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RESUMO

O acaro plumicola Allopsoroptoides galli Mironov (2013) é o primeiro psoropitideo observado
nas penas de aves da ordem Galliformes durante um surto ocorrido em 2010 (quando ainda este
acaro era uma espécie desconhecida) em galinhas poedeiras de uma instalacdo comercial no
Estado de S&o Paulo. Os danos causados pelo parasitismo desse acaro estao relacionados a piora
da conversdo alimentar e a reducdo na producdo de ovos. Com 0 objetivo de aprimorar 0s
conhecimentos bésicos do &caro A. galli, neste trabalho foi realizado um estudo analitico da
transmissdo horizontal do acaro A. galli através de um experimento de intervencdo entre uma
populacdo exposta e outra ndo exposta ao acaro A. galli, além de andlises filogenéticas com
sequéncias dos genes 18S e 28S rRNA do acaro A. galli obtidas neste trabalho, e depositadas
no GenBank com os seguintes codigos de acesso: OK533677 e OK533676. O experimento para
a avaliagédo da transmisséo foi realizado nos meses de fevereiro e margo de 2021 no Instituto
Biologico de Bastos. Foi utilizado um total de 30 aves alojadas em 6 gaiolas. Em cada gaiola
foram colocadas 4 aves ndo parasitadas pertencentes ao grupo N (negativo) e uma infestada
com o &caro A. galli pertencente ao grupo P (positivo). As aves permaneceram nas gaiolas por
um periodo de 35 dias. As aves, antes de ser colocadas nas gaiolas, foram previamente
analisadas no que foi considerado o dia 0 do experimento. Outras 6 analises foram realizadas
nos dias 4,7, 14, 21, 28 e 35. Todas as aves, exceto as utilizadas como controle positivo, tiveram
contagem nula para &caros na avaliacdo prévia. A partir da contagem do dia 4, as quantidades
de acaros em todos os raspados das aves do grupo N se apresentaram sempre crescentes: 11,
24,72, 70, 106 e 148. Praticamente o inverso foi verificado em relacdo a contagem realizada
com todas as aves do grupo P, com as seguintes contagens a partir do dia 7: 100, 99, 104, 91,
86 e 74. Ao final do experimento, a infestacdo apresentou crescimento, pois 0 aumento gradual
do parasitismo nas aves do grupo N ao longo das 5 semanas foi maior do que a queda do numero
desses parasitos nas aves do grupo P. O tempo médio da infestagdo da primeira galinha pelo
acaro A. galli foi de 4,5 dias. Ja o tempo médio da infestacdo foi de 13,7 dias. Os produtos das

amplificagdes das sequéncias dos alelos 18S e do 28S rRNA do acaro A. galli apresentaram



respectivamente 589 e 642 pares de bases. As arvores filogenéticas foram construidas pelos
métodos de Neighbor-Joining (NJ), Méxima Parciménia (MP) e Maxima Verossimilhanca
(MV) com ambas as sequéncias de rRNA. Nessas montagens foram utilizadas sequéncias
depositadas no GenBank de &caros da familia Psoroptoididae e de acaros da familia e da ordem
parafiléticas Pyroglyphidae e Ixodida. Embora todas as arvores filogenéticas obtidas tanto para
as sequéncias de 18S rRNA quanto para a sequéncia de 28S rRNA tenham apresentado algum
grau de discordancia com a classificacdo morfoldgica atual, nota-se que, em todas as arvores
obtidas para a sequéncia 18S rRNA, o alinhamento do acaro A. galli ficou proximo as
sequéncias do género Pandalura. Com relagdo a sequéncia 28s rRNA, quando utilizados 0s
métodos de maxima parciménia e de Neighbor-Joining, houve maior proximidade de
alinhamento com Hyomesalges e Dermatophagoides farine, resultado completamente
discordante da classificacdo morfoldgica atual, visto que se trata de membros da espécie da
familia Psoroptoididae, subfamilia Psoroptoidinae, e da familia Piroglyphidae,
respectivamente. Com o método de méxima verossimilhanca o acaro A. galli se agrupou com

0s seguintes géneros da familia Pandalurinae: Temnalges, Picalgoides e Mesalgoides.

Palavras-chave: acaros de penas, Psoroptoididae, producéo de ovos.



ABSTRACT

The plumicolous mite Allopsoroptoides galli Mironov (2013) was the first psoroptid to be
observed on the feathers of birds of the order Galliformes during an outbreak that occurred in
2010 (when this mite was still an unknown species), among laying hens in a commercial
installation in the state of Sdo Paulo. The damage caused by parasitism due to this mite relates
to worsening of feeding conversion and reduction of egg production. The present study was
conducted with the aim of improving basic knowledge about the mite A. galli and consisted of
an analysis on horizontal transmission of A. galli through an interventional experiment in which
exposed and non-exposed populations were assessed, along with phylogenetic analyses of the
sequences of the 18S and 28S rRNA genes of A. galli that were obtained in this study, which
were deposited in GenBank with the accession numbers OK533677 and OK533676,
respectively. The experiment to evaluate transmission was conducted at the Biological Institute,
in Bastos SP, between the months of February and March 2021. A total of 30 birds were used,
housed in six cages. Four non-parasitized birds belonging to group N (negative) and one bird
infested with A. galli which belonged to group P (positive) were placed in each cage. The birds
were kept in these cages for a 35-day period. Skin scrapings were taken from the flanks of all
the birds on days 0, 4, 7, 14, 21, 28 and 35, in order to count mites. Starting from the count on
day 4, the amounts of mites in all the skin scrapings from the birds in group N increased
continuously: 11, 24, 72, 70, 106 and 148. A similarly reversed trend was seen regarding the
counts on scrapings from the birds in group P, after day 7: 100, 99, 104, 91, 86 and 74. At the
end of the experiment, the overall infestation was seen to have grown because the the gradual
increase in parasitism in the birds in group N over these five weeks was greater than the decline
in the number of these parasites among the birds in group P. The mean time taken for the first
hen to become infested by A. galli was 4.5 days, while the overall mean time taken for the birds
to become infested was 13.7 days. The amplification products from the sequences of the 18S
and 28S rRNA alleles of A. galli presented 589 and 642 base pairs, respectively. Phylogenetic
trees were constructed using the Neighbor-Joining (NJ), maximum parsimony (MP) and
maximum likelihood (ML) methods from both rRNA sequences. Sequences from mites of the
Psoroptoididae family, the paraphyletic family Pyroglyphidae and the order Ixodida previously
deposited in GenBank were used as markers for relatively close, medium and far phylogenetic
relationship across the Acari subclass, respectively. Although all of the phylogenetic trees
obtained for both 18S and 28S rRNA showed some discrepancies with the canonical

phylogenetic classification, it was noted that all of the trees obtained for the sequences of 18S



rRNA showed alignment of A. galli close to the sequences of the genus Pandalura. The 28S
rRNA, when the MP and NJ methods were used, grouped A. galli with Hyomesalges and
Dermatophagoides farinae. This result was in complete disagreement with the canonical
phylogenetic classification because these species are members of the Psoroptoidinae subfamily
of the Psoroptoididae family, and of the Pyroglyphidae family, respectively. On the other hand,
the ML method grouped A. galli with three genera of the family Pandalurinae: Temnalges,

Picalgoides and Mesalgoides.

Keywords: feather mites, Psoroptoididae, egg production.
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1. Introdugéo

Na area de producao animal, a avicultura pode ser considerada a atividade que mais se
desenvolveu neste século em consequéncia dos avangos em genética, nutricdo, sanidade e
manejo (MAZZUCO et al., 1997). O Brasil j& tem grandes produtores com instalagdes
automatizadas e sistema de climatizacdo, mas grande parte ainda é considerado pequeno e
médio produtor, cujas as aves sao criadas em galpdes abertos, com pouco ou nenhum controle
do ambiente interno. (SILVA, 2019).

O sistema predominante de producdo de ovos no Brasil é o intensivo, no qual as aves
sdo dispostas em gaiolas convencionais dentro de galpdes (SILVA, 2019). A producdo
concentrada de aves em ecossistemas artificiais encontra as vezes condicOes ideais para o
desenvolvimento de grandes populacdes de pragas de artropodes. (AXTELL &
ARENDS,1990).

Em ambiente natural, existem fatores que possibilitam a defesa das aves contra 0s
ectoparasitas, como exposicdo ao sol e remocdo dos ectoparasitas pelas proprias aves com o
auxilio do bico e ao revolverem-se na terra pelas (TUCCI, 2004). Ja nos galpdes, a debicagem,
a reduzida mobilidade e a falta de contato com o solo prejudicam tais préticas, o que favorece
a proliferacdo e a dispersdo dos ectoparasitas e consequentemente provoca elevacao dos efeitos
negativos do parasitismo sobre as aves. (BROWN, 1972).

As aves parasitadas ficam em situacdo de estresse e em reposta podem apresentar
elevacdo de suas taxas de corticosteroides, o que resulta em diminui¢do da alimentacdo e
prejuizos a imunidade. Como agravante, 0s ectoparasitas podem transmitir agentes etiol6gicos
causadores de doencas (AXTELL & ARENDS, 1990; CRAIG et al., 1986).

