lajes Mata Atlantica  Negativo
4929 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
4936C Amblyomma aureolatum Macho Ambiente 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
4936B Amblyomma aureolatum Fémea Ambiente 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
6235 Amblyomma aureolatum Fémea  Felis catus 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
6234 Amblyomma aureolatum Macho  Felis catus 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
5258 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
4928 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
4933 Amblyomma aureolatum Fémea  Felis catus 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
5773A Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
4936D Amblyomma aureolatum Macho Ambiente 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
6239 Amblyomma aureolatum Fémea  Felis catus 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
6249Q1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
624911 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249U1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249L1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 S&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249E1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249P1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249T1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo hA ME175680
6249B1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249J Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249H Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249G Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249D Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249C1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249L Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249S Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249R Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Positivo
6249P Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249T Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249C Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
62491 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
6249B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo
5526A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013  Rio Grande do Sul Sé&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo
6897A Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897B Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897E Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897F Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897H Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897K Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897M Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897P Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6898B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6899 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
5556 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2014  Rio Grande do Sul Canela Mata Atlantica  Negativo
5526D Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013 Rio Grande do Sul Sé&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo
5526B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013  Rio Grande do Sul Sé&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo
5527 Amblyomma aureolatum Macho  Felis catus 2013  Rio Grande do Sul Erechim Mata Atlantica Negativo
7380A Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Santa Catarina Tijucas Mata Atlantica  Negativo
7402 Amblyomma aureolatum Fémea Homo sapiens 2015 Parana Irati Mata Atlantica  Negativo
6237 Amblyomma aureolatum Macho  Felis catus 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo hB MF175681
4201B Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2012 Rio de Janeiro Itatiaia Mata Atlantica  Negativo
5773B Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2014 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo
6249K Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica _ Positivo
7021A Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Santa Catarina Jaragué do Sul Mata Atlantica  Negativo hC MF175682
6479B Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2014 Santa Catarina Joinville Mata Atlantica  Negativo hD MF175683
4931 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo hE MF175684
6236 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio de Janeiro Petrépolis Mata Atlantica  Negativo hF MF175685
6249K1 Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Sao Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo hG MF175686
6249E Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sao Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo hH MF175687
6249A Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica  Negativo hi MF175688
6249F Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Sé&o Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo
6249Q Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Séo Paulo Santo André Mata Atlantica Negativo hJ MF175689
6897D Amblyomma aureolatum Fémea Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897G Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
68971 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897L Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo hK MF175690
6897N Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
68970 Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015 Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
6897Q Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2015  Rio Grande do Sul Igrejinha Mata Atlantica  Negativo
5526C Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013  Rio Grande do Sul Sé&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo
5526E Amblyomma aureolatum Macho Canis familiaris 2013  Rio Grande do Sul S&o Francisco de Paula Mata Atlantica Negativo hL MF175691
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Tabela B17. Dados das amostras e nameros de acesso do GenBank para as
sequéncias do 16S rDNA de Amblyomma ovale analisadas de diferentes biomas do

Brasil.

a'r\#igf; dL?C Espécie Estddio  Hospedeiro Ag;?e?; Estado Municipio Bioma Pr:;igfs?ade NL;T:sr;)ode
GenBank

3373A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2011 Goias Goiania Cerrado Negativo MF416203
3373B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2011 Goias Goiania Cerrado Negativo MF416204
6385A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo MF416205
6385B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo MF416206
6386A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo MF416207
6387 Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo MF416208
4432A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Rio de Janeiro Paraty Mata Atlantica Negativo MF416209
4702A Amblyomma ovale Fémea Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Positivo MF416210
4702B Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2013 Ceara Aratuba Caatinga Positivo MF416211
5391A Amblyomma ovale Macho Canis familiaris 2014 Ceara Pacoti Caatinga Positivo MF416212
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APENDICE C- NUMERO DE ACESSO DO GENBANK DAS
SEQUENCIAS DE RIQUETSIAS UTILIZADAS NAS
RECONSTRUCOES FILOGENETICAS

Tabela C1. Numeros de acesso do GenBank das sequéncias parciais dos genes
gltA, htrA, ompA, ompB e Gene D (sca4) utilizadas na reconstrucao filogenética das
riquétsias.

