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TAXONOMIA INTEGRATIVA DE HELMINTOS DE JAVALIS (Sus scrofa)

RESUMO - O javali € uma espécie invasora e seu abate foi autorizado e
regulamentado no Brasil em 2013. A investigacao do perfil sanitario e epidemiol6gico
destas populacbes no pais € uma das acdes previstas para o de controle e
monitoramento da espécie. Os parasitas estdo frequentemente relacionados ao
sucesso e a gravidade das invasfes bioldgicas e a taxonomia integrativa tem se
tornado uma das praticas mais aceitas para caracterizar espécies de helmintos. Sendo
assim, objetivou-se identificar os helmintos encontrados em javalis asselvajados por
meio da utilizacdo de caracteres morfoldgicos e inferéncias filogenéticas baseadas em
trés marcadores moleculares. Sessenta e um javalis foram abatidos no norte do
Estado de S&o Paulo e helmintos foram recuperadas dos tratos gastrointestinal e
urinario. A partir da andlise morfologica e da inferéncia filogenética bayesiana dos
genes 18S rRNA e 28S rRNA e do espacador interno transcrito (ITS), as seis espécies
de nematdédeos foram identificadas como Ascarops strongylina, Strongyloides
ransomi, Globocephalus urosubulatus, Oesophagostomum dentatum, Trichuris suis e
Stephanurus dentatus e a espécie de acantocéfalo foi identificada como
Macracanthorhynchus hirudinaceus. Traz-se descricdes morfolégicas detalhadas de
todas as sete espécies e sequéncias de pelo menos um gene de interesse taxonémico
de todas elas, bem como cinco sequéncias inéditas, trés de G. urosubulatus (genes
18S e 28S e regido ITS rDNA), duas de A. strongylina (genes 18S e 28S rDNA) e uma
de S. dentatus (regido ITS rDNA). Estes resultados sugerem que as populacoes
asselvajadas de javalis do Estado de Sdo Paulo mantiveram alguns dos seus
parasitas tipicos comuns a suinos e ndo atuaram como hospedeiros de captura de
nenhuma espécie nativa da regido Neotropical.

Palavras-chave: Acantocephala, fauna invasora, javali, Nematoda, Suidae



INTEGRATIVE TAXONOMY OF WILD BOARS’ (Sus scrofa) HELMINTHS

ABSTRACT - The wild boar is an invasive species and its slaughter was authorized
and regulated in Brazil in 2013. The investigation of the sanitary and epidemiological
profile of these populations in the country is one of the actions planned for the control
and monitoring of the species. Parasites are often associated to the success and
severity of biological invasions, and integrative taxonomy has become one of the most
accepted practices to characterize parasitic helminth species. Therefore, we aimed
asses the diversity of helminths found in wild boars and to obtain gene sequences of
taxonomic interest for these parasites. Sixty-one wild boars were slaughtered in the
northern region of Sdo Paulo state and helminths were recovered from the
gastrointestinal and urinary tracts. From morphological analysis and Bayesian
phylogenetic inference of the 18S rRNA and 28S rRNA genes and the internal
transcribed spacer (ITS) region, the six Nematoda species were identified as Ascarops
strongylina, Strongyloides ransomi, Globocephalus urosubulatus, Oesophagostomum
dentatum, Trichuris suis and Stephanurus dentatus and the Acanthocephala species
was identified as Macracanthorhynchus hirudinaceus. We present detailed
morphometric data for all seven helminth species and sequences of at least one gene
of taxonomic interest from all of them, as well as five novel sequences, three from G.
urosubulatus (18S and 28S rDNA genes and ITS region), two from A. strongylina (18S
and 28S rDNA genes), and one from S. dentatus (ITS rDNA region). These results
suggest that the sylvatic populations of wild boar in S&o Paulo State have maintained
their typical parasites common to pigs and have not acted as capture hosts for any
species native to the Neotropical region.

Keywords: Acantocephala, invasive fauna, wild boar, Nematoda, Suidae
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posterior do macho, espiculos (seta preta). Barras de escala: A = 1mm, B =
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parasitas dos filos Nematoda e Acanthocephala, com Rotiferas como grupo
externo.
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

Introducéo

Espécies invasoras sdo aquelas introduzidas, estabelecidas e difundidas com
sucesso em locais fora de sua area nativa, principalmente em decorréncia de acdes
humanas, intencionalmente ou ndo (Blackburn et al., 2011; Chalkowski et al., 2018).
Estima-se que o impacto econdémico anual gerado por elas seja de US$76 bilhdes
mundialmente e US$1,6 milh&o no Brasil; entre 1984 a 2018, foi estimado um custo
de US$83 milhdes para o pais (Diagne et al., 2020; Adelino et al., 2021; Heringer et
al., 2021). Essas perdas resultam dos impactos das invasfes biologicas sobre
espécies nativas, infraestrutura e agricultura (Pimentel et al., 2005; Marbuah et al.,
2014; Chalkowski et al., 2018), e aos esforcos de gestao direcionados a prevencao,
ao controle e a erradicacdo dessas espécies (Courchamp et al., 2017). Além do
impacto econdmico, a fauna invasora também esta relacionada a impactos sanitarios,
sociais e ecoldgicos substanciais (Kumschick et al., 2015; Schindler et al., 2015;
Bellard et al., 2016; Young et al., 2017; Jones, 2017), sendo atualmente um dos
principais fatores ligados a extincdo de espécies ameacadas (Wilcove et al., 1998;
Chalkowski et al., 2018). Apesar dos esfor¢cos crescentes para a reducao do risco de
invasdes bioldgicas, estimativas indicam que o ritmo de deteccdo de espécies
invasoras ndo mostra sinais de abrandamento (Seebens et al., 2017).

Parasitas podem facilitar ou dificultar a propagacao de espécies invasoras de
maneira indireta e complexa. Espécies exoticas de vertebrados podem ser
introduzidas em novas comunidades juntamente com seus parasitas, prejudicando as
espécies nativas que ndo possuem defesas contra estes novos patégenos devido a
auséncia de histéria evolutiva conjunta, em um fendbmeno denominado “spillover”
(Prenter et al., 2004; Taraschewski, 2006; Dunn, 2009; Dunn & Hatcher, 2015). As
especies invasoras também podem ser introduzidas livres de seus parasitas originais
(enemy release), ou adquirir parasitas nativos apos a sua introducéo, o que pode levar
tanto a diluicdo quanto a amplificacdo do risco de infeccdo para espécies nativas;
neste ultimo caso, num fendmeno denominado “spillback” (Prenter et al., 2004;
Taraschewski, 2006; Dunn, 2009; Kelly et al., 2009; Poulin et al., 2011; Dunn et al.,

2012). Os parasitas também podem ser introduzidos em novas areas sem 0S seus



hospedeiros originais; as doencas infecciosas emergentes, incluindo-se as
zoonoticas, podem ser causadas por invasdes bioldgicas de parasitas que estejam se
propagando a novas areas, populacdes ou espécies hospedeiras (Hatcher et al., 2012;
Estrada-Pefia et al., 2014; Hulme, 2014).

A identificacdo de espécies de helmintos tem sido tradicionalmente baseada
em caracteristicas anatémicas particulares, e a principal vantagem desta técnica é o
baixo custo (Seesao et al., 2017). Entretanto, delimitar espécies de parasitas é muitas
vezes dificil devido aos seus caracteres morfolégicos limitados decorrentes de
evolucdo paralela, convergente ou pedomorfismo (Miller et al., 2017). As amostras
primarias podem consistir em fases de vida notoriamente dificeis e morosas de
identificar em nivel especifico como, por exemplo, ovos e larvas provenientes de
amostras fecais. Ainda assim, este tipo de amostra € a Unica op¢ao nos casos em que
a amostragem invasiva de parasitas adultos ndo € possivel, como em alguns estudos
com humanos e espécies ameacadas (Wimmer et al., 2004; Criscione et al., 2005). A
identificacdo baseada puramente em caracteristicas anatémicas também requer alto
nivel de especializagdo e € suscetivel a erro humano, especialmente ao se trabalhar
com espécies cripticas (Pauling et al., 2016; Said et al., 2017; Seesao et al., 2017). A
ambiguidade de caracteristicas morfoldégicas com valor diagndstico pode levar a
identificacdo incorreta, impedindo a compreensdo de como as relacdes entre o
hospedeiro e o parasita sao alteradas em invasdes biolégicas (Miller et al., 2017).

A taxonomia molecular e o barcoding séo alternativas para a identificacéo de
parasitas para 0s quais as caracteristicas morfolégicas de diagndstico sdo escassas
(Janssen et al., 2017). Essas técnicas tém se mostrado rapidas, reproduziveis e
altamente sensiveis, sao aplicaveis aos diversos estagios do ciclo de vida dos
parasitas, e permitem a identificacdo de helmintos de morfologia indistinguivel sob
microscopia de luz (Mesa-Cruz et al., 2016; Pauling et al., 2016; Huggins et al., 2017;
Said et al., 2017; Seesao et al., 2017). Esses métodos sdo, portanto, uma ferramenta
necessaria a identificacdo inequivoca de espécies de helmintos e a melhor
compreensao de sua distribuicdo e de sistemas complexos com diversas espécies de
hospedeiros e parasitas envolvidos (Said et al., 2017).

Recentemente, a combinacdo da descricdo morfolégica tradicional com

técnicas moleculares tem se tornado uma das praticas mais aceitas para caracterizar



espécies de helmintos (Blasco-Costa et al., 2016; Poulin & Presswell, 2016; Rashid et
al., 2018; Poulin et al., 2019, Karadjian et al., 2020). Esta tendéncia se enquadra nos
principios de taxonomia integrativa, que exige a utilizacdo de fontes mdultiplas e
complementares de dados para caracterizacdo e delimitacdo de espécies (Dayrat,
2005; Padial et al., 2010). Levando em consideracdo a necessidade crescente de
compreender as implicacfes das espécies invasoras e seus parasitas no equilibrio
dos ecossistemas e na saude humana e animal, o presente estudo faz uso de
taxonomia integrativa para descrever o0s helmintos encontrados em javalis
asselvajados abatidos no norte do estado de S&o Paulo, sudeste do Brasil, obter
sequéncias de genes de interesse taxondmico destes parasitas e tracar inferéncias

filogenéticas a partir delas.

Revisao Bibliogréfica

O javali (Sus scrofa Linnaeus, 1758) foi listado como uma das 100 espécies
invasoras mais nocivas do mundo devido a sua ampla distribuicdo geogréfica,
crescentes conflitos com humanos e dificuldades de manejo (Lowe et al. 2000). A
espécie foi globalmente difundida ap6s sua domesticacdo e formou populacbes
selvagens em diversos locais (Frantz et al. 2016), dentre eles o Brasil, desde o século
XV (Donkin, 1985). Seu abate por controladores de fauna selvagem foi autorizado em
todo o territério nacional pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis — IBAMA em 2013, quando o 6rgao governamental caracterizou
o javali como espécie nociva, considerando todas as suas formas, linhagens, racas e
diferentes graus de cruzamento com porcos domeésticos (IBAMA, 2013). Em 2017, o
Ministério do Meio Ambiente - MMA e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA elaboraram o Plano Nacional de Prevencdo, Controle e
Monitoramento do Javali (Sus scrofa), por meio do qual uma das acdes previstas é
investigar o perfil sanitario e epidemiolégico das populacdes de javali, e seus impactos
a Saude Unica no Brasil (Brasil, 2017).

Estudos relativos a ocorréncia de helmintos nos tratos gastrointestinal e urinario

de javalis selvagens foram realizados em diversos paises, em quase todos os



continentes (Tabela 1). Nestes, a identificacdo dos helmintos foi realizada em sua
maioria apenas por meio de técnicas morfologicas, salvo algumas excecdes em que
técnicas moleculares também foram empregadas (Rojakovic-Janje et al., 2002;
Cutillas et al., 2006; Cutillas et al., 2009; Kamimura et al., 2018).

Tabela 1. Helmintos dos tratos gastrointestinal e urinario de javalis (Sus scrofa) de
vida livre no mundo.

