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RESUMO

BARCELOS, Rafael Mazioli, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2013. Analise filogeografica e filogenética do carrapato
Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787). Orientador: Claudio Lisias
Mafra de Siqueira. Coorientadores: Jorge Abdala Dergam dos Santos e Luis
Claudio Vieira da Cunha.

A espécie de carrapato Amblyomma cajennense, regularmente conhecido
como carrapato-estrela, estd amplamente distribuido em todo o continente
americano. No Brasil possui ocorréncia em quase todos os estados.
Aspectos epidemiolégicos podem estar relacionados com a existéncia de um
complexo de espécies do taxon A. cajennense. No presente estudo foi
analisada uma porcdo de 340 pares de base do gene ribossomal
mitocondrial 12S de carrapatos da espécie A. cajennense, utilizando a
técnica de High Resolution Melt (HRM). .Foram processados 199 espécimes
oriundos dos biomas Mata Atlantica, Cerrado e Pantanal. Ap6s a
identificacdo dos haplétipos, estes foram sequenciados a fim de obter suas
sequéncias nucleotidicas, sendo a seguir submetidos a analises de filogenia
e filogeografia. As analises filogeogréaficas indicaram que as populacdes
localizadas nos biomas Mata Atlantica, Cerrado e Pantanal encontram-se em
simpatria. A filogenia demonstrou que espécimes pertencentes ao Yungas
argentino e da Mata Atlantica brasileira estdo filogeneticamente
relacionados, assim como os individuos do Chaco Serrano e Chaco
Ocidental; Florestas montanhosas reais da Cordilheira dos Andes, florestas
Umidas da Costa Rica, Guatemala, Equador, Guiana Francesa, México e
florestas temperadas dos Estados Unidos da América. A existéncia de
incompatibilidade reprodutiva e a forte estruturacdo genética nas Ameéricas
sugerem que o taxon A. cajennense € um de complexo de espécies. Este
achado é extremamente importante uma vez que a prevaléncia de doencas

estédo diretamente ligadas aos seus vetores.



ABSTRACT

BARCELOS, Rafael Mazioli, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2013. Phylogenetic and phylogeographic analysis of the
cayenne tick Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787). Adviser: Claudio
Lisias Mafra de Siqueira. Co-advisers: Jorge Abdala Dergam dos Santos and
Luis Claudio Vieira da Cunha.

The Cayenne tick Amblyomma cajennense is widely dispersed throughout
the Americas. In Brazil, this ectoparasite is distributed in almost all states.
Epidemiological aspects may be related to the existence of a species
complex of the taxon A. cajennense. The present study examined a portion
of 340 base pairs of the mitochondrial 12S ribosomal gene of ticks of the
specie A. cajennense using the technique of High Resolution Melt (HRM).
One hundred ninety nine specimens were analyzed from Atlantic Forest,
Cerrado and Pantanal biomes. After identification of the haplotypes, these
were sequenced in order to obtain their nucleotide sequences, and then
subjected to phylogenetic and philogeography analyses. The
phylogeographic analysis indicated that the populations located in the
Atlantic Forest, Cerrado and Pantanal biomes are sympatric. The phylogeny
showed that specimens belonging to the argentine Yungas and the Brazilian
Atlantic Forest are phylogenetically related, as well as individuals of Serrano
Chaco and West Chaco; actual mountain forests of the Andes, the rainforests
of Costa Rica, Guatemala, Ecuador, French Guiana, Mexico and temperate
forests of the United States of America. The existence of reproductive
incompatibility and strong genetic structure in the Americas suggest that the
taxon A. cajennense is a complex of species. This finding is extremely

important since the prevalence of diseases are directly linked to their vectors.



1. INTRODUCAO

A espécie de carrapato Amblyomma cajennense, regularmente conhecido
como carrapato-estrela, esta distribuida desde o sul dos Estados Unidos da
Ameérica até a Argentina ao longo da costa atlantica (ESTRADA-PENA et al.,
2004). E responsavel pela transmissdo de diversos microrganismos
patogénicos tais como Rickettsia rickettsii, agente causador da Febre
Maculosa Brasileira (FMB) (DIAS & MARTINS, 1939); Ehrlichia ruminantium
(BARRE et al., 1987); arbovirus (LINTHICUM et al., 1991) e; microsporidio
Encephalitozoon-like (RIBEIRO & GUIMARAES, 1998). No Brasil, este
ectoparasito esta distribuido em quase todos os estados brasileiros sendo o

carrapato mais comum parasitando humanos (GUGLIELMONE et al., 2006).

Atualmente, tem-se indicios evolutivos de que esta espécie de carrapato
seja composta por um complexo de espécies (ARAGAO & FONSECA,
1953), as quais encontram-se agrupadas desde a década de 1950 sob um
mesmo tdxon: Amblyomma cajennense. Neste estudo, Aragdo & Fonseca
descrevem o0s problemas persistentes quanto a identificacdo de varios
carrapatos do género Amblyomma. Varias sinonimias do A. cajennense
foram criadas, pois a identificacdo morfolégica deste carrapato era
problematica uma vez que diferentes hospedeiros geravam diferentes
tamanhos para os ectoparasitos. Como solucdo do problema todas essas
sinonimias foram agrupadas sob o mesmo taxon, o A. cajennense 0 que

aumenta os indicios de que este taxon é um complexo.

Dentre estudos evidenciando estes indicios, temos 0s cruzamentos entre
populac6es de A. cajennense provenientes de diferentes regides geogréficas
(Salta, Argentina; Villeta, Colédmbia e; Sdo Paulo e Rondbénia, Brasil),
verificou-se baixo sucesso do nascimento de larvas (MASTROPAOLO et al.,
2011; LABRUNA et al., 2011), sendo esta situacdo considerada como
bastante peculiar uma vez que a incompatibilidade reprodutiva em animais

de mesma espécie é incomum.

Avaliando-se por analise molecular, foi observado que algumas amostras de
A. cajennense de diferentes origens geograficas possuiram marcada

divergéncia genética quando comparadas a espécimes originados do



continente americano e mesmo entre espécimes brasileiros provenientes de
estados distintos da federacdo, fortalecendo a hipétese de complexo de
espécies (BURKMAN, 2009).

Apesar de existirem estudos sobre a dinamica sazonal de A. cajennense
(GUGLIELMONE et al., 1992a; OLIVEIRA et al., 2000) pouco se sabe sobre
a estrutura genética populacional deste carrapato. Desta forma, a
filogeografia, ciéncia que estuda a distribuicdo genealOgica entre e dentre
espécies relacionadas, apresenta-se como ferramenta para tracar o perfil

evolutivo e historico das populacdes de A. cajennense distribuidas no Brasil.

