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RESUMO

MELLO, Ericson Ramos de. ldentificacdo molecular de coccidios de aves silvestres:
Aplicabilidade de algumas regides génicas mitocondriais na diferenciacdo de espécies e
analise filogenética. 2023. 235p. Tese (Doutorado em Ciéncias, Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal. Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Os coccidios sdo protozoarios intracelulares obrigatorios que infectam a maioria dos
invertebrados, todas as classes dos vertebrados, incluindo os animais domesticos, silvestres e
seres humanos. Apresentam ciclos de vida intestinais, embora sejam observados, em algumas
espécies, estagios de vida extra-intestinais. Sdo geralmente identificados a partir de amostras
fecais. O Brasil apresenta uma diversa avifauna representada atualmente por 1.971 espécies de
diferentes ordens, dentre as quais destacam-se os Passeriformes, ordem mais representativa que
é frequentemente positiva para diferentes espécies de coccidios parasitas, principalmente dos
géneros Isospora Schneider, 1881 e Eimeria Schneider, 1875. O estudo das interacGes entre
esses parasitos e hospedeiros nos permite entender diversos processos ecolégicos, evolutivos e
comportamentais, incluindo selecdo sexual, sucesso reprodutivo, migracdo, competitividade,
dentre outras. Atualmente, existem diversas técnicas e metodologias que podem ser aplicadas
para identificacdo de uma espécie coccidiana além da analise morfoldgica, desde a confirmacéo
da suscetibilidade do hospedeiro, determinacdo da densidade parasitaria, grau de
patogenicidade e identificacdo de diferencas inter e intra-especificas que fornecem ajustes
taxondmicos relevantes. Finalmente, o advento da Biologia Molecular, pratica reconhecida e
estabelecida, principalmente no estudo de parasitas coccidianos dos animais de producdo,
oferece informagdes complementares as de microscopia e métodos imunoldgicos, por exemplo,
pois o sequenciamento do DNA do microrganismo, serve como estudo adicional para a
taxonomia e filogenia. Baseando-se nestes fatos, este trabalho, nos capitulos I, 11, 11l e IV teve
por objetivos, identificar geneticamente coccidios parasitas de aves silvestres capturadas em
regibes de Mata Atlantica do Sudeste brasileiro, demonstrando o isolamento de oocistos de
coccidios de amostras fecais de aves silvestres, com posterior extracdo de DNA a fim de
amplificar e sequenciar diferentes regides génicas dos genes coxl, cox3 e fragmentos da
subunidade pequena e grande do rDNA do DNA mitocondrial, avaliando a aplicabilidade destas
novas sequéncias na diferenciacao de espécies e estudos filogenéticos.

Palavras-chave: biologia molecular, coccidios, COl, 18S, Isospora.



ABSTRACT

MELLO, Ericson Ramos de. Molecular identification of coccidia of wild birds:
Applicability of some mitochondrial gene regions in species differentiation and
phylogenetic analysis. 2023. 235p. Thesis (PhD in Veterinary Sciences) Veterinary Institute,
Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2023.

Coccidia are obligate intracellular protozoa that infect most invertebrates, all classes of
vertebrates, including domestic, wild, and human animals. They have intestinal life cycles,
although extra-intestinal life stages are observed in some species. They are usually identified
from fecalsamples. Brazil has a diverse avifauna currently representd by 1.971 species of
different orders, among which the Passeriformes stand out, a more representative order that is
often positive for different species of parasitic coccidia, mainly of the genera Isospora
Schneider, 1881 and Eimeria Schneider, 1875. The study of the interactions between these
parasites and hosts allows us to understand several ecological, evolutionary and behavioral
processes, including sexual selection, reproductive success, migration, competitiveness, among
others. Currently, there are several techniques and methodologies that can be applied to the
identification of a coccidian species beyond morphological analysis, from the confirmation of
host susceptibility, determination of parasite density, degree of pathogenicity and identification
of inter- and intra-specific differences that provide relevant taxonomic adjustments. Finally, the
advent of Molecular Biology, a recognized and established practice, especially in the study of
coccidian parasites of production animals, offers complementary information to that of
microscopy and immunological methods, for example, because the sequencing of the DNA of
the microorganism, serves as an additional study for taxonomy and phylogeny. Based on these
facts, this work, in chapters I, Il, Il and 1V, aimed to identify genetically parasitic coccidia of
wild birds captured in Atlantic Forest regions of Southeastern Brazil, demonstrating the
isolation of coccidia oocysts from fecal samples of wild birds, with subsequent DNA extraction
in order to amplify and sequence different gene regions of cox1, cox3 and fragments of the
small and large rDNA subunit of mitochondrial DNA genes, evaluating the applicability of
these new sequences in species differentiation and phylogenetic studies.

