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RESUMO

MORAES-FILHO, J. Analise filogenética de diferentes populagées do carrapato
Rhipicephalus sanguineus provenientes de diferentes regides do Brasil, da América
Latina, Espanha, Itilia e Africa do Sul. [Genetic analysis of different populations of
Rhipicephalus sanguineus from Brazil, Latin América, Spain, Italy and South Africa]. 2010.
40 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Dentro do género Rhipicephalus, ha o chamado complexo sanguineus formado por vdrias
espécies presentes apenas no Velho Mundo, das quais apenas a espécie Rhipicephalus
sanguineus ¢ considerada de ocorréncia no Novo Mundo. Como as espécies deste complexo
apresentam grande similaridade morfologica, € possivel que mais de uma espécie do
complexo sanguineus esteja ocorrendo nas Américas. Um trabalho recente relatou parametros
bioldgicos e genéticos significativamente diferentes entre uma populagdo de R. sanguineus do
Brasil e outra da Argentina, sugerindo que o status biosistematico de R. sanguineus na
América do Sul deva ser revisto. Diante disto, e da inquestionavel importancia medico-
veterinaria de R. sanguineus na América do Sul, este projeto objetivou realizar uma analise
genética de 32 populagdes de R. sanguineus, sendo 17 do Brasil (englobando 13 estados), 3
do Chile, 2 da Venezuela, 2 da Colémbia e 1 de cada um dos seguintes paises: Argentina,
Uruguai, Italia, Espanha, Africa do Sul, Costa Rica, Panama, México. Uma amostra de
Rhipicephalus turanicus da Espanha e uma da Africa do sul também foram analisadas. Para
tal, carrapatos oriundos das diferentes popula¢des foram analisados geneticamente através de
seqiiéncias dos genes mitocondriais 16S rDNA. O resultado deste trabalho permitiu inferir
sobre a possibilidade da existéncia no minimo de dois grupos distintos de carrapatos sob o
taxon R. sanguineus na América Latina, um se aproximando dos carrapatos de origem
africana e com distribui¢io na América tropical e subtropical e outro se aproximando das

amostras europ€ias e com distribui¢do temperada do sul da América do Sul.

Palavras-chave: Rhipicephalus sanguineus. Carrapatos. Analise filogénica. Brasil. América

Latina.



ABSTRACT

MORAES-FILHO, J. Genetic Analysis of different populations of Rhipicephalus
sanguineus from Brazil, Latin America, Spain, Italy and South Africa. [Analise
filogenética de diferentes populagdes do carrapato Rhipicephalus sanguineus provenientes de
diferentes regides do Brasil, América Latina, Espanha, Italia e Africa do Sul]. 2010. 40 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Among the genus Rhipicephalus, there is the sanguineus complex composed by many species
of distribution restricted to the Old World. It has been considered that Rhipicephalus
sanguineus is the only species from this complex to be present in the New World. Due to the
high similarity between the sanguineus complex species, it is possible that more than one
species is present in the Americas, as suggested by recent papers. The present study
performed a genetic evaluation based on 16S rDNA mitochondrial gene sequences of ticks
representative 26 R. sanguineus populations from South America, one from: Italy, Spain,
South Africa, Costa Rica, Panama, Mexico. Additionally, Rhipicephalus turanicus ticks from
South Africa and Spain were also used. The results confirm the existence of genetically

distinct populations of the “sanguineus” complex in the Americas.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus. Ticks. Genetic analysis. Brazil. Latin América.
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1 INTRODUCAO

A fauna de carrapatos do Brasil esta constituida por 61 espécies, divididas em duas
familias: Ixodidae (44 espécies) e Argasidae (17 espécies). A familia Ixodidae é constituida
por cinco géneros, conforme descrito a seguir: Amblyomma (30 espécies), Ixodes (8
espécies), Haemaphysalis (3 espécies), Dermacentor (1 espécie) e Rhipicephalus (2
espécies). Todos esses carrapatos sdo nativos da América Latina, exceto as espécies
Rhipicephalus sanguineus e Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ambos importados com
animais domésticos (bovinos e cées, respectivamente) do Velho Mundo (GUIMARAES et
al., 2001; LABRUNA et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2009).