Dessa forma, visando-se a expansdo do conhecimento da biologia bem
como quanto a situacdo taxondmica deste carrapato, propde-se, por meio da
utilizacdo de filogeografia e filogenia, a verificacdo da existéncia de um
complexo de espécies do taxon A. cajennense em amostras provenientes de

diferentes populac¢des situadas em distintos biomas brasileiros.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos morfolégicos e taxonédmicos dos carrapatos

Carrapatos sao artrépodes hematéfagos obrigatérios pertencentes a classe
Arachnida, subclasse Acarina e ordem Ixodida (DANTAS-TORRES et al.,
2009). Segundo Guglielmone e cols. (2010), em todo o mundo, até o ano de
2010, foram descritas 896 espécies, distribuidas em 3 familias: Ixodidae,
com cerca de 702 espécies, compreendendo espécies popularmente
conhecidas como carrapatos duros; Argasidae, que abrange 193 espécies
conhecidas como carrapatos moles; e Nuttalliellidae, representada por
apenas 1 espécie, Nuttalliella namaqua, existente apenas no continente
africano, com caracteristicas intermediarias entre as familias Argasidae e

Ixodidae.

No territorio brasileiro foram descritas como endémicas ou estabelecidas 64
espécies de carrapatos, sendo 44 ixodideos e 20 argasideos (DANTAS-
TORRES et al., 2009, 2012; LABRUNA & VENZAL, 2009; NAVA et al.,
2010).



2.2. Ciclo de trés hospedeiros (carrapatos trioxenos)

Amblyomma cajennense é classificado como um carrapato trioxeno,
necessitando de trés hospedeiros para completar seu ciclo de vida. Tal
caracteristica, aliado a sua baixa especificidade parasitaria, contribui para
que este carrapato desempenhe papel central na transmissao de patégenos
de potenciais reservatérios silvestres ao homem, o que confere a esta
espécie grande importancia zoonGtica para a saude publica
(GUGLIELMONE et al., 2004). Do ponto de vista epidemioldgico, é a espécie
mais importante que apresenta este ciclo, o que explica, em parte, o seu
papel como principal transmissor da febre maculosa e de outras zoonoses
de importancia médico-veterindria. Dado a sua versatilidade parasitaria,
podendo alimentar-se em uma ampla gama de vertebrados silvestres,
domésticos e, inclusive, no homem, este carrapato desempenha papel
central na disseminacéo de zoonoses (BARROS-BATTESTTI et al., 2006).

Do ponto de vista da reproducdo desta espécie, uma Uunica fémea
ingurgitada pode ovipor entre 5.000 a 10.000 ovos, que apo6s 30 dias
eclodirdo, gerando entre 5.000 e 10.000 larvas (GUGLIELMONE et al.,
2004).

O A. cajennense, especialmente nos estagios imaturos, possui alta
predilecdo pelo parasitismo em humanos. Alguns dias apds a eclosao das
larvas no solo, tdo logo ocorra a maturacdo do seu exoesqueleto, estas
sobem nas folhas do capim, formando aglomerados numerosos de larvas, a
espera da passagem de um hospedeiro vertebrado. Devido a esta
caracteristica, o A. cajennense neste estadio é popularmente conhecido
como micuim. Uma vez no hospedeiro, as larvas alimentam-se em um
periodo de 3 a 7 dias. ApoOs este periodo, estas caem de volta no solo, onde
realizaram a muda ou ecdise para o estadio de ninfa. O periodo de pré-muda
pode levar de 4 a 8 semanas. Ap6s 15 dias da muda, estardo ativas na
vegetacdo em busca de um novo hospedeiro (GUGLIELMONE et al., 2004).

No momento em que infestam um novo hospedeiro, as ninfas alimentam-se

novamente por um periodo de 3 a 7 dias, caindo ao solo onde transformam-



se em adultos apds um periodo de 4 a 8 semanas. Assim que ocorre o
endurecimento do exoesqueleto (aproximadamente 2 semanas apos a
muda), os adultos estdo aptos a infestarem outro hospedeiro vertebrado,
geralmente de grande porte, mas também preparados para permanecerem
varios meses sem se alimentarem. Uma vez fecundada, a fémea inicia o
ingurgitamento, caindo logo apds ao solo para a realizagdo da oviposicao, a
qual, apés um periodo aproximado de 30 dias, verifica-se a eclosdo dos
oVvos e a geracao das larvas fechando o ciclo do A. cajennense. Os machos
continuam sobre o hospedeiro vertebrado por 3 a 4 semanas se alimentando
e fecundando outras fémeas (GUGLIELMONE et al., 2004).

2.3. Classificacao taxonémica do A. cajennense

Em 1953, em trabalho realizado por Aragéo & Fonseca, foram agrupadas na
espécie A. cajennense varios individuos morfologicamente similares como
sinonimias, sendo este desde entdo um consenso entre 0os acarologistas. No
entanto, diferencas ecoldgicas ndo foram avaliadas a época deste trabalho,
0 que pode indicar que esta espécie de carrapato inclua populacdes
(subespécies) geneticamente diversas (GUGLIELMONE et al., 1992b),
podendo significar diferentes sinonimias existentes dentro desta espécie,
caracterizando assim um complexo de espécies. Com isto, diferentes
espécies e, consequentemente diferencas genéticas abrangeriam este

complexo atualmente conhecido apenas como A. cajennense.

Mastropaolo e cols. (2011) realizaram na Argentina um ensaio reprodutivo, o
qual consistiu em cruzar duas populacdes geograficamente distintas (Parque
Nacional El Rey na Provincia de Salta e Parque Nacional Copo na Provincia
Santiago del Estero) para analisar a compatibilidade reprodutiva desta
espécie. Foi observado que o nascimento de larvas foi extremamente baixo
quando machos e fémeas das diferentes populacdes eram cruzados. Em
trabalho similar, Labruna e cols. (2011) realizaram testes com populacdes de
A. cajennense provenientes da Colémbia (Villeta, Cundinamarca), Argentina
(Parque Nacional El Rey, provincia de Salta) e do Brasil (estados de Séao

Paulo e Rondénia) alcancando resultados semelhantes com as populagbes



da Colombia e dos dois estados brasileiros apresentando baixa fertilidade

guando cruzados entre si.

Por analises moleculares em genes mitocondriais, Burkman (2009) e Beati e
cols. (2007), observaram uma estruturacdo genética do A. cajennense em
amostras, na maioria, dos paises América do Sul e alguns da América do
Norte e Central sob diferentes habitats e vegetacdo caracteristica do local.
Assim como nos ensaios de reproducédo, foi sugerido que o carrapato A.
cajennense seria um complexo possuindo mais de uma espécie, visto a
presenca de varios haplotipos distintos nas diferentes regides em que este
carrapato foi coletado. Apesar destes esfor¢cos, pouco se sabe da situagéo
genética e filogenética das populacdes de A. cajennense no Brasil.