Helmintos Sl Localidade
Phylum Nematoda
Ilha Cumberland (EUA)?, Berlin (Alemanha)®, Ilha Saaremaa (Estonia)*!, Provincia
Catanzaro (ltalia)?®, Honshu (Jap&o)?!?, Catalonia, Oropesa de Toledo e Toledo
Ascaris suum ID (Espanha)*®®, Provincia Mazandaran (Ird)?, Montanhas Vitosha e Rhodope,
Sredna, Kraishte e Ludogorie (Bulgaria)?®, Vojvodina (Sérvia)?’, Miechéw,
Dgbrowa Tarnowska, Dulowa, Niepotomice e Myslenice (Polonia)3?
Ascarops dentata E Ilha Molokai (Havai)®
Ilha Cumberland (EUA)?, Reserva de Caga Chambord (Francga) 2, Ird*, Berlin
(Alemanha)®, Honshu (Jap&o)*?, Provincia Bursa (Turquia)'®, Catalonia, Oropesa
. de Toledo e Toledo (Espanha)?®, Montanhas Vitosha e Rhodope, Sredna, Kraishte
Ascarops strongylina E e Ludogorie (Bulgaria)?®, Ariana, Mabtouh, Bou Argoub, Djebel Ressas, Bou
Salem, Bou Arada, Gaafour, Fernana e Touaref (Tunisia)*°, Miechéw, Dabrowa
Tarnowska, Dulowa, Niepotomice e Myslenice (Pol6nia)®?
Honshu (Jap&o)*?, Montanhas Suncheon-si, Gwangyang-si e Boseong-gun (Coréia
Bourgelatia diducta IG do Sul) 8, Miechow, Dgbrowa Tarnowska, Dulowa, Niepotomice e Myslenice
(Pol6nia)®
Capillaria suis E Honshu (Jap&o)*?
Eucyathostomum sp. IG Ilha Molokai (Havai)®
Globocephalus spp. E Provincia Mazandaran (Ird)%, Vojvodina (Sérvia)*’
IGIobocephaIus E  Honshu (Japo)®?
ongimucronatus
. 3 5 \12 o i
Globocephalus samoensis E Ilha Molokai (Hava|')‘ , Honshuls(Japao) , Montanhas Suncheon-si, Gwangyang-si e
Boseong-gun (Coréia do Sul)
Ilha Cumberland (EUA)?, Ird%, Berlin (Alemanha)®, Slavonia (Croéacia)’, Umbria
(Itélia)*4, Provincia Bursa (Turquia)’®, Catalonia, Oropesa de Toledo e Toledo
Globocephalus urosubulatus E (Espanha)?®®, Hellshire Hills (Jamaica)*, Montanhas Vitosha e Rhodope, Sredna,
P Kraishte e Ludogorie (Bulgaria) %, Ariana, Mabtouh, Bou Argoub, Djebel Ressas,
Bou Salem, Bou Arada, Gaafour, Fernana e Touaref (Tunisia)®, Miechow,
Dagbrowa Tarnowska, Dulowa, Niepotomice e Myslenice (Pol6nia)??
Gnathostoma hispidum ES, Slavonia (Croacia)’, Vojvodina (Sérvia)?’, Ariana, Mabtouh, Bou Argoub, Djebel
P E Ressas, Bou Salem, Bou Arada, Gaafour, Fernana e Touaref (Tunisia)®
: ES, x~\12
Gnathostoma doloresi E Honshu (Japé&o)
Ilha Molokai (Havai)?, Slavonia (Croacia)’, Provincia Bursa (Turquia)'®, Catalonia,
Gonavionema pulchrum ES Oropesa de Toledo e Toledo (Espanha)*®, Provincia Mazandaran (Ird)?2, Bou
9y P Argoub, Djebel Ressas, Bou Salem, Bou Arada, Ga&four, Fernana e Touaref
(Tunisia)®
. Slavonia (Croéacia)’, Umbria (Italia)'*, Provincia Bursa (Turquia)'®, Catalonia,
Hyostrongylus rubidus E Oropesa de Toledo e Toledo (Espanha)?®, Hellshire Hills (Jamaica)*
Morgascaridia kugii IG  Honshu (Jap&o)*?
. 19 \pmi o7
Oesophagostomum spp. G Catalonia, Oropesa de Toledo e Toledo (Espanha)®, Vojvodina (Sérvia)*’,

Oles$nica (Polénia)?®



Ird*, Slavonia (Croacia)’, Texas (EUA)®, Espanha®, Honshu (Jap&o)*?, Umbria
(Italia)*4, Colinas Hellshire (Jamaica)?!, Montanhas Vitosha e Rhodope, Sredna,

Oesophagostomum dentatum IG Kraishte e Ludogorie (Bulgaria)?®, Miechow, Dgbrowa Tarnowska, Dulowa,
Niepotomice e Myslenice (Polénia)®
Oesophagostomum G llha Cumberland (EUA) !, Montanhas Vitosha e Rhodope, Sredna, Kraishte e
quadrispinulatum Ludogorie (Bulgaria) 2®
Oesophagostomum watanabei IG Honshu (Jap&o)*?
Reserva de Caga Chambord (Franga) 2, Ird*, Berlin (Alemanha)®, Valencia
(Espanha)®, Slavonia (Croécia)’, Texas (EUA)?, Honshu (Jap&o)*?, Provincia Bursa
Phvsocephalus sexalatus E (Turquia)*®, Montanhas Vitosha e Rhodope, Sredna, Kraishte e Ludogorie
Y P (Bulgéria)®, Vojvodina (Sérvia)¥’, Ariana, Mabtouh, Bou Argoub, Djebel Ressas,
Bou Salem, Bou Arada, Gaéafour, Fernana e Touaref (Tunisia)®, Miechow,
Dgbrowa Tarnowska, Dulowa, Niepotomice e Myslenice (Pol6nia)??
Simondsia paradoxa E Espanha®
Stephanurus dentatus TU  Texas (EUA)®, Honshu (Jap&o)*?, Parque Nacional Dofiana (Espanha)?*
N2 A fi a7 o A1 o\28 -
Strongyloides ransomi D Hon§h_u (;'lgapao) , Vojvodina (Sérvia)*’, Provincia Catanzaro (Itélia)*°, Olesnica
(Pol6nia)
Ilha Molokai (Havai)?, Berlin (Alemanha)®, Provincias Sevilla e Huelval®®,
Catalonia, Oropesa de Toledo e Toledo?® (Espanha), Ilha Saaremaa (Estonia)*,
Trichuris suis G Honshu (Jap&o)*?, Provincia Bursa (Turquia)®®, Provincia Mazandaran (Ird)?,
Montanhas Vitosha e Rhodope, Sredna, Kraishte e Ludogorie (Bulgaria)?®,
Vojvodina (Sérvia)?’, Provincia Catanzaro (Italia)?®, Miechéw, Dabrowa Tarnowska,
Dulowa, Niepotomice e Myslenice (Pol6nia)®?
Phylum Platyhelminthes
Classe Digenea
Brachylaemus suis ID Touaref (Tunisia)®
x4 T I s o
Dicrocoelium dendriticum DB I({?élyizlal)gg Saaremaa (Estbnia)*, Provincia Bursa (Turquia)'®, Provincia Catanzaro
Echinochasmus perfoliatus ID Slavonia (Croécia)’
Fasciola gigantica F Irg*
Fasciola hepatica F Galicia (Espanha)*’, Provincia Mazandaran (Ird)??
Fascioloides magna F Texas (EUA)®
Classe Cestoda
Cysticercus tenuicollis = Valencia (Espanha)®, Slavonia (Croacia)’, Ilha Saaremaa (Est6nia)!, Provincia
(Taenia hydatigena) Bursa (Turquia)®®, Provincia Bushehr®® e Mazandaran?? (Ird), Marche (Italia)®
Echinococcus hidatidosus Fx Slavonia (Croécia)’
(Echinococcus granulosus)
Hymenolepis diminuta ID  Touaref (Tunisia)®
Pseudanoplocephala X 12
nipponensis ID Honshu (Japé&o)
Phylum Acantocephala
Slavonia (Croéacia)’, Catalonia, Oropesa de Toledo e Toledo (Espanha)®,
Macracanthorhynchus D Provincia Mazandaran (Ird)?, Honshu (Japdo)®, Provincia Pisa (Italia)?,

hirudinaceus

Montanhas Vitosha e Rhodope, Sredna, Kraishte e Ludogorie (Bulgaria)?®,
Montanha Bakony (Hungria)®

S| — Sitio de infeccao de predilecdo em javalis; ES — Esbéfago; E — Estdmago; ID — Intestino Delgado; IG — Intestino Grosso; F —
Figado (* pode acometer outros tecidos); DB — Ductos biliares; TU — Rins, Ureteres e Gordura Perirrenal. *Pence et al., 1988;
2Humbert e Henry, 1989; *Mckenzie e Davidson, 1989; “Eslami e Farsad-Hamdi, 1992; *Mennerich-Bunge et al., 1993; ®De-La-
Muela et al., 2001; “Rojakovic-Janje et al., 2002; 8Shender et al., 2002; *Fernandez-de-Mera et al., 2003; °Cutillas et al., 2006;
HJarvis et al., 2007; *2Sato et al., 2008; *Cutillas et al., 2009; “*Moretta et al., 2011; *Senlik et al., 2011; *Ahn et al., 2013; *"Mezo
et al., 2013; 8Ahn et al., 2015; *Gasso6 et al., 2015; *°Mansouri et al., 2016; ?*Okoro et al., 2016; ?Dodangeh et al., 2018;
ZKamimura et al., 2018; >*Moratal et al., 2018; ?>Panayotova-Pencheva e Dakova, 2018; ZPapini et al., 2018; 2’Stojanov et al.,
2018; ?Castagna et al., 2019; »Jakowska-Makosa et al., 2019; *°Lahmar et al., 2019; 3'Paoletti et al., 2019; *’Nosal et al., 2020;

3Amin et al., 2021.



No Brasil, a helmintofauna gastrointestinal de javalis foi descrita a partir de
espécimes recuperados de animais de cativeiro (Mundim et al., 2004; Gomes et al.,
2005; Silva e Miller, 2013ab; Marques et al., 2016). Um estudo recente demonstrou
pela primeira vez os helmintos de javalis de vida livre no Brasil, incluindo o primeiro
relato da presenca de nematddeos no trato urinario destes animais no pais (lvan
Moura Lapera, dados ndo publicados). Todos os estudos realizados até 0 momento
acerca da identificacdo de helmintos parasitas dos tratos gastrointestinal e urinario de
javalis no Brasil, sejam eles cativos ou de vida livre, foram baseados em técnicas
morfologicas (Tabela 2); técnicas moleculares e inferéncias filogenéticas ainda nao

foram utilizadas para este fim no Brasil.

Tabela 2. Helmintos dos tratos gastrointestinal e urinario de javalis (Sus scrofa) de

cativeiro e vida livre no Brasil.
Helmintos Sl Localidade
Phylum Nematoda

Triangulo Mineiro (Minas Gerais)?, Mirassol e Fernandoépolis?, Sdo José do Rio
Ascaris suum Preto e Monte Azul Paulista® (S&o Paulo), Regi&o Nordeste do Estado?®,

D Antonio Prado*, Casca® (Rio Grande do Sul)
. Mirassol e Fernanddpolis?, Sdo José do Rio Preto e Monte Azul Paulista® (S&o
Ascarops strongylina E Paulo)
Estrongilideos ID  Triangulo Mineiro (Minas Gerais)*
Globocephalus urosubulatus E S&o0 José do Rio Preto e Monte Azul Paulista (S&o Paulo)®
Mirassol e Fernandépolis?, Sdo José do Rio Preto e Monte Azul Paulista® (S&o
Oesophagostomum dentatum IG Paulo), Antonio Prado (Rio Grande do Sul)*
Physocephalus sexalatus E Mirassol e Fernandodpolis (Sdo Paulo)?
Stephanurus dentatus TU S&o José do Rio Preto e Monte Azul Paulista (S&0 Paulo)®
Strongyloides ransomi D Triangulo Mineiro (Mina; Gerais)' Mirassol e Fernandépolis?, Sdo José do Rio
Preto e Monte Azul Paulista® (S&o Paulo)
Trichostrongylus colubriformis ID  Antbnio Prado (Rio Grande do Sul)*
Triangulo Mineiro (Minas Gerais)?, Mirassol e Fernandoépolis?, Sdo José do Rio
Trichuris suis IG  Preto e Monte Azul Paulista® (Sdo Paulo), Anténio Prado*, Casca® (Rio Grande
do Sul)

Phylum Acantocephala

Macracanthorhynchus hirudinaceus ID  S&o José do Rio Preto e Monte Azul Paulista (S0 Paulo)®
S| — Sitio de infeccao de predile¢do em javalis; E — Estdmago; ID — Intestino Delgado; IG — Intestino Grosso; TU — Rins, Ureteres
e Gordura Perirrenal. *Mundim et al., 2004; 2Gomes et al., 2005; 3“Silva e Muller, 2013ab; *Marques et al., 2016; ®lvan Moura
Lapera, dados néo publicados.

O nematddeo Ascarops strongylina (syn. Spiroptera strongylina) € um parasita
comum do estdmago de suideos e ja foi reportado em uma ampla variedade de
hospedeiros vertebrados definitivos e paraténicos (Ganzorig et al., 1999). Foi descrito
pela primeira vez por Rudolphi (1819), com abertura oral simples, extremidade
posterior da fémea afilada e terminando em um angulo agudo, e a extremidade
posterior do macho espiralada, com asas largas e espiculos longos. Em 1860, Molin

realizou uma revisdo do género Ascarops (syn. Spiroptera) e incluiu caracteristicas
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anatdbmicas na descricdo da espécie, como a presenca de estriacdes transversais, a
abertura vulvar da fémea na extremidade posterior do corpo, e dados morfométricos
de largura e comprimento. Webster e Speckmann (1977) apontaram pela primeira vez
a presenca de gubernaculo em machos de A. strongylina. Ganzorig et al. (1999)
realizaram a redescricdo da espécie a partir de dados morfologicos e morfométricos e
afirmaram que ela é morfologicamente distinguivel de outras do género por meio de
caracteristicas como as margens proeminentemente serrilhadas da cloaca, espiculos
longos e o numero e distribuicdo das papilas caudais. Mais recentemente,
Panayotova-Pencheva e Dakova (2017) obtiveram dados morfolégicos e
morfométricos de A. strongylina parasitas de javalis selvagens da Bulgaria e
verificaram que eles correspondiam aos de espécimes provenientes de porcos
domeésticos. Até o momento, ndo foram realizados estudos moleculares com esta
espécie.