O carrapato R. sanguineus estad presente em todos os continentes do planeta e
parasita primariamente o cdo doméstico. Embora ele tenha se originado na regidio
Afrotropical, sua distribui¢do quase cosmopolita se deve as migragdes humanas pelo
mundo, levando consigo o cdo doméstico (WALKER et al., 2000). A introdugdo do R.
sanguineus nas Américas pode ter ocorrido recentemente, durante colonizagio européia a
partir do final do século 15, ou mesmo anteriormente, ja que ha relatos de fsseis de cées
domésticos no Peru, Bolivia ¢ México datados de antes do século 15 (LEONARD et al.,
2002).

No Brasil, R. sanguineus ndo era encontrado nos estados de Minas Gerais, S3o
Paulo e na regido Sul até antes de 1906, quando ja era abundante na Bahia, Sergipe,
Maranhdo, Para, Mato Grosso e em algumas localidades da cidade do Rio de Janeiro. De
1910 em diante, esta espécie tornou-se mais abundante no Rio de Janeiro e nos demais
estados das regides Sudeste e Sul (ARAGAO, 1911, 1936). Nas altimas décadas, tanto a
prevaléncia quanto a intensidade das infestagdes por R. sanguineus em cdes vém
aumentando. No Rio Grande do Sul, por exemplo, este carrapato foi citado de baixa
ocorréncia em 1947, tendo sido encontrado em apenas 1 (1,29%) de 77 cdes examinados
(CORREA, 1955). Cinco décadas mais tarde, este mesmo carrapato foi encontrado em
48,8% de 450 cdes da cidade de Porto Alegre (RIBEIRO et al., 1997). Atualmente, R.

sanguineus € considerado, juntamente com as pulgas, os principais ectoparasitas de cdes em
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todo o Brasil (LABRUNA, 2004). Tal fato ¢ retratado pela grande atengdo com que a
industria farmacéutica veterindria trata este carrapato; até o inicio da década de 1980, ndo
existia no mercado brasileiro nenhum produto comercial carrapaticida com indicago
especifica para tratamento de R. sanguineus em cies. Atualmente, ha dezenas de produtos,
das mais diversas formulagdes e apresentagdes, representando uma cifra consideravel no
faturamento da linha veterinaria das industrias farmacéuticas do Brasil.

Além de poder causar infestagdes macigas nos cées, podendo inclusive atingir niveis
letais, o carrapato R. sanguineus é o Unico vetor conhecido de Ehrlichia canis ¢ Babesia
canis no Brasil (LABRUNA; Pereira 2001). Desta forma, R. sanguineus vem se tornando
um dos parasitos de maior importincia veterinaria do Brasil.

Muito embora os cdes sejam os hospedeiros primarios de R. sanguineus, a literatura
cientifica contém relatos esporadicos de infestagio humana por esta espécie de carrapato,
inclusive no Brasil (GODDARD, 1989; DANTAS-TORRES et al., 2006; LOULY et al.,
2006). Além disso, diferentes trabalhos tém relatado casos humanos de febre maculosa
(causada por Rickettsia rickettsii) transmitida por R. sanguineus nos Estados Unidos e
México (MARIOTTE et al., 1944; BUSTAMANTE; Varela 1947; DEMMA et al., 2005).
No Brasil, primeiros relatos estdo sendo descritos, nos quais foi diagnosticado pela biologia
molecular R. rickettsii parasitando R. sanguineus no municipio de Santo André na Grande
Sao Paulo (MORAES-FILHO et al., 2009), e isolamento da bactéria em células Vero em
R, sanguineus proveniente do municipio de Juiz de Fora, MG (PACHECO et al., 2009).
Semelhantemente, casos de infecgdo humana pela riquétsia E. canis foram recentemente
associados ao carrapato R. sanguineus na Venezuela (UNVER et al., 2001; PEREZ et al.,
2006). Muito embora R. sanguineus ja seja conhecido de longa data como principal vetor
de febre maculosa na Europa (causada principalmente por R. conorii), os recentes trabalhos
no continente americano sugerem que a importancia médica deste carrapato deva ser bem
maior do que se supunha (PAROLA et al., 2005). Finalmente, um recente trabalho
experimental no Brasil sugeriu que a leishmaniose visceral canina (causada por Leishmania
chagasi) possa ser transmitida através da ingestdo de carrapatos R. sanguineus apds se
alimentarem em cdes infectados (COUTINHO et al., 2005).