2.4. A filogeografia no estudo genealdgico das espécies

A filogeografia tem como objetivo o estudo da histéria evolutiva dos
organismos assim como a dispersdo genealdgica. E uma das ferramentas
que auxiliam na predicdo e distincdo da relacdo entre espécies com
diferentes (sub)populacdes, sendo um campo de estudo que permite estudar
a distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas, especialmente dentro e
entre espécies relacionadas. Neste contexto, a interpretacdo da distribuicédo
de genes requer andlises interdisciplinares como genética molecular,
genética de populacbes, etologia, demografia, filogenia, paleontologia,
geologia e geografia histérica, o que viria a permitir a avaliacdo da
comunicacao entre micro e macro-evolucdo de uma espécie (AVISE et al.,
1987).

A infraestrutura inicial e ainda predominante para esta ponte tem sido a
analise do DNA mitocondrial (mtDNA), o que tem permitido rastrear tracos
genealdgicos atraves dos limites genéticos entre populacdes, espécies e
niveis taxondmicos mais elevados (BERMINGHAM & MORITZ, 1998). Esta
facilidade é devido a varias caracteristicas intrinsecas ao mtDNA tais como
nao sofrer recombinacdo (salvo excecdes), apresentar origem matrilineal,
podendo apresentar altas taxas de substituicAo nucleotidica devido a

ineficiente maquinaria de reparo do DNA, a exposi¢cdo a radicais livres



oxidativos provenientes do metabolismo mitocondrial ou pela rapida
replicagdo dentro das linhagens celulares (AVISE et al., 1987). Sendo o
MtDNA desprovido de histonas, as quais sdo evolutivamente preservadas
por proteger a evolucdo do DNA gendmico, esse ndo possui a capacidade
de codificar proteinas envolvidas diretamente em sua replicacdo ou
transcricdo, possuindo apenas 13 tipos de peptideos com baixa precisdo
para traducédo (WILSON et al., 1985; GILLESPIE, 1986; RICHTER, 1992; LI,
1981; NEDBAL & FLYNN, 1998). Atualmente poucos sdo os estudos
filogeogréficos envolvendo carrapatos o que torna mais dificil o
conhecimento da histéria evolutiva destes aracnideos. Dentre estes,
destacamos: estudos de filogeografia de Amblyomma variagatum (BEATI et
al., 2012), Ixodes persulcatus (KOVALEV & MUKHACHEVA, 2012), Ixodes
holocyclus e Ixodes cornuatus (SONG et al., 2011) e Ixodes scapularis
(TROUT et al.,, 2009). Avise (1998), documentou aumento explosivo dos
estudos em filogeografia, com este conceito, promovendo ligacdo empirica e

conceitual entre a sistemética e a genética de populacdes.

Estes estudos em filogeografia para analises comparativas tem permitido
aprimorar a compreensao quanto a distribuicdo geografica, as relacbes
filogenéticas e as distancias genéticas entre linhagens evolucionarias de
diversas espécies animais, levando a um melhor entendimento quanto suas
biogeografia e é&reas de endemismo. Por isso foi escolhido o gene
ribossomal mitocondrial 12S comprovado por resolver problemas
intraespecificos (NORRIS et al., 1999).

2.5. High-Resolution Melt (HRM)

A técnica de High-Resolution Melt (HRM) é baseada na gPCR, sendo
considerada como um método muito sensivel para genotipagem. Baseando-
se nas caracteristicas termais de desnaturagcdo dos amplicons analisando
suas varia¢des, a HRM tornou-se uma ferramenta de diagnéstico molecular
(WITTWER et al., 2003), permitindo uma performance ndo atingida pelas

classicas analises de curvas de melting (dissociacdo) de DNA.



Usando um corante fluorescente que intercala cada nucleotideo da fita dupla
de DNA (dsDNA), o HRM pode ser usado em condi¢cdes completamente
saturadas (CHATEIGNER-BOUTIN & SMALL, 2007; WITTWER et al., 2003).
O amplicon obtido é analisado por desnaturacdo gradual recorrente do
aumento da temperatura e o decréscimo da fluorescéncia causada pelo
corante intercalado no dsDNA, sendo a temperatura de melting (Tm) e a sua
peculiar curva reflexo da sequéncia do DNA, do conteido GC e do
comprimento do amplicon (WITTWER, 2009; VOSSEN et al., 2009),
comparando-se como uma 6tima ferramenta para obter gendétipos espécies-

especificos.

Devido ao aumento da demanda por analises rapidas, econdmicas e de facil
execucao, e do desenvolvimento das genotipagens tipo high-throughput, a
aplicacdo do HRM tem sido crescente, visto que esta técnica detecta
variantes de sequéncias sem a necessidade de reacdes de sequénciamento
ou procedimentos de hibridizacdo (REED & WITTWER, 2004; MACKAY et
al., 2008; WU et al., 2008; TINDALL et al., 2009), com uma acuracia da
dissociacdo versus temperatura da curva de dissociacdo de 0,01°C
(KRYPUY et al., 2006; PRICE et al., 2007).



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Analisar a relacdo filogenética de populacbes de carrapatos do taxon
Amblyomma cajennense de diferentes localidades e origens geograficas
quanto a ocorréncia de diferentes espécies sob um mesmo tdxon, bem como
realizar estudos de filogeografia buscando relacionar o historico da

distribuicdo desses carrapatos nos biomas brasileiros.

3.2. Objetivos Especificos

e Realizar analise filogenética de carrapatos da espécie A. cajennense
provenientes de diferentes localidades situadas nos biomas Mata
Atlantica, Cerrado e Pantanal, juntamente com as sequéncias disponiveis
no GenBank através do gene mitocondrial 12S;

e Avaliar a existéncia de um complexo de espécies através da filogeografia
do carrapato A. cajennense no Brasil buscando seu perfil histérico e
evolutivo bem como a dinamica populacional através do gene
mitocondrial 12S;

e Analisar novos haplétipos das diferentes populacées de A. cajennense
bem como a rede haplotipica de todas as populacoes;

e Aumentar guantitativamente as sequéncias de genes dos carrapatos A.

cajennense em bancos de dados bioldgicos de acesso publico.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencéo de carrapatos e identificagcdo taxonémica

Um total de 199 carrapatos de vida livre e de cavalos foram coletados de

diferentes origens geograficas abrangendo os biomas Mata Atlantica,

Cerrado e Pantanal (Figura 1 e Tabela 1).

Os carrapatos foram identificados por meio de andélise morfologica externa

com o auxilio de microscopio estereoscopico, segundo chave taxonémica

para adultos de Amblyomma (ONOFRIO et al., 2006). Apds a identificagdo

taxondmica, os carrapatos foram armazenados a -20°C para posterior

extracdo de DNA.

Tabela 1. Nimero de carrapatos coletados de acordo com bioma, cidade e estado de origem.

