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ANJOS, K. Caracterizacdo morfologica e molecular de acaros da familia Macrochelidae
(Acari: Mesostigmata) encontrados em estercos de ruminantes e avaliagdo de potencial
predatério sobre nematodeos de interesse veterinario. 2019. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

Diversas espécies de &acaros sdo associadas a excrementos de animais, incluindo os
Macrochelidae, uma familia com grande diversidade de predadores encontrados em diferentes
nichos ecoldgicos, tais como matéria organica vegetal e carcacas de animais em
decomposicdo. Esta familia abrange cerca de 470 espécies de 24 géneros identificados
morfologicamente, e pouco mais de 10 tiveram seu DNA sequenciado. Algumas espécies
apresentam comportamento forético em besouros e moscas. Seu papel como predadores vem
sendo explorado desde a década de 1940, visando o controle de larvas de primeiro instar de
moscas sinantrdpicas e dos animais de producdo. Entretanto, seu papel na predacdo de larvas
infectantes de nematddeos gastrintestinais ndo tem sido explorado. O presente estudo teve
como objetivos identificar as espécies de macroquelideos presentes na regido de
Guaratingueta — SP, usando caracteres morfologicos e técnicas moleculares; verificar a
sazonalidade das espécies nesta regido e sua distribuicdo na placa de esterco bovino; avaliar a
pressdo exercida das espécies de macroquelideos sobre populagdes de nematddeos
gastrintestinais de bovinos, ovinos e equinos. Foram encontradas quatorze espécies de
macroquelideos, sendo duas consideradas como novos registros para o territorio e uma
espécie nova que sera futuramente descrita. As analises moleculares confirmaram a
identificacdo morfoldgica das espécies. O alinhamento dos trechos de DNA sequenciados
correspondentes a regido do espacador interno transcrito (ITS I) do rRNA nuclear agrupou
monofileticamente a espécie Holostaspella bifoliata com as espécies do género Macrocheles,
e o alinhamento dos trechos de DNA sequenciados correspondentes a regido da citocromo
oxidase | mitocondrial (mtCOIl) agrupou a espécie Glyptholapis americana parafileticamente
a espécie Macrocheles mammifer. A maioria das espécies ndo apresentou um comportamento
sazonal. As espécies Macrocheles merdarius e Macrocheles robustulus foram as mais
frequentes. Com relagdo as partes do esterco, a distribuicdo das espécies foi mais evidenciada
nas bordas das placas. A espécie H. bifoliata foi avaliada quanto ao seu potencial como

predadora de larvas de nematddeos gastrintestinais em um modelo de coprocultura. O



percentual de recuperacdo de larvas infectantes foi significativamente menor nas culturas
fecais de bovinos (p = 0,048) e de equinos (p = 0,037) quando comparadas as respectivas
culturas controle. Este achado sugere fortemente que H. bifoliata € um predador eficaz de
larvas de nematddeos parasitarios e pode ser desenvolvido como agente de controle biologico

para uso no futuro como parte de um programa de controle integrado.

Palavras-chave: Macrochelidae; Nematodeos gastrintestinais; Acaros predadores; Espacador

interno transcrito; Citocromo oxidase



ANJOS, K. Morphological and molecular characterization of mites of the Macrochelidae
family (Acari: Mesostigmata) found in ruminant dung and evaluation of their predatory
potential upon nematodes of veterinary concern. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio) — Instituto Bioldgico.

ABSTRACT

Several mite species are associated to animal dung, including the Macrochelidae, a family
with great diversity of predators found in different ecological niches, such as decomposing
vegetal organic matter and animal carcasses. This family comprises about 470 species of 24
genera identified morphologically and fewer than 10 had their DNA sequenced. Some species
present foretic behavior on beetles and flies. Their role as predators has been explored since
the decade of 1940, aiming to control proliferation of the first instar larvae of sinanthropic and
production animals flies. However, their role in the predation of gastrointestinal nematodes
infective larvae has not been explored. The current study had the objectives of identifying
Macrochelidae species present in the region of Guaratinguetd — SP, using morphological
characteristics and molecular techniques; verify the seasonality of species in this region and
their distribution in the bovine dung pat; evaluate the pressure exerted by Macrochelidae
species on populations of gastrointestinal nematodes from bovines, ovines and equines.
Fourteen Macrochelidae species were found, including two which were never reported in
Brazil, and a new species which will be described in the future. Molecular analysis confirmed
the morphological identification of the species. The multiple alignment of the Internal
transcribed spacer (ITS I) region of the nuclear rRNA policistron sequenced monophyletically
grouped the species Holostaspella bifoliata with the species of the genus Macrocheles, and
the multiple alignment of the michondrial Cytochrome Oxidase 1 (COI) region sequenced
grouped the species Glyptholapis americana paraphyletically to Macrocheles mammifer.
Most species did not show a seasonal behavior. The species Macrocheles merdarius and
Macrocheles robustulus were the most frequent. Concerning the portions of the dung pat,
distribution of species was more evident on the border of the pats. The species H. bifoliata
was evaluated for its potential as a predator of gastrointestinal nematodes larvae in a
coproculture model. The percentile recovery of infective larvae was significantly lower in
fecal cultures of cattle (p = 0,048) and horses (p = 0,037) when compared to the respective

control cultures. This finding strongly suggests that H. bifoliata is an effective predator of



parasitic nematode larvae and could be developed as a biological control agent to be used in

the future as part of an integrated control program.

Keywords: Macrochelidae; Gastrointestinal Nematodes; Predatory mites; Internal transcribed

spacer; Cytochrome oxidase
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

O Vale do Paraiba é considerado o maior produtor de leite do estado de S&o Paulo,
representando 14% do volume leiteiro de todo estado e a regido de Guaratinguetd, que
envolve 18 municipios, possui maior representatividade (IEA, 2017).

Um dos entraves na producdo leiteira sdo 0s parasitas internos e externos que
acometem 0s bovinos e causam grandes perdas econémicas estimadas em torno de 13,96
bilhGes de dolares anuais (GRISI et al., 2014).

No contexto atual o controle dos parasitas, tem se caracterizado por uma mentalidade
pluralista em consequéncia da exigéncia dos consumidores quanto a seguranca dos produtos
de origem animal e no crescimento de pesquisa nos seguimentos de fitoterapicos,
homeopaticos e controle bioldgico. Entretanto, os produtos quimicos convencionais
continuam sendo a principal ferramenta usada pelo produtor para o controle parasitario.

O uso do controle biolégico na area agronémica cresce ao redor de 17% ao ano e ja
representa 5% do mercado global dos defensivos agricolas (SAVAGE, 2018). Na area
veterinaria esse crescimento ainda € incipiente e esbarra em questbes regulatorias,
principalmente no Brasil.

O emprego do controle bioldgico na area veterinaria se desenvolve de maneira esparsa
ao longo do tempo desde os estudos pioneiros de Pereira e Castro nos ano quarenta, através de
seus estudos verificaram o desenvolvimento de acaros com uma alimentagdo a base de ovos e
larvas de moscas domesticas, e na década de noventa, com a entrada da mosca-dos-chifres,
que foi controlada com o uso de besouros coprdéfagos e acaros de esterco bovino no controle
da Haematobia irritans (L.) (Diptera: muscidae).

Excrementos em pastagens se constituem em um microecossistema complexo, que
apresenta microclima especifico e diversidade biotica (CICOLANI, 1992). A colonizagéo
dessas placas de esterco ocorre através de pequenos invertebrados que auxiliam na
decomposicéo e ciclagem de nutrientes (LAVELLE et. al., 1996). Esse ambiente é constituido
por grande diversidade de espécies de invertebrados dentre eles os acaros da familia

Macrochelidae Vitzthum que possui uma grande diversidade de espécies encontradas nos



mais diversos ambientes como excrementos, serrapilheira e animais em decomposicao
(HALLIDAY, 2000).

Acaros dessa familia sdo predadores de pequenos invertebrados, que coabitam no solo,
matéria organica em decomposicdo e fezes de animais. Algumas espécies de macroquelideos
possuem comportamento forético em coledpteros e moscas sinantropicas (AXTELL, 1961;
JALIL; RODRIGUEZ, 1970; KRANTZ, 1983; HALLIDAY, 1986). Pesquisas Vvém
evidenciando seu potencial na predacdo dos primeiros instares larvais de moscas
sinantrdpicas.

Pereira e Castro (1945) foram os primeiros a relatar a predacdo de ovos e larvas de
moscas sinantropicas. Mais tarde, Axtell (1969) e Krantz (1983) avaliaram o potencial
predatério de algumas espécies deste grupo, relacionando-os a um possivel uso no controle
bioldgico dentro de um manejo integrado. O conhecimento da sazonalidade dos &caros
predadores pode auxiliar na melhor escolha da espécie no controle dos organismos pragas,
levando em consideracdo sua frequéncia ao longo do ano e a maior densidade. Atualmente
Azevedo et al. (2018) averiguaram o potencial de Macrocheles embersoni Azevedo, Berto e
Castilho em populacGes de moscas dos estabulos.

Estudos relacionados com acaros da familia Macrochelidae sdo encontrados desde o
final do século XVIII. As publicacdes relacionadas as estruturas morfoldgicas, relevantes para
identificacdo dos &caros aumentou muito com pesquisas recentes que acrescentou novos
dados ao conhecimento sobre morfologia e taxonomia dos macroquelideos (AZEVEDO et al.,
2015). Como consequéncia da descricdo de novas espécies no mundo, surgiram muitos
sinbnimos e homénimos de &caros ja descritos. Diante disso, Azevedo et al. (2015) sugerem a
revisdo completa desta familia.

Os estudos taxondmicos classicos eram baseados em observacGes das diferencas
fenotipicas entre os organismos (NAVAJAS; FENTON, 2000). O crescimento exponencial
dos estudos moleculares adiciona vastas informacdes genética a serem consideradas pela
taxonomia, em uma abordagem integrativa que incorpora dados, moleculares, ecologicos,
geograficos, comportamentais e fisiologicos de individuos de diferentes espécies (LOPES,
2009).

Segundo Navajas e Fenton (2000) o mtDNA e o rDNA sdo utilizados principalmente
para determinacdo de relacOes filogenéticas, identificacdo de espécies e analise de estruturas
populacionais e genéticas. No mtDNA ha regides que divergem rapidamente, enquanto outras

regides sdo altamente conservadas, podendo ser utilizadas em diferentes niveis taxondmicos.



A regido do DNA mitocondrial COIl (citocromo oxidase 1) é muito variavel,
representando uma 6tima ferramenta para os estudos evolutivos, portanto tem sido utilizada
no entendimento da estrutura de populagdes, fluxo génico, hibridizacdo, biogeografia e
relacGes filogenéticas para os niveis taxonémicos de género e espécie (HEBERT et al. 2003;
AVISE et al. 1987).

Estudos filogenéticos baseados na regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do rDNA
sdo indicados para distincao interespecifica, construcao de filogenias e diagnostico molecular
(NAVAJAS et al. 1994, 1996, 2000, 2002; NIOGRET et al. 2007; HURTADO et al. 2008;
MENDONCA et al. 2011; SKORACKA et al. 2012).

Tendo em conta o potencial predatério dos macroquelideos no caso das moscas, torna-
se igualmente importante avaliar seu potencial papel na predacdo de larvas de primeiro,
segundo e terceiro estagios dos nematddeos de interesse veterinario, que também se
desenvolvem no bolo fecal. O estudo dos macroquelideos como predadores de larvas de
parasitos nematddeos do gado se alinha com os esforcos para o desenvolvimento de

alternativas ndo quimicas no controle das verminoses.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Levantamento da fauna de &caros da familia Macrochelidae em esterco de bovinos no
municipio de Guaratingueta — Sdo Paulo.

Averiguar sua sazonalidade nesse ambiente, assim como a distribui¢éo das espécies nas placas
de esterco.

Avaliar o efeito predatério dos macroquelideos em instares de larvas de nematddeos de

interesse veterinario.

1.2.2 Objetivo especifico



Estabelecer a posicdo taxonémica das espécies encontradas, ja descritas ou novas,
combinando os caracteres morfoldgicos e moleculares (sequenciamento).

Averiguar a sazonalidade das espécies para melhor compreender suas relacdes no meio onde
vivem.

Avaliar a distribui¢do dos macroquelideos na placa de esterco para verificar sua dominancia e
possivel forma de colonizagéo.

Criacdo de coldnias de espécies de macroquelideos, produzindo individuos para uso em
modelos experimentais.

Quantificar a predacdo de nematddeos de interesse veterinario por espécies de Macrochelidae.

1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Familia Macrochelidae Vitzthum (1930)

Na familia Macrochelidae, estudos morfoldgicos ja caracterizaram cerca de 550
espécies, distribuidas em 23 géneros, embora apenas 470 sejam consideradas validas
(AZEVEDO et al., 2015). Os caracteres morfologicos comuns para diferenciar algumas
fémeas dessa familia sdo: placas fortemente esclerotizadas, presenca de pelo menos 28 pares
de setas no escudo dorsal; trés pares de setas localizadas no escudo esternal; escudo genital
com um par de setas e um par de escleritos acessorios; presenca de um a cinco pares de setas
no escudo ventrianal e trés setas perianais; peritrema geralmente enrolado em torno do
estigma; membrana arthrodial na base do digito moével da quelicera com um processo

arthrodial como uma escova alongado ou fibrilado (Figura 1).
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Figura 1. Caracteres basicos presente na maioria das fémeas da Familia Macrochelidae. Fonte. Bregetova e
Koroleva (1980)

Na identificacdo de macroquelideos, vem sendo usadas chaves e publicacdes que
relatam espécies da Europa, Asia, Oceania e América do Norte. Os principais trabalhos
publicados sdo: na Rassia (BREGETOVA; KOROLEVA, 1960), Gra-Bretanha (EVANS;
BROWNING, 1956), Australia (HALIDAY, 2000), Estados Unidos (KRANTZ;
AINSCOUGH, 1990), Brasil (LIZASO; MENDES,1992; MENDES; LIZASO, 1992;
LIZASO et al., 1994), Japdo (TAKAKU, 1997), Eslovaquia (MASAN, 2003), Indonésia
(HARTINI; TAKAKU, 2003; HARTINI et al., 2005), Nova Zelandia (EMBERSON, 2010),
Filipinas (TAKAKU et al 2012), Turquia (OZBEK; BALL 2014).

Azevedo et al. (2015) sugerem a necessidade de uma revisdo completa da familia
Macrochelidae devido ao grande nimero de sindnimos e homonimos. O uso da taxonomia
integrativa se faz necessario, portanto, para uma reorganizacao da classificacdo das espécies

de Macrochelidae, incluindo informagdes de cunho ecoldgico, geogréafico, molecular e



fisiologico, capazes de aprimorar a atual classificacdo baseada principalmente em
caracteristicas morfoldgicas.0

Os macroquelideos representam uma familia de acaros predadores das quais muitas
espécies sdo associadas a micro habitats edaficos como matéria organica em decomposicéo,
fezes de animais e, carnica, onde se alimentam de pequenos invertebrados e &caros
(HALLIDAY, 2000; MASAN, 2003; AZEVEDO et al., 2015)

Algumas espécies desta familia como Macrocheles merdarius, por exemplo, sdo
cosmopolitas, caracteristica que pode estar relacionada com o seu comportamento forético.
Espécies que vivem em ambientes mutaveis possui como forma de locomocao prender-se a
um inseto. Segundo Hunter e Rosario (1988), esta relagdo indica uma histéria evolutiva.