Um dos desafios do setor de produc¢édo animal é deparar-se com novas doencas e pragas.
Em 2010, quando ocorreu o primeiro surto provocado pelo acaro A. galli em galinhas de uma
granja de postura no estado de S&o Paulo, quando 76 mil aves que representavam metade do
plantel foram acometidas (TUCCI et al., 2014), essa espécie de &caro ndo havia ainda sido
descrita. Nessa ocasido houve um esforco cientifico dos pesquisadores do Instituto Biologico
para solucionar o problema, e, ao constatarem que se tratava de espécie desconhecida, 0s
pesquisadores encaminharam exemplares ao Instituto Zooldgico da Academia de Ciéncia da
Universidade Embankment de S&o Petersburgo — Russia. No ano de 2013, o acaro A. galli foi
descrito por Mironov.

Pelo fato de ser uma espécie descrita ha pouco tempo, existem poucos trabalhos

cientificos sobre esse ectoparasita. No intuito de obter novas informacdes sobre essa praga que
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estd acometendo ao menos granjas do estado de S&o Paulo, por meio de um estudo analitico
durante um periodo de 35 dias em ambiente controlado, foi avaliado o processo de transmissdo
do acaro A. galli, através de um trabalho experimental de intervencdo em uma populacao
exposta e outra ndo exposta, inclusive abordando pela primeira vez dados sobre a carga
parasitaria das aves. Além disso, foi realizado um estudo filogenético no qual foram utilizados
marcadores moleculares como 18S e 28S de rRNA para obter as primeiras sequéncias de DNA
do acaro A. galli.

Os resultados desse estudo contribuem para o aprimoramento dos conhecimentos
basicos sobre a transmissdo dessa nova praga no setor de producdo de ovos e também
apresentam informacgdes genéticas do novo género Allopsoroptoides que sdo importantes para

0 estudo da evolucgéo das espécies conhecidas como acaros de penas.

2. Revisdo de literatura
2.1 Histdrico de producéo de ovos no Brasil

A partir de 1930, para que o Brasil ndo dependesse quase que exclusivamente das
exportacdes de café, o quadro econdmico brasileiro passou por uma modernizacao. Estratégias
de estimulos a inddstria foram adotadas abrangendo também a atividade agropecuéria. A
avicultura foi um dos primeiros setores do agronegdcio a investir em uma producéo em escala.
Até entdo, no Brasil, a criacdo de aves ndo era considerada economicamente importante,
situacdo muito diferente de outros paises, como os Estados Unidos. As criacGes dos milhares
de pequenos produtores aqui estabelecidos eram de aves sem valor zootécnico e sem finalidade
econémica chamadas de aves crioulas, que eram descendentes das aves trazidas por Pedro
Alvares Cabral. Para impulsionar esse setor, surge nesse momento o corporativismo, que iria
amparar os produtores, defendendo e estimulando a producéo avicola. E assim surgia, na década
de 1960, a Cooperativa Avicola de Séo Paulo, que comeca um trabalho arduo para convencer
0 consumidor a comprar ovos de qualidade, e para ensinar os produtores sobre a necessidade
de se adquirir aves de racas com potencial zootécnico, o que levou a cooperativa a implantar
um plano de acéo, no qual era oferecido um frango de raca pura em troca de duas aves crioulas.
(FERREIRA, 2011).

Na década de 1930, a produgdo de ovos tinha ainda o mercado externo como principal
destino, o que viria a ser alterado com o declinio das exportacfes para a Inglaterra devido as
dificuldades de transporte causadas pela guerra. Com o foco no crescimento do mercado interno

e ainda vislumbrando vantagens no comércio internacional, o Ministério da Agricultura passa
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a entender ser necessario aperfeicoar a avicultura nacional. E assim é construida a estacdo de
agricultura na Escola Nacional de Agronomia, em Seropédica (RJ), a0 mesmo tempo em que
se organizava a Cooperativa Nacional de Avicultura no Rio de Janeiro com a pretensdo de
expandir as cooperativas do setor por todo o territério nacional. No ano de 1939, o entdo
presidente do Brasil Getllio Vargas assina o decreto-lei n® 3.467, de 17 de dezembro, no qual
se instituiu o regulamento de Inspecdo Sanitéria, Classificagdo, Conservacdo e Embalagem de
Ovos destinados ao comércio exterior. Na década de 1940 crescia também a preocupagédo com
a gqualidade e a sanidade da carne de frango, e as propriedades do interior de Sdo Paulo que
estavam modernizando sua producdo com novos métodos de manejo das aves eram
acompanhadas por técnicos do Instituto Bioldgico de Sdo Paulo. (FERREIRA, 2011).

Em 1979, ja se observava no Brasil 0 aumento do consumo de ovos associado ao
aumento da renda per capita da populacdo no estado de S&o Paulo, e 0s produtores estavam
aumentando sua producdo anual a maior do que a demanda por consumo, visto que o preco real
da ddzia estava em continuo declinio. Na década de 1960, o crescimento médio na producéo de
ovos foi em torno de 18% em todos os estados brasileiros. O acréscimo no pais, entretanto,
fora de 25%, o que foi relacionado ao aumento de 33% na producéo de ovos do estado de Séo
Paulo, percentual bem superior aos dos demais estados. Houve, particularmente no estado de
Séao Paulo, a rapida adocdo de novas tecnologias. O melhoramento genético de espécies, 0 uso
de praticas veterinarias, a introducdo e a melhoria nas ra¢6es balanceadas e o aperfeicoamento
nas construcbes e nos equipamentos estdo entre as principais atividades relacionadas ao
incremento do setor nessa década. (MARTIN, 1979).

Um grande salto na avicultura de postura no Brasil ocorre em 2001, quando o pais passa
a produzir 65 milhdes de caixas de 30 dizias, depois de ficar 3 anos estagnado em 58 milhdes
de caixas. Nos anos seguintes, porém, houve queda na producdo. O fator que influenciou
diretamente essas variacdes foi o valor do milho, insumo utilizado na racdo das aves, que, no
ano de 2001, estava deprimido. No ano seguinte o baixo valor desse cereal desestimulou sua
producéo e consequentemente restringiu no mercado a oferta do produto, provocando forte crise
na avicultura em 2002. (MARTINS, 2003). Essas flutuagOes na produgdo ndo ocorreram de
2010 a 2020, periodo em que o Brasil obteve crescimento na producdo de ovos em todos 0s
anos, com 3 935 904 mil duzias (Figura 1) produzidas em 2020. (IBGE, 2020).
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Quantidade de ovos produzidos (Mil dldzias), 1° trimestre 1987 - 1° trimestre 2021
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Fonte: "IBGE - Producdo de Ovos de Galinha"

"1l - Até o 4° trimestre de 2011: As informagoes ndo correspondem as producoes totais das Unidades da Federagdo, uma vez que sdo pesquisados

2

apenas os estabelecimentos com 10.000 ou mais galinhas poedeiras;

A partir do 1° trimestre de 2012: As informagdes ndo correspondem as producdes totais das Unidades da Federagiao, uma vez que sdo

pesquisados apenas os estabelecimentos com capacidade de alojamento de pelo menos 10.000 galinhas poedeiras;
3 - O namero de galinhas poedeiras refere-se a média do plantel existente no ultimo dia de cada més do trimestre;
4 - O nimero de informantes se repete nos meses de cada trimestre devido a periodicidade de coleta da pesquisa ser trimestral;

5 - Até o 4° trimestre de 2005 os dados das Unidades da Federagcao com menos de 4 (quatro) informantes estdo desidentificados com o caracter X. A

partir do 1° trimestre de 2006 a desidentificagdo passou a ser feita para menos de 3 (trés) informantes.
6 - Os dados referentes ao ano de 2016 sdao RESULTADOS PRELIMINARES."

Figura 1. Quantidade de ovos produzidos no Brasil de 1987 ao primeiro trimestre de 2021.
Fonte: IBGE 2021.

2.2 Ectoparasitas de importancia veterinaria na producéo de ovos

Os principais ectoparasitas que infestam as poedeiras sao os piolhos Menopon gallinae

e Menacanthus sp. e os 4caros Dermanyssus gallinae, Ornithonyssus sp. e Megninia sp. As fases
de vida desses acaros sdo ovo, larva, protoninfa, deutoninfa e adulto. (SAATKAMP, et al.,
2020).

O é4caro hematéfago D. gallinae é conhecido popularmente como “piolhinho”,

“vermelhinho” ou “pixilinga”. Apesar de ser chamado também de piolho, trata-se de um acaro
com habitos noturnos de alimentacdo. Durante o periodo diurno, abrigam-se nos galinheiros,
paidis e aviarios. Quando ha casos de infestagdes extremas, uma poedeira pode perder mais de
3% do seu volume de sangue, o que acarreta mortalidade significativa no plantel devido a

anemia.

O é&caro hematofago Ornithonyssus sp. é conhecido como “acaro de galinha tropical” e

“acaro de galinha do norte”, e permanece nas aves quase que todo o tempo. Em altas infestacdes
esses acaros podem ser encontrados nos ovos, nas fezes e até mesmo infestando o trabalhador
do aviério, causando irritacdo, alergias e dermatites. (GUIMARAES, TUCCI e BARROS-

BATTESTI, 2001; BASSINI, 2019; SAATKAMP et al., 2020).
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Com poucos relatos no Brasil, a Megninia sp. € um &acaro de pena. Essa espécie
permanece nas poedeiras durante todo o ciclo de vida, habitando as penas, que ficam com
aspecto sujo, fragilizadas e quebradicas nas aves parasitadas. (SAATKAMP et al., 2020). A
primeira infestacdo macica em granja de postura no Brasil ocorreu em Sao Paulo no ano de
2004, e foram identificadas duas espécies envolvidas: Megninia. ginglymura e Megninia
cubitalis. (TUCCI et al., 2005).