O género Globocephalus ja teve diversas classificacdes taxonémicas (Pinheiro
et al., 2021). Atualmente, ele comporta nove espécies das quais duas ocorrem no
Brasil: Globocephalus urosubulatus (Alessandrini, 1909), parasitas do intestino
delgado de suideos, e Globocephalus marsupialis, parasitas do intestino delgado de
didelfos (Freitas e Lent, 1936). Ha poucos estudos taxondmicos para este género e
as descricbes originais tém limitacbes e argumentos taxondmicos fracos, que
dificilmente apoiariam a distincdo entre espécies (Pinheiro et al., 2021). Buscando
critérios que possam ser usados como uma caracteristica confiavel na identificacdo
G. urosubulatus, Nanev et al. (2007) analisaram espécimes provenientes de javalis na
Bulgaria, e afirmaram que caracteristicas taxondmicas do género frequentemente se
sobrepunham, com opinides conflitantes acerca delas, sugerindo que a identificacéo
correta de espécies deste género requer o uso de outros métodos de investigacdo em
conjunto com a analise morfolégica. Mais recentemente, Pinheiro et al. (2021)
propuseram uma redescricdo de G. urosubulatus utilizando espécimes provenientes
de porcos domésticos do estado do Para, Brasil, atualizando os dados morfolégicos e
morfométricos da espécie. Nao existem estudos moleculares de G. urosubulatus até
0 momento.

O nematddeo que parasita rins, ureteres e gordura perirrenal de suideos foi

descrito por Diesing (1839) como Stephanurus dentatus, a Unica espécie do género.
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Ela teve sua nomenclatura confundida por algum tempo com uma das espécies que
parasita o intestino grosso de suideos, Oesophagostomum dentatum, descrita
inicialmente como Strongylus dentatus (Rudolphi, 1803). Entre 1943 a 1955, a
Comisséo Internacional de Nomenclatura Zoologica avaliou a questao e decidiu pela
nomenclatura atual de ambas as espécies.

As descricdes morfologicas iniciais de Oesophagostomum dentatum (syn.
Strongylus (Sclerostoma) dentatus) incluem apenas dados morfolégicos simples,
como a presenca de dez a doze dentes, corpo afilando-se em ambas as extremidades
e abertura genital da fémea logo acima da ponta da cauda (Diesing 1950). Ozerskaya
(1930), Georgiev e Kamburov (1977) e Poelvoorde (1978) incluiram dados
morfométricos e morfolégicos a descricdo da espécie. Haupt (1966) afirmou que outra
espécie do mesmo género que também parasita 0 intestino grosso de suinos,
Oesophagostomum quadrispinulatum (Marcone, 1901) tem seus instares larvais
morfologicamente indistinguiveis de O. dentatum, e que apenas as formas adultas
podem ser diferenciadas com base no comprimento da cauda de fémeas e do espiculo
de machos. Poelvoorde (1978) incluiu o formato da capsula bucal e do esé6fago como
critérios morfologicos diferenciais entre as duas espécies. Panayotova-Pencheva e
Dakova (2017) identificaram morfolégica e morfometricamente O. dentatum e O.
quadrispinulatum parasitas de javalis na Bulgaria, incluindo descricbes e dados
morfométricos detalhados de ambas as espécies. As autoras também afirmaram que
estas podem ser distinguidas pelo comprimento corporal e dos espiculos, a forma do
gubernaculo e do eséfago, e pela distancia da vulva ao anus e do anus a ponta da
cauda. H4 64.721 sequéncias de O. dentatum depositadas no GenBank, das quais
64.255 séo scaffolds gendmicos nao vinculados a publicagdes formais. O restante das
sequéncias é composto por genes relacionados a processos reprodutivos e
metabdlicos e genes de interesse filogenético. Por meio de inferéncias filogenéticas
baseadas em diferentes genes e regides intergénicas (ITS1, ITS2 e 28S rRNA, cox1
e nadh mDNA) e o genoma mitocondrial completo, foi possivel verificar que O.
dentatum e O. quadrispinulatum s&o espécies distintas (Lin et al., 2007, 2012ab, 2014)
e inferir as relagdes filogenéticas destes com as demais espécies de Trichostrongylina
(de Bellocq et al., 2001).
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As primeiras descricbes do nematdédeo Stephanurus dentatus informavam
algumas caracteristicas morfologicas erroneamente, como a presenca de apenas um
espiculo e o posicionamento da vulva na por¢cdo média do corpo (Diesing, 1839). A
presenca de dois espiculos iguais foi entdo descrita por Skrjabin (1921). Daubney
(1923) redescreveu a espécie corrigindo os relatos anteriores e descreveu de forma
mais detalhada as caracteristicas morfolégicas, informando alguns dados
morfométricos. De modo geral os estudos anatbmicos de S. dentatus sdo escassos
e antigos, tratando apenas de morfogénese larval (Clunies et al., 1932, 1966;
Lichtenfels e Tromba, 1972) ou apresentaando breve descricdo morfolégica com
poucas caracteristicas morfométricas relevantes (Graber et al., 1971; Xu, 1980; Fan
et al., 1998). H& quatro sequéncias de S. dentatus depositadas no GenBank. Uma
sequéncia do genoma mitocondrial completo foi utilizada para inferir relagbes
filogenéticas da superfamilia Syngamidae, em que 0s autores sugeriram que S.
dentatus esta geneticamente relacionado a familia Chabertiidae, devendo, portanto,
ser movido da familia Syngamidae (Deng et al., 2021). Uma sequéncia parcial do gene
18S rDNA néo esté vinculada a uma publicacdo formal. Duas sequéncias completas,
uma do gene 18S rDNA e uma do gene 28S rDNA, foram utilizadas em analises
filogenéticas da ordem Strongylida com relacao a sitios de predilecdo em hospedeiros
(Chilton et al., 2006).

O nematddeo Strongyloides ransomi, um parasita do intestino delgado de
suideos, foi estabelecido como espécie por Schwartz e Alicata (1930) em um trabalho
gue explicitou a necessidade de diferencia-lo de Strongyloides papillosus, um parasita
de ruminantes. Os autores incluiram dados morfolégicos e morfométricos em sua
descricdo, e afirmaram que a Unica diferenca morfolégica significativa entre as duas
espécies era o formato da cauda, digitiforme e romba em S. papillosus e conicaem S.
ransomi. Tarczynski (1930), entretanto, relatou grande variabilidade individual no
formato da cauda da fémea de S. ransomi e afirmou que esta ndo é uma caracteristica
confiavel de distingdo entre as espécies. Em 1966, Little propds uma redefinicdo do
género Strongyloides e, de forma semelhante a Tarczynski (1930), descreveu a
auséncia de caracteres morfolégicos significativos para a distingédo entre as espécies
do género. Hasegawa et al. (2009) também afirmaram ser impossivel distinguir as

espécies de Strongyloides estritamente com base na morfologia, e utilizaram
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sequéncias de DNA para tornar o diagnostico mais preciso, sendo 0s primeiros a
publicar uma sequéncia parcial do gene ribossomal 18S RNA de espécimes de S.
ransomi obtidos de javalis do Japéo. Giang et al. (2017) realizaram o primeiro e Unico
estudo que aliou caracteres morfologicos e morfométricos de diagndstico baseados
na descricdo de Schwartz e Alicata (1930), a inferéncia filogenética para identificar
espécimes de S. ransomi de porcos domeésticos do Vietna. Cinco sequéncias parciais
do gene ribossomal 18S RNA foram amplificadas e analisadas conjuntamente as
outras trés sequéncias de S. ransomi depositadas no GenBank, duas de espécimes
provenientes de porcos domésticos do Camboja (sequéncias nao vinculadas a
trabalho publicado) e uma que foi gerada no estudo de Hasegawa et al. (2009). As
oito sequéncias de S. ransomi agruparam-se em um ramo comum proximo a
Strongyloides venezuelensis, 0 que levou os autores a concluirem que apesar de S.
ransomi apresentar caracteristicas morfolégicas mais semelhantes a S. papillosus, a
espécie é filogeneticamente mais proxima a S. venezuelensis.

O nematddeo Trichuris suis parasita o intestino grosso de suideos e pode
acometer humanos (Cutillas et al. 2009). A diferenciacdo de espécies do género
Trichuris tem sido controversa. Os primeiros estudos morfolégicos consideravam T.
suis e Trichuris trichiura como uma unica espécie (Creplin, 1825; Leuckart, 1876;
Schwartz, 1926). Ao redescrever o género, Sarwar (1959) considerou as duas
espécies como sendo distintas e as designou como pertencentes a um grupo de
espécies denominado “trichiura”, distinguindo-as pela presenc¢a de um par de papilas
caudais presente apenas em T. trichiura, o que foi corroborado por outros autores
(Tenora et al., 1988, 1992; Spakulova, 1994). Oliveros et al. (1998) e Cutillas et al.
(2009), entretanto, observaram a presenca de papilas caudais em T. suis. Chandler
(1930) afirmou que o tamanho do espiculo era o critério de diferenciagdo morfoldgica
mais confiavel entre as espécies, mas Cutillas et al. (2009) verificaram que o
comprimento desta estrutura se sobrepunha entre T. trichiura e T. suis e apontaram a
falta de critérios morfologicos diferenciais entre estas espécies. Ha 8.145 sequéncias
de T. suis depositadas no GenBank, das quais 7.866 sao scaffolds gendmicos néo
vinculados a publicacdes formais. O restante das sequéncias relacionadas a este
parasita é composto por genes de interesse filogenético e patentes. Por meio de

inferéncias filogenéticas baseadas em diferentes genes e regides intergénicas (TPI
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DNA; 18S, ITS1, 5,8S, ITS2 e 28S rRNA; cox1, cob, nadl, e rrnL mDNA) e o genoma
mitocondrial completo, foi possivel verificar que T. trichiura e T. suis sdo espécies
distintas e sugerir a presenca de uma espécie criptica de Trichuris associado a
primatas (Zarlenga et al., 2006; Cutillas et al., 2007 e 2009; Liu et al., 2012; Callejon
et al., 2013, 2015; Hawash et al., 2015, 2016; Meekums et al., 2015).

O acantocéfalo Macracanthorhynchus hirudinaceus é um parasita do intestino
delgado de suideos e outros mamiferos, sendo potencialmente zoon6tico (Amin et al.,
2021). Foi descrito inicialmente por Pallas (1781) como Taenia hirudinacea e sua
nomenclatura atual passou a ser adotada ap0s o estabelecimento do género
Macracanthorhynchus por Travassos (1917), no qual foi incluido. Sua descri¢do
morfologica é principalmente baseada nos estudos de Travassos (1917), Meyer
(1932,1933), Petrochenko (1958), Hoklova (1986) e Lisitsyna (2019). Amin et al.
(2021) discutiram em detalhes as caracteristicas morfolégicas e morfométricas da
espécie a partir de espécimes obtidos de javalis na Ucrania e verificaram uma
aparente variacdo morfolégica intraespecifica. Os autores afirmaram que poucas
descricdbes da espécie detalham caracteristicas morfolégicas e morfométricas,
especialmente em espécimes provenientes de animais selvagens. Eles também
obtiveram o que afirmaram ser a primeira sequéncia parcial do gene 18S rRNA
publicada. Entretanto, Kamimura et al. (2018) obtiveram quatro sequéncias de M.
hirudinaceus, uma do gene mitocondrial COX1 e trés das regides 18S rRNA, ITS1,
5.8S rRNA, ITS2, 28S rRNA. Com base nos caracteres morfoldgicos e inferéncias
filogenéticas realizadas com as sequéncias obtidas, os autores identificaram os
acantocéfalos que encontraram no intestino delgado de um javali no Japdo como M.
hirudinaceus. Além das referidas acima, existem mais oito sequéncias de M.
hirudinaceus depositadas no GenBank. Seis delas sdo do gene mitocondrial COX1,
parciais, provenientes de espécimes obtidos de javalis na Italia (submisséo direta, ndo
vinculada a publicagéo formal). As outras duas sdo genomas mitocondriais completos
obtidos por Weber et al. (2013), que investigaram as relacdes filogenéticas dos
acantocéfalos e verificaram monofilia entre Archiacanthocephala.
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CAPITULO 2 - A taxonomia integrativa revela que parasitas de javalis sdo
representados por Nematoda e Acantocephala relacionados a

suinos domésticos

RESUMO - O javali € uma espécie invasora e seu abate foi autorizado e
regulamentado no Brasil em 2013. A investigacao do perfil sanitario e epidemiologico
destas populacdes no pais é uma das acdes previstas para o de controle e
monitoramento da espécie. Os parasitas estdo frequentemente relacionados ao
sucesso e a gravidade das invasfes biolégicas e a taxonomia integrativa tem se
tornado uma das praticas mais aceitas para caracterizar espécies de helmintos. Sendo
assim, objetivou-se identificar os helmintos encontrados em javalis asselvajados e
obter sequéncias de genes de interesse taxondmico destes parasitas. Sessenta e um
javalis foram abatidos no norte do Estado de S&o Paulo e helmintos foram
recuperadas dos tratos gastrointestinal e urinario. A partir da analise morfologica e da
inferéncia filogenética bayesiana dos genes 18S rRNA e 28S rRNA e do espacador
interno transcrito (ITS), as seis espécies de nematdédeos foram identificadas como
Ascarops strongylina, Strongyloides ransomi, Globocephalus urosubulatus,
Oesophagostomum dentatum, Trichuris suis e Stephanurus dentatus e a espécie de
acantocéfalo foi identificada como Macracanthorhynchus hirudinaceus. Traz-se
descricbes morfoldgicas detalhadas de todas as sete espécies e sequéncias de pelo
menos um gene de interesse taxondémico de todas elas, bem como cinco sequéncias
inéditas, trés de G. urosubulatus (genes 18S e 28S e regido ITS rDNA), duas de A.
strongylina (genes 18S e 28S rDNA) e uma de S. dentatus (regido ITS rDNA). Estes
resultados sugerem que as populacdes asselvajadas de javalis do Estado de Sao
Paulo mantiveram alguns dos seus parasitas tipicos comuns a suinos e nao atuaram
como hospedeiros de captura de nenhuma espécie nativa da regido Neotropical.
Palavras-chave: Acantocephala, fauna invasora, javali, Nematoda, Suidae
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1. Introducéo

O javali (Sus scrofa Linnaeus, 1758) foi listado como uma das 100 espécies
invasoras mais danosas no mundo (Lowe et al. 2000). Estes animais sao registrados
no Brasil desde o século XV (Donkin, 1985), porém o reconhecimento da invasao
ocorreu apenas no final da década de 1990 (IBAMA, 1998abc). Os javalis foram
caracterizados como espécie nociva em 2013, com abate autorizado e regulamentado
como parte do Plano Javali. Uma das acdes previstas no plano € investigar o perfil
sanitario e epidemiol6gico das populacdes de javali, e seus impactos a Satde Unica
no Brasil (Brasil, 2017).