A reproducdo das espécies dessa familia pode ser partenogenética arrendtoca ou telitoca.
Pereira e Castro (1947) em seus estudos demostraram que as fémeas de Macrocheles
muscaedomesticae (Scopoli) podem ser arrendtocas, gerando machos de ovos nao fertilizados
quando estdo em um ambiente novo, sem machos de sua espécie para se reproduzirem. A
telitoquia também ja foi relatada em alguns macroquelideos (CICOLANI, 1983; NORTON et
al.,1993; HALLIDAY, 1993; MANNING; HALLIDAY,1994). Existe uma possivel
correlacdo entre a estratégia reprodutiva e o ambiente onde vivem os acaros. Espécies que
colonizam ambientes mais instaveis sdo por sua maioria arrenétocas, uma vez que possuem
comportamento forético e podem se acasalar com seu filho, enquanto espécies encontradas em
ambientes mais estaveis, como a serapilheira, sdo, na sua maioria, telitocas uma vez que estes
ambientes sdo continuos e estaveis ao tempo (MANNING; HALLIDAY, 1994).

Estudos da predacdo desses acaros sobre ovos e larvas de moscas tiveram inicio com o
trabalho de Pereira e Castro (1945), que demostraram a eficacia de M. muscaedomestice sobre
a espécie Musca domestica L. (Diptera: Musicidae). A partir da década de 1970,
intensificaram-se os estudos bioldgicos e ecoldgicos dos macroquelideos, visando o controle
bioldgico da Haematobia irritans (L.) (Azevedo et al., 2015). Nestes estudos usaram-se
espécies pertencentes a dois géneros, Macrocheles Latreille e Glyptholaspis Filipponi e
Pegazzano. Além disso, foram realizados testes de predacdo com outras presas, incluindo
moscas domesticas, moscas dos estdbulos, nematddeos de vida livre, anelideos e colémbolos
(FILIPPONI; DELUPIS, 1963; COSTA, 1966; MANNING; HALLIDAY,1994; ROYCE;
KRANTZ, 1991).

Observa-se uma maior difusdo do uso de &caros predadores, com varias espécies
disponiveis comercialmente e diversas pesquisas em andamento para identificacdo de novas

espécies de acaros adequadas ao controle de pragas na agricultura. Macrocheles robustulus



(Berlese) j& vem sendo comercializado para o controle de pupas da familia Thripidae e fases
iniciais de Sciaridae.

1.3.1.1 Taxonomia e novas abordagens

Atualmente o uso das técnicas moleculares é uma ferramenta adicional na
identificacdo de espécies. Para macroquelideos as sequéncias de DNA disponiveis em bases
de dados publicas ndo chegam a 200 registros. Destas sequéncias, apenas 12 espécies foram
associadas a alguns desses registros (CRUICKSHANK; THOMAS, 1999; NIOGRET et al.,
2007; KNEE, 2017; PEREZ-LEANOS et al., 2017). As demais sequéncias depositadas no
GenBank limitam-se a identificacdo apenas de género, o que as torna irrelevantes para um
estudo filogenético.

A taxonomia integrativa € uma ferramenta que se utiliza de marcadores moleculares,
caracteres ecoldgicos geograficos e morfologicos (SEBERG et al., 2003; DAYRAT, 2005;
DeSALLE et al., 2005; RUBINNOF, 2006; FONSECA et al., 2008). Segundo Niogret et al.
(2007) os caracteres morfoldgicos muitas vezes sdo inconspicuos € o0 uso da analise genética
podem auxiliar no esclarecimento das espécies.

O estudo genético se faz particularmente util, exigindo sempre o cuidado na escolha de
uma regido génica e marcadores adequados (BOCK, 2010). Ha que se ter cautela para ndo
escolher uma regido conservada demais ou muito variavel, que pode conflitar com aspectos
morfolégicos ou superestimar a quantidade de espécies (HOEF-EMDEN, 2007; RINDI et al.,
2009).

O marcador genético ITS (Internal Transcribed spacer), tem sido usado amplamente
em estudos de filogenia molecular. Esta regido consiste de trés porcdes distintas chamadas de
ITS I,5.8Se ITS Il, que flanqueiam as copias génicas contiguas do rRNAs nuclear 18S e 28S.
A conformacdo estrutural deste transcrito é crucial para maturacdo dos rRNAs 18S e 28S, de
acordo com a conservacdo evolutiva, das suas sequéncias de DNA (COLEMAN, 2003).
Apesar desta alta conservacdo evolutiva alguns nucleotideos do ITS Il aparentemente
evoluem a uma taxa prOxima a neutra, ou seja, ndo estdo sujeitos a selecdo natural
(SCHLOTTERER et al, 1994).

A recente decodificacdo dos genomas de milhares de organismos, especialmente com

o envolvimento de técnicas de sequenciamento de DNA de nova geracdo (NGS), levou a



proposta de “DNA barcoding”, que se trata de um marcador molecular consistindo em uma
sequéncia relativamente curta de DNA presente em qualquer organismo de um determinado
reino facilmente detectada por PCR (SHETH; THAKER, 2017). Este marcador atrai grande
interesse pelas suas diversas potenciais aplicacdes, como, por exemplo, na analise de
biodiversidade de amostras ambientais, em projetos de metagenémica ou na investigacdo da
presenca de organismos contaminantes em amostras de produtos comerciais (GOLDSTEIN;
DeSALLE, 2011). Em qualquer desses casos 0 uso deste marcador torna-se uma ferramenta
importante para se identificar a presenca de vestigios bioldgicos de um organismo em uma
amostra na eventualidade da auséncia de qualquer outro vestigio do organismo original.

Apesar dos acalorados debates em torno do marcador ideal e do seu desempenho
(RUBINOFF et al., 2006; ROE; SPERLING, 2007), convencionou-se que no reino animal ele
corresponde a Citocromo Oxidase | mitocondrial, enquanto que corresponde a regido do ITS
do rRNA nuclear em fungos, e a dois loci pertencentes aos genes rbcL e matK nas plantas
terrestres (CBOL WORKING GROUP, 2009).

1.3.1.2 Habitat e interacfes

H& uma grande diversidade de espécies de macroquelideos ja conhecidas, sendo que a
maioria € encontrada no solo e em material organico em decomposi¢do. Porém, ja foram
registradas espécies associadas a plantas, ninhos de aves, ninhos de pequenos mamiferos, reto
do bicho-preguica Bradypus tridactylus L. e até em corpos humanos em decomposicao
(KRANTZ,1983; KRANTZ; WHITAKER, 1988; HALLIDAY, 2000; CHE
KAMARUZAMAN et al, 2019). No Brasil Trajano e Gnaspini-Netto (1991) relataram a
presenca de Macrocheles coprophila e Macrocheles sp. e Macrolaspis sp. em cavernas.

Sendo o Brasil um dos paises com maior biodiversidade no mundo, o nimero de
estudos realizados em ambientes diversos, com o intuito de conhecer a diversidade de
espécies da familia Macrochelidae é infimo, seja por falta de recursos ou de interesse. Outros
paises tiveram sua fauna melhor investigada, como por exemplo, a Australia, onde Halliday
(2000) explorou vérios nichos e interagdes for éticas. Outros autores, como Masan (2003) na
Eslovaquia, fizeram trabalhos semelhantes.

Uma caracteristica ecoldgica exercida por estes acaros é a forésia em insetos, como

por exemplo, besouros copréfagos que pode ser obrigatoria ou facultativa. Este



comportamento esta relacionado as espécies que vivem em excrementos e carcagas e utilizam
a forésia como meio de dispersdo (KRANTZ, 1998). De acordo com a catalogagdo feita por
Azevedo (2017), os géneros Holocelaeno, Holostaspella e Macrocheles sdo os mais
encontrados em associa¢do com moscas, besouros, aves e mamiferos. Krantz (1998) destacou
que a presenca de estruturas nas queliceras, como um conjunto de nervuras no digito fixo, o
dente bidentado do digito mével e o cribum limitado a uma pequena faixa pos-anal, sdo
caracteristicas relacionadas com espécies foréticas. Para Niogret et al. (2006) o sucesso obtido
pelos Macrochelidae foréticos deve-se a sua associagdo com varios hospedeiros e a sua
estratégia de disperséo.

No Brasil, a forésia de Macrocheles muscaedomesticae (Scopoli) em moscas foi
relatada por Pereira e Castro (1945, 1947) e Rodrigueiro e Prado (2004). O trabalho
conduzido por Rodrigues et al. (2001) avaliou as espécies de macroquelideos associadas a
besouros copréfagos em pastagens nos municipios de Piracicaba-SP e Aquidauana-MS. Silva
et al. (2011) relataram a presenca de macroquelideos em colmeias de meliponideos,
correspondendo a cerca de 30% da fauna de artropodes associada as abelhas sem ferro.

Acaros predadores vem sendo estudados e comercializados no controle de pragas
agricolas. Neste contexto os macroquelideos tém sido avaliados com a finalidade de serem
empregados no controle de moscas sinantrépicas. As espécies mais estudadas pertencem ao
género Macrocheles, sendo que Macrocheles robustulus (Berlese) € comercializado no
continente Europeu para controle de pupas de Tripes (Thysanoptera).

Nas décadas de quarenta, e nas de sessenta a noventa, devido as pragas de moscas
sinantropicas na pecuaria (Musca domestica, Lucilia sp, Haematobia irritans e Stomoxy
calcitrans), houve um aumento nas avaliaces da predacdo por macroquelideos (PEREIRA,;
CASTRO, 1945 e 1947; O’DONNELL; AXTELL,1964; MANNING; HALLIDAY 1994;
HALLIDAY; HOLM, 1987). Em estudos mais recentes a espécie Macrocheles embersoni
demostrou grande eficacia, em ensaios laboratoriais, na predacdo de Stomoxys calcitrans
(Azevedo et al., 2018). Santos (2018) por sua vez avaliou a espécie Macrocheles roquensis
como um possivel predador da mosca das frutas (Ceratitis capitata)

Filipponi e Delupis (1963) e Hassan et al. (2002) verificaram que os Macrocheles se
alimentam de outros invertebrados como Enchytraeus albidus (Enchytraeidae),
Poduromorpha Collembola e Frankliniella occidentalis, além de nematodeos de vida livre e
parasitas de plantas comerciais (Rhitis inermiformis, Panagrellus sp., Aphelenchus avenae e

Panagrellus redivivus).
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1.3.2 Nematodeos como parasitos gastrintestinais de ruminantes

Os nematddeos, em sua maioria, possuem forma cilindrica e afilada em ambas as
extremidades, com o corpo envolto por uma cuticula (URQUHART et al.,, 1998).
Temperatura, precipitacdo, oxigénio, tipo de solo e pastagem sdo fatores que afetam os
estagios pré-parasitarios dos nematodeos gastrintestinais (CASTRO et al.,, 2004). O
desenvolvimento das formas de vida livre é melhor alcancado em temperaturas de 20°C a
30°C. Segundo Lopes et al. (2017) a melhor forma de manejo desses parasitas estd
relacionada ao conhecimento prévio da dindmica populacional e distribuicdo sazonal das
larvas nos pastos associados com o uso de anti-helminticos.

De modo geral, na fase de vida livre, os primeiros estagios dos nematodeos se
desenvolvem no bolo fecal dos ruminantes (LOPES et al., 2017). A postura de ovos
morulados pelas fémeas é diaria e, em condicGes adequadas, o ovo se desenvolve em larva de
primeiro instar (L;) em até 24 horas. Durante as fases de L; a L, (segundo instar) e de L, a L3
(terceiro instar), elas se alimentam de bactérias no bolo fecal. O desenvolvimento de L; a L3
pode levar de 7 a 10 dias. A L3 é a forma infectante, que sai do bolo fecal para a pastagem,
aguardando ser deglutida pelo seu hospedeiro (Figura 2), para completar seu ciclo. Dentro do

animal, a forma L3 passa por mais duas mudas, L4 a Ls, para atingir a maturidade sexual

L3—>L4eld L5

Larva de 3°estadio no animal

infectante

nas fezes

\‘\4- o« D

Larva de 1°
estadio

Larva de 2°
estadio

Desenvolvimento
da L1

il

Fase de vida livre

Figura 2. Fase de vida livre do ciclo biolégico dos nematédeos gastrintestinais de ruminantes. Fonte. Dominio

publico.
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Nematddeos em sua fase infectante (L3) sdo mais resistentes as variagdes climaticas,
podendo sobreviver de 10 a 15 semanas nas pastagens, dependendo da espécie (BRAGA,
1980). J& no solo, Lyaku et al. (1988) observaram que larvas de Cooperia spp. e
Oesophagostomum spp. sobrevivem até nove semanas, enquanto que as larvas de
Haemonchus spp. e Trichostrongylus spp. resistem por até trés semanas.

Segundo Almeida et al. (2005) na massa fecal, em média, € possivel encontrar larvas
de Haemonchus spp., Trichostrongylus spp. e Oesophagostomus spp. até 150 dias nas fezes
bovinas, 100 dias nas de caprinos e 70 dias nos de ovinos, uma duracdo semelhante a da
pastagem. Isso pode estar relacionado ao fato de se formar uma camada enrijecida no bolo
fecal em decorréncia a acdo do sol que preserva seu interior, conservando as larvas de
nematodeos das acdes climaticas (CARVALHO, 1997). A massa fecal bovina possui maiores
dimensdes e teor de umidade em relacdo as de caprinos e de ovinos, que sdo pequenos
cibalos, fator, favoravel ao desenvolvimento de nematodeos. No entanto, se as fezes de ovinos
e caprinos estiverem em ambiente sombreado torna-se uma fonte de infeccdo por um periodo
maior (COSTA, 2007).

Para a Ls se deslocar do bolo fecal para as gramineas ela realiza movimentos
horizontais e verticais. Para a melhor eficiéncia da migragdo horizontal a chuva se torna
imprescindivel, facilitando este movimento. No seu deslocamento vertical o orvalho é o
principal facilitador na subida da base para o apice das gramineas (LOPES et al., 2017).

No Brasil, os principais géneros de nematddeos gastrintestinais sdo: Bunostomum,
Cooperia, Haemonchus, Oesophagostomum, Ostertagia e Trichostrongylus. Dentre o0s
sintomas causados por nematddeos, pode ocorrer a anemia, dispepsia e gastrites

Haemonchus spp. é o principal responsavel pela anemia, podendo um adulto ingerir
até 0,08 ml de sangue. O repasto sanguineo leva por volta de 12 minutos; em seguida ele
muda de local, deixando uma substancia anticoagulante na lesdo que permanece sangrando
por cerca de cinco minutos. As espécies do género Haemonchus apresentam uma coloracao
avermelhada devido ao hematofagismo. Haemonchus contortus medem de 1 a 3 centimetros e
parasita caprinos e ovinos, enquanto que Haemonchus placei (medindo de 1 a 3 cm) e
Haemonchus similis (de 0,8 a 1 cm) acometem os bovinos (LOPES et al., 2017).

Em bovinos, Haemonchus sp. representa cerca de 15% a 25 % da carga parasitaria no
Centro-oeste e Sudeste brasileiro. Para pequenos ruminantes, Haemonchus sp. corresponde a
40% a 80% da carga parasitaria. As fémeas deste género normalmente colocam cerca de

5.000 a 10.000 ovos por dia. Ja as espécies de Cooperia, Trichostrongylus e Ostertagia pdem
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de 100 a 200 ovos por dia e Oesophagostomum de 3.000 a 8.000 (UENO; GONCALVES,
1998)

1.3.2.1 Resisténcia aos anti-helminticos

Os principais impactos causados pelos helmintos sdo o retardo no crescimento e
mortalidade de animais (HAWKINS, 1993; STROMBERG et al., 2012). Os anti-helminticos
teém sido vitais no controle das verminoses dos ruminantes, porém o aparecimento de
resisténcia tem comprometido o uso desta ferramenta, podendo ocasionar um grande
problema sanitario na pecuaria (LOPES et al., 2009)

Barnes et al. (1995) citam como exemplo os benzimidazois, lancados no mercado em
1962. Mesmo com sua eficiéncia no controle dos nematédeos gastrintestinais, ja& em 1964
ocorriam relatos de cepas resistentes. Na Africa em 1985 houve os primeiros relatos de
resisténcia de Haemonchus spp. a Ivermectina, apenas 32 meses ap6s a introducédo da droga
(LO et al., 1985). Na Nova Zelandia o primeiro informe de resisténcia ao Monepantel, droga
de ultima geracdo, ocorreu ap6s dezessete tratamentos administrados em um rebanho de
ovinos (SCOTT et al., 2013).