Para cada espécie de acaro ha um controle adequado que leva em consideragéo seu ciclo
bioldgico e habitat. Com relagédo aos piolhos mastigadores, o que ajuda a diminuir a infestacéo
sdo aviarios cobertos e sombreados, j& que a eclosdo das ninfas depende da incidéncia de luz
solar sobre 0s ovos desses insetos. O tratamento quimico é realizado com banhos ou aspersao
de inseticidas. No controle dos &caros hematofagos, deve-se evitar a introducédo de poedeiras
infestadas nos aviérios. E recomendada também a utilizacao de telas que impecam a entrada de
passaros, animais domésticos e silvestres (evitando o contato com as aves alojadas), a remogéao
das fezes acumuladas sob as gaiolas, principalmente se estiverem Umidas, e a inspe¢cdo dos
aviarios (gaiolas, comedouros, bebedouros e piso da gaiola). Deve-se também evitar a utilizacdo
de madeira como apoio para as gaiolas, pois algumas espécies de caro podem utilizar esse tipo
de material como esconderijo. Em casos de infestacdo pelo D. gallinae, é possivel limpar e
escaldar com agua fervente comedouros e bebedouros, e aplicar acaricidas nas paredes e nos
pisos do aviario. Atualmente, contudo, o acaro D. gallinae € resistente & maioria dos acaricidas
guimicos existentes no mercado. As poedeiras infestadas podem ser tratadas com acaricidas. A
solucdo recomendada € a formulacdo liquida de deltametrina 0,4%. Ja existem no mercado
formulacdes para uso na agua de beber das poedeiras com equivalente eficiéncia e facilidade
de uso. (SAATKAMP et al., 2020).

A resisténcia as drogas apresentada por ectoparasitas de importancia tanto para a
medicina humana quanto para a veterinaria projeta um futuro em que as infestacGes também
serdo controladas por meio de métodos alternativos de tratamento, como o controle bioldgico e
vacina. (MCNAIR, 2015).

Outro fator que deve ser considerado quando se trata de ectoparasitas em granjas de
postura é o sistema de producdo. Estudo pioneiro no Brasil avaliou a influéncia do modelo de
producdo de ovos nas populacfes da fauna de acaros de granjas comerciais no sul do pais,
comparando dois sistemas que utilizam gaiolas, um com disposic¢do vertical e 0o outro em
degraus, classificados como automatizados e semiautomatizados respectivamente, e um terceiro
denominado “free range”, que, no Brasil, ¢ conhecido como “caipira”. Neste trabalho, avaliou-

se a quantidade de &caros capturados em armadilhas e o resultado demonstrou que o sistema de



26

producdo de ovos caipiras apresentou maior diversidade de espécies e menor quantidade de
acaros. (HORN et al., 2015).

As infestacOes de &caros tém resultado em impactos negativos relevantes para a
avicultura de postura, portanto, pesquisas devem ser conduzidas para desenvolver novas
estratégias, que devem ser adaptadas conforme as caracteristicas e as condi¢6es de producgéo de
cada granja. Para que seja possivel um controle efetivo das infestacGes de &caros em granjas,
sdo indicadas estrategias de controle, que, para serem implantadas, necessitam de conhecimento
técnico sobre a biologia e 0 comportamento dos acaros associado a continuos monitoramento e

revisdo de aspectos relacionados a gestdo. (REZENDE et al., 2013).

2.3 Classificacdo taxondmica e caracteristicas morfologicas da familia Psoroptoididae

As aves sdo hospedeiras de uma diversa gama de acaros simbiontes, com espécies que
habitam penas, pele, narinas e vias respiratorias. Essa diversidade abrange taxons representados
tanto por espécies que causam danos a salde das aves quanto por espécies consideradas
benignas, por utilizarem seus hospedeiros apenas como transporte. Dentre esses taxons estao
0s carrapatos (subordem Ixodida) que se alimentam de sangue, os também hemat6fagos &caros
associados a ninhos cujas espécies mais estudadas, por terem importancia na medicina
veterinaria, sdo 0s mesostigmatas da familia Dermanyssidae (e.g. Dermanyssus gallinae) e
Macronyssidae (e.g. Ornithonyssus sylviarum). Outros mesostigmatas que tem importancia na
medicina veterinaria sdo os pertencentes a familia Rhinonyssida (Sternostoma tracheacolum)
que se alimentam nas vias respiratdrias de seus hospedeiros. Os acaros das flores do beija-flor
(Ascidae: Rhinoseius, Tropicoseius e certos Proctolaelaps) e alguns membros dos
Ameroseiidae, que habitam respectivamente as narinas e 0s bicos das aves, sdo exemplos de
espécies benignas. (PROCTOR, 2003).

E a diversidade ndo se limita aos ja citados. Alguns prostigmatas tém as aves como
hospedeiras, a exemplo das larvas de espécies da familia Trombiculidae e Leeuwenhoekiidae
consideradas ectoparasitas temporarios. As espécies da familia Cheyletidae sdo de vida livre,
porém sdo predadores de outros acaros, e por essa razao sao encontradas rondando os ninhos e
penas. Ja as espécies da familia Cheyletiellidae sdo todas parasitas obrigatdrias de aves ou
mamiferos. As espécies da familia Harpyrhynchidae vivem em penas e na superficie ou no
interior da pele. As da Syringophilidae perfuram a parede do calamo para se alimentar, e a
familia Tideoide Ereynetidae tem inuUmeras espécies, as quais estdo presentes nos orificios
nasais. (PROCTOR, 2003).
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Mesmo tendo uma infinidade de formas e comportamentos, as referéncias literarias dos
acaros de penas sdo reduzidas em relacdo as dirigidas aos acaros hematofagos, os quais sdo
abordados principalmente em textos cientificos da area médico-veterinaria e cujas relacdes
ecologicas entre aves domésticas e selvagens ja foram muito investigadas. A maior diversidade
de &caros associados as aves, porém, estd na subordem Astigmata. Estima-se que esse grupo
seja proveniente dos oribatideos, grande grupo de &caros detritivoros de vida livre. (PROCTOR,
2003). Os acaros parasitas de aves adaptaram-se conforme os diversos microhabitatiis, sendo
que taxons de familias diferentes podem exibir adaptagdes morfologicas semelhantes.
(DABERT & MIRONOV, 1999).

Segundo Proctor (2003), os astigmatas psoroptideos das superfamilias Analgoidea,
Freyanoidea e Pterolichoidea sdo considerados os verdadeiros acaros de penas, e estdo
representados por aproximadamente 2000 espécies, das quais quase a totalidade é de simbiontes
obrigatdrios, e sdo classificados, conforme o local onde vivem, como dermicolas (dentro e sobre
a pele), siringicolas (dentro das penas) e plumicolas (nas superficies das penas). Esse mesmo
autor descreve que, apesar de ter considerado a Freyanoidea como superfamilia em sua revisdo,
ha fortes evidéncias contra esse status. Outro desacordo apontado nessa revisdo se refere a
localizacdo dos acaros da familia Pyroglyphidae e das trés familias freianoides. Gaud & Atyeo
(1996) consideram os piroglifideos como pertencentes a Analgoidea, mas isso € contestado por
OConnor (1982) e Dabert & Mironov (1999). OConnor (1982) prop6s que Freyanoidea deveria
ser colocado dentro de Pterolichoidea (PROCTOR, 2003).

Os acaros de penas sdo considerados um grupo parafilético (DABERT & MIRONOQV,
1999). Na visdo desses autores, a evolugdo dos analgoides tem como principal fator a
coespecificacdo com seus hospedeiros. Os mesmos autores relatam a falta de um bom caréater
sinapomorfico para o agrupamento dos seus principais clados, e apontam como provavel
explicacdo para a politomia dos analgoides uma explosiva radiacdo logo apds o seu surgimento.
Neste estudo, essa superfamilia é subdividida em 4 clusters, e as familia Analgidae,
Psoroptoididae e Dermoglyphidae foram incluidas no primeiro cluster no qual estdo os acaros
cujos ancestrais viviam na superficie das penas; porém, as duas primeiras familias, mais
ancestrais, permaneceram no mesmo microhabitat, e a Gltima, mais avangada, se adaptou para
viver no interior dos espinhos das penas.

Desde 1915, muitos géneros novos foram atribuidos a familia Analgidae (sensu
Trouessart), 0 que tornou necessario o estabelecimento de subdivisdes. Dubinin (1953) dobrou
0 numero de géneros pertencentes a Analgidae, em parte ao incluir géneros atribuidos por

Trouessart a Pterolichae, e em parte ao adicionar novos géneros. Nesse momento prop6s as
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primeiras subdivisdes dessa familia em duas subfamilias, Pteronyssinae e Analginae, e, em
1958, Gaud atribuiu outra nova subfamilia, a Psoroptoididae, a qual foi elevada ao status de
familia completa por Gaud & Atyeo (1982), atraves da divisdo da familia Analgidae, que passou
a ser dividida em sete subfamilias, Analginae, Ancyralginae, Protalginae, Tillacarinae,
Anomalginae, Kiwialginae e Megniniinae, as Ultimas trés estabelecidas nessa reclassificagao.
Ja a Psororoptoididae foi dividida em duas subfamilias, Psoroptoidinae e Pandularinae (inédita
na época), sendo que os autores as diferenciaram quanto aos escleritos (na maioria das vezes
retangulares), que, para a primeira, apresenta largura maior que o comprimento, e, para a
segunda, formato de T.