Keywords: molecular biology, coccidia, COIx, 18S, Isospora.
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INTRODUCAO GERAL

Os coccidios sdo protozoarios intracelulares obrigatorios pertencentes ao infra-filo
Apicomplexa, predominantemente encontrados no trato intestinal dos vertebrados e
frequentemente observados em amostras fecais. Entretanto, algumas espécies de coccidios
foram relatadas em invertebrados e em outros 6rgdos além do intestino. Considerados
emergentes e oportunistas, apresentam como caracteristicas principais a presenca de oocisto
resistente, dotado de uma parede protetora e um complexo apical, composto por microtubulos
subpeliculares, organelas secretorias especializadas e o condide completo, oco e truncado, este
altimo responsavel pela sua adeséo e invasédo a célula hospedeira e estagios que ocorrem dentro
do hospedeiro, chamados estagios enddgenos, e estagios exdgenos que ocorrem fora do
hospedeiro.

Apesar de sua distribuicdo cosmopolita, certas espécies de coccidios sao homoxénicas,
nas quais todos os estagios endégenos do parasita ocorrem em um Unico hospedeiro. Podem
operar como “‘espécies-chave”, apresentando extrema importancia para a biodiversidade e
conservacdo, impactando diretamente na manutencdo da diversidade em comunidades
ecoldgicas, ecossistemas e em sistemas de producéo.

Por consequéncia, estudos sobre prevaléncia e densidade de coccidios sdo extremamente
importantes, devido ao fato de que vertebrados, como as aves silvestres, com estresse imunitario
em decorréncia da acdo humana, por caracteristicas ecolégicas como migracdo, periodo
reprodutivo, e outras caracteristicas ambientais, serem mais suscetiveis a processos infecciosos
e colonizagéo por estes microrganismos.

Dentro do infra-filo Apicomplexa, aproximadamente um terco das espécies existentes
pertencem a subordem Eimeriorina e dentro da ordem Eimeriida Léger, 1911 formam um grupo
heterogéneo, com diferentes complexidades, apresentando classificacdo em familias, géneros e
espécies (MASSEY, 2003).

Estudos demonstraram que, dentre os coccidios, 0 género mais encontrado infectando
aves é Eimeria Schneider, 1875, mas quando se trata de Passeriformes, Isospora Schneider,
1881 é o mais detectado, porém, existem poucos dados disponiveis sobre sua caracterizacdo
genética.

As relaces interespecificas de parasitismo sao relevantes para o estudo da biologia das
espécies da ordem Passeriformes, uma vez que podem abrigar inUmeros parasitos como bernes,
piolhos, diversos outros ectoparasitos, nematoides, trematddeos e cestoides, hemoprotozoarios
e protozoarios intestinais.

Em relacdo ao gendtipo, a maioria dos Apicomplexa apresentam dois genomas
extracromossdmicos presentes na mitocondria e no apicoplasto ou plastidio (organela exclusiva
do Filo Apicomplexa). A mitocéndria possui um genoma constituido de segmentos de DNA
lineares composto por unidades repetidas em série de 6 kb. Este genoma caracteriza-se pela
presenca de trés genes, citocromo b (cit b), citocromo oxidase subunidade 1 (cox I) e citocromo
oxidase subunidade 3 (cox Ill), além de sequéncias fragmentadas de RNA ribossdmico. O
apicoplasto que é circular, rico em contetudo adenina e timina possui um genoma de 35 kb
composto por 60 genes tRNAs, subunidades maior e menor de rRNA, e genes codificadores de
proteinas.