Outras medidas tém sido tomadas para controlar as verminoses em ruminantes, desde
higiene, manejo, descanso das pastagens, pastejo rotacional, pastejo alternado e simultaneo
entre ovinos e bovinos. Nos Gltimos anos houve grande avancado nas pesquisas relacionadas
ao uso dos fitoterapicos, vacinas, homeopaticos e o controle bioldgico através de fungos
nematofagos (LOPES et al. 2017).

Embora se saiba que os macroquelideos séo acaros predadores associados as fezes dos
animais domeésticos, ndo existem estudos acerca de sua interagdo com 0Ss nematddeos
gastrintestinais. A elucidacdo desta relacdo ecoldgica pode revelar a importancia destes acaros
como predadores naturais de larvas e ovos destes helmintos, transformando os
macroquelideos num potencial agente de controle bioldgico, capaz de somar esforcos e
contrabalancear o problema da resisténcia dos vermes de interesse veterinario as drogas

antiparasitarias.
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CAPITULO 2

Caracterizacdo morfologica e molecular de acaros da familia Macrochelidae (Acari:

Mesostigmata) encontrados no esterco bovino no municipio de Guaratingueta — SP

RESUMO

A familia Macrochelidae é composta por acaros predadores que habitam os mais diversos
ambientes, tendo cerca de 470 espécies descritas das quais muitas estdo presentes na matéria
em decomposicdo. O presente estudo teve como objetivo realizar um levantamento das
espécies de macroquelideos presentes no esterco bovino, usando caracteres morfoldgicos e
moleculares para a identificacdo das mesmas. Foram realizadas coletas no municipio de
Guaratingueta — SP durante o ano de 2017 e inicio de 2018 para verificar a diversidade de
acaros de Familia Macrochelidae. As amostras foram extraidas em funil de Berlese-Tullgen
por quatro dias para recuperacdo dos acaros. Os espécimes foram montados em laminas
permanentes em meio de Hoyer com a identificacdo das espécies através de revisao literaria
das chaves dicotbmicas para esta familia. A extracdo e amplificacdo do DNA foi definida para
as regides do rRNA ITS I, ITS | e para 0 mtDNA citocromo oxidase (COI). Posteriormente
foi realizado o sequenciamento para montagem da arvore filogenética. Foram identificadas
quatorze espécies de macroquelideos, com dois novos registros de espécies no Brasil, e a
presenca de uma espécie nova do género Holostaspella. Atraves da regido ITS Il foi possivel
verificar o agrupamento das espécies sequenciadas confirmando os critérios para a
identificacdo morfologica adotada. A regido ITS I agrupou a espécie Holostaspella bifoliata
monofileticamente ao grupo das espécies do género Macrocheles; ja Glyptholaspis saprophila
se agrupou em um ramo separado dos outros dois géneros. Na regido COI, Macrocheles
robustulus é um grupo parafilético a Macrocheles subbadius e Glyptholaspis americana se
agrupou com Macrocheles mammifer. A topologia das arvores da regido ITS e COI

apresentou aspectos similares e concordantes com as observacdes morfoldgicas.
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2.1 INTRODUCAO

Os acaros da familia Macrochelidae Vitzthum possuem cerca de 470 espécies
distribuidas em 23 géneros (AZEVEDO et al. 2015). Recentemente um novo género foi
descrito como uma morfoespécie e outras sete espécies para géneros ja existentes. Devido a
algumas descricdes originais de macroquelideos com detalhes insuficientes, existe grande
numero de sinonimia e homonimia o que tem dificultado a identificacdo das especies.

Os estudos taxondmicos classicos eram baseados em observacGes das diferencas
fenotipicas entre os organismos (NAVAJAS; FENTON, 2000). Atualmente passou-se a
incorporar uma maior variedade de dados como ecoldgicos, comportamentais, fisiolégicos e
moleculares (LOPES, 2009). Segundo Niogret et al. (2007) os caracteres morfol6gicos muitas
vezes sdo inconspicuos e 0 uso da analise genética pode auxiliar no esclarecimento. O uso da
biologia molecular vem sendo amplamente empregada em acaros de interesse econémico,
agrario e veterinario (NAVAJAS; FENTON, 2000). Analise de estruturas morfoldgicas de
valor taxonémico, tal como a quetotaxia das placas e pernas sdo empregados. No entanto, a
identificacdo de espécies muito semelhantes com base nos caracteres morfolégicos € muitas
vezes incerta, como por exemplo, as espécies Macrocheles glaber (Miller) e Macrocheles
perglaber (Filipponi & Pegazzano) (CICOLANI et al., 1981). A disponibilidade de registros
da familia Macrochelidae no GenBank é limitada, sendo necessario o sequenciamento de mais
espécies com o objetivo de fornecer dados auxiliares para a identificacdo de espécies. O uso
das sequéncias ITS e COI fornece informagdes apropriadas para o estudo filogenético das
espécies de acaros, a regido ITS é apropriada para diferenciar espécies do mesmo género
enquanto o COI é adequado em estudos de variabilidade genética intraespecifica (AVISE et
al. 1987; NAVAJAS et al. 1994; HEBERT et al. 2003; NIOGRET et al. 2007; MENDONCA
et al. 2011).

Este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento das espécies presentes em
pastagem de gado no municipio de Guaratingueta, combinando os aspectos morfoldgicos e
genéticos para identificacdo das espécies encontradas, disponibilizando as sequéncias em
bancos de dados publicos, aumentando assim o0 ndmero de sequéncias da familia

Macrochelidae disponiveis para analise.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Local de coleta

As amostragens foram feitas em propriedades localizadas no municipio de
Guaratingueta — SP, entre os anos de 2017 e 2018, sendo coletadas cinco (05) amostras
mensais, excetuando-se 0s meses de novembro de 2017 e fevereiro e margo de 2018,
totalizando 55 amostras. Foram coletadas placas inteiras de esterco com aspecto externo seco
(como uma casca que recobre a placa) e seu interior tmido. As coordenadas geograficas das
propriedades rurais onde se efetuaram as coletas sdo as seguintes: 47°31°77” L (Long),
74°85°158” N (Lat.); 47°53°13” L (Long), 74°83” 469” N (Lat.); 47°63°42” L (Long.), 74°84’
4242” N (Lat.); 47°12°57” L (Long.), 74°85° 987 N (Lat.); 47°03°65” L (Long.), 74°80° 857"
N (Lat.).

2.2.2 Triagem do material

No laboratério, colocou-se as amostras de esterco no funil de Berlese-Tullgen
adaptado (OLIVEIRA et al., 2001), onde foram mantidas por quatro dias para a recuperagédo
dos macroquelideos eventualmente presentes (o tempo de quatro dias foi determinado
empiricamente devido ao tamanho do funil e sua capacidade de processar o material), e
acondicionados em frascos de vidro contendo alcool 70% devidamente identificados (Figura
1).
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Figura 1. Amostras no funil de Berlese-Tullgren para recuperagéo dos acaros. Fonte: Anjos, K.A., 2018

A triagem do material coletado foi realizada através de microscopio estereoscopio
(Lupa) usando ferramenta de apoio (placas de Petri, pipeta Pasteur e agulhas modificadas na
forma de pa). As espécies reconhecidas como pertencentes a familia Macrochelidae foram
separadas dos demais &caros e insetos e mantidas em alcool etilico absoluto para a
preservacdo do DNA. Espécies muitos semelhantes aos macroquelideos também eram
separadas para montagem de laminas para confirmacéo da espécie. Os demais acaros e insetos
foram preservados para futuros estudos e o material analisado foi depositado no Laboratorio

de Parasitologia Animal do Instituto Bioldgico — SP.

2.2.3 ldentificacdo morfoldgica da familia Macrochelidae

Para observacdo e identificacdo dos macroquelideos, os individuos foram montados
em laminas para microscopia foram montadas em meio de Hoyer. Os espécimes foram limpos
e clarificados com solugdo de KOH 10% por um periodo de no minimo cinco minutos em
estufa a 50°C. Posteriormente os individuos foram montados inteiros ou dissecados; para
dissecacao os exemplares receberam um corte latero-longitudinal separando as placas ventrais
da placa dorsal. As laminas preparadas permaneceram em estufa a 50°C durante sete dias para
secagem (MORAES; FLECHTMAN, 2008).
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Apenas fémeas das espécies foram montadas, devido a falta de chaves dicotdmicas
para as formas imaturos e para os machos das espécies. A identificacdo ocorreu atraves de
microscopia optica (Carlzeiss Jena) usando chaves de identificacdo para familia, género e
espéecie de macroquelideos. As espécies coletadas foram identificadas seguindo publicacdes
taxonémicas de Evans e Brownig (1956), Filipponi e Pegazzano (1960), Halliday (1986),
Halliday (2000), Masan (2003), Hartini e Takaku (2010), Ahadiyat et al. (2014), Ozbek et al.
(2015), Azevedo et al. (2017), Krantz (2018).

2.2.4 Extracdo de DNA

As fémeas de macroquelideos foram separadas em morfoespécies e acondicionadas em
microtubos de 1,5 ml com é&lcool etilico absoluto em grupos de trés ou quatro exemplares.
Individuos de identificacdo inequivoca de acordo com critérios morfologicos, foram
submetidos a extracdo de DNA para posterior sequenciamento do seu rRNA nuclear e da
citocromo oxidase mitocondrial (COI). Estes individuos tiveram os seus musculos e 6rgaos
internos removidos com o auxilio de agulhas para extracdo de DNA. O exoesqueleto foi
fixado em laminas permanentes para posterior identificacdo morfolégica.

O protocolo de extracdo foi adaptado do método estabelecido por Li et al. (2003).
Cada individuo foi refrigerado em nitrogénio liquido por 15 s e macerado com auxilio de um
pistilo descartavel. Foram adicionados 25ul de tamp&o de isolamento de DNA (100 mM de
Tris pH 8,3 e 500 mM de KCL) e macerado com auxilio do pistilo. Novamente a amostra foi
refrigerada em nitrogénio liquido por 15 s e macerado com pistilo. Em seguida foi
centrifugada a 14.000 rpm por 15 s e incubada em banho maria a temperatura de 100°C por 4

min. As amostras foram mantidas em freezer a — 20°C até a amplificacéo.

2.2.5 Amplificacdo da regido ITS Il

A amplificacdo da regido do ITS Il foi realizada com os primers 1TS4 Reverse (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e 5.8S Forward (5 -
CTTAGTCCTTAAATCGATGAAAAACATAG -3’). A PCR foi realizada num volume de
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25 ul contendo 2l da extragdo de DNA dos acaros, utilizando a enzima Dream Taq Green™
polimerase na concentracéo recomendada pelo fabricante (Thermo Scientific®) de 0,2 mM de
cada dNTP, de 2 mM de MgCl; e de 10 nM de cada oligonucleotideo. A amplificacéo foi feita
em um termociclador Multigene-Minimodelo TC-020-24 com a seguinte programagéo: 95°C
durante 3 min, seguidos por 40 ciclos de 95°C durante 30 s, 52°C durante 30 s e 72°C por 1
min. Ao final dos 40 ciclos foram adicionados 5 min a 72°C para permitir a sintese das fitas
de DNA parcialmente amplificadas. Os controles negativos foram executados

simultaneamente.

2.2.6 Amplificacdo da regido ITS (ITS1,5.85e ITS 1)

A amplificagdo da regido contendo o ITS I e o ITS Il foi realizada com os primers
ITS4 Reverse (5° -TCCTCCGCTTATTGATATGC -3°) e ITS1 Forward (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGGA -3’) A PCR foi realizada num volume de 25 pl contendo
1,5 pl da extragdo de DNA dos acaros, utilizando a enzima Dream Taq Green™ polimerase
na concentragdo recomendada pelo fabricante (Thermo Scientific®) de 0,2 mM de cada dNTP,
de 2 mM de MgCl, e de 10 nM de cada oligonucleotideo. A amplificagdo foi realizada no
termociclador Multigene-Minimodelo TC-020-24 com a seguinte programacao: 94°C durante
3 min, seguidos por 35 ciclos de 94°C durante 30 s, 49°C durante 1 min e 72°C por 1 min. Ao
final dos 35 ciclos foram adicionados 5 min a 72°C para permitir a sintese das fitas de DNA

parcialmente amplificadas. Os controles negativos foram executados simultaneamente.

2.2.7 Amplificagdo da regido COI

A amplificagcdo da regido da Citocromo Oxidase foi realizada com o par de primers
LCO1490 + HCO2198 (FOLMER et al., 1994; KNEE, 2017). A PCR foi realizada num
volume de 25 pl contendo 2ul da extragcdo de DNA dos acaros utilizando a enzima 2X Taq
DNA Polimerase Red™ na concentraciao recomendada pelo fabricante. (Ampligon®): 0,2 mM
de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 75 mM Tris-HCI pH 8.5, 20 mM (NH,4),S04, Tween 20
0,1%, 10 nM de cada oligonucleotideo e 0,25 U/uL de Taq DNA polimerase. A amplificacdo
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realizada no termociclador Multigene-Mini™, modelo TC-020-24 com o seguinte programa:
ciclo de desnaturacdo inicial a 94° C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 94°C por 45 s,
reanelamento dos primers a 45°C durante 45 s, 72°C durante 1 min e uma extensao final a
72°C durante 5 min. para permitir o alongamento dos fragmentos de DNA sintetizados de

forma incompleta. Os controles negativos foram executados simultaneamente.

2.2.8 Purificacdo dos fragmentos de DNA amplificado

A purificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada através de precipitacdo com
polietilenoglicol (Schmitz; Riesner, 2006). Nele o produto de PCR de 400 a 600 pb foi
purificado em microtubo de 1,5 mL com uma mistura de 1,6 pul de EDTA a 0,5 M, 21 ul de
PEG 6000 a 50% e 8,1 pl de NaCl a 5 M. Em seguida foi agitado em vdrtex por 1 min,
centrifugado durante 10 min a 14.000 rpm, descartando-se o sobrenadante. Em seguida foram
acrescentados 125 ul de etanol 70% e o tubo centrifugado por 10 min a 14.000 rpm,
descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi seco a 37°C por 30 min e resuspenso em 10

ul de &gua ultrapura.

2.2.9 Sequenciamento e alinhamento dos fragmentos de DNA

O sequenciamento pelo método de Sanger foi realizado com o reagente Big Dye 3.1™
(Life Technologies®) e analisados em sequenciador capilar automatico 3500 xL (Life
Technologies®).