Bioma Cidade Estado Coordenadas Amclj\g’tras
Mata Atlantica Tedfilo Otoni MG 17°51'28" S 41° 30'18" O 5
S&o Pedro dos Ferros MG 20°10'12" S,42°31'26" O 3
Vigosa MG 20°45'14" S, 42° 52' 55" O 61
Uba MG 21°07'12" S 42° 56' 34" O 17
Oliveira MG 20°41'45" S 44° 49'37" O 8
Ouro Preto MG 20°23'08" S 43° 30'29" O 1
Londrina PR 23° 18' 36" S 51° 09'46" O 1
Cerrado Araguapaz GO 15° 05' 27" S 50° 37' 55" O 85
Tiradentes MG 21° 06' 36" S 44° 10'40" O 7
Pantanal Poconé MT 16° 15'25" S, 56° 37' 22" O 11
TOTAL 199
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Figura 1. Localizagdo dos pontos de coleta dos carrapatos Amblyomma cajennense. Cdadigos: Verde: Mata Atlantica; Amarelo: Cerrado; Azul claro: Pantanal. Ecorregifes

modificadas a partir de Olson et al., 2001.
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4.2. Extragdo de DNA e PCR em tempo real

Os carrapatos coletados foram processados individualmente no Laboratorio
de Parasitologia e Epidemiologia Molecular (LAPEM), na Universidade
Federal de Vigcosa — UFV. A maceracao dos ectoparasitos foi realizada com
ponteira estéril, seguido da purificacdo com fenol/cloroférmio, de acordo com
o protocolo descrito por Billings e cols. (1998) modificado conforme a seguir:

a) Lavagem dos carrapatos com solucdo de hipoclorito 1%. Vortex da

solucéo seguida de descarte do hipoclorito 1%;

b) Lavagen dos carrapatos com etanol 70%. Vortex da solucdo seguida de
descarte do etanol 70%;

c) Lavagem com agua ultra pura trés vezes. Vortex e descarte da agua apos

cada lavagem;

d) Foi adicionado 200uL de tampéo de lise (NaCl 0,1M; TRIS-HCI 0,21M pH
8,0; EDTA 0,05M e SDS 0,5%) seguida de incubagdo em banho-maria por
30 minutos a 37°C. ApOs este processo 0s carrapatos foram cortados ao

meio com auxilio de bisturi estéril e depois macerados com ponteira estéril;

e) Apés a incubacdo, foi adicionado 20uL de proteinase K (20mg/ml) seguida

de incubacgao “overnight” a 55°C;

f) Apds a incubacéo, foi adicionado 200 pL de fenol. Agitou-se por 5 minutos
0S microtubos por inversdo. ApOs agitacdo 0s microtubos foram

centrifugados a 14000rpm por 2 minutos;

g) Apos a centrifugacéo, foi retirado o sobrenadante e transferido para um
microtubo novo estéril. Neste novo microtubo foram adicionados 100uL de
fenol e 100 pL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Agitou-se por 5
minutos 0s microtubos por inversdo e depois foram centrifugados a
14000rpm por 2 minutos. Este passo foi repetido por 3 vezes para a maxima

desproteinizacdo da amostra,

h) Ap6s a transferéncia do sobrenadante da ultima etapa de fenol e
cloroférmio/alcool isoamilico, foi adicionado apenas cloroférmio/alcool

isoamilico (24:1) (200 pL) para a extragao do fenol residual. Centrifugou-se
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por 14.000rpm por 2 minutos e o0 sobrenadante resultante transferido para

um novo microtubo de 1,5mL;

i) Precipitou-se o DNA com meio volume de acetato de sodio 7,5M (com
relacdo ao volume adicionado de tampao de lise) e 2 volumes de etanol

100%. A precipitacdo ocorreu “overnight” a -20°C;

J) ApOs a precipitacdo do DNA, as amostras foram retiradas do freezer e

centrifugadas a 14.000rpm por 10 minutos;

[) Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado com 400uL de etanol
70%. Apos a lavagem e homogeneizacdo por inversdo as amostras foram
centrifugadas a 14.000rpm por 10 minutos;

m) O etanol 70% foi descartado e o pellet foi deixado para secar por 30

minutos. O DNA foi ressuspendido em 30uL de agua ultra pura.

Para andlise da qualidade do DNA extraido, foi realizada eletroforese com
5uL de DNA de cada amostra em gel de agarose (1,5%), para verificacdo da
presenca de bandas de alto peso molecular. Além da eletroforese, foi
realizada a quantificacdo no espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo Scientific,
EUA). Apés andlise da qualidade do DNA, as amostras foram estocadas -
20°C para analises posteriores de High Resolution Melting (HRM).

A PCR em tempo real que precede a analise das curvas de dissociacao
(melting) foi realizada utilizando o par de primers T2A (5-
AAAGAGTGACGGGCGATATGT-3) e T1B (5'-
AAACTAGGATTAGATACCCT-3') para o gene mitocondrial 12S (BEATI &
KEIRANS, 2001) onde o primer T2A foi modificado com relacdo ao artigo de
origem. O tamanho do produto esperado € de 340 pares de base (bp).
Fragmentos de PCR muito grandes ndo sdo recomendaveis para a andlise
de HRM, pois a fluorescéncia decai a medida que o fragmento aumenta o

que torna a captacédo da fluorescéncia pobre.

A PCR em tempo real foi realizada no termociclador StepOne™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, EUA) utilizando o kit MeltDoctor™ HRM
Master Mix (Applied Biosystems, EUA). O software utilizado para a andlise
dos resultados da PCR em tempo real foi o StepOne Software v2.2 (Applied
Biosystems, EUA). As amostras foram realizadas em duplicata.
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4.3. Andlise de High Resolution Melting (HRM)

As analises por PCR em tempo real totalizaram 199 amostras. A PCR em
tempo real assim como o HRM foram feitas no LAPEM — UFV. Apoés a
identificacdo das variantes, novas placas de PCR foram realizadas, uma vez
que as analises de HRM requerem controles. A identificacdo destes
controles se fez necesséria uma vez que os bancos de dados publicos
carecem de haplotipos controles aliada ao pioneirismo da técnica e a alta
biodiversidade no Brasil, o que dificulta obter controles padrdes para todas

as populacdes existentes de A. cajennense.

As curvas de dissociacfes geradas pelo software StepOne Software v2.2
foram analisadas no aplicativo High Resolution Melt Software v3.0.1 (Applied
Biosystems, EUA). As amostras contendo haplétipos diferentes, sinalizados
como variantes, foram purificadas utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (EUA) e encaminhadas para sequenciamento pelo
método de Sanger na Macrogen, Coréia do Sul. ApGs recebimento das
sequéncias de DNA, as mesmas foram encaminhadas para as analises

filogeogréficas e filogenéticas.

4.4. Andlise filogeogréfica

As sequéncias foram alinhadas com o auxilio do aplicativo MEGA 5
(TAMURA et al., 2011). Haplétipos diferentes foram considerados através de
diferentes variantes resultantes da analise de HRM, sendo as diferentes
variantes baseadas na diferenca de no minimo um par de base (indels estéo
incluidos). A rede haplotipica foi analisada através do aplicativo Network
4.6.1.1 (Fluxus Technology, Inglaterra) baseado no algoritmo median joining
network (BANDELT et al., 1999; FOULDS et al., 1979).