Dentro do género Rhipicephalus, ha o chamado complexo sanguineus, formado por

varias espécies, dentre as quais R. sanguineus, R. turanicus, R. camicasi e R. guilhoni se
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destacam como de maior importancia veterinaria na Africa e Europa (WALKER et al.,
2000, 2003; ESTRADA-PENA et al., 2004). As espécies deste complexo apresentam
grandes similaridades morfologicas, e algumas vezes ecoldgicas, distribuidas
principalmente na Africa, regiio mediterrinea e Oriente Médio. O tamanho do R.
sanguineus também diferencia em diferentes regides, como exemplo, trabalhos mostraram
que fémeas do Brasil (SZABO et al., 2005) chegam a pesar até 50% a menos que as dos
EUA (JITTAPALAPONG et al., 2000) e Japdo (INOKUMA et al, 1997). Outra
caracteristica importante a relatar diz respeito a capacidade varidvel dos cdies para
desenvolver resisténcia ao parasitismo do R. sanguineus apés algumas infestages. Em
alguns casos, foi observado que os cées sdo incapazes de adquirir resisténcias, mesmo ap6s
varias infestagdes (SZABO et al., 2005), enquanto que outros autores detectaram algum
grau de resisténcia apds reinfestagdo (INOKUMA et al., 1997; ITTAPALAPONG et al.,
2000). A literatura relata inumeros diagndsticos errbneos e confusdes ocorridas em
trabalhos envolvendo diferentes espécies do complexo sanguineus (WALKER et al., 2000).
Por esta razdo, o uso de ferramentas de biologia molecular € bastante apropriado para
estudos com diferentes espécies do complexo sanguineus.

Mesmo diante da existéncia deste complexo, R. sanguineus tem sido sempre
considerada a Uunica espécie de Rhipicephalus ocorrendo no Novo mundo
(GUGLIELMONE et al., 2003; BARROS-BATTESTI et al., 2006). Recentemente,
SZABO et al. (2005) relataram pardmetros bioldgicos e genéticos significativamente
diferentes entre uma populagdo de R. sanguineus do Brasil e uma da Argentina. Embora
adultos da populagdo brasileira tenham se alimentados e copulado com adultos da
populagdo Argentina (e vice-versa), os hibridos se mostraram quase que totalmente
inférteis. Em adigdo, analise de seqiiéncias de DNA de um fragmento do gene mitocondrial
rRNA 12S mostraram que a populagdo argentina era mais proxima de R. sanguineus da
Europa, ao passo que a populagdo Brasileira era mais proxima de uma populagio de R.
turanicus da Africa. Baseando-se nos seus resultados, SZABO et al. (2005) sugeriram que o
status biosistematico de R. sanguineus deveria ser revisto através de novas investigacdes na
América do Sul, onde possivelmente deva estar ocorrendo mais de uma espécie do

chamado complexo sanguineus.
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Um outro estudo em laboratério comparando as espécies de R. sanguineus ¢ R.
turanicus demonstrou que sdo semelhantes quanto as: adaptagdes ao meio-ambiente, taxa
de reprodugdo e tamanho dos ovos. Em relagio as fémeas dessas espécies, foi observado
que R. turanicus produz uma quantidade maior de ovos e mais leves, bem como sdo mais
pesadas apds ingurgitagdo quando comparadas com as fémeas de R. sanguineus (IOFFE-
USPENSKY, 1997).

Genes mitocondriais t€m sido amplamente utilizados na sistematica molecular.
Desta forma, o seu nimero elevado de copias torna muito mais facil de trabalhar, com
regides altamente conservadas. Com isso podem ser usados para determinar o parentesco
evolutivo de microorganismos. As seguintes duas categorias tém sido avaliadas em estudos
filogenéticos: genes ribossomais e genes codificadores de proteinas. Ha dois genes
mitocondriais ribossomais, 12S e 16S rDNA, que nio sdo separados por espagadores
internos transcritos. Vale salientar que esses genes tém sido considerados marcadores
moleculares de exceléncia para problemas taxondémicos do nivel intraespecifico para
espécies filogeneticamente muito proximas. Um dos problemas potenciais com genes
mitocondriais sdo os genes conhecidos como numts (copias nucleares a partir de gene
mitocondrial) ou pseudogenes mitocondriais, que podem ser amplificados e seqiienciados

por engano, o que pode conduzir a filogenias erradas (CRUICKSHANK, 2002).
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2 OBJETIVOS