Parasitas podem facilitar ou dificultar a propagacéo de espécies invasoras por
meio de mecanismos conhecidos como spillover, spillback, enemy release e da
diluicdo do risco de infeccao para espécies nativas (Prenter et al., 2004; Taraschewski,
2006; Dunn, 2009; Kelly et al., 2009; Poulin et al., 2011; Dunn e Hatcher, 2015; Dunn
et al., 2012). Os parasitas também podem ser introduzidos em novas areas sem 0s
seus hospedeiros originais; como acontece com algumas doencas emergentes
(Hatcher et al., 2012; Estrada-Pefia et al., 2014; Hulme, 2014).

Tradicionalmente a identificacdo de helmintos é baseada na avadiacdo de
caracteristicas morfolégicas particulares (Seesao et al., 2017), mas estas sdo por
vezes limitadas (Miller et al., 2017), especialmente quando a amostragem invasiva de
hospedeiros para a aquisicdo de espécimes adultos ndo € uma opc¢ao (Wimmer et al.,
2004; Criscione et al.,, 2005). Estudos morfolégicos requerem alto nivel de
especializacdo e sdo suscetiveis a erro humano (Pauling et al., 2016; Said et al., 2017,
Seesao et al., 2017). A identificacdo incorreta prejudica a compreenséao das alteracdes
nas relacdes parasita-hospedeiro em decorréncia de invasdes bioldgicas (Miller et al.,
2017).

A taxonomia molecular € uma técnica rapida, reproduzivel e altamente sensivel,
aplicavel aos diversos estagios do ciclo de vida dos parasitas que permite a
identificacdo de helmintos, incluindo-se aqueles de morfologia indistinguivel sob
microscopia de luz (Mesa-Cruz et al., 2016; Pauling et al., 2016; Huggins et al., 2017;

Said et al., 2017; Seesao et al., 2017). E uma ferramenta necessaria a identificacéo
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inequivoca de espécies de helmintos e a melhor compreenséao de sua distribuicdo e
de sistemas multi-hospedeiro/multi-parasita (Said et al., 2017).

Recentemente, a andlise combinada de caracteres morfolégicos e moleculares
tem se tornado uma das praticas mais aceitas para caracterizar espécies de helmintos
por se enquadras aos principios da enquadra nos principios de taxonomia integrativa
(Dayrat, 2005; Padial et al., 2010; Blasco-Costa et al., 2016; Poulin & Presswell, 2016;
Rashid et al.,, 2018; Poulin et al., 2019, Karadjian et al., 2020). Levando em
consideracao a necessidade crescente de compreender as implicacdes das espécies
invasoras e seus parasitas no equilibrio dos ecossistemas e na saude humana e
animal, o presente estudo faz uso de taxonomia integrativa para descrever 0s
helmintos encontrados em javalis asselvajados abatidos no norte do estado de Séo
Paulo, sudeste do Brasil, obter sequéncias de genes de interesse taxondmico destes

parasitas e tracar inferéncias filogenéticas a partir delas.

2. Material e métodos

2.1 Area de Estudo

O estudo foi realizado em oito cidades das mesorregides de Ribeirdo Preto,
Araraquara e Sdo José do Rio Preto, localizadas no norte do estado de Sao Paulo, e
abrangeu uma area de aproximadamente 43.000 Km? (Figura 1). A soma da
populacao estimada destes municipios é de 327.000 pessoas (IBGE, 2010). O setor
agropecuario predomina na economia local, destacando-se as lavouras de cana-de-
acucar, laranja, borracha, soja, milho, amendoim, tomate, a bovinocultura de corte e
a avicultura (Sao Paulo, 2012). A cobertura vegetal da area de estudo € de transi¢ao
entre os biomas Cerrado e Mata Atlantica, e o clima é subtropical tmido (classificacao

climatica de Koppen).
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Figura 1. Municipios do Estado de Sdo Paulo onde os javalis do presente estudo
foram abatidos: Barretos, Colina, Monte Azul Paulista, Morro Agudo e Sao
Simao (mesorregido de Ribeirdo Preto); Cajobi e Paraiso (mesorregido de
Sao José do Rio Preto); Matdo (mesorregido de Araraquara).

2.2 Obtencao das Amostras

Sessenta e um javalis foram abatidos entre abril de 2019 e outubro de 2021 por
controladores de fauna invasora certificados. O sexo dos animais foi identificado e a
idade estimada conforme a erupcao dentaria (Magnell e Carter, 2007). Os 6rgaos
foram removidos em bloco, embalados em sacos plasticos, identificados,
armazenados em caixas isotérmicas com gelo e encaminhados imediatamente ao
Laboratério de Enfermidades Parasitarias (LabEPar) do Departamento de Patologia,
Reproducdo e Saude Unica (DPRSU) da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias (FCAV), da Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de

Jaboticabal, Sado Paulo, Brasil, e prontamente processados.
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2.3 ldentificacdo Morfoldgica dos Helmintos

Rins, ureteres, bexiga, gordura perirrenal e figado foram dissecados e
inspecionados macroscopicamente para a presenca de helmintos. O trato
gastrointestinal foi separado em segmentos anatdmicos (estbmago, intestino delgado
e intestino grosso) e seccionado longitudinalmente. O conteddo e a mucosa dos
segmentos foram lavados em 4gua corrente sobre tamises de malha metalica de 100
pum. Aliquotas do material retido nos tamises e os helmintos encontrados ao exame
macroscopico foram acondicionados em frascos contendo alcool 70% para posterior
separacao e identificacdo com auxilio de microscépio estereoscopico Leica EZ4 HD
(Leica Microsystems Limited). Todos os helmintos recuperados foram entéo fixados
em alcool absoluto (Merk, GE) e armazenados a -20°C até seu processamento. Para
identificacdo morfoldgica foram utilizadas as chaves propostas por Yamaguti (1963),
Vicente et al. (1997), Richardson (2005) e Anderson et al. (2009). Para tanto, 20
espécimes adultos de cada espécie (10 machos e 10 fémeas), a menos que descrito
o contrério, foram clarificados em solucéo de acido acético a 80% e diafanizados em
creosoto vegetal, se necessario. Montou-se entdo 0s espécimes em laminas
temporarias para observacdo em microscopio optico (Olympus BX-51) equipado com
uma camera digital Olympus BX-51 QColor3 (Olympus America Inc., Pensilvania,
EUA), com a qual fotomicrografias foram obtidas e processadas utilizando-se o
software Image-Pro Plus (Media Cybernetics Inc., Bethesda, Maryland, EUA). As
informacBes morfométricas obtidas sdo dadas em milimetros e compostas de média

+ desvio padréo.

2.4 Anélise Molecular

2.4.1 Extracdo de DNA

DNA gendmico foi extraido de um espécime adulto macho de cada uma das
espécies de parasitas identificadas morfologicamente, com excec¢éo de Strongyloides
ransomi, para o qual utilizou-se uma fémea partenogenética. Os espécimes

selecionados para a extracdo foram lavados individualmente com PBS pH 7,4
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esterilizado, transferidos para microtubos de 1,5 pL contendo 50 pL de tampéo ATL
do kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Alemanha), onde foram macerados
com hastes plasticas esterilizadas. Posteriormente, beads de vidro tratadas com Triton
X-100, 130 pL do tampéao ATL, 20 pL de proteinase K foram acrescentados aos
microtubos. O restante da extracdo procedeu-se conforme o protocolo do fabricante
do kit. A andlise da concentracédo e qualidade do DNA, cuja relacdo da absorbancia
entre os comprimentos de onda de 260 e 280 nm desejavel é entre 1,8 e 2,0
(Sambrook & Russell, 2001), foi realizada mediante a utilizacdo do espectrofotometro
NanodropOne (Thermo Fisher Scientific) e os produtos da extracdo foram

armazenados a -20° C até a amplificacdo por PCR convencional.

2.4.2 Amplificacdo do DNA

Foram amplificadas trés regides ribossomais (18S, ITS1-5.8S-ITS2 e 28S)
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores presentes na Tabela 1. As reacdes de
amplificacdo foram compostas por tampéao 1X (KClI 50mM, TRIS-HCI 200mM, pH 8,4);
50mM de MgClz; 10mM de dNTP’s; 0,5U de Platinum Taq DNA polimerase
(Invitrogen); 5 pmol de cada primer Forward e Reverse; 60 ng de DNA genémico e
agua ultrapura para completar um volume final de 20 yL. As amplificagdes ocorreram
em um termociclador Nexus (Eppendorf) programado para realizar um ciclo a 95°C
por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 40 segundos, temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1) por 30 segundos, e 72°C por 50 segundos,

seguido de um ciclo final a 72°C por 10 minutos.

Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacfes de PCR.
Nematoda

Regido Nome T°C pb Sequéncia Referéncia
18S1 988-F 50°C 1500 5'- CTCAAAGATTAAGCCATGC-3'

rRNA 1912-R 5- TTTACGGTCAGAACTAGGG-3' Holterman et
18S2 1813-F 590 1500 5-CTGCGTGAGAGGTGA AAT-3' al., 2006
rRNA 2646-R 5-GCTACCTTGTTACGACTTTT-3'

ITS1 ) ,
585 NC5-F 54 5°C 800 5'-GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATT-3'  Gasser et al.,
I1:SZ NC2-R ’ 5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3' 1993
28S D2A-F 5'-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3' De Ley et al.,

rRNA D3B-R 56°C 770 5-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3' 1999
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Acantocephala

ITS1 , ,
58S LSU-5-F 56°C 1400 5-TAGGTCGACCCGCTGAAYTTAAGCA-3 Olson et al.,
I_l'_Sz 1500R-R 5-GCTATCCTGAGGGAAACTTCG-3' 2003

BD1-F o 5-GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3* Luton et al.,
285 BD2-R 49°C 850 5 -TATGCTTAAATTCAGCGGGT-3’ 1992

Para verificacdo da amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%, corados com brometo de etidio e visualizados em
um fotodocumentador GeldocXR (Biorad). Quando houve a presenca de bandas
inespecificas, procedeu-se a purificacdo da banda de interesse por excisao do gel de
agarose e posterior purificagdo com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) de acordo com instru¢des do fabricante. Os demais produtos de PCR que
apresentaram uma Unica banda foram purificados diretamente do microtubo
utilizando-se o0 mesmo kit citado anteriormente. Os produtos de PCR purificados foram
submetidos & PCR de sequenciamento utilizando-se o kit BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems), conforme instrugbes do fabricante. O sequenciamento foi
realizado por eletroforese de capilar em um sequenciador ABI3130 (Applied

Biosystems) pelo método de Sanger (Sanger et al., 1977).

2.4.3 Analise Filogenética

Os eletroferogramas gerados no sequenciamento foram submetidos ao pacote
de programas Phred/Phrap/Consed (Green, 1996; Ewing e Green,1998; Gordon,
Abajian e Green, 1998) para verificagdo da qualidade de bases e corte das
extremidades das sequéncias, levando-se em consideracdo bases com qualidade
Phred igual ou superior a 20. As sequéncias qualificadas foram comparadas a outras
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) por meio da ferramenta BLAST (Altschul et al., 1990).
Para obtencdo da arvore filogenética, as sequéncias obtidas neste estudo e
sequéncias depositadas no NCBI (Tabela 2) foram alinhadas utilizando-se a
ferramenta MUSCLE (Edgar, 2004).
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Tabela 2. Principais identidades genéticas das sequéncias 18S rRNA, ITS1-5.8S-
ITS2 e 28S rRNA dos helmintos dos tratos gastrointestinal e urinario de
javalis com sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI.