4.5. Andlise filogenética

As sequéncias de DNA foram analisadas por Maxima Verossimilhanca (MV)
pelo aplicativo MEGA 5, sendo a Inferéncia Bayesiana (IB) obtida pelo
aplicativo MrBayes 3.2 (RONQUIST et al., 2012). O suporte dos ramos das



14

arvores filogenéticas geradas foi avaliado pela analise de bootstrap (1.000
repeticdes) e pela probabilidade posterior no MrBayes. Valores de bootstrap
e de probabilidade posterior acima de 75% foram considerados
significativos. O modelo de substituicdo nucleotidica para MV foi
determinado pelo Modeltest incluso no aplicativo MEGA 5. Duas corridas,
com quatro cadeias cada para 5.000.000 geracbes foram processadas
simultaneamente para IB. As arvores foram amostradas a cada 100
iteracOes. Pela inferéncia bayesiana, a melhor arvore foi gerada apés o valor
do desvio padrdo médio convergir para um valor menor que 0,01. Vinte e
cinco por cento das arvores iniciais geradas foram descartadas. Os arquivos
gerados contendo as arvores consensos foram analisados pelo aplicativo
FigTree v1.3.1. As arvores foram construidas com as sequéncias obtidas
pelo sequenciamento assim como com as sequéncias do gene 12S rDNA
mitocondrial para A. cajennense depositadas no GenBank. Como grupo-
externo foi usada a sequéncia do gene rDNA 12S mitocondrial
correspondente ao carrapato da espécie Amblyomma dubitatum depositada
no GenBank sob 0 niumero AY342256.1. A escolha desta espécie foi devido
ao compartiihamento do mesmo hospedeiro que o A. cajennense, a
capivara, e, dentro do género Amblyomma, estdo filogeneticamente

proximos.

4.6. Andlises estatisticas dos haplétipos

As matrizes de dados foram importados para o aplicativo ARLEQUIN 3.1
(EXCOFFIER et al., 2005), o qual foi utilizado para calcular o nimero de
haplétipos observados/Unicos (K), o] namero de sitios
segregantes/polimérficos (S), a diversidade haplotipica (H) e a diversidade
nucleotidica por sitio (7). A neutralidade dos dados foi testada pelos testes D
de Tajima (TAJIMA, 1989) e a estatistica de Fu Fs (Fu, 1997). Estes testes
baseiam-se no principio de que uma expansdo populacional repentina
associada a um processo ndo neutro ird mostrar mudanga na frequéncia
alélica ou de haplotipos quando comparado a uma populagédo em expanséao
sob modelo de evolugdo neutra de Wright-Fisher. A estrutura populacional

das amostras foi testada pela andlise de variancia molecular (AMOVA). A
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diferenciacdo genética par a par da populacdo (Fst) foi calculada usando
1000 permutagbes. Padrdes historicos da dindmica populacional também
foram investigados utilizando a distribuicdo de mismatch, na qual compara-
se a distribuicdo observada com a esperada sob um modelo de expanséo
populacional (ROGERS, 1995). Essa distribuicdo utiliza o indice de

raggedness (r) como indicativo de quéo a curva € suave.

5. RESULTADOS
5.1. Anélise de High Resolution Melt (HRM)

Com o auxilio do aplicativo High Resolution Melt Software foram
identificadas cinco variantes (haplotipos) visualizadas pelos gréficos de

curvas de dissociacdes alinhadas (Figura 2A) e de diferenca (Figura 2B).
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Figura 2. Grafico de curvas de dissocia¢gbes alinhadas (A) e de diferenca (B) gerado pelo High
Resolution Melt Software demonstrando os cinco haplétipos reconhecidos nas populagdes de A.
cajennense estudadas.

Os cinco haplotipos foram identificados como I, I, 1ll, IV e V. Apés a
verificacdo das variantes, as amostras foram purificadas e enviadas para
sequenciamento a fim de obter as sequéncias nucleotidicas de
aproximadamente 340bp. Os sitios polimérficos bem como os indels obtidos

estdo demonstrados na Figura 3.
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4568911181111222222222222233
01206889333344556778800
3290245905348681734

H_ I TTTATAGATGATAAATTTGGGGTGTAGG

H_IT ..... G. CAGATGGAAAA . AAAGTAA
B EILL ... Retis & 5 s/hie 5 cills s sills 505 % % % 6 5
H_IV A AT, TGCAGATGGA AAAAA A TAA
H_V A TAT. O GO JA oo

Figura 3. Sitios polimérficos (nUmeros na parte superior) entre os cinco haplétipos (HI, HIl, HIl, HIV e
HV) encontrados no estudo. Os pontos indicam bases iguais a primeira sequéncia referente a HI.

5.2. Analise filogenética

A arvore filogenética resultante da IB (Figura 4) permitiu visualizar dois bem
suportados clados (100% de probabilidade posterior): o Clado 1 composto
por haplotipos de amostras provenientes do Cerrado (Araguapaz em Goias)
e da Mata Atlantica (Ub4, Vigcosa em Minas Gerais e Londrina no Parana) e
o Clado 2 composto de amostras situadas no Cerrado (Tiradentes em Minas
Gerais), Mata Atlantica (Vicosa, Teofilo Otoni, Sdo Pedro dos Ferros, Ouro
Preto, Oliveira em Minas Gerais) e Pantanal (Poconé no Mato Grosso). O
modelo de substituicdo nucleotidica escolhido pelo critério AIC (Akaike
Information Criterion) foi o0 GTR. A arvore originada pelo método ML resultou

topologia similar a IB e esta apresentada no Anexo I.



Clado 2

Clado 1

Figura 4. Arvore resultante da analise de Inferéncia Bayesiana pelo aplicativo MrBayes 3.2 e amostras coletadas em diferentes biomas ap6s 5.000.000 geracdes. Os ndmeros
nos ramos representam probabilidade posterior. Em vermelho esté indicado o Clado 1 e em azul o Clado 2. As cidades que compdem o Clado a e o Clado b assim como os
biomas estédo descritas no texto.
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E nitido a divisdo em dois subclados dentro do Clado 2: o Clado a e o Clado
b. O Clado a é composto por haplétipos provenientes do Cerrado (cidade de
Tiradentes, MG) e da Mata Atlantica (cidade de Oliveira, MG). No Clado b
além do Cerrado (Tiradentes, MG) e Mata Atlantica (Vicosa, Oliveira, Ouro
Preto e Sdo Pedro dos Ferros em Minas Gerais) observou-se a presenca da
cidade de Poconé (MT), situada no Pantanal. Dessa forma, duas grandes
populagdes de A. cajennense foram formadas sendo o Clado 2 subdividido

em duas subpopulacgdes.

A fim de comparar a distribuicdo de diferentes popula¢cdes de A. cajennense
nas Ameéricas, sequéncias depositadas no GenBank foram utilizadas para
comparacao filogenética no continente americano. A arvore filogenética
resultante pela IB de todas as sequéncias de A. cajennense depositadas no
GenBank estda demonstrada na Figura 5 incluindo as obtidas neste estudo
(nimeros do GenBank em processo de submissdo). As sequéncias
utilizadas encontram-se na Tabela 2. O modelo de substituicdo nucleotidica

foi o GTR+I+G escolhido pelo critério AlC.