Gaud & Atyeo (1982) relataram as seguintes especificagdes morfolégicas dos
Psoroptoidinae: em ambos os sexos, tarso I, Il sem coleiras membranosas; cerda ba (ou
Solenidion epsilon) em forma de cavilha, adjacente a estopa w1 ou ausente na perna I, ausente
na perna Il; com setas s alargadas, recurvadas, com 1 ou 2 dentes; &pices de discos ambulatoriais
concavos, entalhados, raramente arredondados; escudos propodossomais geralmente se
estendendo lateralmente além das setas escapulares; setas sci frequentemente fortes, as vezes
longas, nunca proximas de sce. Machos com apofises apico-antaxiais na tibia Il rudimentares
ou ausentes. Fémeas com setas d5 muito reduzidas; setas d1 presentes.

As caracteristicas morfoldgicas atribuidas a subfamilia Pandalurinae, por Gaud & Atyeo
(1982), foram: em ambos 0s sexos, tarsos I, Il com colares membranosos rudimentares ou
ausentes, com setas ba, com setas s setiformes; apices de discos ambulatoriais céncavos ou
entalhados; escudos propodossomais geralmente se estendendo posteriormente as setas
escapulares; setas sci pequenas, finas, proximas a sce. Macho com apéfises apico-antaxiais nas
tibias 111. Fémea com setas d5, 15 longas, subiguais; setas d1 presentes (exceto Temnalges,
alguns Pandalura).

Com relacdo aos hospedeiros, Gaud & Atyeo (1982) citam uma menor variedade
parasitadas pelos psoroptoidineos, sendo a grande maioria Calaus (Coraciiformes,
Bucerotidae), e uma ampla variedade de aves parasitadas pelos acaros pandalurineos:
Psittaciformes, Strigiformes, Caprimulgiformes, Piciformes, Passeriformes, Gruiformes ou
Charadriiformes.

Gaud & Atyeo (1982) descrevem a familia Psoroptoidinae com cinco géneros:
Anomothrix Gaud, 1973; Atacturalges Gaud, 1980; Hyomesalges Gaud & Atyeo, 1967;
Mesalges Trouessart & Neumann, 1888; e Psoroptoides Trouessart, 1919. Os mesmos autores
descrevem a familia Pandalurinae com seis géneros: Chiasmalges Gaud & Atyeo, 1967;

Dicamaralges Gaud & Atyeo, 1967; Eurydiscalges Faccini, Gaud & Atyeo, 1976; Mesalgoides
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Gaud & Atyeo, 1967; Pandalura Hull, 1934; Temnalges Gaud & Atyeo, 1967. Entretanto, o
género Chiasmalges foi considerado subgénero por Gaud e Atyeo (1996). Mironov (2004)
elevou o subgénero Picalgoides, pertencente ao Mesalgoides, a categoria de género completo e
também restaurou o status de género de Chiasmalges, o género Cygnocoptes Fain & Bochkov,
2003, descrito inicialmente na familia Pyroglyphidae, mas transferido para Psoroptoididae
(Pandalurinae) por Mironov (2007). Mironov (2013) descreveu uma nova espécie, A. galli,
pertencente ao novo género Allopsoroptoides.

A espécie A. galli Mironov (2013) foi encontrada em granja de postura comercial no
estado de S&o Paulo, Brasil (TUCCI et al., 2014). Esse acaro foi o primeiro Psoroptoididae
observado nas penas de aves da ordem Galliformes. O género Allopsoroptoides esta
intimamente relacionado ao género Cygnocoptes Fain & Bochkov, 2003, porém difere de todos
os outros da familia Psoroptoididae pela auséncia de quatro pares medianos de setas
histeronotais (c1, d1, el e hl) em ambos os sexos e pela forma caracteristica do opistossoma
masculino, cuja projecdo é mediana, longa e estreita, terminando em um par de lamelas
semiovais (MIRONOV, 2013). Hernandes et al. (2014) relataram uma forma heteromérfica de
machos de acaros da espécie A. galli distribuidos em aves selvagens da familia Cuculidae
(Figura 2).

A figura 3 apresenta um esquema reduzido das classificacbes morfolégicas descritas

acima.
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Figura. 2: A. galli Mironov: dorsal (a—c) e ventral (d—f) macho heteromorfico (a, d), macho
homeomorfico (b, e), e fémea (c, ) (escala bar=100 pm)
Fonte: HERNANDES et al., (2014)
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Figura 3. Esquema da classificagdo morfoldgica dos clados relacionados ao género Allospsoroptdides

Fonte: Gaud e Atyeo (1996), Mironov (2007), Mironov (2013) e National Center for Biothecnology Information (2021).
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2.4 Aspectos do parasitismo causados pelo &caro A. galli em granjas poedeiras

Ampliando a diversidade de ectoparasitas que acometem galinhas poedeiras, Tucci et
al. (2014) relataram o primeiro surto ocorrido em 2010 provocado pelo acaro de pena A. galli
(MIRONOQV, 2013) em galinhas poedeiras de uma instalagdo comercial no estado de S&o Paulo.
Os autores observaram, durante visitas as instalacfes aviarias, a presenca de aves silvestres nas
proximidades, e abordaram a possibilidade da participacéo dessas aves na transmissdo do acaro
A. galli as galinhas. Essa hipotese foi corroborada pelo trabalho de Hernandes et al. (2014), que
relata o &caro A. galli em sete espécimes de anu branco, Guira guira (Gmelin, 1788) nos estados
de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul. Segundo os autores, essa espécie de ave silvestre,
amplamente distribuida no pais, seria 0 hospedeiro primario do acaro A. galli, e eles afirmam
gue provavelmente a transmissdo horizontal tenha ocorrido dos anus para as galinhas poedeiras.

Segundo Tucci et al. (2014), os sinais clinicos apresentados por aves infestadas pelo A.
galli sdo dermatite escamosa generalizada com material semelhante a muco e crostas
amareladas na pele e ao redor do calame, com lesdes mais pronunciadas sob as asas. Os mesmos
autores também relataram numerosa quantidade de acaros na superficie da pele, principalmente
nas bases das penas, porém sem penetracdo profunda no foliculo. Soares et al. (2016) relata o
estresse das aves, provocado pela acdo parasitaria desse &caro, que se apresentam agitadas e
com prurido intenso.

Através de estudos hematoldgicos, bioguimicos e histopatoldgicos em aves
naturalmente acometidas pelo acaro A. galli, Buim et al., (2003) sugerem que esses acaros
podem induzir alteragdes como diminuicdo do hematdcrito, leucopenia e eosinopenia,
diminuicdo de fosfatase alcalina, creatinocinase, aumento de gamaglutamiltranaferase,
colesterol e proteinas, além de alteracdes dermatoldgicas, hepaticas e renais.

Os danos causados pelo parasitismo do &caro A galli estdo relacionados com a piora da
conversdo alimentar, a reducdo na producdo de ovos, mas sem a perda da qualidade destes
(SOARES et al., 2016). No surto descrito por Tucci et al. (2014), estima-se que a perda de
producdo de ovos foi de 30%.

A eficacia da acdo acaricida da abamectina e ivermectina foi verificada por Tucci,
Soares (2013), visando contribuir para o controle do acaro A. galli através de aves alimentadas

com ragéo que contenha esses acaricidas, por um periodo de trinta dias.

3. Objetivos
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3.1 Objetivos gerais
Aprimorar os conhecimentos basicos do acaro A. galli, espécie parasita recentemente
descrita como a causa de prejuizos em granjas de postura ao infestar aves da espécie G. gallus

domesticus.

3.2 Objetivos especificos
e Auvaliar analiticamente o processo de transmisséo horizontal do A. galli entre aves
da espécie G. gallus domesticus, linhagem Hyssex.
e Construir arvores filogenéticas com sequéncias de alelos 18S e 28S rRNA da
espécie A. gall com outras sequéncias de acaros da mesma familia Psoroptoididae,

e sequéncias de acaros de familia e ordem parafiléticas.

4. Material e métodos

4.1 Aquisicao das aves
As aves, tanto as infestadas quanto as ndo infestadas, foram fornecidas por granjas
localizadas no municipio de Bastos — SP (latitude 21°55'19" sul, longitude 50°44'02"). Foram

adquiridas 10 aves infestadas e 25 aves ndo infestadas.

4.2 Obtencao de amostras de &caros da espécie A. galli
Em cindo das aves infestadas foram realizados raspados superficiais da pele na regido
dos flancos (partes naturalmente desprovidas de empenamento ou com poucas penas), e esses
raspados foram colocados em um Unico recipiente com 100 ml de alcool 70%. Esses acaros

foram utilizados ap6s identificacdo para analises posteriores.