Espécime

pb

Espécie (hospedeiro, localidade)

Identidade

E value* Query N° Acesso NCBI

Cover
Nematoda
18S rRNA
. Streptopharagus sp. o o
A. strongylina 1773 (Macaca mulata, Guilin, China) 98,71% 0.0 100% HMO067977
S. ransomi 1539 S. ransomi N 99,94% 0.0  80%  AB453327
(Sus scrofa, Wakayama, Japéo)
G. urosubulatus 1599 Ancylostoma caninum 99% 0.0  99%  AJ920347
(Canis familiaris, ndo informado)
0. dentatum 753 Oesophagostomum muntiacum 100% 00  100%  LC415112
(Muntiacus reevesi, Tokyo, Japao)
. T. suis o o
T. suis 1728 (Sus scrofa domestica, Espanha) 100% 0.0 100% HF586905
S. dentatus 1587 S. dentatus (N&o informado) 100% 0.0 100% MW979564
ITS1-5.8S-ITS2
Ancylostoma caninum o o
G. urosubulatus 790 (Canis lupus familiaris, EUA) 90,58% 0.0 100% JQ812694
0. dentatum 726 O.dentatum 99,86% 00  94%  AJ619979
(Sus scrofa, Yangjiang, China)
Strongylus edentatus o o
S. dentatus 580 (Equus asinus, Henan, China) 83,42% 6e-151 78% KP693438
28S rRNA
. Cylicospirura petrowi o o
A. strongylina 991 (Felis silvestris, Taunus, Alemanha) 89,29% 0.0 100% KM434335
G. urosubulatus 605 Ancylostoma caninum 98,84% 0.0  100%  AMO039739
(Canis familiaris, ndo informado)
0. dentatum 599 Gesophagostomum muntiacum 99,00% 00  99%  LC415112
(Muntiacus reevesi, Tokyo, Japao)
S. dentatus o o
S. dentatus 621 (Sus scrofa, ndo informado) 100% 0.0 100% MW979564
Acantocephala
28S rRNA
M. hirudinaceus 1032 M. hirudinaceus g5 5ggy 00  100%  LC350002
(Sus scrofa leucomystax, Yamaguchi, Japdo)
ITS1-5.8S-ITS2
M. hirudinaceus 585 M. hirudinaceus 94,41% 00  100%  LC350000

(Sus scrofa leucomystax, Yamaguchi, Japdo)

Para as andlises filogenéticas, o melhor modelo evolutivo foi selecionado de

acordo com o critério de informacdo de Akaike (AIC), utilizando-se a ferramenta
ModelTest 3.7 (Posada e Crandall, 1998; Posada e Buckley, 2004). As arvores
filogenéticas foram obtidas pela analise bayesiana utilizando-se o algoritmo Markov

Chain Monte Carlo (MCMC), pelo software MrBayes 3.2.3 (Ronquist e Huelsenbeck,

2003). O modelo evolutivo utilizado foi correspondente ao tipo de substituicdo 6 e

distribuicdo gamma. As analises foram realizadas em quatro cadeias com 5.000.000

de geracbes, sendo as arvores amostradas a cada 100 geracbes. Ao final das

analises, obtendo-se desvio padrdo inferior a 0,01, 25% das arvores geradas
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inicialmente foram descartadas. Os filogramas obtidos foram editados graficamente

pelo software Dendroscope 3 (Hudson e Scornavacca, 2012).

3. Resultados

Entre os 61 animais abatidos observaram-se 29 fémeas e 32 machos. Doze
animais foram classificados como leitdes, 37 como jovens ou adultos jovens e 12 como
adultos. Recuperaram-se helmintos de 42 dos animais abatidos, e observou-se
coinfeccao por pelo menos duas espécies em 30 (74%) animais, com dois javalis
(12%) apresentando coinfec¢@o por cinco espécies. Foram coletadas sete espécies
de helmintos, sendo seis Nematoda: Ascarops strongylina (parasitando o Estdmago),
Strongyloides ransomi, Globocephalus urosubulatus (ambos parasitando o Intestino
Delgado), Oesophagostomum dentatum, Trichuris suis (ambos parasitando o Intestino
Grosso), e Stephanurus dentatus (parasitando rins, ureteres e gordura perirrenal); e
um Acantocephala: Macracanthorhynchus hirudinaceus (parasitando o Intestino
Delgado).

Nas cidades da mesorregido de Ribeirdo Preto (Barretos, Colina, Monte Azul
Paulista, Morro Agudo e Séo Simao), foram recuperados espécimes de todas as sete
espécies encontradas neste estudo; nas cidades da mesorregido de Sdo José do Rio
Preto (Cajobi e Paraiso), foram recuperados espécimes de cinco espécies: Ascarops
strongylina, Globocephalus urosubulatus, Macracanthorhynchus hirudinaceus,
Stephanurus dentatus e Strongyloides ransomi; em Matéo, cidade da mesorregiao de

Araraquara, foram recuperados espécimes de Globocephalus urosubulatus (Figura 2).
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Figura 2. A- Mapa da América do Sul destacando a localizacdo do Brasil e do estado
de Sao Paulo. B- Mapa do estado de S&o Paulo destacando as cidades ao
norte nas quais javalis foram abatidos por controladores de fauna para este
estudo. C- Mapa da regido norte do estado de Sao Paulo onde é
discriminado que espécies foram encontradas por cidade: Barretos (S.
dentatus e G. urosubulatus), Cajobi (S. dentatus e M. hirudinaceus), Colina
(S. dentatus), Matéo (G. urosubulatus), Monte Azul Paulista (S. dentatus, G.
urosubulatus, A.strongylina, S. ransomi, O. dentatum e T. suis), Morro Agudo
(S. dentatus, G. urosubulatus, A.strongylina, S. ransomi, O. dentatum e M.
hirudinaceus), Paraiso (S. dentatus, G. urosubulatus, A.strongylina, S.
ransomi) e Sao Simao (S. dentatus).

Todos os helmintos foram representados por espécimes maduros de ambos 0s
sexos, com excecdo de Macracanthorhynchus hirudinaceus, para o qual foram
recuperadas trés fémeas adultas e quatro espécimes imaturos, e Strongyloides

ransomi, cuja forma parasitaria € composta apenas por fémeas partenogenéticas.
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3.1 Analise Morfométrica

3.1.1 Ascarops strongylina Rudolphi, 1819

Geral

Nematddeo de corpo fino (Figura 3), fusiforme, de coloragdo marrom-
avermelhada in vivo. As fémeas sdo maiores que 0os machos e a extremidade anterior
€ semelhante para ambos os sexos. A abertura oral é arredondada, com dois labios
trilobulados mal desenvolvidos. A cavidade bucal apresenta seis dentes. A partir da
abertura oral, se inicia a faringe, que € reta e constituida por anéis em espiral. O
esbfago é claviforme e dividido em duas por¢cdes: a muscular, que € anterior e curta,
e a glandular, que é posterior e mais alongada. Duas papilas cervicais assimétricas,
entre as quais localiza-se o anel nervoso. O poro excretor surge ligeiramente posterior
ao anel nervoso e anterior a papila cervical direita.

Machos

Comprimento total 13,4 + 0,73, largura corporal na juncdo do esdfago ao
intestino 0,336 + 0,005, comprimento da faringe 0,10 + 0,01, comprimento do esdfago
3,65 + 0,12, distancia do poro excretor e do anel nervoso a extremidade anterior € de
0,295 £ 0,023 e 0,256 + 0,012, respectivamente. A extremidade posterior é curvada
ventralmente e dotada de duas asas assimétricas com sulcos transversais (0,33 +
0,093 de largura da maior asa caudal). Os espiculos séo dissimilares em comprimento
e forma, sendo um longo e afilado, com 2,940 + 0,151 de comprimento, e 0 outro curto
e mais largo, com 0,515 + 0,117 de comprimento. A cloaca apresenta ornamentacao
cuticular de margem serrilhada e sua distancia a extremidade posterior é de 0,25 *
0,037. O gubernaculo estad situado em torno da cloaca e se parece com uma
membrana triangular alongada, de comprimento 0,071 + 0,08 e largura 0,054 + 0,01.
Ao redor da cloaca existem varios pares de papilas genitais, sendo quatro pares pré-
anais e um par pés-anal de papilas pedunculadas e cinco pares de papilas sésseis.

Fémeas

Comprimento total 17,945 + 1,09, largura corporal na juncédo do esdfago ao

intestino 0,375 + 0,033, comprimento da faringe 0,11 + 0,008, comprimento do esdfago
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3,46 £ 0,48, distancia do poro excretor e do anel nervoso a extremidade anterior de

0,417 £ 0,011 e 0,288 + 0,03, respectivamente. O ovejetor é tubular e contém ovos

embrionados, e a vulva (8,525 + 0,60 de distancia a extremidade anterior), é situada

na por¢éo média do corpo. A extremidade posterior € reta e a cauda é curta com uma

ponta arredondada. A distancia do anus a extremidade posterior € de 0,305 + 0,017.

Os dados morfométricos de A. strongylina deste estudo foram comparados aos
de Shmytova (1963), Ganzorig et al. (1999) e Dakova e Panayotova-Pencheva (2017),

e apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados morfométricos de A. strongylina por diferentes autores, apresentados

em media + desvio padrdo, em milimetros.

Presente estudo Ganzorig et al., Dakova e
(n=10) Shmytova, 1963 1999 Panayotova-
Pencheva, 2017
Hospedeiro Sus scrofaS Sus scrofaP Myospalax Sus scrofaS
psilurus

Macho
Comprimento 13,4+0,73 10,1 -14,9 9,616 + 0,5 12
Largura 0,336 + 0,005 0,27 - 0,36 0,361 £ 0,041 0,33
Faringe 0,10 £ 0,01 0,08 -0,1 0,096 + 0,01 0,086
Esb6fago 3,65+0,12 2,34 -3,7 2,565 + 0,153 3,2
Poro excretor 0,295 + 0,023 - 0,307 £ 0,038 -
Anel nervoso 0,256 + 0,012 - 0,24 + 0,027 -
Espiculo menor 0,515 +0,117 0,5-0,6 0,544 + 0,03 0,575
Espiculo maior 2,940 £ 0,151 23-29 2,705 +0,116 2.1
Cloaca a posterior 0,25 + 0,037 - - 0,253
Gubernaculo
Comprimento 0,071 £ 0,08 0,066 — 0,08 0,062 + 0,04 0,055
Largura 0,054 £ 0,01 0,05 - 0,069 - 0,038
Asa caudal maior 0,33 + 0,093 0,2-0,23 - 0,29
Fémea
Comprimento 17,945 + 1,09 12,4 — 23,7 13,307 + 2,066 16,52 + 2,76
Largura 0,375 + 0,033 0,23-0,43 0,356 + 0,042 0,357,8 £ 0,037
Faringe 0,11 +0,008 0,9 -0,105 0,095 + 0,006 0,083 + 0,008
Es6fago 3,460 £ 0,48 2,73-3,8 2,852 + 0,226 3,36+0,4
Poro excretor 0,417 + 0,011 - 0,329 + 0,021 -
Anel nervoso 0,288 + 0,03 - 0,244 + 0,017 -
Vulva a anterior 8,525+ 0,6 6,8-1,11 6,066 + 0,558 8,120 + 1,34
Anus a posterior 0,305 + 0,017 0,23-0,3 0,264 + 0,024 0,232 + 0,059

Sjavalis; P porcos domésticos.



42

Figura 3. Ascarops strongylina encontrados em javalis abatidos no estado de S&o
Paulo, Brasil. A- Vista total, macho adulto acima, fémea adulta abaixo. B-
Extremidade anterior, faringe (seta preta). C- Ovejetor e vulva (seta preta).
D- Extremidade posterior da fémea, anus (seta preta). E- Extremidade
posterior do macho, cloaca e espiculos maior e menor (seta preta), asa
maior (seta cinza). Barras de escala: A = 5mm, B = 3000 pm, C = 200 um,
D =200 ym, E = 3000 pm.
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3.1.2 Strongyloides ransomi Schwartz and Alicata 1930

Fémeas

Espécie de nematddeo na qual apenas as fémeas partenogenéticas séo
parasitas. Estas possuem corpo alongado e filiforme (Figura 4). O comprimento total
€ 5,26 + 0,276, a largura corporal na juncéo do es6fago ao intestino € 0,09 £ 0,008, o
comprimento do es6fago € 1.015 + 0.026, e a distancia do anel nervoso a extremidade
anterior € de 0,25 + 0,015. A largura corporal aumenta gradualmente da extremidade
anterior até a base do es6fago. Da regido ovariana até a extremidade posterior, a
largura corporal diminui gradualmente terminando em uma cauda conica e
pontiaguda. O ovario apresenta voltas na por¢ao anterior que diminuem em direcao a
posterior. O ovejetor contém ovos embrionados elipsoidais de casca fina. A vulva é
uma fenda transversal de labios salientes situada pouco depois da por¢cao média do
corpo, a uma distancia de 3,26 + 0,159 da extremidade anterior. O anus esta
localizado a uma distancia de 0,08 = 0,005 da extremidade posterior.

Os dados morfométricos de S. ransomi deste estudo foram comparados aos de
Alicata (1930) e Giang et al. (2017), e apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Dados morfométricos de fémeas partenogenéticas de S. ransomi por
diferentes autores, apresentados em meédia + desvio padrdo, em

milimetros.
Presente estudo Alicata, 1930 Giang et al., 2017
(n=10)
Hospedeiro Sus scrofaS Sus scrofaP Sus scrofaP
Fémea
Comprimento 5,26 + 0,276 3,3-45 45-50
Largura 0,09 + 0,008 0,054 - 0,062 0,052 — 0,060
Anel nervoso 0,25 £+ 0,015 - -
Esbfago 1,015 + 0,026 0,61 -0,88 0,940-11
Vulva a anterior 3,26 + 0,159 19-29 26-31
Anus a posterior 0,08 + 0,005 0,053 — 0,083 0,055 -10,075

Sjavalis; P porcos domésticos.



Figura 4. Strongyloides ransomi encontrados em javalis abatidos no estado de S&o
Paulo, Brasil. A- Vista total, fmea partenogenética adulta. B- Extremidade
anterior, juncdo do eséfago ao intestino (seta preta). C- Vulva (seta preta).
(D) Extremidade posterior da fémea, anus (seta preta). Barras de escala: A
=1mm, B =200 ym, C =100 um, D = 100 pm.