NuUmeros de acesso GenBank

Espécies
glitA htr A ompA omp B Gene D (scad)
. . . CP000087 CP000849
Rickettsia belli CP00084 CP00008 B B B
Rickettsia typhi NC006142 CP003397 _ NC0069142 AF188482
w CP003397 CP003398 CP003397 CP003398
e — CP014865 CP004888 _ CP004889 AY964638
P CP004888 CP014865 CP001584 CP001584
Rickettsia fdis CP000053 CP000053 _ CP000053 AF196973
NC007109 AF195118 AF182279 GQ329878
. . . CP003338 CP003338 AF179108 CP003338
Rickettsia australis Us9718 M74042 CP003338 AF123709 AF187982
Rickettsia akari NC009881 CP000847 ~ AF133707 AF213016
U59717 AF445383 CP000847 CP000847
Rickettsia amblvommatis CP012420 CP012420 CP012420 CP003334 CP012420
4 CP003334 KT153048 KT153048 EU728827 CP003334
’ . . KT153033 KF030932 GU395297
Candidatus Rickettsia andeanae GU169051 GU395295 KF179352 KF030933 GU395298
Rickettsia massiliae CP000683 CP000683 CP003319 CP000683 CP000683
U59719 JN871848 KR401146 AF123714 DQ503429
Rickettsia rhipicenhali CP003342 CP003342 CP003342 CP003342 CP003342
pioep U59721 U11020 U43803 AF123719 AF155053
Rickettsia montanensis NC017043 CP003340 FM883670 CP003340 AF163002
CP003340 u11017 CP003340 AF123716 CP003340
Rickettsia halongiiangensis CP002912 CP002912 KT006593 CP002912 CP002912
diang AY285776 EU503184 AHO012829 AY260451 AY331396
e EmE AP011533 AP011533 AP011533 AP011533 AP011533
Jap U59724 LC101441 u83442 AB003681 FJ358502
Rickettsia Sovaca CP002428 CP002428 CP002428 CP002428 CP002428
CP003375 CP003375 CP003375 CP003375 CP003375
Rickettsia shirica AABW01000001 AABWO01000001 u43807 AABW01000001  HMO050295
HM050296 AF445384 HM050280 AF123722 AF155057
Rickettsia africae CP001612 CP001612 CP001612 CP001612 CP001612
HM050288 EU072685 EU622980 AF123706 AF151724
: . . CP003341 CP003341 CP003341 CP003341
Rickettsia parkeri U59732 EF689732 KP861344 AF123717 CP003341
. . . L KT153032 KJ174528
Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest GQB855235 KJ855084 KX137902 - KX034216
Rickettsia conorii AE006914 AE006914 NC003103 AE006914 AE006914
NC003103 M28480 AY346453 AF123726 AY643092
. : " CP001227 CP001227 FM883671 CP001227
Rickettsia peacockil HF935076 HF912417 HF912418 HF548206 cpPoo1227
Rickettsia rickettsii CP006010 CP000848 CP006009 CP006010 CP006010
CP003305 CP003305 CP000848 CP003305 CP006009
' . ; : KY445726 KX196268
Candidatus Rickettsia asemboensis KY445726 IN315969 - - -
Amostras 5440BAmblyomma ovale) MF175763 MF175780 - MF175794 _
Amostra 4966BAmblyomma ovale) MF175756 MF175776 MF175797 MF175791 _
Amostra 4963AAmblyomma ovale) MF175755 - - MF175790 -
Amostra 5398BAmblyomma ovale) MF175760 MF175777 - MF175792 _
Amostra 5407 Amblyomma ovale) MF175761 MF175779 MF175798 MF175793 _
Amostra 4299 Amblyomma ovale) MF175749 MF175775 MF175795 MF175789 _
Amostra 5440DAmblyomma ovale) MF175764 MF175781 - - _
Amostra 5442AAmblyomma ovale) MF175765 - - -
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Tabela C2. Numeros de acesso do GenBank das sequéncias parciais dos genes
gltA, htrA, ompA, ompB e Gene D (sca4) utilizadas na reconstrucgéo filogenética das
riquétsias (continuacao).

Numeros de acesso @GenBank

Espécies gitA htr A ompA omp B Gene D (scad)

Amostra 4716A4mblyomma ovale) MF175768 - = = _
Amostra 4713AAmblyomma ovale) MF175767 - - - _
Amostra 4702BAmblyomma ovale) MF175752 - = = _
Amostra 4709BAmblyomma ovale) MF175754 - - - _
Amostra 4709BAmblyomma ovale) MF175754 - = = _
Amostra 5438BAmblyomma ovale) MF175762 - - - _
Amostra 5398AAmblyomma ovale) MF175759 - = = _
Amostra 5391AAmblyomma ovale) MF175757 - - - _
Amostra 5391C Amblyomma ovale) MF175758 - = = _
Amostra 4626 Amblyomma ovale) MF175750 - MF175796 - _
Amostra 4741GAmblyomma ovale) MF175766 - = = _
Amostra 4702AAmblyomma ovale) MF175751 - - - _
Amostra 4287BAmblyomma ovale) - MF175782 - = _
Amostra 4434BAmblyomma ovale) - MF175785 - - _
Amostra 4711AAmblyomma ovale) - MF175783 MF175799 - _
Amostra 5398CAmblyomma ovale) - MF175778 - - _
Amostra 4719BAmblyomma ovale) - MF175784 - = _
Amostra 4711BAmblyomma ovale) - - MF175800 - _
Amostra 47184mblyomma ovale) - - MF175801 - _
Amostra 4749DAmblyomma ovale) - - MF175802 - _
Amostra 4708BAmblyomma ovale) MF175753 - = = _
Amostras 4955CAmblyomma sculptum) MF175748 - - - _
Amostra 6418CAmblyomma sculptum) - MF175773 - - _
Amostra 6421AAmblyomma sculptum) MF175774 - - - _

Amostra 5303AAmblyomma sculptum) KY273595 KY273596 KY273598 - KY273600

Amostra 63401 Amblyomma sculptum) _ _ KY273599 _ _
Amostra 6132A4mblyomma sculptum) _ KY273597 _ _ _

Amostra 6249HAmblyomma aureolatum) MF175769 MF175786 - - _
Amostra 6249K Amblyomma aureolatum) MF175770 = = _
Amostra 6249RAmblyomma aureolatum) MF175771 MF175787 - - _
Amostra 624911 Amblyomma aureolatum) - = = _
Amostra 4749AAmblyomma aureolatum) - MF175788 - - _
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