Diante dos fatores expostos acima, especialmente no tocante a importancia médico-
veterinaria de R. sanguineus no Brasil e nas Américas, e da falta de estudos sobre a
biosistematica de R. sanguineus nas Américas (onde pode estar ocorrendo mais de uma
espécie sob o mesmo nome), o presente trabalho objetivou: a) determinar seqiiéncias de
DNA referentes a um fragmento do gene mitocondrial ribossdmico rDNA 16S de
carrapatos morfologicamente identificados com R. sanguineus provenientes de regides do
Brasil, Américas do Sul, Central e Norte, Espanha, Italia e Africa do Sul e R. turanicus
provenientes da Espanha e Africa do Sul; b) realizar uma andlise filogenética das

seqiiéncias obtidas.
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3 MATERIAL E METODOS

O material e métodos ocorreram das seguintes maneiras:

3.1 OBTENCAO DE EXEMPLARES DE CARRAPATOS

Para o presente estudo, foram utilizados espécimes de carrapatos adultos (machos e
fémeas) conservados em dlcool 70 a 100%, morfologicamente compativeis com os padrdes
descritos por WALKER et al. (2000) para R. sanguineus, coletados em diferentes paises da
América Latina e em diversos estados brasileiros, totalizando 29 localidades. Uma lista
desses carrapatos encontra-se discriminada na tabela 1. De cada localidade, foram
processados de forma individual dois espécimes adultos de carrapatos, exceto para as
localidades 1, 3, 8, 9, 11, 14, 20, 22, 27 e 28, das quais apenas um espécime adulto foi
processado. Parte desses carrapatos ja se encontrava depositada na Colegfio Nacional de
Carrapatos (CNC) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séo Paulo (FMVZ/USP). Outra parte foi adquirida em coletas a campo durante o curso do
presente projeto. Por fim, alguns espécimes foram cedidos e enviados por colaboradores de
outros centros de pesquisa, conforme descrito a seguir. Esses exemplares enviados
correspondem as seguintes localidades:

-Ilha de Pascoa, Chile: enviado pela Dra. Kéatia Abarca, da Universidad Catélica de Chile,
Santiago, Chile.

-Santiago, Chile: enviado pelo Dr. Javier Lopez, médico veterinario autdbnomo em
Santiago, Chile.

-Rafaela, Santa Fé, Argentina: enviado pelo Dr. Alberto A. Guglielmone, do Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), Rafaela, Argentina.

-Santa Maria, RS, Brasil: enviado pelo Prof, Luis A. Sangioni, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS.

-Garopaba, SC, Brasil: enviado pelo Prof. Matias P. J. Szabo, da Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG.
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-Recife, PE, Brasil: enviado pelo Dr. Filipe Dantas-Torres, da Fiocruz de Recife, PE.
-Linares, México: enviado pelo Dr. Adriano Pinter, da Sucen, S&o Paulo, SP.

Em adigo, amostras de carrapatos adultos das espécies R. sanguineus e R. turanicus
provenientes tanto da Espanha como da Africa do Sul, foram incluidos no presente estudo.
Os carrapatos da Espanha foram identificados através de morfologia por J. M. Venzal
(Universidad de La Republica, Uruguay) e A. Estrada-Pefia (Universidad de Zaragoza,
Espanha), e eram provenientes de colonias de laboratorio. Os carrapatos da Africa do Sul
foram identificados através de morfologia por Ivan Horak (Universidade de Pretéria, Africa
do Sul). Por fim, amostras de R. sanguineus identificados por morfologia, provenientes da
Italia, foram enviadas pela Dra. Giulia Maioli (Instituto Zooprofilatico Sperimentale delle

Venezie, Italia).



23

Espécimes de carrapatos adultos identificados morfologicamente como
Tabela 1 - Rhipicephalus sanguineus, coletados em diferentes localidades da América
Latina e utilizados no presente estudo

Numero Coordenadas L d s
do . . geogréficas ; ctra da seqlicncia
b Localidade Pais Hospedeiro 16S rDNA na