4.3 ldentificacdo dos acaros presentes nos raspados das aves infestadas

Uma porgdo de penas, junto com aproximadamente 5 ml de &lcool 70%, foi transferida
do frasco onde estavam acondicionados os raspados das aves infestadas para uma placa de Petri.
Utilizando microscopio estereoscopio marca Leica® (aumento de 35x) e uma haste fina de
metal, foram retirados aleatoriamente da placa em torno de 100 acaros, que foram colocados
todos em outra placa de Petri. Em seguida foi realizada a triagem desses acaros, separando
formas jovens, fémeas e machos adultos. Ao mesmo tempo, foi realizada a identificacdo dos
individuos adultos conforme descri¢do de Mironov (2013) e imagens publicadas por Tucci et
al. (2014) [Figura 3], e Hernandes et al., (2014) [Figura 4].
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Figura 4. (A) Macho, e (B) fémea do A. galli.
Fonte: TUCCl et al., 2014

Foram montadas laminas com quinze espécimes triadas (fémeas, machos e formas
jovens) para confirmacdo da identificacdo ao microscépio dptico da marca Carl Zeis® no
aumento 20x e 40x. Para a montagem das I&minas, os acaros foram retirados da placa de Petri
com o auxilio de uma haste fina de metal e colocados em laminas onde havia sido adicionada
uma gota de meio Hoyer. Foi colocada uma laminula sobre o acaro ap6s o seu posicionamento
adequado.

Em seguida, as laminas foram mantidas em estufa a 50 °C por 7 dias para secagem do
meio e fixacdo dos 4caros. Por ultimo, as laminas foram vedadas com esmalte incolor nas
bordas.

4.4 Avaliacdo da transmissédo horizontal - intervencdo em uma populacdo exposta e

outra ndo-exposta ao acaro A. galli

4.4.1 Local do experimento
O experimento foi realizado no Instituto Bioldgico de Bastos, SP, no periodo de

fevereiro de 2021 a margo de 2021.

4.4.2 Grupos experimentais
Foi utilizado um total de 30 aves, que foram alojadas em 6 gaiolas de 50 cm por 50 cm,

totalizando 6 repeticOes (Figura 5).
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Figura 5. Aves poedeiras da espécie G. gallus “domesticus dispostas em gaiolas para
experimento de intervencao entre aves expostas e ndo expostas a acaros da espécie A. galli
Fonte: Buim, (2021)

Cada grupo / repeticdo foi composto de uma ave infestada (controle positivo) que ndo
havia sido utilizada para a obtencdo de amostras de acaros e quatro aves ndo infestadas. As
gaiolas foram dispostas em uma mesma fileira, uma ao lado da outra. As aves foram
identificadas e anilhadas, sendo que as infectadas (controle positivo) foram identificadas
serialmente de P1 a P6 e distribuidas uma em cada gaiola. As demais 24 aves, nao infestadas,
foram identificadas serialmente de 1N a 24N e distribuidas nas seis gaiolas conforme o quadro
1.

Gaiola 1 Gaiola 2 Gaiola 3 Gaiola 4 Gaiola 5 Gaiola 6
AN 2N 3N 4N 5N 6N 7N 8N ON 10N 1IN 12N | 13N 14N 15N 16N | 17N 18N 19N 20N | 21N 22N 23N 24N
P1 P2 P3 P4 P5 P6

Quadro 1. Disposicéo das gaiolas

As aves, antes de ser colocadas nas gaiolas, foram previamente analisadas no que foi
considerado o dia 0 do experimento. Outras 6 analises foram realizadas nos dias 4, 7, 14, 21,
28 e 35. Todas as aves, exceto as utilizadas como controle positivo, tiveram contagem nula para
acaros na avaliacdo prévia. No dia 4 ndo foram realizadas contagens das aves utilizadas como

controle positivo.
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4.4.3 Contagem dos acaros

Para a avaliacdo da infestacdo, foram realizados raspados superficiais da pele das aves
na regido do flanco (partes naturalmente desprovidas de empenamento ou com poucas penas)
[Figura 6], em uma &rea aproximada de 3 cm2 a 4 cm2 de superficie corpérea. Com o auxilio
de uma lamina de bisturi, o material colhido de cada ave foi depositado em uma lamina de
vidro, sobre uma gota de solucdo de hidroxido de sddio coberto por uma laminula (Figura 7 -
A e B), e, em seguida, realizou-se a analise microscopica através de varredura ao microscopio
Optico da marca Carl Zeis® (aumento de 20x), na qual os &caros de todos os estagios foram
contados e todas as formas adultas identificadas de acordo com a descri¢éo de Mironov (2013).
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Figura 6. Flanco das aves — local com pouca plumagem onde foi realizado o raspado superficial
da pele para realizar a contagem dos &caros.
Fonte: Buim, M.R (2021)

Figura 7. A e B — Processo de montagem das laminas com o material coletado nas raspagens

de pele.
Fonte: Buim, M.R (2021)
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4.4.4  Anélise estatistica
A fim de estimar o tempo médio e mediano de infestacdo, foi construida uma curva de
Kaplan-Meier representando a incidéncia acumulada. As analises foram realizadas com o
auxilio do software R, versdo 4.1.0. Para todas as analises adotou-se um nivel de significancia
de 95%. (LEE,1992; TEAM, 2021)

4.5 Analises moleculares e filogenéticas

45.1 Extracdo de DNA
Cinquenta acaros (formas jovens, fémeas e machos adultos) que ja haviam sido triados
e identificados em etapa anterior, foram colocados em um tubo plastico estéril de 1,5 ml com
tampa contendo 25 pl de &gua ultrapura. O tubo foi aquecido por 3 minutos a 100 °C, em bloco
de aquecimento da marca Labnet®.

4.5.2 Amplificacdo por PCR dos marcadores moleculares 18S e 28S do acaro A. galli
As sequéncias dos oligonucleotideos usados para a realizacdo da PCR para 18S rRNA
e 28S foram descritas por Klimov et al. (2008), exceto pelo oligonucleotideo 9r, planejado por
alinhamento mdltiplo de sequéncias do mesmo alelo de organismos mais préximos possiveis
de acordo com suas classificagdes morfoldgicas, cujas sequéncias estdo disponiveis em bases
de dados publicas de DNA (Quadro 2). A amplificacdo do fragmento de DNA da regido 18S
foi realizada por PCR com o par de oligonucleotideos 1f-Astigs e 9r, e 0 da regido 28S com o
par 28S-1F-Astigs e 28SFF. Os reagentes utilizados em ambas as rea¢6es foram 2,0 x Taqg DNA
Polimerase Master Mix Red (1,5mM MgCI2) Ampligon®. Para cada reacdo foram utilizados
12,5 de mix, 2,5uL ml de cada oligonucleotideo, 2,5ul de amostra de DNA, e 8ul de adgua
ultrapura. Agua foi utilizada em reagdes como controle negativo. Para a reacio de amplificacio
do rRNA 18S foi realizada uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 3min seguida por 25 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30s, anelamento a 59 °C por 30s e sintese a 72 °C por 2min30s. Para
a reacdo de amplificacdo do rRNA 28S foi realizada uma desnaturacéo inicial a 94 °C por 3min
seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30s, anelamento a 61°C por 30s e sintese a
72 °C por 2min30s.
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Gene-alvo Nome do primer Sequéncia dos oligonucleotideos
1f-Astigs 5’ — GCGAATGGCTCATTAAATC - 3’
18S rRNA
or 5’ —TTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAGA
-3
28S-1F-Astigs 5’ — ACGGGATTCCCcTTAGTAACG - 3’
28S rRNA
28SFF 5’ — GTTACACACTCCTTAGCGGA - 3’

Quadro 2. Primers 18S e 28S rRNA

4.5.3 Eletroforese em gel de agarose
A anélise do produto de PCR foi feita em gel de agarose 1,5% contendo UniSafe™
Dye® na diluicdo de 1:20000 V/V a partir do estoque e a corrida do gel foi a 100V. A
visualizagdo do tamanho do fragmento foi baseada em marcador de massa molecular de DNA
de 100 bp.

4.5.4 Purificagdo dos fragmentos de DNA
Os fragmentos de DNA de massa molecular esperada foram purificados com o “kit”
comercial ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent da empresa ThermoFisher®, de acordo

com as instrucdes do fabricante.

455 Sequenciamento de DNA
Os sequenciamentos pelo método de Sanger foram realizados com o reagente Big Dye
3.1™ (ThermoFisher Technologies®), de acordo com as instrug¢des do fabricante, utilizando os
mesmaos oligonucleotideos das amplificacGes. Os fragmentos de DNA gerados foram analisados
em sequenciador capilar automatico (ThermoFisher Technologies®), aplicando-se no gel de

corrida 15l dos produtos das reagdes de sequenciamento.

4.5.6 Analises Filogenéticas
A identidade dos fragmentos de DNA amplificados foi estabelecida submetendo as
sequéncias obtidas ao programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool™, NCBI).

Sequéncias do GenBank listadas nos quadros 3 e 4 foram recuperadas e alinhadas pelo
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programa MUSCLE para posterior montagem de arvores filogenéticas (Quadros 3 e 4) pelo
programa Megal0.0.5™ pelos métodos de Neighbor-Joining (NJ), Maxima Parciménia (MP)
e Méxima Verossimilhanca (MV).

As arvores filogenéticas geradas pelo método de Méaxima Verossimilhanca foram
inferidas com o modelo de maxima probabilidade de dois parametros (Kimura-2) e o maior
logaritmico de probabilidade possivel. As arvores iniciais para a busca heuristica foram obtidas
automaticamente com a aplicacdo dos algoritmos Neighbor-Joining e BioNJ a uma matriz de
distancias genéticas calculadas em alinhamentos aos pares com o uso da abordagem de méxima
probabilidade composta e selecdo da topologia com o maior valor logaritmico de probabilidade
possivel.