44



45

3.1.3 Globocephalus urosubulatus Alessandrini, 1909

Geral

Nematddeo de corpo fino (Figura 5), fusiforme, de coloracdo amarelada in vivo.
As fémeas sdo maiores que 0s machos e a extremidade anterior € semelhante para
ambos os sexos. Dotados de cuticula espessa com estriacdes transversais. A abertura
oral é circular e rodeada por um delicado anel cuticular que forma uma cépsula bucal
que contém um par de dentes préximo a sua base. O esodfago é claviforme e bem
desenvolvido, abrindo-se para o intestino através de uma valvula. O anel nervoso é
localizado pouco antes das papilas cervicais.

Machos

Comprimento total 6,17 + 0,471, largura corporal na juncdo do esbfago ao
intestino 0,35 + 0,023, capsula bucal com 0,15 *+ 0,014 de comprimento por 0,13 +
0,023 de largura, comprimento do eséfago 0,62 + 0,026. A distancia do poro excretor,
anel nervoso e papilas cervicais bem desenvolvidas a extremidade anterior é de 0,49
+ 0,04, 0,48 £ 0,039 e 0,56 *+ 0,042, respectivamente. Os espiculos sdo semelhantes
em comprimento e forma, longos e filiformes (0,61 + 0,09 de comprimento). O
gubernaculo é esguio e em forma de meia lua (0,08 £ 0,001 de comprimento). A bolsa
copulatéria € bem desenvolvida, mais larga do que longa. Cinco raios emergem do
raio dorsal, bifurcado a partir de dois tercos de seu comprimento, e cada sub-raio é
trifurcado em sua extremidade. Os raios ventrolateral e lateroventral séo bifurcados,
os raios anterolateral, mediolateral e posterolateral emergem da base em tronco
comum e se dividem, se projetando de forma paralela até a borda da bolsa. Os raios
externodorsais emergem da base e se projetam de forma paralela até a borda da
bolsa.

Fémeas

Comprimento total 8,4 + 0,27, largura corporal na juncdo do esdfago ao
intestino 0,47 + 0,054, capsula bucal com 0,21 = 0,017 de comprimento por 0,14 +
0,02 de largura, comprimento do eso6fago 0,84 + 0,11. A distancia do poro excretor,
anel nervoso e papilas cervicais a extremidade anterior € de 0,65 + 0,02, 0,63 + 0,035
e 0,71 £0,017, respectivamente. Os labios vulvares séo elevados, a distancia da vulva

a extremidade posterior € de 6,67+ 0,023, 0 ovejetor contém ovos elipticos de casca
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fina, lisa e transparente com embriées morulados. O anus é dotado de labio superior
proeminente, a distancia do anus a extremidade posterior é de 0,22 + 0,034, e a cauda
é conica.

Os dados morfométricos de G. urosubulatus deste estudo foram comparados
aos de Francis (1978), Nanev et al. (2007), e Pinheiro et al. (2021) e apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Dados morfométricos de G. urosubulatus por diferentes autores,

apresentados em média + desvio padrdao, em milimetros.
Presente Francis, Nanev et al., Pinheiro et al.,

estudo (n=10)

1978

2007

2021

Hospedeiro Sus scrofaS Sus scrofaP Sus scrofaS Sus scrofaP
Macho

Comprimento 6,17+ 0,471 3,16-5,32 3,5-5 4-5
Largura 0,35+ 0,023 0,320 - 0,400 0,360 - 0,370 0,167 — 0,300
Cépsula bucal

Comprimento 0,15+ 0,014 0,119 -0,127 0,140 - 0,200 0,125 - 0,150
Largura 0,13 £ 0,023 0,162 — 0,186 0,150-0,170 0,100 — 0,140
Poro excretor 0,49 + 0,04 0,320 - 0,500 - 0,317 -0,417
Anel nervoso 048 + 0,039 0,290 - 0,460 0,380 — 0,520 0,317 — 0,367
Papila cervical 0,56 + 0,042 - 0,430-0,610 0,370-0,533
Esbfago 0,62 + 0,026 0,550 - 0,710 0,560 —0,690 0,487 — 0,540
Espiculos 0,61 £+ 0,09 0,490 — 0,550 0,420 - 0,580 0,337 — 0,527
Gubernéaculo 0,08 £ 0,001 0,089 - 0,110 0,070 - 0,080 0,060 — 0,088
Fémea

Comprimento 8,4+0,27 5,02-6,53 4,5-8 6-8
Largura 0,47 £ 0,054 0,490 - 0,570 0,420 - 0,500 0,429 - 0,514
Cépsula bucal

Comprimento 0,21 £ 0,017 0,192 - 0,220 0,140 - 0,200 0,167 — 0,227
Largura 0,14 £ 0,02 0,159 -0,178 0,150-0,170 0,140 -0,160
Poro excretor 0,65 = 0,02 0,320 - 0,530 - 0, 433 -0,547
Anel nervoso 0,63 £ 0,035 0,380 — 0,460 0,380 - 0,520 0,387 — 0,500
Papila cervical 0,71+ 0,017 - 0,430-0,610 0,433 — 0,547
Esbfago 0,84+0,11 0,680 — 0,75 0,560 —0,690 0,593 -0,687
Vulva a posterior 6,67+ 0,023 1,73-2,91 2,20-2,40 3-5
Anus a posterior 0,22 £ 0,034 - 0,120-0,180 0,130 — 0,200

Sjavalis; P porcos domésticos.
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Figura 5. Globocephalus urosubulatus encontrados em javalis abatidos no estado de
Séo Paulo, Brasil. A- Vista total, macho adulto acima, fémea adulta abaixo.
B- Extremidade anterior, capsula bucal (seta preta), e papila cervical (seta
cinza). C- Poro excretor (seta preta). D- Anel nervoso (seta preta). E- Vulva
(seta preta). F- Extremidade posterior da fémea, anus (seta preta). G-
Extremidade posterior do macho, espiculos (seta preta) e gubernaculo
(seta cinza). Barras de escala: A = 1mm, B =200 ym, C =200 um, D = 200
pm, E =100 ym, F =100 ym, G = 3000 pm.
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3.1.4 Oesophagostomum dentatum Rudolphi, 1803

Geral

Nematddeo de corpo fino (Figura 6), fusiforme, de coloracdo amarelada in vivo.
As fémeas sdo maiores que os machos e a extremidade anterior € semelhante para
ambos o0s sexos. Ao redor da abertura oral ha uma cépsula bucal relativamente
pequena que apresenta uma coroa externa de lamelas afiadas em forma de folha, e
uma coroa interna pouco desenvolvida com numerosas pequenas lamelas (corona
radiata externa e interna). Apds a capsula bucal tem inicio o es6fago, que apresenta
uma dilatacéo bulbar em sua regido posterior.

Machos

Comprimento total 8,98 + 0,038, largura corporal na altura da juncéo do es6fago
ao intestino 0,21 + 0,018, comprimento 0,43 + 0,017 e largura 0,13 £ 0,013 do esbfago,
distancia do poro excretor e anel nervoso a extremidade anterior 0,34 £ 0,023 e 0,24
+ 0,008, respectivamente. A bolsa copulatéria € bem desenvolvida. O raio dorsal e 0s
raios exterodorsais surgem de um amplo tronco comum, e 0s primeiros a deixar o
tronco sdo os raios externodorsais, que ndo atingem a borda da bolsa. O tronco
continua no raio dorsal, que posteriormente se divide em dois ramos, que na metade
de seu comprimento se subdividem em um ramo lateral mais curto e um ramo medial
mais longo, e apenas este Ultimo atinge a borda da bolsa. Os raios laterais também
surgem de um tronco comum. O raio anterolateral € o primeiro a separar-se do tronco
comum e € 0 mais curto dos raios laterais. Os outros dois raios laterais separam-se
logo em seguida, mas permanecem aderidos entre si até sua extremidade posterior.
O raio mediolateral € ligeiramente mais curto que o posterolateral. Os raios ventrais
tém o mesmo comprimento e também se iniciam de um mesmo tronco comum, e
permanecem aderidos entre si por todo seu comprimento mesmo apds sua
diferenciacdo. Os espiculos séo similares em comprimento (0,98 + 0,118) e forma,
sendo sua extremidade anterior mais grossa e a posterior mais afilada. O gubernaculo
tem 0,10 + 0,007 de comprimento e forma semelhante a de uma espada direcionada

a extremidade posterior.
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Fémeas

Comprimento total 12,88 + 0,409, largura corporal na altura da juncdo do
esbfago ao intestino 0,24 + 0,008, comprimento 0,45 + 0,02 e largura 0,12 + 0,008 do
es6fago, distancia do poro excretor e anel nervoso a extremidade anterior 0,345 +
0,021 e 0,24 £ 0,023, respectivamente. A distancia da vulva a extremidade posterior
é de 0,63 £ 0,113. A cauda tem o formato de um cone prolongado e a distancia do
anus a extremidade posterior é de 0,27 = 0,043.

Os dados morfométricos de O. dentatum deste estudo foram comparados aos
de Ozerskaya (1930), Georgiev e Kamburov (1977) e Dakova e Panayotova-

Pencheva, (2017) e apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Dados morfométricos de O. dentatum por diferentes autores, apresentados
em média £ desvio padréo, em milimetros.

Georgiev e Dakova e
Presente Ozerskaya, Kamb p tova-
estudo (n=10) 1930 amourov, anayotova
1977 Pencheva, 2017

Hospedeiro Sus scrofaS Sus scrofaP Sus scrofaP Sus scrofaS
Macho
Comprimento 8,98 + 0,038 8,829 — 9,46 + 0,28
Largura 0,21 £ 0,018 - - 0,218 £ 0,014
Poro excretor 0,34 £ 0,023 - - -
Anel nervoso 0,24 + 0,008 - - -
Eséfago© 0,43 £ 0,017 - - 0,397 £ 0,104
Eséfagot 0,13 + 0,013 - - 0,110 + 0,007
Espiculos 0,98 £ 0,118 0,896 — 0,937 1,030 - 1,205 1,135 + 0,030
Gubernaculo 0,10 £ 0,007 0,101 -0,122 0,092 - 0,138 0,127 £ 0,006
Fémea
Comprimento 12,88 £ 0,409 7,5-13,4 - 115+0,6
Largura 0,24 £ 0,008 - - 0,233+ 0,014
Poro excretor 0,345 + 0,021 - - -
Anel nervoso 0,24 + 0,023 - - -
Eséfago© 0,45+ 0,02 - - 0,426 £ 0,102
Esofago- 0,12 £ 0,008 - - 0,115 £ 0,005
Vulva a posterior 0,63 +0,113 - - -
Vulva ao anus 0,29 £ 0,021 0,315 - 0,366 0,265 - 0,393 0,347 £ 0,015
Anus a posterior 0,27 + 0,043 0,255 - 0,265 0,241 -10,324 0,293 + 0,007

Sjavalis; P porcos domésticos; © comprimento; b largura.
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Figura 6. Oesophagostomum dentatum encontrados em javalis abatidos no estado de
Séo Paulo, Brasil. A- Vista total, macho adulto acima, fémea adulta abaixo.
B- Extremidade anterior, es6fago (seta preta). C- Extremidade posterior da
fémea, vulva (seta preta), e anus (seta cinza). D- Extremidade posterior do
macho, espiculos (seta preta). Barras de escala: A = 1mm, B = 200 um, C
=200 pm, D = 3000 pm.
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3.1.5 Trichuris suis Schrank 1788

Geral

Nematddeo de corpo fino (Figura 7), em forma de chicote, de coloracao
amarronzada in vivo. As fémeas sdo maiores que os machos e a extremidade anterior
€ semelhante para ambos 0s sexos. A regido anterior do corpo é afilada e filiforme, e
a largura corporal aumenta na regido da juncéo do esodfago ao intestino, se mantendo
constante até a extremidade posterior.

Machos

Comprimento total 36,784 + 3,854, comprimento do es6fago 2,346 + 0,29,
largura da regiao anterior (esofagiana) 0,184 + 0,07, largura na altura da juncéao do
esbfago ao intestino 0,379 £ 0,08, largura da regiédo posterior 0,725 + 0,098. Auséncia
de bolsa copulatdria, espiculo Unico de comprimento 2,37 + 0,182 e bainha espicular
rugosa de comprimento 0,29 + 0,132, presenca de papilas pericloacais.

Fémeas

Comprimento total 44,77 + 3,8, comprimento do esbfago 3,268 + 0.201, largura
da regido anterior 0,21 £ 0,04, largura na altura da juncéo do es6fago ao intestino 0,34
+ 0,08, largura da regido posterior 0,73 + 0,11. Nao foram observados prolapsos
vulvares, regido vulvar coberta por espinhos cuticulares, a distancia da vulva a juncéo
do esb6fago ao intestino é de 0,25 + 0,05, o anus € terminal.

Os dados morfométricos de T. suis deste estudo foram comparados aos de
Cutillas et al., (2009) e Nissen et al. (2012) e apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Dados morfométricos de T. suis por diferentes autores, apresentados em
média + desvio padrdo, em milimetros.