As infecgbes causadas por coccidios, em aves silvestres estdo associadas a diversos
fatores, tais como impactos diretos na microbiota, fauna e flora, que indiretamente otimizam e
favorecem a transmissdo de doencas parasitarias aos animais silvestres. Como na maioria dos
tipos de coccidiose, existe um equilibrio natural entre o parasita e seu hospedeiro, porém, o
parasitismo pode levar a morte celular no hospedeiro durante o desenvolvimento do parasita,
causando sinais clinicos cronicos e agudos de gravidade variavel, podendo surgir quando ha um
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desequilibrio associado a baixa imunidade no hospedeiro.

Estudos que envolvam Biologia e Genética Molecular, poderdo futuramente elucidar os
diferentes mecanismos moleculares até entdo desconhecidos, possibilitando a proposicdo de
novas estratégias de controle das coccidioses, por exemplo, em animais de producdo e um maior
conhecimento da ecologia destes microrganismos em animais silvestres, bem como uma melhor
e maior diferenciacéo entre espécies.

Visto isso, 0 presente estudo, abordard em quatro capitulos a identificacdo molecular de
coccidios de aves silvestres capturadas em regides de Mata Atlantica do Sudeste brasileiro,
andlise filogenética e a aplicabilidade de algumas regiGes génicas mitocondriais na
diferenciacdo de espécies.



REVISAO DE LITERATURA

Os Apicomplexa Coccidios

Historicamente, em 19 de outubro de 1674, Antonie Philips van Leeuwenhoek,
utilizando-se de um pequeno microscopio, observou minusculos corpasculos ovais presentes na
bile de coelhos ndo conseguindo identifica-los adequadamente. A ndo observacgéo de lesbes ou
anomalias no figado e na vesicula biliar desses animais, a baixa quantidade de corpusculos € 0
uso de um equipamento rudimentar, podem ter influenciado na descricdo e a ndao publicacdo da
descoberta em suas cartas (DOBELL, 1922; DUSZYNSKI et al., 1999; WAGGONER, 2005;
KARAMANOU et al., 2010).

Séculos ap6s, mais precisamente no ano de 1839, o doutor Thomas Gordon Hake, pode
ter sido o primeiro a visualizar, com mais riqueza de detalhes, as estruturas observadas por
Leeuwenhoek, denominando-as de glébulos de pus. Porém, somente em 1845, Lieberkiihn
observou alguns organismos com caracteristicas semelhantes as gregarinas, denominando-o0s
coccidios (DOBELL, 1922).

Atualmente, a comunidade de protozoologistas reconhece que 0s microrganismos
observados por Leeuwenhoek tratavam-se na verdade de estruturas denominadas oocistos, que
Lindemann denominou Monocystis stiedae. Em 1875, a espécie foi incluida por Schneider no
género Eimeria (HAMMOND; LONG, 1973 apud TEIXEIRA, 2007), tendo a sua
nomenclatura alterada para Eimeria stiedae (Lindemann, 1865) Kisskalt e Hartmann, 1907
(WENYON, 1926; DUSZYNSKI et al., 1999).

Ao longo do tempo diversos coccidios foram descobertos. Em 1878, Rivolta descreveu
algumas espécies parasitando ras, bezerros e cdes (WENYON, 1926). De fato, de acordo com
Levine (1985), estes microrganismos podem parasitar a maioria dos invertebrados, todas as
classes dos vertebrados, incluindo os animais domésticos e silvestres. Entretanto, algumas
espécies sdo capazes de parasitar também o organismo humano, especificamente as células
epiteliais do intestino (WENYON, 1926, SMITH, 1993, LINDSAY et al., 1997, XIAO et al.,
2004). Ainda em 1878, Rivolta nomeou a espécie de Isospora encontrada em humanos de
Isospora hominis. Em 1923, Wenyon sugeriu o0 nome de Isospora belli (belli do latim: guerra)
para as espécies descritas por Woodcook e I. hominis para as redescritas por Virchow. (MEIRA,;
CORREA, 1950).