Observa-se a formacédo de quatro clados: Clado 1 o mais basal formado
apenas por sequéncias da Argentina situadas nas regidoes do Chaco Serrano
e Chaco Ocidental com 100% de probabilidade posterior; Clado 2 com
probabilidade posterior de 100% formado por sequéncias da cidade de Jaen
no Peru; Clado 3 bem suportado (probabilidade posterior de 90%) contendo
a maioria das sequéncias do Brasil (com excecdo da sequéncia
Isolate_ BRRO proveniente do estado de Rondbnia) e duas sequéncias da
Argentina (Isolate_ AR8 e Isolate_ AR10) provenientes da regido de Yungas
argentino; Clado 4 formado por sequéncias provenientes da Costa Rica
(cidade de Guanacaste), Guatemala, paises pertencentes da América
Central, México (cidade de Veracruz) e Estados Unidos da Ameérica
(Oakland) na América do Norte, e Equador (Quito) e Brasil (estado de
Rondbénia) da América do Sul. Na Figura 6 mostra-se a regido onde os

clados se encontram no continente americano.
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Tabela 2. Paises e regides das sequéncias do gene 12S de A. cajennense depositadas no GenBank

utilizadas nas analises.

Nome Pais Regiéo ID
Amblyomma cajennense isolate Gull5 Guatemala nd JF523333.1
Amblyomma cajennense Guatemala Moyuta JF437644.1
Amblyomma cajennense isolate BR122965 Brasil Minas Gerais EU791612.1
Amblyomma cajennense isolate BRMG Brasil Minas Gerais EU791610.1
Amblyomma cajennense isolate BR122954 (I) Brasil Minas Gerais EU791611.1
Amblyomma cajennense isolate BR122954 (1) Brasil Minas Gerais EU791613.1
Amblyomma cajennense isolate BRSA Brasil Rio de Janeiro  EU791609.1
Amblyomma cajennense isolate BRRO Brasil Rondénia EU791605.1
Amblyomma cajennense Brasil nd AY342288.1
Amblyomma cajennense Brasil nd AY342291.1
Amblyomma cajennense isolate AR8 Argentina Yungas EU791608.1
Amblyomma cajennense isolate AR5 Argentina Chaco Ocidental EU791604.1
Amblyomma cajennense isolate AR1 Argentina Chaco Serrano EU791602.1
Amblyomma cajennense isolate AR10 Argentina Yungas EU791607.1
Amblyomma cajennense isolate AR2 Argentina Chaco Serrano  EU791603.1
Amblyomma cajennense isolate FG2005 Guiana Francesa nd EU791606.1
Amblyomma cajennense isolate PE72 Peru Jaen EU791600.1
Amblyomma cajennense isolate PE9O Peru Jaen EU791598.1
Amblyomma cajennense isolate PE14 Peru Jaen EU791596.1
Amblyomma cajennense isolate PE41 Peru Jaen EU791594.1
Amblyomma cajennense isolate PE68 Peru Jaen EU791601.1
Amblyomma cajennense isolate PE57 Peru Jaen EU791599.1
Amblyomma cajennense isolate PE26 Peru Jaen EU791597.1
Amblyomma cajennense isolate PE13 Peru Jaen EU791595.1
Amblyomma cajennense isolate CRXF Costa Rica Guanacaste EU791592.1
Amblyomma cajennense isolate CRXIIB Costa Rica Guanacaste EU791593.1
Amblyomma cajennense isolate CRXIBF Costa Rica Guanacaste EU791591.1
Amblyomma cajennense isolate EC41 Equador Quito EU791588.1
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Amblyomma cajennense isolate EC99809 Equador Quito EU791586.1
Amblyomma cajennense isolate EC44 Equador Quito EU791584.1
Amblyomma cajennense isolate EC43 Equador Quito EU791589.1
Amblyomma cajennense isolate EC18 Equador Quito EU791587.1
Amblyomma cajennense isolate MX10 México Veracruz EU791590.1
Amblyomma cajennense isolate MX12 México Veracruz EU791585.1
Amblyomma cajennense isolate MX9 México Veracruz EU791583.1
Amblyomma cajennesse EUA Oakland U95850.1
Amblyomma dubitatum Uruguai nd AY342256.1
Amblyomma cajennense haplétipo | Brasil Minas Gerais nd
Amblyomma cajennense haplétipo I Brasil Minas Gerais nd
Amblyomma cajennense haplotipo Il Brasil Minas Gerais nd
Amblyomma cajennense haplotipo IV Brasil Minas Gerais nd
Amblyomma cajennense haplotipo V Brasil Minas Gerais nd

Nota: nd — ndo disponivel

No Clado 3 observam-se trés subdivisdes: Clado | em que os haplétipos | e
V estdo agrupados com A. cajennense de Corumba, MS
(Isolate_BR122954 |, Isolate BR122954 1l e Isolate BR122965); Clado Il
que envolve os haplétipos I, IlI, IV com o isolado BRMG; e por ultimo o
Clado Ill contendo um isolado do Rio de Janeiro e dois haplétipos da regido
de Yungas na Argentina. A arvore gerada pela MV (Anexo |) demonstrou

topologia semelhante a IB.
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5.3. Analise de haplétipos

Foi alinhado um fragmento de 329bp, sendo obtidos 5 haplétipos com 287
sitios invariaveis e 28 sitios variaveis (polimérficos) das 199 sequéncias

analisadas.

Dos cinco haplotipos identificados neste estudo, trés foram encontrados em
mais de um bioma (haplétipos I, 1l e 1V) e dois (V e lll) localizaram-se apenas
na Mata Atlantica. A distribuicdo dos haplétipos nos locais de coleta

encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos hapl6tipos nos biomas e nas respectivas cidades de origem.

Haplétipos
Bioma Cidade Estado | ] 1] v \% TOTAL
Mata
Atlantica Tedfilo Otoni MG 5 .
Séo Pedro dos
Ferros 3 3
Vigosa MG 1 59 1 61
Uba MG 16 1 17
Oliveira MG 4 4 8
Ouro Preto MG 1 1
Londrina PR 1 1
Cerrado Araguapaz GO 85 85
Tiradentes MG 5 2 7
Pantanal Poconé MT 11 11
TOTAL 103 88 1 6 1 199

A Figura 7 mostra a distribuicdo dos cinco hapldétipos de acordo com a regiao

e bioma de origem.
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Figura 7. Distribuicdo dos cinco haplétipos encontrados no presente estudo de acordo com o bioma e
cidade de origem. Os nameros no interior dos gréaficos indicam a frequéncia dos haplétipos. Cddigos:
Azul: haplétipo Il; Vermelho: haplétipo I; Amarelo: haplétipo Ill; Preto: haplétipo V; Laranja: haplotipo
IV. Biomas: Mata Atlantica em verde claro; Cerrado em amarelo; Pantanal em azul claro.