As arvores filogenéticas geradas pelo método de Méaxima Parcimdnia foram obtidas com
a utilizacdo do algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting com nivel de busca igual a 1, no qual as
arvores iniciais foram obtidas pela adi¢do aleatéria de sequéncias (100 replicatas).

As arvores filogenéticas geradas pelo método de Neighbor Joining foram calculadas
com o uso do modelo LogDet de distancias evolutivas, com a eliminacdo de todas as posicdes

nas quais ndo existam dados a serem calculados (op¢édo de delecdo completa).
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Figura 8. Esquema de classificagdo morfoldgica dos géneros cujas sequencias de DNA foram utilizadas nas arvores filogenéticas
Fonte: Gaud e Atyeo (1996), Mironov (2007), Mironov (2013) e National Center for Biothecnology Information (2021).
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Espécie NuUmero de acesso GenBank Comprimento (pb)
JABSTU010000002
Posicdes:
Rhipicephalus (Boophilus) microplus 14654282-14656073 1791

24550941-24552732
24571761-24573552

Dermatophagoides farinae NBAF01001483 1808
Hyomesalges sp. AD01028 _J000220 1767
Mesalgoides sp. AD01042_J000233 1767
Pandalura oconnori KF891887 1762
Pandalura strigisoti KF891888 1759
Pandalura sp. KF891889 1736
Picalgoides pteroglossorum JQ000224 1744
Picalgoides picimajoris EU152568 1698
Picalgoides sp. EU152569 1690
Temnalges sp. JQ000219 1766

Quadro 3. Sequéncias de 18S rRNA utilizadas para o alinhamento maltiplo com a sequéncia obtida

do &caro A. galli para a geragdo das arvores filogenéticas

Espécie Ndmero de acesso GenBank ~ {Comprimento (pb)
CMO023468
Rhipicephalus (Boophilus) microplus 28S rRNA Posicao: 3426
24555780 a 24559206
rRNA 28S Dermatophagoides farinae JQ000555 3669
Hyomesalges sp. AD1028 28S ribosomal RNA gene JQ000528 3643
Pandalura oconnori isolate AD716 28S ribosomal RNA gene KF891895 3639
Pandalura sp. AD1197 28S ribosomal RNA gene KF891897 3641
Pandalura strigisoti isolate AD749 28S ribosomal RNA gene KF891896 3639
Pandalura strigisoti isolate AD749 28S ribosomal RNA gene JQ000527 3636
Picalgoides sp. n. AD787 28S ribosomal RNA gene JQ000529 3653
Picalgoides sp. n. AD787 28S ribosomal RNA gene EU152693 1415
Picalgoides aff. pteroglossorum AD1152 28S ribosomal RNA gene JQ000532 3647
Picalgoides picimajoris voucher UMMZ BMOC 061119177 AD757 28S ribosomal RNA gene JQ000530 3648
Picalgoides sp. AD1159 28S ribosomal RNA gene, partial sequence JQ000533 3644
Picalgoides sp. n. AD582 28S ribosomal RNA gene, partial sequence JQ000531 3650
Picalgoides sp. n. AD582 28S ribosomal RNA gene EU152695 1416
Mesalgoides sp. n. AD773 28S ribosomal RNA gene JQ000536 3649
Mesalgoides sp. n. AD747 28S ribosomal RNA gene JQ000534 3652

Quadro 4. Sequéncias de 28S rRNA utilizadas para o alinhamento multiplo com a sequéncia obtida

do acaro A. galli para a geracéo das arvores filogenéticas
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5. Resultados

5.1 Identificac@o dos acaros presentes nos raspados das aves infestadas
Durante a triagem dos 100 espécimes, todos os individuos adultos foram identificados como
acaros da espécie A. galli. As laminas montadas com alguns dos espécimes triados confirmaram a
primeira identificacao, visto que machos e fémeas adultos presentes nas laminas mostraram realmente
ser da espécie ja identificada. Quando realizadas as triagens, foi observada a presenga de formas
jovens que podemos inferir que também sejam da espécie A. galli (Figura 9).
Laminas e material imerso em alcool 70% foram depositados na colecdo “Parasitas e

Artropodes de Importancia Médico-Veterinaria do Instituto Biologico”, sob o nimero AP 20/2021.
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Figura 9. [A] Fémea [B] fémea com ovo [C] macho [D] ninfa [E] larva da espécie A. galli
Fonte: ANJOS & MORAN (2022)
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5.2 Avaliacdo da transmissdo horizontal - intervencdo em uma populacéo exposta e
outra ndo-exposta

Na contagem do dia 4, 7 das 24 aves do grupo N tiveram raspados de pele positivos. Nessa
contagem, em 5 das 6 gaiolas pelo menos uma das aves do grupo N ja apresentaram raspados de pele
positivos, sendo que a gaiola 6 apresentou 0 maior nimero de aves comprovadamente infestadas.
Porém em todos os raspados positivos foram contados um total igual ou inferior a 3 individuos
(Tabela 1).

Na contagem do dia 7 todas as gaiolas ja apresentaram aves do grupo N com raspados
positivos, sendo 12 no total distribuidas da seguinte forma: gaiolas 4 e 5, uma ave, gaiolas 1, 2 e 3,
duas aves, e a gaiola 6, trés aves. Nesse dia, as contagens variaram entre 0 e 4 acaros por raspado das
aves do grupo N (Tabela 1).

Na contagem do dia 14, 15 aves do grupo N apresentaram raspado de pele positivo, sendo
uma na gaiola 2, duas nas gaiolas 1 e 6, 3 nas de nimero 3 e 4 e todas as da gaiola 5. Os raspados
com o maior numero de acaros foram os das aves 9N (Gaiola 3) e 15N (Gaiola 4), com 13 e 12 4caros
respectivamente. Considerando o total de &caros do grupo N na contagem do dia 14, uma ordem
decrescente foi estabelecida pelas gaiolas 4,3,6,1,5 e 2, com 0s seguintes percentuais,
respectivamente: 25, 22, 21, 18, 13 e 1 (Tabela 1).

No dia 21 do experimento, foram contados acaros nos raspados de 19 aves do grupo N. Nas
gaiolas 4 e 5 todas as 4 aves estavam comprovadamente infestadas; nas gaiolas 1,2 e 6, 3 aves
apresentaram raspados positivos e, na gaiola 3, duas aves. Nessa contagem, considerando o total de
acaros nas aves do grupo N, as gaiolas 6,3,1,5,4 e 2 apresentaram 31%, 23%, 14%, 14%, 10% e 7%
dos acaros. A ave 9N novamente teve o raspado com a maior quantidade de acaros (15); a 21N (gaiola
6) ficou em segundo lugar, com 10 &caros (Tabela 1).

No penultimo dia de contagem, o nimero de aves do grupo N com raspados positivos
aumentou para 20, sendo que as gaiolas, 1,2,5, e 6 contaram com 3 aves comprovadamente infestadas;
as 3 e 4 estavam com todas as aves infestadas. Nessa contagem, considerando somente as aves do
grupo N, os percentuais de acaros por gaiola em relacdo ao total foram: 18% para a gaiola 1, 16%
para a de numero 2 e as demais com 13% cada uma. Nessa contagem, as aves, 9N e 21N novamente
apresentaram o maior nimero de acaros, 23 e 15 respectivamente (Tabela 1).

Ao final do experimento, 3 das 24 aves do grupo N apresentaram raspados negativos: 6N
(gaiola 2), 19N (gaiola 5) e 22N (gaiola 6). A primeira e a tltima ndo apresentaram raspados positivos
em nenhuma das contagens; a 19N e a 4N tiveram apenas um Unico acaro nas contagens dos dias 35
e 21, respectivamente. As aves 9N (25 &caros) e 21N (15 acaros) permaneceram como as mais

infestadas. Nessa ultima contagem, considerando somente 0s acaros nas aves do grupo N, o0s
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percentuais de &caros de cada gaiola, em ordem decrescente, foram 34,18,16,16,8 e 7 nas gaiolas
3,4,2,6,1 e 5 respectivamente (Tabela 1).

As quantidades totais de acaros em cada uma das contagens a partir do dia 4 obtidas nos
raspados das aves do grupo N apresentaram valores sempre crescentes: 11(dia 4), 24 (dia7), 72 (dia
14), 70 (dia 21), 106 (dia 28) e 148 (dia 35) [Tabela 1]. Praticamente o inverso foi verificado em
relacdo a contagem das aves do grupo P: 100 (dia 0), 99 (dia 7), 104 (dia 14), 91 (dia21), 86 (dia28)
e 74 (dia 35) [Tabela 2].

Ao final do experimento, todas as aves do grupo P tiveram raspados com menores quantidades
de acaros do que o que foi apresentado no dia 0. Os percentuais de reducdo foram os seguintes, 29%
(P1), 65% (P2), 13% (P3), 19% (P4), 23% (P5) e 6% (P6). A média de acaros por contagem nas aves
do grupo P variou de 13 a 20, sendo a P6 e P1 as aves que apresentaram a menor € a maior media,
respectivamente. Apesar de a infestacdo das aves do grupo P aparentemente reduzir no decorrer do
experimento, em geral as aves ainda estavam mais parasitadas que as do grupo N na contagem do dia
35 (Tabelas 1e 2).