Os coccidios, sdo microrganismos pertencentes ao infra-filo Apicomplexa, classe
Coccidiomorphea, juntamente com as gregarinas, dentro da subclasse Coccidia (DUSZYNSKI,
2011). Formam um grupo diversificado de protozoarios intracelulares obrigatorios cuja
caracteristica principal é a presenca de um complexo apical, composto por microtibulos
subpeliculares, organelas secretérias especializadas, roptrias e micronemas e de elementos do
citoesqueleto, como 0s anéis polares e 0 condide completo, truncado e oco, responsavel pela
sua adesdo e invasdo a ceélula hospedeira (PERIZ et al., 2007; RUGGIERO et al., 2015).

Dentro do filo Apicomplexa, aproximadamente um terco das espécies existentes
pertencem a subordem Eimeriorina e dentro da ordem Eimeriida Léger, 1911 formam um grupo
heterogéneo, com diferentes complexidades, apresentando classificacdo em familias, géneros e
espécies (MASSEY, 2003). Alguns, como os dos géneros: Atoxoplasma, Caryospora,
Cryptosporidium, Eimeria, Isospora, Sarcocystis e Toxoplasma sdo prejudiciais a salde de
animais silvestres, causando morbidade e mortalidade em alguns casos (FRIEND; FRANSON,
1999; MASSEY, 2003; YABSLEY, 2008; SANTOS et al., 2021).

Ap0s a infeccdo pela ingestdo de oocistos esporulados no ambiente ou através de fémites
contaminados observamos o parasitismo intracelular obrigatério no hospedeiro, principal
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caracteristica deste grupo, apresentando ciclos bioldgicos alternados entre reproducéo sexuada,
fase em que séo originados 0s oocistos e assexuada, originalmente descrita por Eimer, em 1870
(BERTO et al., 2014). De acordo com Belli et al. (2006) e Roberts e Janovy, (2009) a
caracteristica morfologica responsavel pela definicdo destes microrganismos é a presenca de
uma estrutura globular; denominada oocisto, resistente e dotada de uma parede protetora,
geralmente identificados em amostras fecais (DOLNIK et al., 2010; BERTO; LUZ, 2016).

Os ciclos de vida intestinais sdo 0s mais observados, embora também existam estagios
de vida extraintestinais, como na isosporose sistémica (atoxoplasmose) em passeriformes, por
exemplo (DUSZYNSKI et al., 1999; BERTO et al., 2010; BARTA et al., 2012; BERTO et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2023).

O desenvolvimento de um numero geneticamente determinado de esporocistos e
esporozoitos dentro de cada oocisto ocorrem fora do hospedeiro em condi¢cdes ambientais
favordveis como: saturacdo de oxigénio, umidade e temperatura apropriados (DUSZYNSKI,
2011). Em relacdo ao gendtipo, a maioria dos Apicomplexa apresentam dois genomas
extracromossdmicos presentes na mitocondria e no apicoplasto ou plastidio (organela exclusiva
do Filo Apicomplexa) (WILSON et al., 1997). A mitocondria possui um genoma constituido
de segmentos de DNA lineares composto por unidades repetidas em série de 6 kb. (CHAPMAN;
SHIRLEY, 2003). Este genoma caracteriza-se pela presenca de trés genes, citocromo b (cit b),
citocromo oxidase subunidade 1 (cox I) e citocromo oxidase subunidade 3 (cox IlI), além de
sequéncias fragmentadas de RNA ribossomico (HIKOSAKA et al., 2010). O apicoplasto que é
circular, rico em contetido adenina e timina possui um genoma de 35 kb composto por 60 genes
tRNAs, subunidades maior e menor de rRNA, e genes codificadores de proteinas (CAI et al.,
2003; KALANON; MCFADDEN, 2010).