O alinhamento foi feito com auxilio do programa ClustalW para posterior montagem
de arvores filogenéticas pelo programa Megal0.0.5™ utilizando-se 0s métodos de Neighbor-
Joining, maxima parciménia e méxima probabilidade com simulag¢fes de 10.000 repetices
(bootstraps). Todos estes programas foram utilizados, a exce¢do dos bootstraps, com 0s seus

parametros originais.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Fauna de acaros da familia Macrochelidae encontrada em esterco bovino no municipio

de Guaratingueta

Observou-se que das 55 amostras de esterco bovino coletadas ao longo do ano de 2017
e inicio de 2018 foram obtidos 16.116 &caros pertencentes a familia Macrochelidae com
quatorze espécies. Destes individuos, 9.246 eram fémeas, 1.255 machos e 5.615 imaturos. A
espécie Macrocheles merdarius (Berlese) teve a maior representatividade seguida das
espécies Macrocheles robustulus (Berlese), Macrocheles mammifer Berlese e Macrocheles
subbadius (Berlese) respectivamente. As demais espécies representaram um indice abaixo de
1% (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de fémeas de macroquelideos recuperadas das coletas no periodo de marco de 2017 a
abril de 2018. Fonte: Anjos, K.A., 2019

2.3.1.1 Lista das espécies encontradas nas amostras de Guaratingueta.
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Familia Macrochelidae Vitzthum, 1930

Género Allogynaspis Krantz, 2018

Allogynaspis flechtmanni Krantz, 2018

LAl s smed s By Nrae Py ;‘mr-’;"r.'.‘
Figura 3. Allogynaspis flechtmanni (a) Escudo esternal. (b) Escudo metaesternal. (c) Escudo dorsal. (d) Escudo
ventrianal. Aumento de 35 x (c) e 400 x (a, b e d). Fonte: Anjos, K.A., 2019 e Azevedo, L. H., 2019

Género Glyptholaspis Filipponi & Pegazzano, 1960

Glyptholaspis americana (Berlese, 1888)
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Figura 4. Glyptholaspis americana. (a) Escudos esternal. (b) Escudo ventrianal. Aumento 100 x. Fonte: Anjos,
K.A., 2019

Glyptholaspis saprophila Masan, 2003

Figura 5. Glyptholaspis soprophila (a) Escudos ventrais. (b) Escudo dorsal. Aumento 100 x. Fonte: Anjos,
K.A. 2019

Género Holostaspella Berlese, 1903

Holostaspella bifoliata (Tragardh, 1952)
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Figura 6. Holostaspella bifoliata. (a) Escudos ventrais. (b) Projecdo na margem superior e cerda j1. Aumento
100x (a) e 200 x (b). Fonte: Anjos, K.A., 2019

Holostaspella n. sp.

Figura 7. Holostaspella n. sp. (a) Escudos ventral. (b) Projecdo na margem superior e cerda j1 da espécie
Aumento 200 x. Fonte: Azevedo, L.H., 2019

Macrocheles Latreille, 1829

Macrocheles glaber (Miller, 1860)
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Figura 8. Macrocheles glaber. Escudos ventrais. Aumento 100 x. Fonte: Anjos, K.A., 2019

Macrocheles insignitus Berlese, 1918

R 2.3?!

Figura 9. Macrocheles insignit

A

us. Escudos ventrais. Aumento 100 x. Fonte: Anjos, K.A., 2019

Macrocheles mammifer Berlese, 1918

Figura 10. Macrocheles mammifer. (a) Escudos ventrais. (b) Escudo dorsal. Aumento 100 x. Fonte: Anjos,
K.A., 2019
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Macrocheles merdarius (Berlese, 1889)

Figura 11. Macrocheles merdarius. (a) Escudos ventrais. (b) Escudo dorsal. Aumento 200 x. Fonte: Anjos,
K.A., 2019

Macrocheles muscaedomesticae (Scopoli, 1772)

Figura 12. Macrocheles muscaedomesticae. Escudos ventrais. Aumento de 100 x e 100 x. Fonte: Anjos, K.A.,
2019

Macrocheles peniculatus Berlese, 1918



36

Figura 13. Macrocheles peniculatus. Escudos ventrais. Aumento 100 x. Fonte: Anjos, K.A., 2019

Macrocheles robustulus (Berlese, 1904)

Figura 14. Macrocheles robustulus. (a)Escudos ventrais. (b)Escudo dorsal. Aumento 100 x. Fonte: Anjos, K.A.,
2019

Macrocheles scutatus (Berlese, 1904)
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Figura 15. Macrocheles scutatus (a) Escudos ventrais. (b) Escudo dorsal. Aumento 100x. Fonte: Anjos, K.A.,
2019

Macrocheles subbadius (Berlese, 1904)

Figura 16. Macrocheles subbadius (a) Escudos ventrais. Aumento 100x. Fonte: Anjos, K.A., 2019

2.3.2 Analises genéticas

Das quatorze espécies identificadas morfologicamente apenas algumas espécies foram
sequenciadas, pois nem todas apresentaram amplificacdo dos fragmentos de DNA esperados
pelo PCR, o que restringiu as analises moleculares.
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2.3.2.1 Analises da regidao ITS Il

O ITS 1l foi amplificado a partir de 21 espécimes de macroquelideos representando
sete espécies de trés géneros (Glyptholaspis, Holostaspella e Macrocheles) sequenciados
neste estudo e alinhados entre si. As anélises de Neighbour-Joining (K2P) mostraram que néo
houve distancia intraespecifica em nenhuma das espécies analisadas. Os resultados obtidos
mostraram que a regido ITS Il possui um intervalo de comprimento de 173 pb a 260 pb.

Nota-se que as espécies identificadas morfologicamente se agruparam nos mesmos
ramos da &rvore filogenética, principalmente porque ndo houve variabilidade genética
intraespecifica em nenhuma delas, conforme a tabela I. As espécies pertencentes aos géneros
Macrocheles e Glyptholaspis, conforme o esperado, se agruparam em dois ramos parafiléticos
distintos. O mesmo n&o ocorreu para 0 g@énero Holostaspella que se agrupou
monofileticamente com as espécies do género Macrocheles. Este agrupamento apresenta uma
seguranca significativa devido ao alto valor de bootstraps (99%).

A Tabela | demonstra a proximidade genética encontrada entre a espécie
Holostaspella bifoliata (Tragardh) e as espécies Macrocheles robustulus (Berlese) e
Macrocheles scutatus (Berlese), que foi de 3,02 e 3,88 respectivamente. Essas espécies se
agruparam parafileticamente com Macrocheles merdarius (Berlese) com alto suporte
bootstraps (99%) com uma média de distancia interespecifica de 23,56. M merdarius somado
ao grupo anterior se agrupou parafileticamente com Macrocheles mammifer Berlese com uma
média de distdncia genética interespecifica de 40,89. Ambas as espécies do género
Glyptholaspis se agruparam parafileticamente em relacdo as demais espécies dos géneros
Holostaspella e Macrocheles com as respectivas médias de distancia para Glyptholaspis
americana (Berlese) 47,55 e Glyptholaspis saprophila Masan 63,9. A distancia interespecifica
destas duas espécies foi de 46,38 (Figura 17).

A distancia genetica interespecifica da espécie G. americana em relacdo as demais foi
de 36,52% a 54,19% sendo menor a distancia com G. saprophila, que por sua vez mostrou
uma maior distancia entre as espécies M. mammifer (55,62%) e M. merdarius (41,24%). As
espécies H. bifoliata, M. robustulus e M. scutatus foram as mais proximas entre si com
valores menores que 4%. M. mammifer apresentou a maior distancia entre as demais espeécies
com indice acima de 50%. M. merdarius e M. scutatus exibiram uma distancia de 28,98%
entre si (Tabela I).



Tabela I. Matriz de distancias genéticas alinhadas aos pares das espécies sequenciadas para a regido ITS Il
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N° de

L Lo Macrocheles Macrocheles Macrocheles Macrocheles Glyptholaspis Glyptholaspis Holostaspella
Espécie individuos : - . . o
. robustulus scutatus mammifer merdarius americana saprophila bifoliata
analisados

Macrocheles 5 0 3.45 40,09 24,57 34,48 63,79 3,02
robustulus
Macrocheles 3 3.45 0 40,09 21,98 33,62 64,65 3,88
scutatus
Macrocheles 3 40,09 40,09 0 42,06 42,55 64,65 40,52
mammifer
Macrocheles 2 2457 21,98 42,06 0 30,47 61,8 24,14
merdarius
Glyptholaspis 4 34,48 33,62 42,55 30,47 0 46,38 34,05
americana
Glyptholaspis 2 63,79 64,65 64,65 61,8 46,38 0 64,65
saprophila
Holostaspella 2 3.02 3.88 40,52 24,14 34,05 64,65 0

bifoliata

Fonte: Anjos, K.A., 2019
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Macrocheles robustulus 1
Macrocheles robustulus 2
Macrocheles robustulus 3
Macrocheles robustulus 4
Muacrocheles robustulis 5

33

in

- Holostspella bifoliata 1

9" Holostasvella bifoliata 2
Muacrocheles scutatus 1

99

a7 | Macrocheles scutatus 2
95t Macrocheles scutatus 3

%9 | Macrocheles merdarius 1
9

9" Muacrocheles merdarius 2

Macrocheles mammiifer 1

100 | Macrocheles mammifer 2
10" Macrocheles mammifer 3
100 Glyptholaspis saprophila 1
l Glyptholaspis saprophila 2

Glhyptholaspis americana 3

Glyptholaspis americana 2

100\{ Glyptholaspis americana 1
Glyptholaspis americana 4

—_
0.020

Figura 17. Arvore filogenética da regido ITS 1l dos macroquelideos coletados do municipio de Guaratingueta.
Construida através do programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis versdao 10.0.5 (MEGA). Fonte:
Anjos, K.A., 2019

2.3.2.2 Andlise daregido ITS (ITS1,5.85e ITS II)

Foram sequenciadas cinco espécies, sendo que quatro foram depositadas no genbank
com o0s seguintes numeros de acesso: Glyptholaspis saprophila (MK547113); Holostaspella
bifoliata (MK547115); Macrocheles merdarius (MK543493) e Macrocheles scutatus
(MK547084).

O trecho correspondente ao ITS I, 5.8S e parte do ITS Il das espécies sequenciadas foi
alinhado com as sequéncias ja disponiveis para essa familia do GenBank (DQ986380,
DQ479400, DQ986377 e DQ986379). Os resultados obtidos através das analises de

alinhamento de todas as sequéncias (entre si aos pares) mostraram que a sua distancia
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interespecifica variou entre 25,14 e 4,97 (Tabela Il). A espécie Macrocheles robustulus
sequenciada neste estudo ndo teve variacao intraespecifica com a sequéncia da mesma espécie
disponivel no GenBank, tendo se agrupado parafileticamente as sequéncias de Macrocheles
muscaedomesticae (Scopoli) e de Macrocheles seraphim Niogret & Nicot (Figura 18), com
uma média de distancia genética de 5,1. Estas espécies citadas se agruparam parafileticamente
com Holostaspella bifoliata, com uma distancia genética media de 9,77 (Tabela I1).

As espécies M. scutatus e M. merdarius se agruparam parafileticamente com M.
robustulus, M. muscaedomesticae, M. seraphim e H. bifoliata, com uma média de distancia
genética de 11,00 e 15,15, respectivamente. Por sua vez, todas estas seis espécies se
agruparam parafileticamente com duas sequéncias ligeiramente diferentes de Macrocheles
glaber (Miller) disponiveis no GenBank, com distancia genética de 1,69 entre si. A média da
distancia genética destas duas sequéncias de M. glaber com o grupo de seis sequéncias citadas
acima é de 16,8 e 16,69, respectivamente. Finalmente, a analise de Neighbor Joining
posicionou a sequéncia obtida de G. saprophila de forma parafilética com todas as sequéncias

restantes, com uma média de distancia genética de 24,08 (Figura 18).



Tabela 1. Matriz de distancias genéticas alinhadas aos pares das espécies sequenciadas para a regido ITS (ITS I, 5.8S, ITSII).
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MK547113 MK547115 MK543493 MK547084 Experimental DQ986380 DQ479400 DQ986377 DQ986378 DQ986379
Espécies Glyptholaspis Holostaspella Macrocheles Macrocheles Macrocheles Macrocheles Macrocheles Macrocheles Macrocheles Macrocheles

saprophila bifoliata merdarius scutatus robustulus muscaedomesticae seraphim glaber glaber robustulus
MK547113
Glyptholaspis 0 23,78 25,14 21,25 22,48 24,04 25,62 25,44 25,16 23,88
saprophila
MK547115
Holostaspella 23,78 0 15,64 9,3 8,61 10 10,12 16,59 16,56 9,19
bifoliata
MK543493
Macrocheles 25,14 15,64 0 9,5 13,32 15,72 15,94 20,71 20,89 15,64
merdarius
MK547084
Macrocheles 21,25 9,3 9,5 0 9,69 12,36 12,66 15,44 15,63 10,96
scutatus
Experimental
Macrocheles 22,48 8,61 13,32 9,69 0 5,24 4,97 14,8 15,21 0
robustulus
DQ986380
Macrocheles 24,04 10 15,72 12,36 5,24 0 2,93 17,08 17,05 5,22
muscaedomesticae
DQ479400
Macrocheles 25,62 10,12 15,94 12,66 4,97 2,93 0 15,53 15,49 3,85
seraphim
DQ9IBE377 2544 16,59 2071 15,44 148 17,08 15,53 0 1,69 14,96
Macrocheles glaber
DQIB6378 2516 16,56 20,89 15,63 1521 17,05 15,49 1,69 0 15,37
Macrocheles glaber
DQ986379
Macrocheles 23,88 9,19 15,64 10,96 0 5,22 3,85 14,96 15,37 0
robustulus

*Espécies que possuem sequencias no GenBank depositado por outros autores: DQ986380 Macrocheles muscaedomesticae, DQ479400 Macrocheles seraphim, DQ986377

Macrocheles glaber, DQ986378 Macrocheles glaber, e DQ986379 Macrocheles robustulus Fonte: Anjos, K.A., 2019
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100 ‘ Macrocheles robustulus Experimental
DQ986379 Macrocheles robustulus

DQ986380 Macrocheles Muscaedomesticae

93

98

B DQ479400 Macrocheles seraphim

i MK547115 Holostspella bifoliata

MK 543493 Macrocheles merdarius

- MK 547084 Macrocheles scutatus

'-— DQ986377 Macrocheles glaber

- I— DQ986378 Macrocheles glaber

MK547113 Glyptholaspis saprophila

—_

0.020

Figura 18. Arvore filogenéticas da regifo ITS alinhadas com as sequéncias presentes no Genbank. Construida
através do programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis versdo 10.0.5 (MEGA). Fonte: Anjos, K.A,,
2019

2.3.2.3 Analises da regido COI

As sequéncias obtidas para a regido COI apresentaram um intervalo de comprimento
de 460 pb a 640 pares de bases. O trecho correspondente ao COI, das espécies sequenciadas
foi alinhado com as sequéncias para essa familia ja disponiveis no GenBank (MG41011,
MF19274, MF1927, MF192, MF192752, MF192754, MG4095).

Os resultados obtidos através das analises de alinhamento de todas as sequéncias
(entre si aos pares) mostraram que a sua distancia interespecifica variou entre 18,07 a 24,82

(Tabela I11). A espécie Macrocheles robustulus (Berlese) sequenciada neste estudo se agrupou
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parafileticamente a sequéncia de Macrocheles subbadius (Berlese) do GenBank, com uma
distancia genética de 18.35.

M. robustulus apresentou, em média uma distancia genética dos demais membros do
seu grupo parafilético igual a 20,32. M. robustulus e M. subbadius se agruparam
parafileticamente a um grupo composto pelas espécies Macrocheles pratum Kbnee,
Macrocheles willowae Knee, Macrocheles kaiju Knee e Macrocheles muscaedomesticae
(Scopoli), conforme mostrada na figura 5. Somadas, essas seis sequéncias se agruparam
parafileticamente com Macrocheles nataliae Knee e com um grupo composto pelas espécies
M. mammifer, Macrocheles praedafimetorum Knee e Glyptholaspis americana (Berlese).
Neste ultimo grupo de trés espécies M. praedafimetorum se agrupou parafileticamente com G.
americana e Macrocheles mammifer Berlese, que por sua vez se bifurcou em dois ramos, uma
para cada espécie (Figura 19).

Os trés espécimes de G. americana submetidos a sequenciamento ndo apresentaram
variacdo genética intraespecifica. No entanto, em relacdo a M. praedafimetorum a distancia
interespecifica foi de 19,42. M. mammifer por sua vez apresentou distancia genética 18,17 e

19,96 em relacdo a M. praedafimetorum e G. americana, respectivamente.