Tabela 1. Dados absolutos e porcentagens das contagens de acaros A. galli dos raspados de

pele das aves do grupo N

Ave Dia4 %Dia4 Dia7 %Dia7 Dial4 %Dial4 Dia2l %Dia2l1 Dia28 %Dia28 Dia35 % Dia35 Total % Total
IN 0 0 0 0 0 0 1 1,4 1 0,9 3 2,0 5 1,2
2N 0 0 2 8,3 5 6,9 1 1,4 1 0,9 3 2,0 12 2,8
3N 1 9,1 3 12,5 8 11,1 8 11,4 5 4,7 5 3,4 30 7,0
4N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 1 0,7 1 0,2
5N 0 0 1 4,2 1 1,4 3 4,3 5 4,7 8 5,4 18 4,2
6N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0,0 0 0
7N 0 0 0 0 0 0 1 1,4 6 5,7 8 5,4 15 3,5
8N 0 0 1 4,2 0 0 1 1,4 1 0,9 8 5,4 11 2,6
9N 3 27,3 4 16,7 13 18,1 15 21,4 23 21,7 25 16,9 83 19,3
10N 0 0 0 0 0 0 1 1,4 8 7,5 9 6,1 18 4,2
1IN 0 0 0 0 1 1,4 0 0 1 0,9 8 54 10 2,3
12N 0 0 1 4,2 2 2,8 0 0 5 4,7 8 5,4 16 3,7
13N 0 0 0 0 1 1,4 2 2,9 2 1,9 8 5,4 13 3,0
14N 0 0 0 0 2 2,8 1 1,4 5 4,7 12 8,1 20 4,6
15N 1 9,1 2 8,3 12 16,7 2 2,9 5 4,7 5 3,4 27 6,3
16 N 0 0 0 0 3 4,2 2 2,9 2 1,9 2 1,4 9 2,1
17N 0 0 0 0 2 2,8 1 1,4 1 0,9 1 0,7 5 1,2
18N 1 9,1 3 12,5 5 6,9 4 5,7 3 2,8 3 2,0 19 4,4
19N 0 0 0 0 0 0 1 1,4 0 0,0 0 0,0 1 0,2
20N 0 0 0 0 2 2,8 4 5,7 6 5,7 7 4,7 19 4,4
21N 2 18 3 13 7 10 10 14 15 14 15 10 52 12
22N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23N 2 18 3 13 8 11 9 13 9 8 8 5 39 9
24N 1 9 1 4 0 0 3 4 2 2 1 1 8 2
> 11 100 24 100 72 100 70 100 106 100 148 100 431 100
G - Gaiola

Tabela 2. Dados absolutos das contagens de &caros A. galli do nas aves do grupo P e variagdo

percentual em relacdo as contagens do dia zero.
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Ave Dia 0 Dia 7 %Dia7/Dia0  Dial4d  %Dial4/Dia0  Dia2l  %Dia21/Dia0 %Dia0 %Dia28/Dia0  Dia35  %Dia35/Dia0  Total Média
P1 21 20 -5 23 10 20 -5 18 -14 15 -29 117 20
P2 17 18 6 15 -12 17 0 13 -24 6 -65 86 14
P3 15 15 0 16 7 10 -33 13 -13 13 -13 82 14
P4 16 15 -6 16 0 14 -13 13 -19 13 -19 87 15
P5 13 11 -15 15 15 13 0 13 0 10 -23 75 13
P6 18 20 11 19 6 17 -6 16 -11 17 -6 107 18
> 100 99 104 91 86 74 554
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Somando os &caros das quatro aves do grupo N de cada gaiola, foi observado que as
gaiolas 2, 3, 4 e 5 apresentaram um maior nimero de &caros na ultima contagem; ja nas gaiolas
1 e 6, 0 nimero méximo de &caros foi obtido na penultima contagem. Na contagem do dia 35,
as aves do grupo N da gaiola 3 apresentaram o maior somatério do numero de acaros, o que
ocorreu devido ao fato de que, nessa gaiola, estava a ave 9N, que foi a mais parasitada entre as
24 (Figura 10).
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Figura 10. NUmero de acaros A. galli nas aves do grupo N agrupadas por gaiola em cada

contagem. G: gaiola.



Nas somatorias dos acaros de todas as aves (grupos P e N) por gaiola, a partir da coleta
do dia 7, verifica-se que as gaiolas 2, 3, e 4 tiveram o pico na ultima contagem; para as gaiolas
1 e 4, o pico ocorreu na contagem do dia 14, e, na gaiola 6, na contagem do dia 28. A gaiola 3,
que ja havia tido o maior nimero de parasitas na contagem geral no dia 35, quando considerado

somente os acaros das aves do grupo N, continuou apresentando a mesma condicéo (Figura 11).
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Figura 11. Numero de acaros A. galli nas aves do grupo P agrupadas por gaiola em cada

contagem. G: gaiola.
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No total de &caros em todas as aves dos grupos N e P, verifica-se, ao final dos 35 dias,
que ha declinio da infestacdo no grupo P e crescimento no grupo N. Quando se observa a

contagem geral, verifica-se que a infestacdo estava em crescimento ao final desse periodo
(Figura 12).
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Figura 12. Numeros absolutos de acaros de A. galli do grupo P, N e de P+N em todas as

contagens exceto na do dia 4.

A curva de Kaplan-Meier mostra que houve aumento da infestagdo acumulada média
que variou de 17,5% a 25% entre uma contagem e outra até a avaliacdo do dia 21. A infestagdo
ficou estavel entre as contagens do dia 21 e 28 e teve aumento de aproximadamente 4% no dia
35, comparado ao dia 28 (Figural3).
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O tempo médio da infestacao da primeira galinha do grupo N pelo &caro A. galli foi de
4,5 dias. Ja o tempo médio da infestacdo no geral (cada galinha em todas as gaiolas) foi de 13,7
dias, com mediana de 14 dias. Para ambos os calculos, o nivel de significancia foi de 95%.

Lesdes macroscopicas foram observadas, sendo as primeiras representadas por
alteracdes na pele, que se torna mais espessa e adquire coloragdo ligeiramente amarelada,
seguida pelo aparecimento de descamacéo que progride com o aumento da infestacdo. Com a
evolucéo do quadro, ha um aumento de oleosidade e formacéo de crostas. As aves apresentam

um prurido frequente, que se intensifica com o aumento da infestagéo.

5.3 Analises moleculares e filogenéticas

As sequéncias do 18S e do 28S rRNA do acaro A. galli obtidas neste estudo sédo
compostas por 589 e 642 pares de bases, respectivamente, e estdo depositadas no GenBank com
0s As sequéncias do 18S e do 28S rRNA do &caro A. galli obtidas neste estudo sdo compostas
de 589 e 642 pares de bases, respectivamente, e estdo depositadas no GenBank, com o0s
seguintes codigos de acesso: OK533677 e OK533676.

Uma busca no banco de dados de DNA (GenBank) pelo programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), com a sequéncia experimental obtida do 18S rRNA do acaro A. galli
resultou em uma lista de sequéncias de alta similaridade (ao redor de 95%) com sequéncias de
DNA da familia Psoroptoididae e de outras da mesma superfamilia Analgoidea. A mesma
pesquisa, porém, retorna apenas sequéncias com alta identidade (94%) com a espécie
Dermatophagoides farinae quando se restringe a base de dados apenas aos registros de
sequéncias de rRNA revisadas e classificadas como altamente confiaveis. Nessa consulta, as
demais sequéncias apresentaram identidade igual ou menor a 85%. Em ambos os alinhamentos,
a porcentagem de cobertura de cada sequéncia encontrada foi proxima de 100%. As pesquisas
feitas com o 28S rRNA do &caro A. galli com as mesmas bases de dados utilizadas acima
resultaram em uma lista de sequéncias de similaridade ao redor de 83% com sequéncias de
DNA da familia Psoroptoididae e de outras da mesma superfamilia Analgoidea. Assim como
na busca com a sequéncia de 18S rRNA, em uma consulta restrita a base de dados mais
confiavel, encontrou-se a maior identidade (81%) com o 28S rRNA de D. farinae, quando
consideradas somente as sequéncias com cobertura proxima de 100%.

A montagem da arvore filogenética da sequéncia de 18S rRNA do acaro A. galli pelo
método de maxima parcimdnia agrupou a sequéncia do acaro A. galli com todas as do género
Pandalura. As espécies de Pandalura e Picalgoides agruparam-se em seus respectivos géneros
em clados proximos. A sequéncia do género Hyomesalges agrupou-se inesperadamente com 0s

géneros de Pandalurinae. Nessa simulagéo, tanto R. (Boophilus) microplus quanto D. farinae
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agruparam-se com os psoroptoidideos, mesmo sendo, respectivamente, espécies representantes
de ordem (Ixodida) e de familia (Pyroglyphidae) mais distantes do ponto de vista filogenético.
Esse agrupamento inesperado foi também obtido para as sequéncias de 28S rRNA com o
mesmo método de simulacdo. Nessa arvore de sequéncias de 28S rRNA, o0s géneros
Picalgoides, Mesalgoides e Pandalura agruparam-se em ramos monofiléticos de acordo com
0S seus respectivos géneros, e o acaro A. galli agrupou-se monofileticamente com uma
dicotomia basal entre uma espécie do género da subfamilia Psoroptoidinae (Hyomesalges) com
o D. farinae (Figura 14).
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Figura 14. Arvores filogenéticas com as sequéncias de 18S e 28S rRNA do acaro A. galli pelo
método de maxima parcimdnia