, Latitude Longitude Figura 2
1 Ilha de Pascoa Chile 27°09°S 109°27°0 Cao D

2 Santiago Chile 33°24°S 70°40°0 Cao D

3 Vind del Mar Chile 33°00°S 71°30°0 Ciéo D

4 Rafaela, Santa Fé Argentina 31°15°S 61°29°0 Cao F

5 Montevideo Uruguai 14°51°S 56°10°0 Cao E

6 Santa Maria, RS Brasil 29°40°S 53°48°0 Ciao E

7 Garopaba, SC Brasil 28°01°S 48°36°0 Cao B

8 Jaboticabal, SP Brasil 21°15°S 48°17°0 Vida livre B

9 Seropédica, RJ Brasil 22°44°S 43°42°0 Céo B

10 Uberlandia, MG Brasil 19°00°S 48°20°0 Vida livre A

11 Itabira, MG Brasil 19°37°S 43°13°0 Ciao B

12 Nova Venecia, ES Brasil 18°45°S 40°24°0 Cio B

13 Cuiaba, MT Brasil 15°35°S 56°05°0 Cio A

14 Sinop, MT Brasil 11°51°S 55°30°0 Cio A

15 Guaranta do Norte, MT Brasil 09°47°S 54°54°0 Cio A

16 Recife, PE Brasil 08°00°S 35°00°0 Cio A

17 Jodo Pessoa, PB Brasil 07°10°S 34°52°0 Cio B

18 Fortaleza, CE Brasil 03°45°S 38°35°0 Cio A

19 Cumbuco, CE Brasil 03°35°S 38°45°0 Cao A
20 Teresina, PI Brasil 05°05°S 42°48°0 Raposa B
21 Macapa, AP Brasil 00°05'N 51°04°0 Ciao B
22 Porto Velho, RO Brasil 08°46'S 63°54°0 Ciao B
23 El Vigia, Mérida Venezuela 71°39°0 Céo B
24 Arquipélago Los Roques Venezuela 11°50'N 66°45°0 Céo B
25 Los Coérdobas, Cordoba Colombia 08°54'N 76°21°0 Cao &
26 Cerete, Cordoba Colémbia 08°49'N 75°46°0 Cao C
27 Cidade do Panama Panama 08°59'N 79°31°0 Cido B
28 San José Costa Rica 09°55'N 84°02°0 Cao B
29 Linares, Novo Leon México 24°51'N 99°33°0 Ciao B

*Este nimero representa a localidade de coleta do carrapato no mapa da figura 1.
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3.2 PROCESSAMENTOS DOS CARRAPATOS

De cada localidade, pelo menos um exemplar adulto foi processado individualmente.
Cada carrapato foi submetido & extragdo de DNA pelo método de isotiocianato de guanidina,
conforme previamente descrito e realizado em nosso laboratério (SANGIONI et al., 2005).
Uma vez extraido o DNA, cada carrapato foi submetido a um protocolo de reagdo em cadeia

da polimerase (PCR), conforme descrito a seguir.

3.3 PCR PARA UM FRAGMENTO DO GENE MITOCONDRIAL RIBOSSOMICO rDNA
16S

Para este PCR, foram utilizados os primers 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3’
¢ 5-GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTG T-3°, que amplificam um fragmento de 460
nucleotideos do gene 16S rRNA de praticamente todas as espécies de carrapatos
(MANGOLD et al., 1998). O protocolo de PCR foi o mesmo descrito por Mangold et al.
(1998).

3.4 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

As preparagdes de DNA (DNA amplificado por PCR) foram acrescidas de tampdo de
amostra e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampdo TAE a 50 V/100
mA. Como marcadores de tamanhos moleculares foi utilizado Ladder 100 bp ou 1 Kb (MBI
Fermentas). Apés a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etideo (0,5 pg/ml) e

fotografados em transiluminador de luz U.V.
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3.5 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Todos os produtos de PCR obtidos, correspondendo ao tamanho esperado, foram
submetidos a reagdes de sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator (Perkin
Elmer), de acordo com especificagdes do fabricante, em seqiienciador automatico de DNA
presente em nosso departamento, sob a responsabilidade do Prof. Leonardo Richtzenhain.
Os fragmentos correspondentes ao gene 16S mitocondrial foram processados por
seqlienciamento direto, apés prévia purificagdo utilizando-se ExoSap (USB, EUA),

conforme instru¢des do fabricante.