As infeccBes causadas por coccidios em aves estdo associadas a diversos fatores, tais
como impactos diretos a fauna, flora e microbiota, que indiretamente otimizam e favorecem a
transmissdo de doencas parasitarias aos animais silvestres (BERTO; LUZ, 2016). Como na
maioria dos tipos de coccidioses, ha um equilibrio natural entre o parasita e seu hospedeiro,
porém, o parasitismo pode levar a morte celular no hospedeiro durante o desenvolvimento do
parasita, causando sinais clinicos crénicos e agudos de gravidade variavel, podendo surgir
quando h& um desequilibrio associado a baixa imunidade no hospedeiro (MARQUES et al.,
2011).

Para Novaes et al. (2011) estudos que envolvam Biologia e Genética molecular, genoma,
expressdo génica, poderdo futuramente elucidar os diferentes mecanismos moleculares até
entdo desconhecidos possibilitando a proposicdo de novas estratégias de controle das
coccidioses em animais de producdo e na descoberta de novas espécies.

Coccidios e Aves Silvestres

Segundo Hawkins et al. (2003) a regido neotropical é conhecida por possuir
aproximadamente metade da avifauna mundial, e somente no Brasil foram descritas 1.971
espécies de aves dentre as quais 1.742 séo consideradas residentes ou migrantes reprodutores,
126 visitantes sazonais, ndo reprodutores e 103 errantes. (CBRO, 2021). Segundo Berto (2010),
0s passaros da regido neotropica sdo predominantemente endémicos e na América do Sul
ocupam inimeros nichos ecoldgicos, assim como em outros continentes, sdo ocupados por
outras aves.

A ordem Passeriformes, mais representativa da classe Aves, inclui mais de 5.000
espécies em todo 0 mundo, e no Brasil foram descritas aproximadamente 1.119 espécies, 0 que
representa mais de 50% de todas as espécies de aves (BERTO, 2010; CBRO, 2021). Em sua
maioria, sdo classificadas como endémicas e ocupam, no caso da América do Sul, muitos nichos
ecoldgicos, que, em outros continentes, sdo habitados por outros grupos de aves (BERTO et al.,
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2010).

As aves da ordem Passeriformes estdo relacionadas a trés grupos principais:
Neotropicais, representadas pelas familias, Dendrocolaptidae, Furnariidae, Formicariidae,
Rhinocryptidae, Cotingidae e Pipridae; do Continente americano, representado pelas familias
Tyrannidae, Troglodytidae, Mimidae, Vireonidae, Emberizidae, Parulidae, Coerebidae,
Thraupidae, Cardinalidae e Icteridae e do Velho Mundo, Corvidae, Muscicapidae, Turdidae e
Sylvidae e Motacillidae (SICK, 1997).

Os Columbiformes sdo um grupo de aves com ampla distribui¢éo, que provavelmente
se originaram nas regides tropicais do Velho Mundo e migraram recentemente para as Américas
(SICK, 1997). Ha grande variedade de columbideos na América do Sul, com ocorréncias ao
nivel do mar, nos Andes, em zonas temperadas, regides desérticas, bem como em florestas
tropicais (MEYER DE SCHAUENSEE, 1982).

Estudos demonstraram que, dentre os coccidios, 0 género mais encontrado infectando
aves é Eimeria Schneider, 1875, mas quando se trata de Passeriformes, Isospora Schneider,
1881 é o mais detectado (PAGE; HADDAD, 1995; BERTO, etal., 2011; KNIGTH et al., 2018),
porém, existem poucos dados disponiveis sobre sua caracterizacdo genética (CARRENO;
BARTA, 1999; YANG et al., 2021). Estas relacBes interespecificas de parasitismo sdo
relevantes para o estudo da biologia das espécies da ordem Passeriformes, uma vez que podem
abrigar inimeros parasitos como bernes, piolhos (BENELLI et al., 2017), diversos outros
ectoparasitos, nematoides, trematodeos e cestdides, hemoprotozoarios e protozoarios intestinais
(SOULSBY, 1987).