78 Macrocheles robustulus experimental

MG410112 Macrocheles subbadis

s 80 MF192751 Macrocheles pratum

7 MF192746 Macrocheles willowae

L] MF192750 Macrocheles kaiju

MG409525 Macrocheles muscaedometicae

MF192752 Macrocheles nataliae

Glyptholaspis americana experimental 1

L | Glyptholaspis americana experimental 2

% | .
Glyptholaspis americana experimental 3

Macrocheles mammifer experimental

MF192754 Macrocheles praedafimetoruin

 —

0.020

Figura 19. Arvore filogenética da regido COIl, alinhamento das sequencias obtidas no estudo com as presentes
do GenBank. Construida através do programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis versdo 10.0.5 (MEGA).
Fonte: Anjos, K.A., 2019



Tabela 1.

Matriz de distancias genéticas alinhadas aos pares das espécies sequenciadas para a regido COI
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Espécies

Macrocheles
mammifer
exprimental

Glyptholaspis
americana
experimental 1

Glyptholaspis
americana
experimental 2

Glyptholaspis
americana
experimental 3

Macrocheles
robustulus
experimental

MG409525
Macrocheles
muscaedomesticae

MF192754
Macrocheles
praedafimetorum

MF192752
Macrocheles
nataliae

MF192750
Macrocheles
kaiju

MF192751
Macrocheles
pratum

MF192746
Macrocheles
willowae

MG410112
Macrocheles
subbadius

Macrocheles
mammifer
exprimental

Glyptholaspis
americana
experimental 1

Glyptholaspis
americana
experimental 2

Glyptholaspis
americana
experimental 3
Macrocheles
robustulus
experimental

MG409525
Macrocheles
muscaedomesticae

MF192754
Macrocheles
praedafimetorum

MF192752
Macrocheles
nataliae

MF192750
Macrocheles kaiju

MF192751
Macrocheles
pratum

MF192746
Macrocheles
willowae

MG410112
Macrocheles
subbadius

0.00

19.96

19.96

19.96

21.94

21.40

18.17

21.58

21.58

21.76

23.38

22.30

19.96

0.00

0.00

0.00

22.66

23.20

19.42

23.74

20.32

23.02

24.82

24.64

19.96

0.00

0.00

0.00

22.66

23.20

19.42

23.74

20.32

23.02

24.82

24.64

19.96

22.66

23.20

19.42

23.74

20.32

23.02

24.82

24.64

21.94

22.66

22.66

22.66

0.00

19.42

19.78

24.64

19.96

20.68

21.22

18.35

21.40

23.20

23.20

23.20

19.42

20.86

23.20

18.71

19.06

20.86

20.86

18.17

19.42

19.42

19.42

19.78

20.86

0.00

20.86

20.68

23.20

23.92

20.32

21.58

23.74

23.74

23.74

24.64

23.20

20.86

21.94

23.20

23.02

24.10

21.58

20.32

20.32

20.32

19.96

18.71

20.68

21.94

0.00

17.09

17.81

21.58

21.76

23.02

23.02

23.02

20.68

19.06

23.20

23.20

17.09

17.63

19.06

23.38

24.82

24.82

24.82

21.22

20.86

23.92

23.02

17.81

17.63

0.00

21.22

22.30

24.64

24.64

24.64

18.35

20.86

20.32

24.10

21.58

19.06

21.22

0.00

*Espécies que possuem sequencias no GenBank: MG409525 Macrocheles muscaedomesticae, MF192754 Macrocheles praedafimetorum, MF192752 Macrocheles nataliae,

MF192750 Macrocheles kaiju, MF192751 Macrocheles pratum, MF192746 Macrocheles willowae, MG410112 Macrocheles subbadius. Fonte: Anjos, K.A., 2019
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2.4 DISCUSSAO

A importancia do conhecimento da biodiversidade fornece dados capazes de auxiliar a
estabilidade dos ecossistemas impedindo possiveis perturbacfes que comprometam a
sustentabilidade do meio ambiente.

O esterco bovino € um microecossistema rico em material metabolico que favorece o
desenvolvimento de uma fauna de invertebrados como acaros, insetos, nematddeos e outros.
No presente estudo, a fauna de &caros comumente encontrados foi constituida pelas familias
Uropodidae, Oribatidae, Acaridae, Parasitidae, Laelapidae e principalmente pela familia
Macrochelidae.

O conhecimento da fauna dos acaros macroquelideos no Brasil foi influenciado pela
entrada da Haematobia irritans (L.) (moscas dos chifres) uma das mais importantes pragas do
rebanho bovino a partir dos anos 70, espécies cujo trés primeiros estadios larvais se
desenvolvem no esterco bovino (GUIMARAES et al, 2001). No estado de Sdo Paulo o
levantamento da fauna de esterco bovino foi conduzido principalmente pelos trabalhos de
Mendes e Lizaso (1992), Lizaso e Mendes (1994), Mendes (1996), Azevedo et al (2017).

No levantamento da fauna de macroquelideos em esterco bovino para 0 municipio de
Guaratinguetd, a maior incidéncia observada foi das espécies do género Macrocheles, seguida
pelo género Glyptholaspis, Holostaspella e Allogynaspis foi determinada. A diversidade
encontrada supera os encontrados por Mendes (1996), Marchiori et al. (2001) e Azevedo et al.
(2017), que foram de nove, seis e dez espécies respectivamente.

As espécies Glyptholaspis saprophila e Macrocheles scutatus sdo relatadas neste
estudo pela primeira vez no territrio brasileiro. Além disso, a espécie Allogynaspis
flechtmanni Krantz, considerada de vida livre, esteve presente no esterco bovino. Foi
encontrada uma nova espécie para o género Holostaspella. Neste levantamento foram
encontradas duas especies do género Glyptholaspis: Glyptholaspis americana e G.
saprophila. Nos levantamentos realizados em esterco bovino por Mendes (1996), Marchiori et
al. (2001) e Azevedo et al. (2017) relataram apenas espécie deste género: Glyptholaspis
confusa.

A espécie mais abundante foi Macrocheles merdarius, fato que se assemelha aos
obtidos por Azevedo et al. (2017). Entretanto, estes resultados discordam dos obtidos por
Cicolani (1992), Mendes (1996) e Marchiori et al. (2001), onde a maior quantidade de
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espécies encontradas foram, respectivamente, Macrocheles glaber (Miiller), Macrocheles
perglaber Filipponi & Pegazzano e Glyptholaspis confusa (Foa).

A grande quantidade de espécimes de M. merdarius neste estudo pode estar
relacionada a sobrevivéncia da espécie, que devido ao seu pequeno porte, pode servir como
presa de &caros maiores, fato que foi observado durante os procedimentos na criacdo desses
acaros em laboratério. Também pode estar relacionada a colonizacao do esterco, uma vez que
esta espécie e forética em besouros copréfagos como citado por Rodrigues et al. (2001). Além
disso, M. merdarius é uma das primeiras a colonizar o esterco fresco (Cicolani, 1992)
apresenta vantagem alimentar em relacdo as espécies que colonizam mais tardiamente o
esterco.

Azevedo et al. (2015) realizaram um grande levantamento do histérico da familia
Macrochelidae e relataram a necessidade de uma revisdo desses acaros, uma vez que as
descri¢Bes originais das espécies ndo apresentam dados morfoldgicos suficientes, gerando
sinonimias. Nessa mesma linha, Niogret et al., (2007) considera que o0s caracteres
morfologicos sdo por vezes inconspicuos e alguns deles podendo ser inadequados para
classificar as espécies.

No Brasil, devido a escassez dos estudos taxonémicos relacionados a esta familia, ndo
existe uma chave de identificacdo prépria para as espécies. Diante disso, a identificacdo das
espécies neste trabalho foi realizada através do uso de diversas chaves elaboradas em outros
paises com caracteres especificos das espécies encontradas no exterior. As dificuldades
encontradas na identificacdo estdo relacionadas as espécies de aspectos semelhante, tamanho
reduzido e/ou pelo impedimento na visualizacdo de alguns caracteres. Isso levou a busca de
outra ferramenta, a biologia molecular, para a confirmacao da identificacdo morfoldgica.

A reduzida quantidade de sequéncias de DNA de espécies da familia Macrochelidae
disponiveis em bases de dados publicas limitou a andlise dos resultados, bem como as
sequéncias obtidas de diferentes espécies em cada um dos marcadores escolhidos.

O marcador genético ITS tem sido usado amplamente em estudo de filogenia
molecular. Esta regido consiste de trés por¢des distintas chamadas de ITS I, 5.8S e ITS Il que
flanqueiam as coOpias génicas contiguas do rRNA nuclear 18S e 28S. A conformacdo
estrutural deste transcrito é crucial para maturacdo dos rRNA 18S e 28S, de acordo com a
conservacdo evolutiva das suas sequencias de DNA (COLEMAN, 2003).

Apesar da alta conservacdo evolutiva alguns nucleotideos do ITS Il aparentemente
evoluem a uma taxa proxima a neutra, ou seja, ndo estdo sujeitos a selecdo natural
(SCHLOTTERER et al, 1994). Os resultados da arvore filogenética para esta regido
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corroboram estas caracteristicas do ITS |Il, uma vez que individuos identificados
morfologicamente como pertencentes a uma mesma especie ndo apresentaram variabilidade
genética intraespecifica.

Os espécimes de Macrocheles robustulus alinhados entre si para a regido do ITS
demonstraram a auséncia de intraespecifidade, apesar da separacdo geogréafica entre elas. O
agrupamento parafilético desta espécie com as espécies Macrocheles muscaedomesticae e
Macrocheles seraphim coincide com o obtido por Niogret et al (2007) e por Niogret e Nicot
(2008) para as mesmas espécies avaliadas. Por sua vez Holostaspella bifoliata forma um
grupo monofilético com as trés espécies citadas acima, evidenciando um padrdo evolutivo
entre esses dois géneros. Esse resultado foi similar ao obtido neste mesmo estudo para a
regido do ITS Il entre as espécies M. robustulus, H. bifoliata, M. scutatus e M. merdarius.

As espécies M. scutatus e M. merdarius, para regido ITS se mantiveram préximas a H.
bifoliata, porém em um ramo mais distante de M. robustulus. A espécie G. saprophila, por
sua vez, se manteve separada das espécies dos outros dois géneros.

O posicionamento filogenético inesperado da espécie H. bifoliata junto as demais
espécies de Macrocheles diverge em relacdo a morfologia que as posicionam em géneros
diferentes. Entretanto, em uma abordagem de taxonomia integrativa, varios aspectos sao
considerados na classificagdo de um organismo como: ecoldgicos, geograficos, bioldgicos e
moleculares, entre outros, cada um com o peso relativo diferente a ser avaliado de forma
especifica.

Segundo Masan (2003) hé& diferenciacdo morfoldgica pelas seguintes caracteristicas: o
género Holostaspella possui uma projecdo na margem anterior do escudo dorsal onde se
insere a cerda j1; o fémur Il com formacdes (espordo ou proeminéncia) esclerotizadas; seta
mv do tarso Il possui forma de espinho e o escudo ventrianal pode ter até 4 setas pré-anais. O
género Macrocheles ndo possui projecdo, geralmente a margem anterior é arredondada; o
fémur 11 ndo possui formagdes esclerotizadas; tarso Il ndo apresentam modificagdes nas setas
e 0 escudo vetrianal contém, no maximo, 3 setas pré-anais.

Lizaso et al. (1992) descreveram duas espécies, Macrocheles badernus e Macrocheles
jocosus para regido neotropical. Nota-se que ambas apresentam escudo dorsal levemente
afunilado na regido anterior (onde se insere a cerda j1), quase como uma projecao, aspectos
semelhantes ao género Holostaspella.

Ha evidéncia de um padrao evolutivo entre grupos que podem estar relacionados com

o fluxo génico e com as modificagdes ambientais. Entretanto, uma avaliacdo cuidadosa exige
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maiores estudos usando outros marcadores para melhor esclarecer a posicdo do género
Holostaspella.

O uso do citocromo ¢ oxidase | mitocondrial como marcador genético tem sido mais
uma ferramenta na identificacdo de espécies de animais (Hebert et al. 2003). Este marcador
também é conservado evolutivamente a semelhanca do ITS. Porém, esta conservagdo é menor
em comparacdo com ITS Il, o que permite o estudo de variabilidade genética intraespecifica.
A partenogénese tem consideravel participacdo na reproducdo dos acaros da familia
Macrochelidae e, isto aumenta o seu viés de transmissdo hereditaria apenas nas linhagens das
fémeas. Em contraste com o ITS Il, este padrdo até onde se sabe ndo é sujeito a
recombinag&o.

Apesar das poucas espécies analisadas com o marcador COI, a arvore filogenética
obtida agrupou as espécies do género Macrocheles de forma similar ao agrupamento obtido
nas arvores filogenéticas para o ITS. Esse resultado também confirma as observacdes
morfolégicas usadas como critério de determinacdo de espécie. Pode-se estabelecer um
paralelo entre o ramo monofilético onde se encontram as espécie M.robustulus e Macrocheles
kaiju com o ramo correspondente ao relatado por Knee (2017), onde estdo as espécies M.
kaiju e Macrocheles subbadius. Entretanto, nesse estudo foram adicionadas as sequéncias
correspondentes as espécies M. robustulus e M. muscaedomesticae, que se agruparam no
mesmo grupo correspondente ao estudo de Knee (2017).

Também foi observado que M. robustulus se mostrou evolutivamente mais préxima de
Macrocheles subbadius, em contraste com as distancias encontradas por Knee (2017), que o
posicionou mais proximo de Macrocheles pratum.

Os trés espécimes de G. americana sequenciados nao apresentaram distancia
intraespecifica. Verifica-se que G. americana se agrupou com Macrocheles mammifer, de
forma similar ao apresentado na arvore filogenética do ITS Il. Essas duas espécies sao
morfologicamente semelhantes, o que pode ser um indicio de que M. mammifer foi a primeira
especie do género Macrocheles a se diferenciar do ancestral em comum com o género

Glyptholaspis.

2.6 CONCLUSAO
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As amostras obtidas no municipio de Guaratinguetd mostraram uma grande
diversidade de &caros da Familia Macrochelidae presentes no esterco bovino, com quatorze
especies, duas delas novos registros de ocorréncia no Brasil, Glyptholaspis saprophila e
Macrocheles scutatus e, uma nova espécie do género Holostaspella.

O estudo molecular confirmou a identificacdo morfologica das espécies sequenciada.
Demonstrou também que o género Holostaspella estd mais proximo geneticamente do género

Macrocheles do que do género Glyptholaspis.
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CAPITULO 3

Sazonalidade das espécies da familia Macrochelidae presente em placas de esterco

bovino no municipio de Guaratingueta.

RESUMO

O conhecimento acerca da presenca de diferentes espécies de macroquelideos no esterco
bovino ao longo do ano ainda é consideravelmente limitado. O presente trabalho teve como
objetivo determinar a partir de coletas mensais, entre 2017 e 2018, avaliar a sazonalidade dos
acaros da Familia Macrochelidae, bem como realizar estimativas de densidade populacional
das principais espécies presentes em placas de esterco bovino de propriedades localizadas em
Guaratingueta, SP. As cinco amostras das placas de esterco obtidas mensalmente foram
divididas em duas partes (borda e centro). A obtencdo dos acaros foi feita no funil de Berlese-
Tullgen. A fauna presente foi bem diversificada durante os meses avaliados, exceto no més de
junho 2017. As espécies ndo apresentaram comportamento sazonal sendo encontradas na
maioria das amostras; dentre as espécies, Macrocheles merdarius e Macrocheles robustulus
foram as mais frequentes, com alternancia entre elas, isto ¢, M. merdarius teve a maior
quantidade no periodo de primavera/verao e M. robustulus no outono/inverno. A distribuicao
dos acaros nas placas de esterco foi mais evidente nas bordas que no centro.