Pela analise de AMOVA (Tabela 4) observou-se que as populacdes de A.
cajennense estao estruturadas em duas grandes popula¢des corroborando a
estrutura indicada na Figura 5. O maior valor de variacdo foi entre as
populacdes (Clado 1 e Clado 2) com 97,33% de variancia e uma pequena
porcentagem, 2,67%, de variancia dentro das populagdes. O alto valor de
Fst também sugere a estruturacdo genética observada pela analise de
AMOVA.
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Tabela 4. Andlise de variancia molecular (AMOVA) para os grupos e populagdes de haplétipos de A.
cajennense nos biomas de Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal no Brasil. AMOVA realizada com 1.000
permutacoes.

Porcentagem de

Origem de variagao Valor de p + SD Valor de FST .
variancia
Entre populacdes 0,00000 £ 0.00000 0,97332 97,33
Dentro das popula¢des nd nd 2,67

Duas populacdes: Clado 1 formado pelas amostras de Araguapaz, Vicosa, Uba e Londrina e; Clado 2
composto por amostras de Vigosa, Tedfilo Otoni, Ouro Preto, S&o Pedro dos Ferros, Tiradentes e
Poconé. nd — Ndo determinado.

A AMOVA resultante da estruturacdo populacional de A. cajennense nas
Américas (Tabela 5) também se mostrou significativa para formacdo de
diferentes populagbes de A. cajennense observados na Figura 6 onde a
maior variagao foi entre os grupos (47,95%), seguido de 46,04% de variacéo
das populagdes dentro dos grupos. A menor porcentagem (6%) foi dentro
das populacdes. Os grupos foram organizados da seguinte forma: Grupo 1
contendo populacées (haplotipos) referentes ao Clado a, Clado b, Clado c e
haplétipos da regido de Yungas na Argentina (Isolate AR8 e Isolate AR10);
Grupo 2 contendo populacdes do Clado 2 e Clado 3 e; Grupo 3 contendo
populacdes do Clado 4 e haplétipos da regido amazoénica (Isolate BRRO e
Isolate FG2005).

Tabela 5. Analise de variancia molecular (AMOVA) para os grupos e populacdes de haplotipos de A.
cajennense das Américas realizado com 1.000 permutacoes.

Origem de variacao Valordep +SD  Valor de FST Porcentagem de variancia
Entre grupos 0x0 0,48 47,95%
Entre populagfes dentro dos grupos 0+0 0,88 46,04%
Dentro das populagdes 0,006 + 0,002 0,94 6%

Grupos definidos como: Grupo 1 (4 populagdes: Clado I, Clado I, Clado Ill e Yungas na Argentina;
Grupo 2 (2 populagdes: Clado 2 e Clado 3 e; Grupo 3 (2 populag6es: Clado 4 e regiao Amazonica.

A diversidade genética (diversidade haplotipica + diversidade nucleotidica)
foi baixa para os dois clados. O teste D de Tajima para ambos os clados foi
negativo o que indica populacdo em expansdao e, ou, excesso de

polimorfismos de baixa frequéncia (raros). A significancia do teste D no
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Clado 1 pode sugerir a presenca de selecdo natural ao contrario do que
indicou para o Clado 2 que apresenta neutralidade. Como o teste de Fu
possui um poder maior que o teste D de Tajima (FU, 1997), a sua nao
significancia demonstra presenca de evolucédo neutra em ambos os clados
(Tabela 6). A distribuicdo de mismatch também indicou que ambos os clados
estdo em expansdo o que é caracterizado por um unico pico (Figura 9). Os
altos valores do indice de raggedness apontam a presenca dos picos
acentuados nos graficos de distribuicdo de mismatch.

Tabela 6. Estatisticas descritivas dos haplotipos de A. cajennense estudadas.

Teste D Tajima  Teste Fu's

Grupo Ns S k H+SD n+ SD D(p) Fs (p) r
0,0204 +
98 13 2 0,0008 + 0,0011 -2,4199 (0,00) 1,136 (0,55) 0,96
Clado 1 0,0199
0,1393 +
9%5 6 3 0,0030 = 0,0023 -0,9938 (0,18) 2,531 (0,89) 0,76
Clado 2 0,0467

Ns, n° de sequéncias; S, sitios segregantes; k, n° de haplétipos; H, diversidade haplotipica + SD; T,
diversidade nucleotidica/sitio + SD; Rg, indica de raggedness obtido pela andlise de distribuicdo de

mismatch. Os valores de p estéo entre parénteses.
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Figura 8. Andlise de distribuicdo de mismatch das variagGes haplotipicas das diferentes populagfes
de A. cajennense demonstrando a presenca de um Unico pico nos 2 clados.

5.4. Analise filogeogréfica

A rede indica o fluxo génico por apresentar os haplétipos | e IV tanto no

Cerrado quanto na Mata Atlantica e o haplétipo Il no Cerrado, Mata Atlantica

e Pantanal. O haplétipo Il parece ser um intermediario entre os haplotipos |,

I, 1IVeV.



ARA (85)
UBA (16)

29

VIC (59)
POC (11)
TIR (5)

VvIC (1)
LON (1)

|

TO (5)
SPF (3)
OP (1)

Figura 9. Rede de haplétipos gerada pelo aplicativo Network por meio do algoritmo Median Joining.
Os pontos pretos significam informagdes faltantes ou amostragem ndo realizada. Codigos: ARA:
Araguapaz; UBA: Uba; VIC: Vigosa; LON: Londrina; OLI: Oliveira; TIR: Tiradentes; POC: Poconé: TO:
Tedfilo Otoni; SPF: S&o Pedro dos Ferros; OP: Ouro Preto.
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6. DISCUSSAO

Apesar da grande importancia médica-veterinaria da espécie A. cajennense,
ainda ndo se encontra na literatura estudos sobre evolucdo e estruturacéo
genética desta espécie. Este conhecimento € valioso uma vez que este
carrapato é vetor de varios micro-organismos patogénicos. Neste contexto a
presenca de diferentes hapl6étipos num Unico taxon pode sugerir a presenca
de diferentes espécies ou o surgimento de novas mutacbes devido a

diversos fatores, como por exemplo, o isolamento geografico.

A filogeografia € mais bem entendida sob a perspectiva de muta¢gdes neutras
de acordo com o modelo de Wright-Fisher. Essa viséo facilita a interpretacéo
da evolucédo das sequéncias de DNA bem como a dos organismos. O teste
de Fu mostrou que os dois clados formados estdo de acordo com a teoria

neutra.