A montagem da arvore filogenética da sequéncia de 18S rRNA do acaro A. galli pelo
método de Neighbor-Joining agrupou a sequéncia de R. (Boophilus) microplus em
concordancia com a taxonomia atual, o que n&o se verificou com o D. farinae, que se agrupou
com os psoroptoidideos. Ja os picalgoides e pandaluras agruparam-se em ramos monofiléticos
de acordo com o0s seus respectivos géneros. O grande grupo de psoroptoidideos dividiu-se em
dois ramos parafiléticos. Um deles agrupa o acaro A. galli com trés sequéncias do género
Pandalura, enquanto o outro clado agrupa os demais representantes das duas subfamilias
Psoroptoidinae e Pandalurinae. A topologia da &rvore do 28S rRNA com esse mesmo método
de simulacdo se mostrou semelhante a do 18S rRNA, pois agrupou monofileticamente as
sequéncias do género Pandalura, agrupando, porém, o acaro A. galli com Hyomesalges e o D.
farinae, mesma dicotomia basal observada na arvore obtida pela Méaxima Parcimonia, que
agrupa a espécie do género da subfamilia Psoroptoidinae (Hyomesalges) com o D. farinae
(Figura 15).
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Figura 15. Arvores filogenéticas com as sequéncias de 18S e 28S rRNA do acaro A. galli pelo

método de Neighbor-Joining



A montagem da arvore filogenética da sequéncia de 18S rRNA do acaro A. galli pelo
método de Maxima Verossimilhanca mostrou maior fidelidade a atual classificacéo
taxondbmica, exceto novamente pelo posicionamento do D. farinae agrupado aos
psoroptoidideos. Nessa arvore, os representantes da subfamilia Pandalurinae se segregaram da
Unica espécie de Psoroptoidinae (Hyomesalges) incluida no alinhamento mdltiplo, e o acaro A.
galli agrupou-se com as espécies do género Pandalura. A arvore do 28S rRNA com esse mesmo
método de simulagdo novamente agrupou o D. farinae entre os psoroptoidideos e ndo segregou
Hyomesalges como grupo parafilético a subfamilia Pandalurinae. Entretanto, como na arvore
simulada para o 18S rRNA, o R. (Boophilus) microplus posicionou-se externamente como
esperado. Nessa arvore, o caro A. galli agrupou-se parafileticamente com o Temnalges em uma

dicotomia basal com os Picalgoides e Mesalgoides (Figura 16).
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Figura 16. Arvores filogenéticas com as sequéncias de 18S e 28S rRNA do acaro A. galli pelo
meétodo de Maxima Verossimilhanca.



6. Discusséo

Ao final do experimento sobre a transmissao horizontal, a infestacdo, apresentou-se em
crescimento, o que é demonstrado através da curva de Kaplan-Meier (Figura 13). O que parece
ter ocorrido é que o aumento do parasitismo gradual nas aves do grupo N ao longo das cinco
semanas permitiu o crescimento da populacdo de &caros mesmo com a queda do nimero desses
parasitos nas aves do grupo P. Um fato a se destacar é a menor carga parasitaria de todas as
aves do grupo P ap0s o periodo de 35 dias.

O estudo realizado por Tucci et al. (2014), ao colocar em contato direto galinhas
infestadas por acaros da espécie A. galli com outras que ndo estavam parasitadas, utilizando
uma proporc¢édo 1:1 com um total de 24 aves, demonstrou o aparecimento de sintomas apos 15
dias. Uma analogia pode ser feita com os resultados desse estudo, ja que o tempo médio de
infestacdo geral foi de 13,7 dias com mediana de 14 dias. E preciso, porém, considerar que,
neste trabalho, a proporc¢éo entre aves infestadas e ndo parasitadas foi de 1:4.

As lesdes macroscopicas observadas, pele espessa com coloracdo ligeiramente
amarelada, descamacdo que progride com o aumento da infestacdo e prurido frequente, em
muito se assemelham &s relatadas no estudo citado acima.

Os resultados aqui disponibilizados podem vir a ser Gteis para orientar manejos de
controle ja empregados. Pela constatacdo de que, entre as 24 aves do grupo N havia tanto aves
resistentes, com nenhum ou apenas um &caro, somando todos os raspados, quanto aves
suscetiveis, que apresentaram logo nos primeiros 15 dias maiores quantidades de parasitas e se
mantiveram mais parasitadas até ao final do experimento, infere ser esta uma condicdo que deve
ser abordada em novas pesquisas, pois pode revelar conhecimento relevante para o
aprimoramento do manejo de pragas nas granjas de avicultura de postura. Entre esses
conhecimentos, estudos moleculares para verificar se tais condi¢des estariam relacionadas a
mutacdes em genes especificos, visto que a engenharia genética é cada vez mais utilizada como
ferramenta no aprimoramento da producdo no agronegocio.

O posicionamento semelhante ao do acaro da familia Pyroglyphidae parafileticamente
aos psoroptoidideos em todas as arvores tambem foi encontrado por Klimov & O’Connor
(2013), tanto para o marcador 18S quanto para o 28S. Os resultados obtidos neste estudo
concordam com esses autores principalmente nas arvores com sequéncias da regido 28S, nas
quais o Hyomesalges foi o psoroptoidideo agrupado parafileticamente mais proximo do D.
farinae do que dos demais representantes da familia Psoroptoididae (Mesalgoides, Picalgoides
e Temnalges). Importante neste caso citar o fato de que Mironov (2013) descreve o género
Allopsoroptoides muito proximo ao Cygnocoptes, 0 mesmo género que era classificado como

pertencente a familia Pyroglyphidae, e ainda neste artigo o autor argumenta sobre a necessidade
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de serem realizados estudos filogenéticos com todas as espécies de psoroptoidideos atualmente
reconhecidos. Ele baseia sua sugestdo justamente citando o fato de o artigo de Klimov &
O’Connor (2013) ndo comprovar relagdes parafiléticas das subfamilias Pandalurinae e
Psoroptoidinae em investigacdes filogenéticas dos astigmatas.

O uso de sequéncias de DNA disponiveis em bancos de dados publicos de acaros (D.
farinae e R. [Boophilus] microplus) relacionados em diferentes niveis taxonémicos com o
objetivo de indicar a robustez da reconstrugdo filogenética mostrou sucesso apenas para o nivel
taxondmico mais alto, e ainda assim somente com o uso dos métodos de

Neighbor-Joining e méxima verossimilhanca.

Embora todas as arvores filogenéticas obtidas tanto para as sequéncias de 18S rRNA
quanto para a sequéncia de 28S rRNA apresentem um alto grau de discordancia com a
taxonomia atual, nota-se que, em todas as arvores obtidas para a sequéncia 18S rRNA, o
alinhamento do acaro A. galli ficou proximo as sequéncias do género Pandalura. Entretanto,
com relacdo a sequéncia 28S rRNA, quando se utilizaram os métodos de maxima parcimonia e
de Neighbor-Joining, houve maior proximidade de alinhamento com Hyomesalges e D. farine,
resultado completamente discordante da taxonomia atual, visto que se trata de espécies da
familia Psoroptoididae, subfamilia Psoroptoidinae, e da familia Piroglyphidae,
respectivamente. Ja o método de méxima verossimilhanca agrupou o acaro A. galli com os
géneros da familia Pandalurinae: Temnalges, Picalgoides e Mesalgoides. Arvores filogenéticas
discordantes entre si, obtidas a partir do alinhamento multiplo de marcadores genéticos
distintos, também foram obtidas por Knowles e Klimov (2011) e por Klimov e O’Connor
(2013). Os primeiros autores citados concatenaram entre si as arvores de diferentes topologias
de 4 genes (18S, 28S, HSP70 e EF-10) e obtiveram uma arvore consensual mais robusta com
suporte aos diferentes nds evolutivos mais robusto do que nas arvores dos marcadores

individuais.

7. Concluséo
O acaro A. galli é uma espeécie descrita ha relativamente pouco tempo, e apresentam-se
neste estudo resultados analiticos de sua transmissao horizontal, analises filogenéticas das
primeiras sequéncias de DNA obtidas desse organismo. As principais conclusfes obtidas
foram:
e Apos 4,5 dias ja ocorreu a transmissao horizontal do acaro A. galli
e Foram identificadas aves sensiveis e resistentes ao parasitismo pelo acaro A. galli no

periodo analisado
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Ao final do experimento a populacéo de acaros estava em crescimento considerando o
numero total de aves submetidas ao estudo.

Foram obtidas as primeiras sequéncias de DNA da espécie A. galli, as quais estdo
depositadas no principal banco de dados publico de sequéncias de DNA (GenBank),

cujos links de acesso sdo: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OK533677 e

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OK533676.

Em todas as arvores obtidas para a sequéncia 18S rRNA, o alinhamento do &caro A.
galli ficou proximo as sequéncias do género Pandalura, que pertence a mesma
subfamilia Pandalurinae.

Em relacdo a sequéncia 28S rRNA, quando se utilizaram os métodos de méaxima
parcimdnia e de Neighbor-Joining, houve maior proximidade de alinhamento com
Hyomesalges e D. farine., enquanto o método de maxima verossimilhancga agrupou o
acaro A. galli com os géneros da subfamilia Pandalurinae: Temnalges, Picalgoides e
Mesalgoides.

A geracdo de novas sequéncias de DNA, de outros alelos, é fundamental para fornecer
dados necessarios para analises moleculares adicionais a fim de que seja possivel

aumentar a precisao e a robustez do posicionamento filogenético do acaro A galli.
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