Presente .
estudo (n=10) Cutillas et al., 2009

Nissen et
al., 2012

Hospedeiro Sus scrofaS Sus scrofaP Sus scrofa®  Sus scrofaP
Macho

Comprimento 36,784 + 3,854 40,4 £ 4,2 40,8 + 8,8 28,9
Esobfago 2,346 0,29 2,61+0,31 2,5+0,58 -
Largura (anterior) 0,184 + 0,07 0,20 + 0,02 0,20 + 0,03 0,16
Largura (jungéo 0,379 + 0,08 0,35 + 0,04 0,38 + 0,06 -
eso6fago-intestino)

Largura (posterior) 0,725 + 0,098 0,87 + 0,06 0,83+0,13 0,58
Espiculo 2,37+ 0,182 2,35+0,15 2,43 0,22 2,21
Bainha espicular 0,29 + 0,132 0,34 £ 0,20 0,15+ 0,09 -
Fémea

Comprimento 44,77 + 3,8 44,3+ 2.8 46,3+5,3 28,5



Esobfago 3,268 + 0,201 3,12 £ 0,16 3,28 + 0,39 -
Largura (anterior) 0,21+ 0,04 0,19+0,01 0,20 £ 0,02 0,18
Largura (uncéo 0,34 + 0,08 0,36 + 0,03 0,30 + 0,08 -
esofago-intestino)
Largura (posterior) 0,73+0,11 0,93 £ 0,10 0,90 + 0,08 0,69
Distancia vulva a jungdo 55, ( o5 0,23+0,08 0,25 + 0,022 :
esofago - Intestino
Sjavalis; P porcos domésticos.
R
A

B

Figura 7. Trichuris suis encontrados em javalis abatidos no estado de S&o Paulo,
Brasil. A- Vista total, macho adulto acima, fémea adulta abaixo. B-
Extremidade anterior. C- Vulva (seta preta. D- Extremidade posterior da
fémea, anus terminal (seta preta). E- Extremidade posterior do macho,
espiculos (seta preta), e projecdo da bainha espicular (seta cinza). Barras
de escala: A =5mm, B =200 ym, C =200 ym, D =200 ym, E = 200 pm.
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3.1.6 Stephanurus dentatus Diesing, 1839

Geral

Nematodeo robusto (Figura 8), fusiforme, de coloracdo amarelada clara in vivo
e tegumento fino que permite distinguir os 6rgdos internos, onde se pode observar um
longo intestino com uma série de circunvolucdes acinzentadas. As fémeas séo
maiores que 0s machos e a extremidade anterior € semelhante em ambos os sexos.
A abertura oral é circundada por um anel cuticular que forma uma céapsula bucal com
dentes préximos a sua base. O eso6fago é claviforme, mais estreito em sua porcao
anterior e com uma dilatacédo bulbar em sua porcao posterior.

Machos

Comprimento total 23,267 = 1,931, largura corporal na altura da juncéo do
esbfago ao intestino 1,97 £ 0,12, comprimento do eséfago 1,864 + 0,27, capsula bucal
com 0,19 + 0,001 de comprimento por 0,18 + 0,002 de largura, distancia do poro
excretor e anel nervoso a extremidade anterior 0,575 + 0,21 e 0,504 + 0,088,
respectivamente. Os espiculos sédo similares em comprimento (1,079 + 0,018) e forma,
sendo sua extremidade anterior mais grossa e a posterior mais afilada. O gubernaculo
tem 0,237 £ 0,073 de comprimento e forma semelhante a de uma meia lua. A bolsa
copulatéria € pouco desenvolvida com raios curtos e lobos insignificantes.

Fémeas

Comprimento total 29,883 + 0,276, largura corporal na altura da jungcéo do
esbfago ao intestino 1,634 + 0,015, comprimento do esbéfago 1,894 + 0,51, capsula
bucal com 0,22 + 0,003 de comprimento por 0,201 + 0,002 de largura, distancia do
poro excretor e anel nervoso a extremidade anterior 0,594 + 0,134 e 0,552 + 0,038,
respectivamente A vulva esta situada préximo ao anus e o ovejetor € curto, a distancia
da vulva a extremidade posterior € de 1,174 + 0,047. A extremidade posterior se
estreita subitamente ap6s o anus e termina em uma cauda cOnica pequena. A
distancia da vulva ao anus é de 1,41 + 0,013 e do anus a extremidade posterior é de
0,31 = 0,01. H& uma papila de cada lado do anus.



Figura 8. Stephanurus dentatus encontrados em javalis abatidos no estado de Séo
Paulo, Brasil. A- Vista total, macho adulto acima, fémea adulta abaixo. B-
Extremidade anterior, capsula bucal (seta preta). C- Extremidade posterior
do macho, espiculos (seta preta). D- Extremidade posterior da fémea, vulva

(seta preta), e anus (seta cinza). Barras de escala: A = 5mm, B = 3000 um,
C =200 ym, D = 3000 pm.
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3.1.7 Macracanthorhynchus hirudinaceus (Pallas, 1781)

Acantocéfalo robusto, grande, de coloracdo amarelada in vivo (Figura 9). As
trés fémeas mediram 304, 315 e 381 milimetros de comprimento e 6,8 e 9 milimetros
de largura, respectivamente, se afilando de forma gradual em direcdo a extremidade
posterior. A proboscide € cilindrica, globular, mais ampla em sua porcao anterior e
plana em seu 4pice, com seis fileiras espirais de seis espinhos cada. Os espinhos
séo incorporados a proboscide em orificios cuticulares elevados de maior didametro
que eles.

Os dados morfométricos de M. hirudinaceus deste estudo foram comparados

aos de Lisitsyna (2019) e Amin et al. (2021) e apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Dados morfométricos de M. hirudinaceus por diferentes autores,
apresentados em valores maximo e minimo, em milimetros.

Presente estudo (n=3) Lisitsyna, 2019 Amin et al., 2021

Hospedeiro Sus scrofaS Sus scrofaS Sus scrofaS
Fémea
Comprimento 304 — 381 105 - 500 110-120
Largura 6-9 7-9 5-6
Fileiras de espinhos 6 6 5-6
Num_erp de espinhos 6 5.6 5.6
por fileira

Sjavalis.

Figura 9. Macracanthorhynchus hirudinaceus encontrados em javalis abatios no
estado de Sao Paulo, Brasil. A- Vista total, fémea adulta. B- Extremidade
anterior, espinhos (seta preta). Barras de escala: A = 5cm, B = 3000 pym.
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3.2 RelacgOes Filogenéticas

Todos os sete espécimes de parasitas analisados tiveram pelo menos uma
regido ribossomal amplificada. Embora tenham sido testados diferentes conjuntos de
oligonucleotideos iniciadores, ndo foi possivel obter produtos de PCR das trés regides
ribossomais para todos os individuos (Tabela 9). A arvore filogenética obtiga a partir
do gene 18S rRNA pode ser observada na Figura 10, da regido ITS na Figura 11, e
da regido 28S rRNA na Figura 12.

Tabela 9. Regides génicas amplificadas de cada uma das espécies de helmintos de
javalis abatidos no estado de Sao Paulo, Brasil.

Espécie 18S rRNA 28S rRNA ITS1-5.85-ITS2
A. strongylina X X N/A

G. urosubulatus X X X

S. ransomi X N/A N/A

O. dentatum X X X

T. suis X N/A N/A

S. dentatus X X X

M. hirudinaceus N/A X X

X - regiBes amplificadas; N/A - regides ndo amplificadas.

O nematédeo Ascarops strongylina foi analisado pelas regibes 18S e 28S
rDNA, e em ambas as analises filogenéticas as sequéncias foram agrupadas
juntamente com demais sequéncias correspondentes a espécimes da familia
Spirocercidae, ao qual pertence. Por ndo haver sequéncias correspondentes as
regibes sequenciadas da espécie A. strongylina e nem do género Ascarops, a
identidade mais préxima encontrada no banco de dados para esta espécie foi para o
género Streptopharagus sp. (98.71%), indicando assim que esta serd a primeira
identificacdo molecular dessas regides ribossomais para este parasita.

Para Strongyloides ransomi, obtiveram-se apenas sequéncias para a regiao
18S rDNA. Porém, devido ao tamanho da regido obtida (1590 pb), a identidade com
outra sequéncia de S. ransomi do banco de dados de 99,94%, e ao agrupamento
filogenético juntamente com a sequéncia citada e sequéncias de demais espécies do
género Strongyloides, é possivel afirmar a identidade genética do espécime obtido
neste trabalho.

As sequéncias de G. urosubulatus de 18S rDNA foram agrupadas a um clado

contendo integrantes de sua ordem (Strongylida). Nas analises correspondentes as
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regioes ITS e 28S rRNA as sequéncias de G. urosubulatus obtidas agruparam-se as
sequéncias de demais integrantes da sua familia (Ancylostomatidae). Ndo ha
sequéncias no banco de dados dessas regides ribossomais para a espécie
encontrada, sendo assim, as principais correspondéncias para as sequéncias 18S
rRNA, ITS e 28S rRNA foram sequéncias de Ancylostoma caninum, nematodeo que
parasita o intestino delgado de cades domésticos, com valores de identidade 99%,
90.58% e 98.84%, respectivamente.

As sequéncias 18S e 28S rRNA de O. dentatum foram agrupadas no clado
composto por integrantes da sua familia (Chabertiidae). Para estas regides a principal
sequéncia correspondente foi de Oesophagostomum muntiacum, nematdédeo que
parasita o intestino grosso de cervideos do género Muntiacus com 99 e 100% de
identidade. Ja para a regido ITS, a sequéncia de O. dentatum do presente trabalho se
agrupou com outra sequéncia da mesma espécie com a qual apresentou identidade
de 99.86%.

Para o espécime de T. suis foi possivel amplificar apenas a regido 18S rDNA,
porém, devido ao tamanho da sequéncia obtida (1780 pb), sua identidade de 100%
com sequéncias desta espécie do banco de dados e 0 seu agrupamento na analise
filogenética, € possivel afirmar a identidade genética desse espécime a nivel de
espécie.

As sequéncias 18S e 28S rRNA de S. dentatus também foram agrupadas
juntamente com demais sequéncias desta espécie com as quais apresentaram
identidade de 100%. Por ndo haver sequéncias ITS desta espécie e género no banco
de dados, a sequéncia ITS de S. dentatus do presente estudo agrupou-se juntamente
a demais sequéncias correspondentes a individuos da sua ordem (Strongylida), e a
principal correspondéncia foi uma sequéncia de Strongylus edentatus, nematddeo que
parasita o intestino grosso de equinos, com 83.42% de identidade.

As sequéncias ITS e 28S rRNA de M. hirudinaceus foram agrupadas
juntamente com demais sequéncias dessa espécie cuja identidade apresentada foi de
94,41% e 98,55%, respectivamente, 0 que indica que o espécime encontrado no
presente trabalho apresenta consideraveis diferencas genéticas do espécime cujas

sequéncias foram depositas no banco de dados.
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Todas as relacfes filogenéticas obtidas no presente estudo apresentaram elevados

valores de confiabilidade dos ramos.

0ns
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Figura 10. Arvore filogenética bayesiana baseada no modelo evolutivo de tipo de
substituicdo 6 e distribuicho gamma da regido 18S rDNA englobando
parasitas dos filos Nematoda e Acanthocephala, com Rotiferas como

grupo externo.
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Globocephalus urosubulatus
JQ812694 Ancylostoma caninum
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Figura 11. Arvore filogenética bayesiana baseada no modelo evolutivo de tipo de
substituicdo 6 e distribuicdo gamma da regido ITS rDNA englobando
parasitas dos filos Nematoda e Acanthocephala com Rotiferas como
grupo externo.
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Figura 12. Arvore filogenética bayesiana baseada no modelo evolutivo de tipo de
substituicdo 6 e distribuicio gamma da regidao 28S rDNA englobando
parasitas dos filos Nematoda e Acanthocephala, com Rotiferas como
grupo externo.

4. Discussao

Foi possivel identificar a espécie de todos os helmintos recuperados por meio
da utilizacdo conjunta de caracteres morfolégicos e dados moleculares; todas as
espécies aqui identificadas sao parasitas de suideos. O padrdo observado foi que os
javalis mantiveram alguns de seus parasitas tipicos comuns a suinos e ndo atuaram
como hospedeiros de captura de nenhuma espécie nativa da regido Neotropical.

A espécie de nematddeo recuperada do estdbmago dos javalis foi identificada
como A. strongylina com base em caracteristicas como a morfologia da faringe, a
auséncia de bolsa copulatéria, a dissimetria das asas caudais e a morfologia dos
espiculos (Dakova e Panayotova-Pencheva, 2017). As medi¢Bes obtidas de modo

geral corresponderam as de Shmytova (1963) e de Dakova e Panayotova-Pencheva
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(2017) de parasitas obtidos de porcos domésticos e javalis na Bulgaria,
respectivamente, com exce¢do do comprimento dos espiculos e da largura da maior
asa caudal. Os espécimes de A. strongylina obtidos do roedor Myospalax psilurus
(Ganzorig et al., 1999) apresentaram dimensfes um pouco menores. Estudos
morfologicos e morfométricos de A. strongylina sdo escassos e antigos, sendo
necessarias atualizacdes e complementacdo de dados como a que foi realizada por
Dakova e Panayotova-Pencheva (2017) em A. strongylina de javalis na Bulgéria. Este
€ o0 primeiro estudo molecular da espécie e ndo h4 sequéncias de A. strongylina
depositadas no GenBank. A analise filogenética bayesiana dos genes 18S e 28S
rRNA agrupou adequadamente as sequéncias de A. strongylina deste estudo em
clados com outros integrantes de sua infraordem (Spiromorpha) e familia
(Spirocercidae), indicando que estes podem ser bons marcadores moleculares para
futuros estudos nesta espécie.