Esperava-se que as populacdes de diferentes biomas fossem diferentes
genética e geograficamente ao apresentar diferentes haplétipos e isolados
entre eles. Contudo, constatou-se que as populacfes estdo em simpatria e
expansdo demografica. A diversidade genética corrobora estes fatos ao
apresentar baixos valores de diversidade haplotipica (0,0204 e 0,1393 para
o Clado 1 e Clado 2, respectivamente) e diversidade nucleotidica (0,0008 e
0,0030 para o Clado 1 e Clado 2, respectivamente). Embora estudos com
outros carrapatos demonstrem maiores valores de diversidade de haplétipos
para o gene 16S (MIXSON et al., 2006; TROUT et al., 2010) a baixa
diversidade genética pode ser explicada também pela amostragem
tendenciosa de A. cajennense no presente estudo jA que a maioria dos
carrapatos foram coletados de cavalos (MCCOY et al., 2005; de MEEUS et
al., 2010).

Apesar da amostragem tendenciosa, a baixa diversidade genética € tambéem
embasada pela rede de haplétipos onde se percebe a prevaléncia dos
haplotipos 1, 1l e IV em mais de um bioma. Entretanto, a presenca de
singletons (haplétipos Unicos) pode indicar o surgimento de novas
populacdes. A rede sugere que as populacdes estdo em simpatria, embora a

alopatria possa estar se iniciando ja que singletons sé&o observados. A
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possibilidade de expansdo de novos haplétipos demonstra que o aumento
da amostragem podera identificar novas populacbes ou aumentar a
diversidade genética. Por outro lado, a ocorréncia desses novos haplétipos
entre os diferentes biomas pode ser reflexo da migracdo de hospedeiros
acarretado pelo homem. Vigosa, um dos locais de coleta de carrapatos, foi
alvo de importacéo de cavalos provenientes de S&o Paulo e das regides Sul
do estado e Leste de Minas Gerais na década de 80. Coincidentemente,
este foi o local que apresentou maior niumero de haplotipos. Como 0s
carrapatos dependem dos hospedeiros para completarem seus ciclos, a
migracao de animais também refletira na migracao de ectoparasitos.

A hipbtese de que o tdxon A. cajennense seja um complexo de espécies
ainda é persistente uma vez que existem diferentes hapl6tipos em
populacdes geograficamente distintas. Outros trabalhos fortalecem esta
hipotese. Estudos reprodutivos tem demonstrado que populagfes diferentes
de A. cajennense apresentam graus variaveis de isolamento reprodutivo.
Labruna e cols. (2011) e Mastropaolo e cols. (2011) mostraram que a taxa
de fertilidade é proxima de zero quando cruzamentos entre A. cajennense
situados no Brasil, Argentina, Coldmbia e entre populacdes de diferentes
regides na Argentina, respectivamente. Este fato € caracteristico de
isolamentos poés zigoticos (barreira de isolamento reprodutivo onde os
zigotos hibridos tem sua viabilidade reduzida ou nula) e a ocorréncia de
espécies cripticas (espécies morfologicamente iguais ou semelhantes,

porém sem inter-reproducdo) podem estar ocorrendo dentro deste taxon.

A nivel continental observou-se nitidamente a segregacdo de diferentes
populacdes de A. cajennense de acordo com distintas vegetacdes presentes
nas Américas. O resultado da AMOVA na Tabela 4 e a Figura 7 demonstram
como as populacdes estdo altamente estruturadas. A suspeita da ocorréncia
de um complexo aumenta quando estudos filogenéticos usando marcadores
distintos, tais como o ITS2 do rDNA (MARRELI et al.,, 2007) e genomas
mitocondriais completos (BURGER et al., 2012) indicam que o género
Amblyomma ainda ndo esta bem definido filogeneticamente. O uso de mais

marcadores moleculares, tais como regido controle, citocromo c oxidase e
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18S deverao auxiliar no melhor entendimento da histéria evolutiva bem como

a estruturacdo genética desta espécie.

O melhor conhecimento da situacao taxondmica do A. cajennense refletir-se-
a também em um melhor entendimento da prevaléncia de patdgenos
transmitidos por este carrapato. Se um complexo existe, este provavelmente
podera explicar o comportamento de certas bactérias que até hoje ndo séo
bem entendidos como, por exemplo, a R. rickettsii agente etiolégico da
Febre Maculosa Brasileira. Alguns haplotipos podem ser mais suscetiveis a
infeccdo por R. rickettsii do que outros. Por exemplo, nos EUA, existem duas
grandes linhagens de Ixodes scapularis, o principal vetor da bactéria Borrelia
burgdorferi. Qiu & cols., (2002) observaram que as linhagens situadas no
norte sdo mais suscetiveis em transmitir a borreliose do que as linhagens do

sul.

Por fim, apesar da baixa diversidade genética. o presente estudo sugere que
0 taxon A. cajennense seja um complexo, visto os problemas filogenéticos
ainda persistentes, bem como possiveis isolamentos reprodutivos e a
presenca de haplogrupos bem definidos. Uma amostragem mais vasta
dentre os biomas do Brasil devera ser realizada para corroborar esta
hipétese, juntamente com estudos reprodutivos de carrapatos de outras

regides e ensaios citogenéticos (estudo do cari6tipo) deste carrapato.
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7. CONCLUSOES

Considerando os espécimes de carrapatos A. cajennense utilizados, bem

como os marcadores genéticos avaliados, pode-se concluir que:

- O presente estudo demonstrou que os biomas Cerrado, Mata Atlantica e

Pantanal apresentam populacfes de A. cajennense em simpatria;

- Observaram-se populacdes filogeneticamente préximas associadas a
diferentes perfis vegetativos: Yungas argentino e a Mata Atlantica brasileira;
Chaco Serrano e Chaco Ocidental; Florestas montanhosas reais da
Cordilheira dos Andes, florestas Umidas da Costa Rica, Guatemala,
Equador, Guiana Francesa, México e florestas temperadas dos Estados

Unidos da América;

- Apesar da baixa diversidade genética, o presente estudo sugere que o
taxon Amblyomma cajennense é um complexo, uma vez que existem
populacdes geneticamente diferentes e bem estruturadas relacionadas com
tipos vegetativos ao longo do continente americano. O uso de mais
marcadores moleculares, a citogenética e a reproducdo entre diferentes
populacdes de A. cajennense deverdo aumentar a compreensao da historia

evolutiva do A. cajennense;

- A prevaléncia de algumas doencas, como por exemplo a FMB, pode estar
associada com haplotipos especificos, o que poderia explicar as diferentes

taxas de infectividade ao longo do Brasil,

- Mais coletas devem ser realizadas especialmente nos biomas ausentes no
trabalho (Floresta Amazbnica, Caatinga e Pampas Galchos) para um

melhor entendimento do perfil filogeografico deste carrapato;
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Anexo 1. Arvore resultante da analise de Maxima Verossimilhanca pelo aplicativo MEGA 5 e de sequéncias de A. cajennense depositadas no GenBank bem como as
amostras coletadas no presente estudo (ramos em vermelho). Os nimeros nos ramos representam os valores de bootstrap.
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Anexo 2. Arvore resultante da analise de Maxima Verossimilhanca pelo aplicativo MEGA 5 das amostras coletadas no presente estudo. Os nimeros nos ramos representam

os valores de bootstrap. Em vermelho esta indicado o Clado 1 e em azul o Clado 2.
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