3.1 INTRODUCAO

O esterco bovino € um microecossistema que apresenta um conjunto de organismos
que estdo em constante interacdo. Das espécies de artropodes encontrados no esterco, muitos
sdo fungivoros, outros bacteriéfagos ou predadores, como os acaros pertencentes a familia

Macrochelidae.
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O conhecimento da sazonalidade dos macroquelideos presentes no esterco bovino é
importante para se avaliar a possibilidade do seu emprego no controle bioldgico na area
veterinaria, uma vez que ja foi comprovada a sua acao predatoria em moscas sinantropicas.

Este estudo teve como objetivo avaliar a sazonalidade das espécies de macroquelideos
e sua distribuicdo na placa de esterco bovino coletadas em propriedades localizadas em

Guaratingueta - SP.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Periodo e local de coleta de esterco bovino

As amostragens foram feitas propriedades localizadas no municipio de Guaratingueta
— SP, entre os anos de 2017 e 2018, sendo coletadas cinco (05) amostras mensais, excetuando-
se 0s meses de novembro de 2017 e fevereiro e marco de 2018, totalizando 55 amostras
Foram coletadas placas inteiras de esterco com aspecto externo seco (Como uma casca que
recobre a placa) e seu interior Umido. As coordenadas geograficas das propriedades rurais
onde se efetuaram as coletas sdo as seguintes: 47°31°77” L (Long), 74°85°158” N (Lat.);
47°53°13” L (Long), 74°83” 469” N (Lat.); 47°63°42” L (Long.), 74°84° 4242” N (Lat.);
47°12°57” L (Long.), 74°85° 987" N (Lat.); 47°03°65” L (Long.), 74°80 857" N (Lat.).

3.2.1.1 Triagem das amostras de esterco bovino

As amostras foram divididas em duas partes, centro e borda, para uma avaliagdo das
especies de macroquelideos e da colonizacdo do bolo fecal. Para separacdo das partes usou-se
uma lata, com 12,5 cm de altura e 31,4 cm de didmetro, e de uma pa de jardim (Figura 1).
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A

Figura 1. Separacdo de uma placa de esterco bovino. Fonte: Anjos, K.A., 2018

O material dividido foi posteriormente pesado em balanca modelo P6-n° 399/05 para
obtencdo do peso umido (PU) e posta em funil de Berlese-Tullgen adaptado (OLIVEIRA et
al.,, 2001). O material foi mantido nestas condi¢Oes por 4 dias para a recuperagdo dos
macroquelideos eventualmente presentes (0 tempo de 4 dias foi determinado em funcéo do
tamanho do funil). Em seguida o material foi acondicionado em frascos com &lcool 70%
devidamente identificado (Figura 2). Apos a extragdo da fauna existente, as amostras de
esterco foram novamente pesadas para obtencdo do peso seco (PS). Com os valores de peso
umido e peso seco foi calculado a porcentagem do teor de umidade relativa das amostras
segundo Santos (1991).

U=[(PU — PS)] x 100



57

Figura 2. Pesagem da parte Umida do esterco bovino. Fonte: Anjos, K.A., 2018

A triagem do material coletado foi realizada através de microscopio estereoscopio
(Lupa) usando ferramenta de apoio (pipeta Pasteur e agulhas modificadas na forma de pd). As
espécies reconhecidas como pertencentes a familia Macrochelidae foram separadas dos

demais &caros e insetos e mantidas em alcool etilico absoluto para preservagdo do DNA.

3.2.1.2 Preparacdo do material acarolégico para identificacéo

A preparacdo e identificacdo dos macroquelideos foi realizada através da montagem
de ldminas em meio Hoyer (MORAES; FLECHTMAN, 2008). Apenas as fémeas das
espécies foram montadas, devido a falta de chaves dicotdmicas para as formas juvenis e para
0s machos das espécies.

Os espécimes foram limpos e clarificados com uma solucdo de KOH a 10% por no
minimo cinco minutos em estufa a uma temperatura de 50°C. Os individuos foram
posteriormente montados inteiros ou dissecados; os exemplares que foram dissecados
receberam um corte latero-longitudinal, separando as placas ventrais da placa dorsal. As
laminas em meio de Hoyer permaneceram em estufa a 50°C durante sete dias para secagem
(MORAES; FLECHTMAN, 2008). A identificacdo ocorreu através de microscopia Optica
(Carlzeiss Jena®) com o uso de chaves taxondmicas para familia, género e espécie de
macroquelideos.
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3.2.2 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi aplicada para avaliar a frequéncia absoluta das espécies
durante o periodo de coleta e a sua distribuicdo no bolo fecal. Os dados foram analisados
através do programa estatistico SAS 9.2. Para as analises de frequéncia das espécies durante o
ano de coleta e da distribuicdo das mesmas no bolo fecal os dados foram analisados através de
frequéncias absolutas e percentuais usando software S.A.S System for Windows verséo 9.2.
(SAS. Institute Inc, 2011).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Sazonalidade das espécies da Familia Macrochelidae

Os dados obtidos foram organizados em dois grupos: segundo as esta¢fes do ano e
segundo a distribuicdo das espécies nos meses de coleta.

Referente as estacdes do ano, observa-se a ocorréncia das espécies, Macrocheles
scutatus (Berlese), Macrocheles muscaedomesticae (Scopoli), Macrocheles mammifer Berlese
e Macrocheles robustulus (Berlese) ao longo do ano, no entanto no periodo de
Outono/Inverno a quantidade foi maior em relacdo ao periodo Primavera/Verdo. Macrocheles
merdarius (Berlese) se destaca por sua abundancia nos dois periodos com a frequéncia maior
na Primevera/Verao (5.143) (Figura 3).



59

s

5000

3000

Valores absolutos

1000 605
423

151 138

03511 8 0 0 5 55 11

Primavera/Verdo Outono/Inverno

] 6362
0

A, flacthmanni B G. americana W G. saprophila B H, bifoliata B Holostaspella sp
u M. glaber B M. insignitus B M. mammifer M. merdarius B M. muscaedomesticae

M. peniculatus M. robustulus M. scutatus M. subbadius

Figura 3. Distribui¢do sazonal das fémeas de Macrochelidae nas estacBes Primavera/Verdo e Outono/Inverno.
Fonte: Anjos, K.A., 2019

De acordo com as andlises ao longo do periodo amostrado, Primavera/Verdo e
Outono/Inverno, a espécie M. merdarius teve a maior representatividade ao longo dos dois
periodos, sendo que no més de outubro a frequéncia dessa espécie foi de 96,52% da fauna dos
macroquelideos. Nota-se uma situacdo similar com a espécie M. robustulus para o periodo
Outono/Inverno, com a frequéncia de 100% no més de junho. As espécies Macrocheles
glaber (Mudller), Macrocheles peniculatus Berlese, Glyptholaspis saprophila Masan,
Allogynaspis flechtmanni Krantz, Holostaspella bifoliata (Tragardh) e Holostaspella n. sp
ocorreram de forma esporadica no periodo de amostragem (Tabela I). A frequéncia da espécie
M. merdarius ao longo dos meses se manteve alta com exce¢do dos meses de maio a julho,
que apresentaram uma baixa temperatura. No entanto, nos meses de dezembro de 2017 e
janeiro de 2018, apesar das condi¢fes climéticas serem favordveis & presenca desta espécie,
foram encontrados poucos exemplares. Macrocheles scutatus foi encontrado em cinco meses,
abril, agosto, setembro, outubro e dezembro, sendo que a sua maior frequéncia foi no més de
agosto, quando se obteve 55 espécimes (Tabela 1) neste més a média de temperatura foi de
20°C e de UR de 65% (Figura 5). Macrocheles mammifer Berlese foi encontrado em maior

namero nos meses de marco e abril de 2017 e janeiro de 2018 com o pico em abril (Tabela I).



Tabela I. Distribuicdo das fémeas de macroguelideos de acordo com 0 més.
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Espécie
Més A G.‘ G. . H Holostaspell M . M M M M. . .M' M M M Total
flachtman american saprophil bif I: | b insignitu "f d - muscaedomestic  peniculatu b ) | y bb d
ni a a ifoliata asp glaber S mammiter merdarius ae s robustulus scutatus suppadlius
. 23 10 1
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
Janeio  0(0%) rge  sw  O0%)  00%)  0(0%) gog T0(5426%) 0 (0%) 1(0,78%)  3(233%) 21(1628%) 0(0%)  0(0%) 129 (100%)
Maro  0(0%) 1(007%) 0(0%) o ;0o 0 o | 59 (422%) (822:710 " 3(021%)  2(0,14%) 7(05%) 0 (0%) (31529% ) (1103302 )
Abril 0(0%) 1 0(0%) 0(0%)  0(0%) L L 173 760(6878%)  41(367%)  3(027%) 98(8.77%) 8(0,72%) 7(063%) -8
(1,52%) (0,09%) (0,09%)  (1547%) * ' ' ' ' ' (100%)
Maio 0(0%)  0(0%) 0(0%) 0(0%)  0(0%)  0(0%) 0(0%) 3 (1,15%) 147 (56,54%) 0 (0%) 0(0%)  83(3L92%) 0 (0%) (102378% ) 260 (100%)
Junho  0(0%)  0(0%) 0(0%) 0(0%)  0(0%)  0(0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)  2(100%)  0(0%)  0(0%) 2 (100%)
2 193
Juho  4(L1%) 5(138%) 5(L38%) 0(0%)  0(0%)  0(0%) (oo 2(055%) 152 (4187%) 0 (0%) 00%)  (sgir 0%  0(0%) 363 (100%)
10 2 1221 229 55 1564
Agosto  0(0%) i 6(038%) 0(0%)  1(006%) 0(0%) gy 7O4) g 0 (0%) 5082%) (e o) BET% 000
2 3105 352 3513
setembro  0(0%)  9(026%) 1(003%) 0(0%)  0(0%)  00%) (o0 19054%)  gag 1(0,03%) 00% (000 ©9(026%) 15043%) oo
Ouwbro  0(0%)  3(035%) 0(0%) (g 558% y 0w 00w 112% | 3(035%) 831 (9652%) 0 (0%) 0(0%)  14(163%) 2(023%) 2(0,23%) 861 (100%)
Dezgmbr 0(0%) 3(7,69%) 0(0%) 0 (0%) 000%)  0(0%) 0 (0%) 000%)  6(1538%) 0 (0%) 0(0%) 29(7436%) 0(0%) 1(256%) 39 (100%)
Total no 71 22 8 1 10 7432 1028 74 200
ano OO 6260 (023%)  (008%) SO0 0010)  (010%) €363 (g5 3ay 46(049%)  13(014%) (11199 (0,80%)  (2,16%) 9246

*A = Allogynaspis, G= Glyptholaspis, H = Holostaspella, M= Macrocheles. Fonte: Anjos, K.A., 2019
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Verifica-se 0 mesmo perfil de distribuicdo das espécies segundo as estacBes do ano
para 0 municipio de Guaratinguetd. Durante o periodo de coleta, ndo houve diferenca

significativa da temperatura e umidade relativa entre as estacdes do ano (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo mensal das espécies de macroquelideos. Fonte: Anjos, K.A., 2019

O més de janeiro se destaca pela alta frequéncia das espécies M mammifer,
Glyptholaspis americana (Berlese), G. saprophila e M. muscaedomesticae e M. peniculatus e
pela queda na populacdo de M. merdarius e M. robustulus (Figura 4).

A média da umidade relativa do ar (UR) no més de junho 2017 foi acima dos 70% e a
Unica espécie presente foi M. robustulus (tabela 1). J& no més de julho deste mesmo ano a
média da UR foi semelhante a junho (67,5%). No entanto a media de temperatura foi a mais
baixa para 0o ano de 2017 (17,71°C), sendo que foram encontradas outras espécies nas

amostragens coletadas, com a predominancia de M. robustulus (Figura 5).
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3.3.2 Distribuigdo das espécies no centro e bordas das placas de fezes bovinas

As placas de esterco apresentavam um aspecto médio, isto é, sem excesso de umidade
e nem ressecadas (teor de umidade de 52% a 78%) com uma faixa de idade de cinco a sete
dias. A andlise indica que a frequéncia dos espécimes (fémeas, machos e imaturos) se

concentravam em sua maioria nas bordas (Figura 6 e 7).
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Figura 6. Aspecto de colonizacdo das espécies de macroquelideos no centro e borda das 55 placas de fezes
bovinas amostradas. Fonte: Anjos, K.A., 2019
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Figura 7. Aspecto de colonizagdo dos machos e imaturos de acaros Macrochelidae no centro e bordas das 55

placas de fezes bovinas. Fonte: Anjos, K.A., 2019

As espécies A. flechtmanni e Macrocheles insignitus Berlese foram encontradas na
mesma proporc¢do nas duas partes. As espéecies G. americana e M. muscaedomesticae estavam
presentes quase que exclusivamente nas bordas das placas. Ja a espécie M. peniculatus

apresentou uma porcentagem de 64% na parte central (Tabela I1).

Tabela Il. Distribuicdo da frequéncia das partes do esterco de acordo com cada espécie.

Partes da Placa

Espécies

Borda Centro
Allogynaspis flachtmanni (n= 4) 2 (50%) 2 (50%)
Glyptholaspis americana (n= 69) 64 (92,75%) 5 (7,25%)
Glyptholaspis saprophila (n=21) 15 (71,43%) 15 (71,43%)
Holostaspella bifoliata (n=8) 6 (75%) 2 (25%)
Holostaspella sp. 1 (100%) 0 (0%)
Macrocheles glaber (n=2) 1 (50%) 0 (0%)
Macrocheles insignitus (n=11) 5 (45,45%) 6 (54,55%)
Macrocheles mammifer (n= 336) 251 (74,7%) 85 (25,3%)
Macrocheles merdarius (n= 7502) 5465 (72,85%) 2037 (27,15%)
Ll\l/IBa)lcrocheles muscaedomesticae (n= 40 (93,02%) 3 (6.98%)
Macrocheles peniculatus (n=11) 4 (36,36%) 7 (63,64%)
Macrocheles robustulus (n=951) 743 (78,13%) 208 (21,87%)
Macrocheles scutatus (n=73) 51 (69,86%) 22 (30,14%)
Macrocheles subbadius (n= 200) 132 (66%) 68 (34%)
Machos (n=1228) 732 (59,61%) 496 (40,39%)
Imaturos (n=5573) 3814 (68,44%) 1759 (31,56%)

Fonte: Anjos, K.A., 2019
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3.4 DISCUSSAO

A fauna do esterco bovino pode ser influenciada pelos fatores climaticos e pelo uso de
produtos quimicos, que sdo aplicados ao longo do ano para o controle de parasitas que
acometem os bovinos. Estudos realizados por Axtell (1963 a) e Mattos (1992) mostraram que
a acarofauna pode ser afetada pelo uso de acaricidas.

Em nossas andlises as espécies Macrocheles merdarius e Macrocheles robustulus
foram as mais abundantes representando 80,4% e 11,1% da acarofauna encontrada
respetivamente. Cicolani (1992) analisando amostras de esterco bovino na regido de
Apennines, Italia, cita que a espécie Macrocheles perglaber Filipponi & Pegazzano foi a
maior representante, somando 75%. Dos individuos recuperados. Glida et al. (2003)
verificaram que as espécies Macrocheles glaber (Miller) e M. perglaber (67% e 16%)
apresentaram maior representatividade em esterco equino coletado em Montpellier, na Franca.