Uma das espécies de nemotdédeos recuperadas do intestino delgado dos javalis
foi identificada como S. ransomi com base em caracteristicas como o comprimento
total e do esofago, a largura corporal e o posicionamento da vulva e do anus (Giang
et al., 2017). As caracteristicas morfométricas obtidas de S. ransomi corresponderam
as descritas por outros autores em parasitas de porcos domésticos (Alicata, 1930;
Giang et al., 2017). Estudos morfolégicos e morfométricos de S. ransomi séo
escassos e antigos, sendo necessarias atualizacdes e complementacdo de dados
como a que foi realizada por Giang et al. (2017) em S. ransomi de porcos no Vietn;
faltam estudos morfométricos de S. ransomi em javalis. Existem apenas oito
sequéncias parciais do gene 18S rRNA de S. ransomi depositadas no Genbank.
Apesar do presente estudo ter falhado em realizar a amplificagéo das demais regioes,
a andlise filogenética do gene 18S rRNA foi suficiente para alocar a sequéncia de S.
ransomi em um clado com um tdxon da mesma espécie. De forma semelhante a Giang
et al. (2017), que realizaram o primeiro e Unico estudo de taxonomia integrativa para
a espécie, as sequéncias obtidas de S. ransomi mostraram proximidade genética a S.
venezuelensis neste estudo.

A outra espécie de nematddeo recuperada do intestino delgado dos javalis foi
identificada como G. urosubulatus com base em caracteristicas como a morfometria

da capsula oral, a morfologia dos dentes, a posi¢ao da vulva, a distribuicdo dos raios
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da bolsa copulatéria e a morfologia do raio dorsal (Freitas e Lent, 1936; Ahn et al.,
2015). Segundo Nanev et al. (2007), caracteristicas como a largura e 0 comprimento
do corpo, o comprimento do eso6fago, a posi¢cao do anel nervoso e o comprimento do
gubernaculo ndo séo critérios taxonémicos confidveis para serem utilizados
independentemente para a identificacdo de espécies deste género. Existem poucos
estudos taxondémicos para o género Globocephalus, e os trabalhos descritivos
originais tém limitac6es em seus dados morfolégicos e morfométricos (Lane, 1922;
Cameron, 1924; Freitas e Lent, 1936), o que torna necessario atualizar e aprofundar
estes dados, como foi realizado por Nanev et al. (2007) para G. urosubulatus de javalis
na Bulgaria e por Pinheiro et al. (2021) para G. urosubulatus de porcos domésticos no
Brasil. Observou-se que as dimensGes morfométricas de G. urosubulatus obtidas
foram mais semelhantes as descritas por de Nanev et al. (2007), nas quais 0s
parasitas também foram obtidos de javalis, e pouco maiores que as dimensdes
descritas por Pinheiro et al. (2021) e Francis (1978), onde os helmintos foram obtidos
de porcos domésticos. Este é o primeiro estudo molecular da espécie, ndo ha
sequéncias de G. urosubulatus depositadas no GenBank, e existem apenas quatro
sequéncias parciais do gene 18S rDNA de espécimes do género Globocephalus
depositadas, com as quais ndo houve identidade com as sequéncias obtidas neste
estudo. Apesar disso, por meio da analise filogenética bayesiana dos genes 18S e
28S rRNA e da regido ITS, foi possivel localizar as sequéncias obtidas de G.
urosubulatus em clados com outros integrantes da ordem Strongylida e da familia
Ancylostomatidae. Sendo assim, trés sequéncias inéditas foram obtidas para a
espécie, que podem vir a auxiliar futuras analises moleculares.

Uma das espécies recuperadas do intestino grosso foi identificada como O.
dentatum com base em caracteristicas como o comprimento total e dos espiculos, a
distancia da vulva ao anus e do anus a extremidade posterior, e a morfologia do
esbfago e da bolsa copulatéria (Dakova e Panayotova-Pencheva, 2017). Apesar de
alguma variabilidade ter sido observada, de modo geral as caracteristicas
morfométricas de O. dentatum obtidas corresponderam as descritas por outros
autores em parasitas obtidos de porcos domésticos (Ozerskaya, 1930; Georgiev e
Kamburov, 1977) e javalis (Dakova e Panayotova-Pencheva, 2017). Os estudos

taxondmicos para a espécie O. dentatum sdo antigos e seus dados morfologicos e
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morfométricos limitados (Ozerskaya, 1930; Georgiev e Kamburov, 1977),
demonstrando a necessidade da atualizacdo e aprofundamento destes dados como
foi realizado por Dakova e Panayotova-Pencheva (2017) para O. dentatum de javalis
na Bulgéria. Entre as espécies deste estudo, O. dentatum é a que mais tem estudos
moleculares a seu respeito, devido provavelmente a sua relevancia econémica para a
suinocultura e sua similaridade morfolégica a O. quadrispinulatum, outro parasita de
suideos; é também utilizada como modelo experimental em analises reprodutivas e
fisiologicas de parasitas devido a sua capacidade de sobreviver em culturas in vitro
durante longos periodos através de varias fases de seu ciclo de vida (Williams et al.,
2014). Existem 64,721 sequéncias de O. dentatum depositadas no GenBank, em sua
maioria compostas por scaffolds de genoma mitocondrial. H& 15 sequéncias parciais
do gene 18S rDNA e 8 sequéncias parciais do gene 28S rDN depositadas, mas nao
houve identidade entre elas e as sequéncias de O. dentatum deste estudo, mesmo
refinando-se a busca e procurando por sequéncias mais dissimilares. Isso sugere que
as sequéncias parciais depositas e as sequéncias parciais obtidas neste estudo para
0s genes 18S e 28S rDNA correspondem a regides diferentes dentro destes genes.
Sendo assim, com a analise filogenética bayesiana foi possivel alocar a sequéncia de
0. dentatum em clados contendo integrantes de sua familia para os genes 18S e 28S
rRNA, e em um clado com um tdxon da mesma espécie para a regiao ITS. No
presente estudo ndo houve identidade entre as sequéncias de O. dentatum obtidas e
sequéncias de O. quadrispinulatum depositadas no GenBank, apesar de a maioria
das andlises filogenéticas realizadas para a espécie buscarem diferencia-la de O.
quadrispinulatum (Lin et al., 2007; 2012ab; 2014).

A outra espécie de nematdédeo recuperada do intestino grosso de javalis foi
identificada como T. suis. A diferenciacdo entre espécies do género Trichuris tem
causado controvérsia ha muitos anos. Trichuris suis € um parasita de suinos e javalis
gue pode ocasionalmente parasitar humanos e Trichuris trichiura € um parasita de
humanos e primatas (Ooi et al., 1993; Jessee et al., 1970; Flynn, 1973). Diversos
estudos morfologicos comparativos ja foram realizados entre eles, assumindo que o
principal critério morfolégico para diferenciar as duas espécies € a existéncia de
papilas pericloacais em T. trichiura e a auséncia destas em T. suis (Cutillas et al.,

2009). Oliveros et al. (1998) e Cuitillas et al. (2009), entretanto, observaram papilas
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pericloacais em machos de T. suis de suinos e javalis, e 0 mesmo foi observado no
presente estudo. Sendo assim, a existéncia de papilas pericloacais ndo € um critério
diferencial claro e sdo necessérios novos critérios morfolégicos para diferenciar estas
duas espécies (Cutillas et al., 2009). Tenora et al. (1993) declararam que existem dois
tipos diferentes de vulva nas fémeas de tricurideos, com e sem espinhos, sendo T.
Suis pertencente ao grupo de espécies que possuem a regiao vulvar dotada de com
espinhos cuticulares, o que foi observado nos espécimes analisados neste trabalho.
O aparato espicular de T. suis provenientes de javalis do presente estudo e de Cutillas
et al. (2009) foi menor que os de suinos domeésticos, enquanto as fémeas deste
nematodeo recuperadas de javalis de forma geral foram maiores que as de suinos
domésticos de Cutillas et al. (2009) e Nissen et al. (2012). Entre as espécies deste
estudo, T. suis € a que mais tem trabalhos filogenéticos a seu respeito, devido
provavelmente a similaridade morfolégica a T. trichiura, que parasita humanos. O
presente estudo falhou em realizar a amplificacdo das regifes ITS e 28S rRNA, mas
a analise filogenética do gene 18S rRNA foi suficiente para alocar a sequéncia obtida
de T. suis em um clado contendo dois tAxons da mesma espécie, em proximidade a
um taxon de Trichuris trichiura, demonstrando que este gene também é um bom
marcador para inferir relacdes filogenéticas entre espécies proximamente
relacionadas de Trichuris. Diversos trabalhos verificaram que T. trichiura e T. suis sao
espécies distintas por meio de inferéncias filogenéticas baseadas em diferentes
genes: TPI DNA; 18S, ITS1, 5,8S, ITS2 e 28S rRNA; COX1, COB, nadl, e rrnL mDNA
e 0 genoma mitocondrial completo (Zarlenga et al., 2006; Cutillas et al., 2007 e 2009;
Liu et al., 2012; Callejon et al., 2013, 2015; Hawash et al., 2015; 2016; Meekums et
al., 2015).

O nematddeo recuperado dos ureteres, rins e gordura perirrenal de javalis foi
identificado como S. dentatus. Estudos morfoldégicos e morfométricos desta espécie
S80 escassos e antigos, tratam apenas de morfogénese larval (Clunies et al., 1932,
1966; Lichtenfels e Tromba, 1972) ou apresentam breve descricdo morfolégica e
poucas caracteristicas morfométricas relevantes (Graber et al., 1971; Xu, 1980; Fan
et al., 1998). Sendo assim, o presente estudo amplia e atualiza estas informacoes,
trazendo uma descricdo morfoldgica da espécie juntamente com diversas

caracteristicas morfométricas. Ha quatro sequéncias de S. dentatus depositadas no
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GenBank, o genoma mitocondrial completo, uma sequéncia parcial do gene 18S rDNA
e uma completa, e uma sequéncia completa do gene 28S rDNA. Houve identidade
entre as trés Ultimas e as sequéncias de S. dentatus deste estudo e a andlise
filogenética bayesiana de ambos os genes agruparam as sequéncias obtidas de S.
dentatus a tdxons da mesma espécie. Para ambos os genes foi possivel observar
padrdao semelhante ao obtideo por Deng et al. (2021), estando S. dentatus
filogeneticamente relacionado a familia Chabertiidae. Com relacédo a regido ITS, néo
h& sequéncias de S. dentatus depositadas no GenBank, sendo a sequéncia obtida a
primeira para esta espécie. A analise filogenética bayesiana para este gene néao
apresentou boa resolucéo para a espécie, que foi agrupada a um clado com outros
membros da ordem Strongylida.

A Unica espécie do Filo Acantocephala recuperada do intestino delgado dos javalis
estudados foi identificada como M. hirudinaceus. As descricfes da espécie baseiam-
se nos relatos de Travassos (1917), Meyer (1932), Petrochenko (1958), Hoklova
(1986) e Lisitsyna (2019) e, mais recentemente, Amin et al. (2021). A média do
comprimento das trés fémeas recuperadas neste estudo esté abaixo do limite superior
das fémeas de Lisitsyna (2019), e consideravelmente acima do limite superior de Amin
et al. (2021), ambos os casos sendo parasitas provenientes de javalis selvagens da
Ucrania. Esta espécie aparenta exibir consideravel variacdo de tamanho de estruturas
taxonomicamente importantes em relagdo a regido geografica e o hospedeiro (Amin
et al., 2021). Existem 12 sequéncias de M. hirudinaceus depositadas no GenBank,
sendo dois genomas mitocondriais completos, sete sequéncias do gene COX1 mDNA,
e trés sequéncias parciais e completas de 18S rRNA, ITS e 28S rDNA. O presente
estudo falhou em realizar a amplificacdo da regido 18S rRNA para esta espécie, mas
a andlise filogenética bayesiana da regidao ITS e do gene 28S rRNA alocou as
sequéncias obtidas de M. hirudinaceus em um clado contendo um taxon da mesma
espécie em ambos 0s casos, € aparente que a diversidade deste parasita seja nao
apenas morfologica, mas também genética. E necessario que mais sequéncias sejam
obtidas para esta espécie, provenientes de diferentes localidades, para que seja
possivel realizar uma analise de haplétipos.

A variagdo intraespecifica das caracteristicas morfométricas das diversas

espécies de helmintos encontradas pode ser decorrente de diferencas nos métodos
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de preparacdo e observacdo dos helmintos, bem como as peculiaridades das
populacdes parasitarias e hospedeiras distribuidas em diferentes partes do mundo

(Dakova e Panayotova-Pencheva, 2017).
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CAPITULO 3 - Consideracdes Finais

Os resultados obtidos fornecem evidéncias de que os javalis mantiveram
alguns de seus parasitas tipicos comuns a suideos e ndo atuaram como hospedeiros
de captura de nenhuma espécie nativa da regido Neotropical. Eles podem atuar como
dispersores destes parasitas para a suinocultura, em especial criacdes extensivas de
subsisténcia pouco tecnificadas, e, possivelmente, para os taiassuideos nativos.

De modo geral os estudos morfolégicos e morfométricos das espécies
analisadas se encontravam defasados e incompletos, em especial para S. dentatus.
Este trabalho trouxe descricbes morfolégicas e dados morfométricos detalhados e
padronizados para atualizar estas informac6es. Mesmo com o0 avanco das técnicas
moleculares de identificacdo de espécies, o conhecimento da morfologia continua
sendo essencial e o ideal € que ambas as técnicas sejam utilizadas de forma
complementar segundo os principios da taxonomia integrativa.

Foi possivel perceber uma caréncia de estudos moleculares para quase todas
as espécies analisadas. As sequéncias de genes de interesse filogenético obtidas irdo
auxiliar trabalhos futuros, e é importante que os estudos moleculares continuem a se
ampliar no campo da helmintologia. Uma boa base de dados moleculares ira
possibilitar a execucédo de trabalhos utilizando-se amostras ndo invasivas, como fezes,
por exemplo; estudos puramente morfolégicos deste tipo de amostras, especialmente

se provenientes de animais selvagens, séao limitados.