3.6 ANALISES FILOGENETICAS DAS SEQUENCIAS OBTIDAS

As anélises filogenéticas das seqiiéncias obtidas foram trabalhadas das seguintes

maneiras:

3.6.1 Alinhamento de seqiiéncias de nucleotideos

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas entre si utilizando-se o programa Clustal X
(THOMPSON et al., 1997) alterando os parametros relativos a inser¢3o de “indels” (peso
de inser¢do=1, extensdo=1) e manualmente ajustados no programa GeneDoc v. 2.6.01
(NICHOLAS et al., 1997). Em adi¢do, a seqiiéncia correspondente de Rhipicephalus

appendiculatus (1.34301) foi incluida como grupo externo (outgroup).
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3.6.2 Analises filogenéticas

As arvores filogenéticas foram inferidas pelos métodos de maxima verosimilhanga
(MV), andlise bayeseana (B) e maxima parciménia (MP). As arvores de MP foram
construidas utilizando o programa PAUP* v. 4.0b10 (SWOFFORD, 1998) via busca
heuristica com 100 réplicas de adi¢do aleatoria dos terminais seguida de troca de ramos
(“RAS-TBR Branch-breaking”). As analises de suporte por “bootstrap” foram feitas em
100 replicatas com os mesmos pardmetros empregados na busca.

As andlises bayeseanas foram executadas no programa MrBayes v.3.1.2
(RONQUIST; HUELSENBECK 2003). Foram empregadas 500.000 gera¢des usando GTR
como modelo de substitui¢do e quatro categorias de gama mais propor¢do de sitios
invariantes. Para a constru¢do do dendrograma final foram utilizados apenas os diagramas
obtidos nas ultimas 75 réplicas. Para a verificagdo de suporte de ramos nas analises
bayeseanas foram utilizados os valores de probabilidade a posteriori obtidos com o
programa MrBayes.

As analises de MV foram realizadas no programa RaxML v. 7.0.4 (STAMATAKIS,
2006). Foram empregadas 500 replicatas usando GTR como modelo de substitui¢do e
quatro categorias de gama e diagramas obtidos por parcimdnia como arvores iniciais. Os
parametros do modelo de substituicdo empregado foram estimados durante a busca. O
suporte de ramos foi estimado com 500 replicatas de “bootstrap” no programa RaxML. As
matrizes de similaridade (baseadas em distdncia p ndo corrigida) foram construidas

utilizando o programa Point Replacer v. 2.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Seqiiéncias parciais de DNA do gene 16S rDNA foram obtidas para carrapatos das 29
localidades americanas descritas na tabela 1, além dos exemplares europeus e sul-africanos
processados. As seqiiéncias obtidas, apos serem editadas, apresentaram 357 a 359
nucleotideos. Todas as vezes que dois espécimes de carrapatos de uma mesma localidade
foram processados, as seqiiéncias obtidas foram idénticas para os dois espécimes.

Ao todo, foram obtidas cinco sequiéncias diferentes (haplotipos), que foram
representadas pelas letras A, B, C, D, E, F (Tabela 1). O haplétipo mais freqiiente foi o B,
presente em 14 localidades em um total de 5 paises. O menos freqiiente foi o F, representado
por uma unica localidade na Argentina. As seqiiéncias dos haplotipos A a F, assim como as
seqiiéncias de R. sanguineus e R. turanicus da Europa e Africa do Sul, foram depositadas no
GenBank sob os numeros de acesso GU553074-GU553085.

O quadro 1 apresenta as diferengas brutas entre as seqiiéncias de nucleotideos obtidas
no presente trabalho. As diferengas entre os haplétipos A a F variaram de 0,28 a 7,21%, sendo
as diferengas entre A, B, e C de 0,33 a 0,75%, e entre D, E e F de 0,28 a 0,67%; por outro
lado, as diferengas entre A-B-C e D-E foram de 5,90 a 7,28%. A sequéncia de R. sanguineus
da Africa do Sul foi apenas 0,0 a 0,42% diferente dos haplétipos A, B e C, e a0 mesmo
tempo, 6,13 a 6,80% diferente dos hapldtipos D, E e F. Semelhantemente, a seqiiéncia de R.
turanicus da Africa do Sul foi apenas 1,16 a 1,81% diferente dos haplotipos A, B e C, e ao
mesmo tempo, 5,01 a 6,13% diferente dos haplétipos D, E e F. Por outro lado, a seqiiéncia de
R. sanguineus da Espanha foi apenas 0,0 a 0,39% diferente dos haplétipos D, E e F, e ao
mesmo tempo, 6,18 a 6,82% diferente dos haplotipos A, B e C. J4 a seqiiéncia de R.
sanguineus da Italia foi 4,18 a 6,80% diferente dos haplétipos D, E e F, e a0 mesmo tempo,
5,34 a 5,99% diferente dos haplétipos A, B e C. A sequéncia de R. turanicus da Espanha foi
6,13 a 6,80% diferente dos hapldtipos D, E e F, e ao mesmo tempo, 5,62 a 6,27% diferente
dos haplétipos A, B e C. A diferenca entre R. turanicus sul-africano do R. sanguineus sul-
africano (5,57%) foi semelhante as diferengas do primeiro com R. turanicus espanhol (4,46%)