O conhecimento da sazonalidade dos acaros predadores pode auxiliar na escolha da
melhor espécie no controle dos “organismos pragas”, levando em consideracédo sua frequéncia
ao longo do ano e a sua maior densidade. O presente estudo averiguou que a maior
abundancia das espécies Macrocheles merdarius e Macrocheles subbadius (Berlese) foi
durante a primavera e o verdo. Ja Macrocheles robustulus e Macrocheles scutatus
apresentaram maior incidéncia nos meses de outono e inverno. No estudo de Glida et al.
(2003) para a regido do mediterraneo, a maior frequéncia de macroquelideos capturados foi
nos meses da primavera e do outono. Entretanto, Mendes (1996) e Marchiori et al. (2001)
observaram maior incidéncia de individuos desta familia nos meses da primavera e do verao.
O estudo realizado por Mattos (1992) é o que mais se assemelha aos resultados observados
neste trabalho. Neste estudo ele verificou que a abundancia das espécies de macroquelideos se
deu em dois momentos, sendo um pico Nos meses mais quentes no ano de 1986, e outro nos
meses mais frios no ano de 1987.

As espécies encontradas ndo apresentaram comportamento sazonal, uma vez que a
maioria das espécies estava presente em todas as estagdes. Algumas apenas apresentavam
comportamento diferencial.

O fato das espécies M. robustulus e M. merdarius se mostrarem frequentes e
abundantes ao longo do ano, contribui na escolha destas espécies como potenciais predadores
no controle bioldgico de nematddeos de importancia veterinaria. Entretanto, as espécies que

apareceram esporadicamente também podem ser usadas no controle destes vermes, uma vez
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que coincidi a melhor época de seu desenvolvimento com o aumento da populagdo de
nematddeos. A forésia € um importante meio de dispersdo de muitas espécies que habitam
ambientes instaveis como o esterco de animais ou carcacas. Segundo Krantz (1998) fatores
quimicos, comportamentais e ecoldgicos sdo importantes para a associacdo forética. As
espécies relatadas neste estudo, como Glyptholaspis americana, M. glaber, Macrocheles
insignitus, M. merdarius, Macrocheles muscaedomesticae, Macrocheles peniculatus, M.
robustulus e M. subbadius sdo frequentementes associados com besouros e dipteros, sendo
algumas delas encontradas em himenopteros. Segundo Singh et al (1967) o movimento
migratorio das espécies M. muscaedomesticae, M. merdarius e M. subbadius esta relacionado
a temperatura e umidade relativa do meio onde vivem.

A colonizacdo da placa de esterco ocorre atraves de pequenos invertebrados que
auxiliam a decomposicao e a ciclagem da matéria organica do solo (LAVELLE et al., 1996).
A atracdo dos primeiros invertebrados (insetos e &caros) deve-se pelo odor dos gases que sdo
eliminados muitos acaros vém através da forésia e outros atraves do solo. A colonizacdo das
fémeas foréticas de macroquelideos esta fortemente relacionada com o seu portador que por
sua vez tem suas atividades influenciadas pelas condi¢es climaticas (LUMARET; KIRK,
1987). A abundancia das espécies depende do nimero de fémeas fundadoras ao chegar ao
novo ambiente e a sua taxa reprodutiva (GLIDA et al. 2003). O municipio de Guaratingueta,
localizado na Regido Sudeste do Brasil se caracteriza por um clima tropical quente e imido
(primavera/verdo) e outro frio e seco (outono/inverno). Segundo os dados do Instituto do
Controle do Espaco Aéreo de Guaratinguetd, durante o ano de 2017 teve a média da
temperatura variando de 17,7°C a 26,3°C. Nessas condi¢Oes pode-se observar uma grande
diversidade de acaros da familia Macrochelidae nas placas de esterco bovino, com exce¢do do
més de junho (média de temperatura de 19°C e umidade relativa de 75%), que apresentou
baixa frequéncia e diversidade de espécies.

A temperatura adequada ao desenvolvimento influencia a taxa de reproducgdo das
fémeas de macroquelideos. Filipponi (1971) observou que algumas dessas especies
apresentaram aumento da fertilidade em funcdo da temperatura: Macrocheles penicilliger
alcangou maior taxa da fertilidade em 24°C, e para a espécie M. subbadius a temperatura ideal
seria de 27°C. A fertilidade de M. muscaedomesticae em diversas temperaturas (de 10°C a
40°C) indica que o melhor desenvolvimento estd dentro de uma faixa que varia de 28°C a
34°C (FILIPPONI et al., 1971).

Cicolani (1992) relata que M. merdarius é a primeira das espécies a colonizar a placa

de esterco, com identificacdo do acaro a partir do terceiro dia da deposicao do excremento na
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pastagem e, por volta do quinto dia, surgem as espécies M. scutatus, M. subbadius e
Holostaspella sp. No presente trabalho verificou-se uma abundéncia de M. merdarius, fato
que pode estar relacionado a observacdo do autor. Por principio ldgico, as primeiras espécies
que colonizam as fezes possuem maiores chances de explorar os recursos do substrato e,
consequentemente, de se reproduzir.

A espécie Allogynaspis flechtmanni considerada por Krantz (2018) como de vida livre,
foi encontrada nas amostras deste trabalho, o que indica que a colonizagdo possivelmente foi
realizada via solo ou até mesmo por forésia.

Na analise de centro e de borda para se avaliar a distribuicdo dos macroquelideos
observou-se que a fauna acaroldgica ja estava bem estabelecida, uma vez que a quantidade de
formas jovens, fémeas e machos foram altos indicando a ocorréncia de varias geracoes.

Segundo Mendes et al. (2016) a presenca dos macroquelideos na parte central e na
borda do esterco bovino esta relacionada com a colonizagdo destes acaros, sendo que na
porcao central a entrada se faz através da forésia e na borda ocorre também pelo solo.

De modo geral a maior densidade das espécies se encontrava nas bordas. G.
americana e M. muscaedomesticae estavam concentradas quase que exclusivamente nas
bordas da placa. J& a espécie M. peniculatus teve uma maior presenca no centro, fato que
sugere colonizacdo por meio de forésia. A. flechtmanni e M. insignitus estavam distribuidas
igualmente nas duas porcoes.

Este estudo revela que a maioria das espécies se concentra nas bordas. Lopes et al.
(2017) sugerem que a maior densidade dos macroquelideos nas bordas possivelmente esta
relacionada ao ressecamento da parte superior, que desfavorece a entrada e saida de &caros.
No entanto, a umidade inferior das bordas facilita o fluxo da fauna. Além disso, outro fator
gue pode ser considerado é a saida das larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais de
bovinos, que tendem a eclodir partir do 7° a 10° dia, ja que estes vermes podem ser uma fonte
alimentar desses acaros.

A forésia € um importante meio de dispersdo de muitas espécies que habitam
ambientes instaveis como o esterco de animais ou carcagas. Segundo Krantz (1998) fatores
quimicos, comportamentais e ecoldgicos sdo importantes para a associagdo forética. As
especies relatadas neste estudo, como G. americana, M. glaber, M. insignitus, M. merdarius,
M. muscaedomesticae, M. peniculatus, M. robustulus e M. subbadius sdo frequentemente
associadas com besouros e dipteros sendo algumas também encontradas em himendpteros.

Segundo Singh et al (1967) o movimento migratorio das espécies M. muscaedomesticae, M.
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merdarius e M. subbadius esta relacionada a temperatura e & umidade relativa no meio onde

vivem.

3.5 CONCLUSAO

A fauna dos &caros da familia Macrochelidade encontrados em esterco bovino no
municipio de Guaratinguetd no ano de 2017 e inicio do ano de 2018 mostrou-se bem
diversificado durante todo o ano, com queda no més de junho.

As espécies ndo apresentaram comportamento sazonal, sendo encontradas na maioria
dos meses. Dentre as espécies observadas Macrocheles merdarius e Macrocheles robustulus
foram as mais frequentes, com alterndncia entre elas, isto ¢, M. merdarius teve a maior
quantidade no periodo de primavera/verdo e M. robustulus no outono/inverno.

A distribuicdo dos acaros nas placas de esterco apresentou maior concentracdo nas

bordas do que no centro.
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CAPITULO 4

Avaliacdo do potencial de controle biologico de Holostapella bifoliata (Mesostigmata:
Macrochelidae) no controle de larvas infectantes de nematddeos gastrointestinais de

importéncia veterinaria.

RESUMO

Estudos tém evidenciado o potencial predatério dos macroquelideos para uso no controle de
moscas sinantropicas, porém ndo ha trabalhos relatando seu papel no controle de larvas
infectantes de nematddeos gastrintestinais. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
pressdo exercida das espécies de macroquelideos sobre larvas infectantes de nematodeos
gastrintestinais de bovinos, equinos e ovinos. O teste foi realizado através da adaptacdo da
coprocultura (Roberts e O’Sullivan, 1950) associada a técnica de Berlese-Tullgen. Para
realizacdo dos testes, colonias da espécie Holostaspella bifoliata foram estabelecidas
juntamente col6nias de moscas domeésticas, estas como fonte de alimento para os &caros até o
inicio dos testes. Também foram colocadas para as colénias de H. bifoliata larvas de
nematodeos gastrintestinais extraidos pelo método de coprocultura. Os resultados obtidos
demostraram diminuicdo das larvas infectantes de nematodeos das culturas tratadas, variando
em um intervalo entre 40% a 90% para as culturas com fezes bovinas e 20% a 75% para fezes
de equinos. Embora os resultados dos testes em fezes de ovinos ndo tenham alcancado
significado estatistico, verificou-se a diminuicdo das populagdes de larvas de nematddeos nas
repeticdes 1, 3 e 7 e houve a maior numero de acaros recuperados nas 2, 6 e 7 dentre todos 0s
teste. Estes resultados demostraram eficicia de predacdo da espécie H. bifoliata sobre as
populacbes de nematddeos gastrintestinais de todas as espécies testadas, podendo, no futuro,

ser usada dentro de um manejo integrado de pragas.

4.1 INTRODUCAO
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O primeiro estudo de predagéo foi realizado por Pereira e Castro em 1945 no Instituto
Bioldgico de Sao Paulo, no qual foi avaliou-se o efeito predatdrio da espécie Macrocheles
muscaedomesticae (Scopoli) sobre ovos e larvas de Musca domestica L. (Diptera: Muscidae).
Os estudos sobre predacdo de pequenos invertebrados pelos macroquelideos vém crescendo
ao longo dos anos incluindo outras espécies como M. domestica, Lucilia sp, Haematobia
irritans (L) e Stomoxys calcitrans (L.) (O’DONNELL; AXTELL, 1964; MANNING;
HALLIDAY, 1994; HALLIDAY; HOLM, 1987; AZEVEDO et. al, 2018).

Estudos avaliaram que os macroquelideos também sdo predadores de invertebrados
como Enchytraeus albidus (Enchytraeidae), Poduromorpha Collembola e Frankliniella
occidentalis, além de nematddeos de vida livre e parasitas de plantas comerciais como Rhitis
inermiformis, Panagrellus sp., Aphelenchus avenae e Panagrellus redivivus (FILIPPONI;
DELUPIS,1963; HASSAN et al., 2002).

Embora ovos e larvas de nematodeos gastrintestinais estejam presentes nas fezes dos
animais domeésticos, a literatura sobre o papel dos macroquelideos no controle de parasitos de
interesse veterinario tem se limitado ao estudo de artrépodes, mais especificamente, aos
dipteros M. domestica, H. irritans e S. calcitrans.

A busca por alternativas para o controle de parasitos gastrintestinais e a crescente
procura dos consumidores por uma alimentacdo orgéanica abriram espago para novas pesquisas
sobre o controle biol6gico de nematddeos. Sendo assim o presente estudo procurou avaliar 0
potencial da espécie Holostaspella bifoliata (Tragardh) no controle de populagdes de
nematodeos gastrintestinais de bovinos, equinos e ovinos, utilizando para tanto um modelo in
vitro adaptado da técnica de coprocultura (Roberts e O’Sullivan, 1950) associada a técnica de
Berlese-Tullgen, avaliando tanto a populacéo de larvas de nemat6deos quanto as de &caros

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Adaptacdo da técnica de coprocultura para avaliar o efeito da predacdo de acaros sobre

populacdes de nematodeos gastrintestinais.

A avaliagdo in vitro foi conduzida nos meses de outubro, novembro e dezembro de

2018. O método foi adaptado a partir da técnica de coprocultura para obtencdo de larvas de

nematodeos gastrintestinais proposta por Roberts e O’Sullivan (1950). Para tanto, amostras de
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fezes bovinas, ovinas e equinas foram coletadas diretamente do reto dos animais, para néo
haver contaminacdo com a fauna do solo. Efetuou-se contagem do nimero de ovos por grama
de fezes (opg) conforme técnica de Whitlock (1948) podendo assim determinar o nimero de
ovos de nematddeos presentes nas amostras e, consequentemente, estimar o nimero de larvas
a ser obtido das coproculturas.

As amostras continham trinta gramas de fezes que foram colocadas em frasco de vidro
de boca larga mantido em estufa B.O.D a 30°C = 2°C e 70% £ 10 % UR. O material foi
umedecido conforme a necessidade. Apds dois dias de incubacdo, foram depositadas fémeas
de H. bifoliata nos frascos com coproculturas, nas amostras tratadas e as amostras controles
permaneciam sem acaros. O material foi mantido sob as condi¢Bes citadas acima por mais
oito dias, totalizando dez dias de incubacdo das coproculturas, tempo necessario para que as
larvas cheguem ao terceiro estagio, sua forma infectante. Também foram mantidos
coproculturas sem o acréscimo de &caros como controle (Figura 1).

Para a mesma coleta de fezes de bovinos foram realizadas duas culturas, uma controle
e outra contendo duas fémeas adultas de H. bifiliata para comparacdo da estimativa do
namero de larvas de nematddeos entre ambas. A bateria de testes com fezes de bovinos foi
realizada com sete amostras.

Com relacdo as fezes dos equinos foram realizadas trés culturas para cada coleta, uma
controle e outras contendo duas fémeas adultas de H. bifiliata, nesse caso além da
comparacdo da estimativa do namero de larvas foram recuperados os acaros de uma das
culturas. A bateria de testes com fezes de equinos foi realizada com seis amostras.

Para as amostras de fezes de ovinos, as quantidades coletadas impediram a preparacéo
de culturas em triplicata ou duplicata. Neste caso, as amostras controle e tratada foram
pareadas duas a duas, utilizando como critério contagens de opg aproximadas, portanto cada
um dos sete testes foi realizado com fezes de dois animais. As amostras tratadas foram
adicionadas um Unica fémea adulta de H. bifiliata.

As larvas infectantes foram recuperadas, enchendo-se os frascos de cultivo com agua
morna, tampando-os com placas de Petri e invertendo-os bruscamente. Os conjuntos foram
mantidos levemente inclinados com o auxilio de um suporte de madeira, adicionou-se agua
morna na parte externa das placas de Petri. Apos duas horas, a suspensdo contida em cada
placa foi coletada com pipeta Pasteur e reservada em tubos Falcon, apos a coleta o volume de
agua foi reposto para que a mesma operacdo fosse repetida mais seis vezes ao longo de 24
horas.
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Para a contagem das quantidades de larvas recuperadas, os tubos ficaram em repouso
durante 24 horas para sedimentacdo das larvas, foram dispensados os sobrenadantes até que
restasse um volume de 5 ml para cada tubo, os quais foram homogeneizado com o auxilio de
pipetas de 1000ul. Apdés a homogeneizacdo 10ul da suspensdo com nematddeos foram
pipetadas, e colocadas em ldminas de microscopia. Foi também aplicado o mesmo volume de
lugol para matar as larvas e facilitar a contagem. O processo foi repetido 10 vezes para cada
amostra controle e tratada, foi calculada a média de larvas por amostra. O calculo da

estimativa de larvas foi realizado usando a seguinte formula:

Média de larvas em 10pl. x 1000 = n° de nematédeos em 1ml

N° de nematodeos em 1ml x 5 = total de nematddeos recuperados.