e do segundo com as amostras de R. sanguineus européias (5,77-6,41%).
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As analises filogenéticas baseadas no gene 16S rDNA mitocondrial realizadas por
parcimoOnia, maxima verossimilhanga e bayeseana geraram topologias congruentes e com
altos valores de suporte de ramos. Tais topologias segregam as seqiiéncias de carrapatos em
dois distintos clados (figura 1). Um clado estd composto por carrapatos sul-africanos (tanto
R. sanguineus como R. turanicus), por amostras de R. sanguineus do México, Costa Rica,
Panama, Colombia e Venezuela e por todas as amostras de R. sanguineus do Brasil (exceto
a do estado do Rio Grande do Sul). O segundo clado estd composto por carrapatos europeus
(tanto R. sanguineus como R. turanicus), por amostras de R. sanguineus do Chile,

Argentina, Uruguai e do estado do Rio Grande do Sul no Brasil (figura 2).
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Sequéncias A B C D E F R.s AF | RsIT R.s ES R.t AF R.t ES
A -

B 0.75 -

C 0.33 0.42 -

D 5.90 6.55 6.13 -

E 6.50 7.21 6.80 0.67 -

F 6.18 6.82 6.41 0.28 0.39 -

R.s AF 0.33 0.42 0.00 6.13 6.80 | 6.41 -

R.s IT 5.34 5.99 5.57 4.68 6.80 | 6.41 5.77 -

R.s ES 6.18 6.82 6.41 0.28 0.39 | 0.00 6.41 5.01 -

R.t AF 1.16 1.81 1.39 6.13 540 | 5.01 5.57 4.18 6.41 -

R.t ES 5.62 6.27 5.85 6.13 6.80 | 6.41 4.46 0.84 0.56 4.46 -
Quadro 1 - Matriz de divergéncia bruta (%) entre sequéncias de DNA de um fragmento do gene 16S rRNA de carrapatos

morfologicamente identificados como Rhipicephalus sanguineus da América Latina (sequéncias de A a F; vide Tabela
1), R. sanguineus da Africa do Sul (R.s AF), R. sanguineus da Itdlia (R.s IT), R. sanguineus da Espanha (R.s ES),

Rhipicephalus turanicus da Africa do Sul (R.t AF) e Rhipicephalus turanicus da Espanha (R.t ES)
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R. appendiculatus

— R. turanicus (Africa do Sul)

93/100/98

A

96/93/100

PP
W

R. sanguineus (Africa do Sul)

C

68/82/93

R. sanguineus (ltalia)

— R. turanicus (Espanha)

100/100/99

— D

83/88/99

63/84/95| R. sanguineus (Espanha)

. F

Figural —  Arvore filogenética construida por Méxima Verossimilhanga, baseada em
seqiiéncias de 16S rDNA mitocondrial (359 caracteres) de carrapatos de 29
localidades discriminados na Tabela 1 (vide ultima coluna da Tabela 1).
Seqiiéncia de R. appendiculatus obtida no GenBanK foi utilizada como grupo
externo. As letras de A a F representam os diferentes haplotipos. Os niimeros
correspondem aos valores de suporte de “bootstrap” em 100 replicatas,
suporte de 500 replicatas do programa RAXML e probabilidade a posteriori
obtida pelo MrBayes, respectivamente
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Figura2 -  Localidades onde amostras de carrapatos identificados morfologicamente

como Rhipicephalus sanguineus foram coletados no continente americano
para o presente estudo. Os niimeros correspondem as localidades descritas a
partir da primeira coluna na tabela 1. As letras coloridas (A — F) representam

as sequéncias de DNA na figura 1 (vide ultima coluna da tabela 1)
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As grandes diferencas genéticas (>5% diferenca bruta para o gene 16S rRNA)
encontradas no presente trabalho, assim como o padrio encontrado pelas analises
filogenéticas, indicam que pelo menos duas espécies de carrapatos estdo sendo representadas
pelo taxon R. sanguineus no continente americano.

Uma espécie de carrapato estd distribuida em regides mais quentes, englobando o
México, América central e grande parte da América do Sul, exceto as regides mais ao sul.
Para efeito de discussdo, designamos esta espécie como “espécie tropical”.

A segunda espécie de carrapato estd distribuida em regides mais temperadas,
englobando o Chile, Argentina, Uruguai ¢ o Estado do Rio Grande do Sul no Brasil. Para
efeito de discussdo, designamos esta espécie como “espécie temperada”.

As analises filogenéticas indicam que a “espécie tropical” pertence a mesma espécie
de R. sanguineus sul-africano e que a “espécie temperada” pertence a mesma espécie de R.
sanguineus espanhol.

Esses resultados sdo corroborados por estudos prévios com os genes mitocondriais
12S e 16S rDNA, que indicaram que os carrapatos R. sanguineus da Argentina foram
geneticamente mais proximos de R. sanguineus europeu, ao passo que os carrapatos R.
sanguineus de diferentes regides do Brasil (ndo analisou amostras do Rio Grande do Sul)
foram mais proximas de R. sanguineus e R. turanicus africanos (SZABO et al., 2005;
BURLINI et al., 2009).

Nossos resultados também levantam a possibilidade de que o carrapato R. turanicus
sul-africano seja da mesma espécie do carrapato R. sanguineus sul-africano, € que o R.
turanicus europeu seja da mesma espécie do R. sanguineus europeu, embora tal afirmacio
precise ser confirmada em futuros estudos morfologicos, moleculares e biologicos.

Os resultados indicam que o ambiente influenciou na adaptacdo dos carrapatos
chamados de R. sanguineus das Américas, ja que um clado de sequéncias foi composto por
amostras de paises considerados de temperaturas altas (espécie tropical), ao passo que um
outro clado foi composto por amostras de paises que apresentam temperaturas mais baixas

(espécie temperada).
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O género Rhipicephalus ¢ originario do Velho Mundo, sem nenhum representante
nativo das Américas (NAVA et al., 2009).

Desta forma, as espécies tropicais e temperadas foram introduzidas no Novo Mundo
pelo homem, possivelmente durante a colonizagdo européia.

Os resultados obtidos até o presente permitem inferir que a espécie tropical ¢é
proveniente da Africa sub-Saara, ao passo que a espécie temperada ¢ proveniente da Europa
ou regido mediterranea.

Por outro lado, ¢ bem provéavel que tenha havido vérias introdu¢des sem sucesso da
espécie tropical nas zonas mais frias da América do Sul (Chile, Argentina, Uruguai), assim
como introdugdes sem sucesso da espécie temperada nas zonas mais quentes da América
Latina.

Tal insucesso foi possivelmente resultante da incapacidade desses carrapatos de
colonizarem tais zonas com caracteristicas climaticas distintas, que vem ao longo das décadas,
limitando a espécie temperada para o sul da América do Sul e a espécie tropical para o resto
da América Latina.

De qualquer forma, novos estudos englobando amostras de uma maior variedade de
localidades latino-americanas, incluindo altitudes variadas, devem ser realizados para um
melhor entendimento da distribuigdo do taxon R. sanguineus no Novo Mundo.

Embora nossos resultados demonstrem a existéncia de duas espécies de carrapatos sob
o taxon R. sanguineus nas Américas, ndo é possivel neste momento definir a espécie que esses
taxa representam, uma vez que nem mesmo no Velho Mundo os status taxondémicos de R.
sanguineus € R. turanicus estdo definidos (NAVA et al., 2009).

Por exemplo, nossos resultados indicam que o que se chama de R. sanguineus e R.
turanicus na Africa do Sul é geneticamente distinto do que se chama de R. sanguineus e R.
turanicus, respectivamente, na Europa.

Assim, somente estudos futuros com espécies tipos e/ou com novas amostras coletadas
em localidades tipos poderdo definir o que realmente representa o tixon R. sanguineus e

espécies afins, dentro do complexo sanguineus.
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A partir dai, inferéncias podero ser feitas sobre a distribuicdo deste complexo no
resto do mundo, principalmente através de analises moleculares. Enquanto isso, tudo que pode
ser definido no Novo Mundo é que existem pelos menos duas espécies do complexo

saguineus, uma tropical e outra temperada.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que ha no minimo dois grupos distintos de
carrapatos sob o taxon R. sanguineus na América Latina, um se aproximando com carrapatos
de origem africana e com distribuicio na América tropical e subtropical, e outro se

aproximando com amostras européia com distribuigfio temperada ao sul da América do Sul.
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