Figura 1. Teste de predagdo em coprocultura para avaliar a acdo de acaros macroquelideos sobre populagdes de
larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais. Teste executado com Holostaspella bifoliata em (a) fezes
bovinas, culturas tratadas e controles; (b) fezes ovinas, culturas tratadas; (c) fezes ovinas, controles; (d) fezes

equinas, culturas tratadas e controles. Fonte: Anjos, K. A., 2019.

4.2.2 Recuperacdo dos acaros das amostras tratadas.
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Para as fezes de ovinos e bovinos os acaros foram recuperados analisando toda a dgua
restante dos frascos apOs a recuperacdo de larvas de nematddeos. Esta recuperacdo foi
realizada utilizando pipeta Paster e placa de Petri e observada ao microscopio estereoscopio
(Lupa).

Com relagdo as fezes de equinos, cuja bateria de testes foi realizada em triplicata,
justamente para que uma das amostras tratadas fosse exclusivamente destinadas a recuperacéo

de &caros, os acaros foram recuperados utilizando o funil de Berlese-Tullgen.

4.2.3 Coleta de Macrochelidae para estabelecimento de colonias.

No laboratorio as amostras de esterco bovino foram colocados em um funil de
Berlese-Tullgen adaptado (OLIVEIRA et al., 2001), mantidas por quatro dias para a
recuperacdo dos macroquelideos eventualmente presentes, e acondicionados em potes
plasticos contendo uma base de gesso e carvao ativado na proporcdo de 9:1 (ABBATIELLO,
1965). Em seguida, os acaros presentes nos potes foram triados e separados dos demais em
novos potes contendo 0 mesmo substrato. ApoGs a separacdo as espécies de macrochelideos
foram mantidos em estufas a 30°C + 2°C e 70% UR + 10% UR, no escuro, simulando as
condicdes de calor e umidade das massas fecais. Ofereceu-se alimentacdo a base de ovos de
moscas domeésticas e larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais. N&o obstantes o0s
esforgos exaustivos para manutencdo de maior nimero de espécies, apenas H. bifoliata
estabeleceu colonias espontaneamente nas condicOes experimentais, sendo capaz de se

reproduzir por vérias geragoes.

4.2.3.1 Manutencéo e criagdo de Holostaspella bifoliata

A colbnia de Holostaspella bifoliata foi estabelecida a partir da captura de individuos
presentes em amostras de esterco bovino do municipio de Guaratinguetad — SP, em janeiro de
2018, das quais se recuperou 0s espécimes através do funil de Berlese-Tullgen.

Os acaros foram criados em potes plasticos com 8 cm didmetro e 7 cm altura, sobre

base de gesso e carvao ativado, na propor¢do de 9:1 com 0,5 cm de altura (ABBATIELLO,
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1965). A base foi mantida sempre umedecida e ofereceu-se aos acaros uma camada de
vermiculita para proporcionar abrigo e reduzir o canibalismo. Os potes foram mantidos em
estufas a 30°C + 2°C e 70% UR £ 10% UR, no escuro, simulando as condicGes de calor e
umidade das massas fecais.

As coldnias eram alimentadas com ovos e larvas de primeiro instar de moscas domeésticas
da criagdo do Laboratdrio de Parasitologia Animal do Instituto Bioldgico e larvas infectantes
de nematddeos gastrintestinais de diferentes animais domesticos coletadas em diferentes
localidades do estado, como parte da rotina do Laboratorio de Parasitologia Animal do Centro
de Pesquisa de Sanidade Animal (CPSA).

4.2.3.2 Criacdo de mosca doméstica (Musca domesticae) para alimentacdo dos acaros

macroquelideos.

A criacdo de mosca doméstica (Musca domestica L.) foi conduzida baseada nas
metodologias estabelecidas por Justus (2002) e Ambros (2003). As coldnias foram formadas a
partir de larvas coletadas em esterco bovino coletado no municipio de Guaratingueta.

As colbnias de mosca domestica foram mantidas em uma sala climatizada com
temperatura de 24°C + 2°C e umidade relativa do ar de 60% dentro de uma gaiola com 8 cm

didametro e 7 cm de altura (Figura 2)

Figura 2. Col6nia de mosca doméstica mantida em sala climatizada. Fonte: Anjos, K. A., 2019.
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A alimentacdo das moscas adultas continha uma mistura de leite em po, levedo de
cerveja e aglcar numa proporgdo de 1:1:1. A &gua foi fornecida para as moscas através de
uma garrafa e um tecido de algod&o. Para a postura de ovos foi disponibilizada uma mistura
contendo farelo de trigo, leite em po e levedo de cerveja, numa propor¢do de 19:2:1,
respectivamente. Adicionava-se dgua a este substrato de postura até que tivesse um aspecto
Uumido mais ainda bem aerado. Antes da utilizacdo, o substrato umedecido era deixado
fermentando por, no minimo, 48 horas. Uma aliquota de substrato fermentado era depositada
em uma placa de Petri e deixada dentro da gaiola das moscas adultas durante 6 horas, para
que as fémeas realizassem a postura. Para a manutencao da colonia de moscas parte dos ovos
eram separados e mantidos no mesmo substrato no qual faziam a postura dos ovos, em um
pote com 8 cm de didmetro 7 cm e de altura, tampado com tecido para o nascimento de novas

MOscCas.

4.2.3.3 Coleta e manutencdo dos nematddeos gastrintestinais de ruminantes para a

manutencdo do Holostaspella bifoliata

Os nematddeos foram recuperados de fezes ovinas e bovinas sempre que disponiveis
seguindo 0 método de Roberts e O’Sullivan (1950), descrito anteriormente.
Apds a recuperacdo, as larvas eram mantidas em um tubo Falcon dentro de geladeiras

e retiradas apenas para alimentacdo dos acaros.

4.2.4 Andlises estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo método de Mann-Whitney com o software Livre

R, a fim de averiguar se houve diferenca significativa entre as culturas tratadas e controles.

4.3 RESULTADOS
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4.3.1 Resultados obtidos da recuperacédo de larvas de nematddeos

Os resultados obtidos para as fezes bovinas demonstraram uma reducao significativa
para o grupo tratado (p = 0,048) em todas as amostras. A média da recuperacdo foi de 36,21%
(desvio padréo: + 19,96%) para o controle e 16,45% (desvio padrdo: = 13,04%) para 0 grupo
tratado.

As coproculturas de fezes equinas mostraram uma reducdo significativa do grupo
tratado (p = 0,037) com uma média de 25,05% (desvio padréo: + 11,88) para o grupo controle
e 13,22% (desvio padréo: * 6,75) para amostras tratadas.

Em relagdo aos testes com as fezes de ovinos, o resultado ndo foi significativo (p =
0,338) sendo que a média para o controle foi de 34,75% (desvio padréo: + 44,09) e para as
amostras tratadas de 10,50% (desvio padrdo: + 14,46) (Figura3).

80,00 1
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50,00 -
40,00 -
30,00 - B Desvio padrdo
20,00 -+ B Média
10,00 -
0,00

g =} w =} @ o
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Figura 3: Média e desvio padrao da recuperagdo de larvas de nematddeos dos frascos controles e tratados das

culturas de fezes ovinas, equinas e bovinas.
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Figura 4. Recuperacdo (%) de larvas de nematddeos das sete amostras de fezes bovinas (frascos controles e
tratados). Fonte: Anjos, K. A., 2019.

Em uma analise individual dos resultados para as fezes bovinas nota-se que nas
amostras 2 e 7 a reducdo da populacdo de nematddeos foi de aproximadamente 90% em
comparagcdo com a quantidade de larvas recuperadas da cultura controle. Para os pares de
amostras 1, 3 e 5, a redugao de larvas recuperadas em comparagdo aos controles foi > 50% em
relacdo aos controles. Ja para as repeticoes 4 e 6, a queda populacional dos nematddeos foi de

aproximadamente 40% quando comparada as respectivas culturas controle (Figura 4).
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Figura 5: Recuperacdo (%) de larvas de nematodeos dos potes controles e tratados das fezes equinas. Fonte:
Anjos, K. A., 2019.

As amostras obtidas da coprocultura de fezes de equinos obtiveram um resultado
semelhante ao observado no teste com as fezes bovinas (Figura 5). Nas amostras 3 e 6, a
reducdo chegou a aproximadamente 75% em comparagcdo com os controles. Para as amostras
1 e 5, a reducdo foi de cerca de 50%. Na amostra 2 verificou-se uma reducgéo de apenas 20%
em relacdo ao controle. Ocorreu inversdo no caso da cultura nimero 4, na qual a populagdo de
larvas recuperadas foi maior na cultura tratada, o que pode estar relacionado com a idade das

fémeas depositadas naquela cultura e/ou com a homogeneizagdo da amostra.
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Figura 6. Recuperacdo (%) de larvas de nematddeos dos potes controles e tratados das fezes dos ovinos. Fonte:
Anjos, K. A., 2019.

Em relacdo aos testes dos ovinos, é importante ressaltar que as fezes do controle e
tratadas eram de animais diferentes, mas que possuiam opgs, € que cada animal tem sua
prépria reacdo imunoldgica que afeta as populacdes de nematddeos de maneiras diversas.
Apesar deste fato € possivel notar que nas repeticdes 1, 3 e 7 houve uma reducdo quantitativa
das populacdes de nematddeos e para a amostra nimero 2 ndo houve recuperagdo de larvas no
tratado. Ja para as amostras 4 e 5 houve uma maior recuperacao das larvas de nematodeos dos
frascos tratados e no amostra 6 a recuperacao foi muito préxima entre os frascos controle e
tratado (1,46 e 0,81).

4.3.2 Recuperacéo dos Holostaspella bifoliata

Observando a tabela I podemos verificar que ndo houve recuperacdo de &caros nas
fezes bovinas. Nas amostras 2, 6 e 7 dos ovinos houve respectivamente 19, 2, 6 acaros
recuperados sendo que apenas uma fémea foi adicionada nas amostras tratadas mostrando que
houve crescimento populacional significativo, principalmente na amostra 2. Nas fezes equinas

foram recuperados dois acaros em todas as amostras. O metodo usado para recuperacdo dos
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acaros usando a divisdo das fezes em triplica apresentou-se a melhor forma de avaliar a

populacdo de &caros.

Tabela I. Numero de Holostaspella bifoliata recuperados das fezes de diferentes espécies.

Espécies
N2 da amostra Bovino Ovino Equino
1 0 0 2
2 0 19 2
3 0 0 2
4 0 0 2
5 0 0 2
6 0 2 2
7 0 6 -

*Fezes bovinas e ovinas a recuperacdo de acaros foi através da analise da agua.
**Fezes equinas a recuperacdo de acaros foi através do funil de Bersese.

4.4 DISCUSSAO

Os acaros predadores de pequenos invertebrados vém apresentando grande sucesso no
controle de pragas em diversas culturas vegetais. No caso da familia Macrochelidae, apenas
Macrocheles robustulus é comercializado para o controle de tripes (Thysanoptera) e controle
de moscas Scaridae. Na area animal, estudos de avaliacdo da sua viabilidade como controle
biolégico de moscas sinantrodpicas vém sendo realizados desde a década de 1940, (Musca
domestica, Haematobia irritans e Stomoxy calcitrans) (PEREIRA; CASTRO, 1945 e 1947,
O’DONNELL; AXTELL, 1964; MANNING; HALLIDAY 1994; HALLIDAY; HOLM,
1987).

Rodrigues et al. (1962) e Azevedo et al (2019) utilizaram nematodeos com o objetivo
de usad-los como alimento alternativo para populacdes laboratoriais de macroquelideos, e
demostraram a eficdcia desse alimento no aumento da fertilidade das fémeas em cativeiro.
Porem as técnicas usualmente empregadas em testes de predacdo ndo permite uma andlise
quantitativa do numero de nematddeos predados, ndo sendo possivel avaliar a pressdo que 0s
macroquelideos exercem sobre essas populacgdes.

Estudos acerca do papel predatorio exercido pelos macroquelideos sobre as
populacbes de larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais sdo revestidos de carater

inédito. Sabe-se que os primeiros instares desses vermes se desenvolvem no bolo fecal,
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ambiente onde muitas espécies de macroquelideos habitam. Os ovos morulados ou larvados
desses nematodeos parasitarios estdo presentes no bolo fecal no momento de sua formagéo.
Logo, a busca dos macroquelideos por este substrato deve, muito provavelmente, se basear na
existéncia desta fonte de alimento. Isso é consistente com relatos sobre a colonizacdo das
placas de esterco nas pastagens ja no terceiro dia ap6s a defecagdo (CICOLANI, 1992),
momento no qual as larvas de primeiro instar dos nematodeos parasitarios j& estdo presentes e
a mercé dos predadores macroquelideos.

Os helmintos gastrintestinais costumam causar impactos nos rebanhos de animais
domeésticos, tais como retardo no crescimento e mortalidade dos animais parasitados,
acarretando perdas econdmicas (HAWKINS, 1993; STROMBERG et al., 2012). Os anti-
helminticos tem sido vitais no controle das verminoses dos ruminantes, porém o aparecimento
de resisténcia tem comprometido o uso desta ferramenta, podendo ocasionar um grande
problema sanitario na pecuéria (LOPES et al., 2009).

Desta forma parece ser possivel explorar a relagdo ecoldgica entre predadores
macroquelideos e as larvas de parasitos gastrintestinais presentes nas fezes depositadas nas
pastagens pelos animais domésticos. Isto poderia se somar a outras medidas que vém sendo
tomadas para controlar as verminoses em ruminantes, incluindo higiene, manejo, descanso
das pastagens, pastejo rotacional, pastejo alternado e simultaneo entre ovinos e bovinos, bem
como aos avancos relacionadas ao uso dos fitoterapicos, vacinas, homeopaticos e o controle
bioldgico através de fungos nematofagos (LOPES et al. 2017).

Espera-se que, uma vez dominado o processo de criacdo industrial de Holostaspella
bifoliata, e possivelmente de outros macroquelideos cujo potencial predatério seja
evidenciado no futuro por meio da técnica ora proposta, seja possivel lan¢a-los nas pastagens,
como parte de um esquema de manejo de pragas afim de diminuir a quantidades de larvas
infectantes e reduzir os prejuizos decorrentes do parasitismo animal.

Outro aspecto relevante se refere aos efeitos de drogas parasitarias, mais
especificamente, as lactonas macrociclicas. Estudos sobre os efeitos da molécula sobre a
fauna presente nas placas de fezes bovinas, realizados quando da introducdo desta familia
guimica no mercado (RONCALLI, 1987), ignoraram quaisquer consequéncias sobre 0s acaros
que posteriormente colonizam as massas fecais. Desta maneira, levando-se em conta as
observacdes de Axtell (1963 a) e de Mattos (1992) acerca dos efeitos deletérios de produtos
quimicos sobre populacdes de macroquelideos, € bastante provavel que espécies importantes
com grande potencial predatorio tenham sido prejudicadas ou até mesmo extintas antes de

serem sequer reconhecidas como agentes de controle bioldgico para a pecuéria.
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4.5 CONCLUSAO

A adaptacdo do teste de coprocultura para avaliar a pressdo exercida pelas espécies de
macroquelideos em populaces de nematddeos gastrintestinais foi bem sucedida,
principalmente com relacéo a recuperacédo das larvas de nematodeos.

A divisdo das fezes em triplicata para que um frasco ficasse reservado unicamente
para recuperacdo de acaros mostrou-se a forma mais pratica e eficaz para recuperacdo de
acaros.

A colbnia de Holostaspella bifoliata se desenvolveu somente com a dieta restrita
oferecida no laboratorio.

Os testes demostraram bons resultados, evidenciando que em meio selvagem as larvas
infectantes dos nematddeos gastrintestinais possivelmente fazem parte da dieta fisioldgica do
H. bifoliata.
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