Recentes estudos como os de Ortlzar-Ferreira et al. (2020) identificaram morfolégica
e molecularmente Eimeria columbinae pelo gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade
1 (COIl) e pelo gene 18S subunidade ribossomal pequena RNA (18S) da uma rolinha-roxa,
Columbina talpacoti Temminck, 1809, além de promover uma revisdo taxondmica detalhada
de eimerideos descritos em Columbiformes de todo o mundo.

O parasitismo de aves migratorias apresenta espécies ubiquas, presentes nos hospedeiros
ao longo do ano, que infectam aves apenas no inverno, que infectam aves apenas no verao e de
migracdo, que infectam aves ao longo das rotas migratérias (DOGIEL, 1962). A coccidiose,
uma importante doenga em Passeriformes, confere sintomas caracterizados por diarreia e
desidratacdo, promotores da reducdo do ganho de peso provocada pela diminuicdo da
reabsorcdo intestinal, provocadas pela destruicdo principalmente de células intestinais do
hospedeiro (LONG, 1982), reducdo da fertilidade, imunossupressdo, alteracées fisioldgicas,
problemas nutricionais, infecces concomitantes, dentre outras, que podem predispor a
recidivas e surgimento de quadro clinico agudo, podendo levar o animal a ébito (SOULSBY,
1987, FREITAS et al., 2003).

A avaliagéo das enfermidades em passaros silvestres € complexa e apesar das frequentes
descrices de espécies de Isospora spp. parasitando aves, ndo se observaram sinais clinicos
graves (MASSEY, 2003).

Dentre as areas utilizadas para este estudo, o Parque Nacional de Itatiaia considerado
unidade de conservagdo de protecdo integral fazendo parte do Mosaico de Unidades de
Conservacao da Serra da Mantiqueira, abrigando uma grande biodiversidade de passaros que
representam uma amostragem dos passaros brasileiros observados na Mata Atlantica (BERTO
& LUZ (2016) e a llha de Marambaia utilizada para uso militar restrito e também protegida
como Area de Protecdo Ambiental de Mangaratiba SEMADS (2001).

Parque Nacional de Itatiaia

O Parque Nacional do Itatiaia (PNI) (22°15°e 22°30'S; 44°30°e 44°45°0) possui 28.156
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hectares e esta localizado nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo e apresenta
altitudes diversificadas. Tanto Itatiaia como Itamonte tém a maior parte de seus territorios
dentro da unidade de conservacgdo e considerado uma Unidade de Conservacdo com alto grau
de vulnerabilidade (AXIMOFF, 2011; MARONEZI et. al., 2022).

Diversos estudos estdo sendo realizados no PNI como os de Oliveira et al. (2021) que
redescreveram Isospora striata McQuistion et al. (1997), em dois novos hospedeiros, revelando
novas localidades de parasitismo e fornecendo identificaces genotipicas preliminares por meio
do sequenciamento do gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade 1 (COI) de ambas as
espécies hospedeiras. O estudo morfoldgico e a similaridade de 100% no sequenciamento do
gene COIl entre amostras de diferentes espécies de dendrocolaptideos confirmaram a
identificacdo de uma Unica espécie, que corroborou a identificacdo de 1. striata e ratificou a sua
ampla distribuicdo na Regido Neotropical.

Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira; Lopes, 2009 foi redescrita por Ortuzar-
Ferreira et al. (2021) a partir de fotomicrografias e de novas amostras de um novo hospedeiro,
0 bico-chato-de-orelha-preta Tolmomyias sulphurescens Spix. Este estudo forneceu uma
caracterizacdo genotipica preliminar, via sequenciamento do gene mitocondrial, citocromo ¢
oxidase subunidade 1 (COI).

Maronezi et al. (2022) identificaram trés Isospora spp. registradas a partir de amostras
fecais de trinca-ferro Saltator similis (d'Orbigny; Lafresnaye) no entorno do Parque Nacional
do Itatiaia, a saber: Isospora saltatori Berto, Balthazar, Flausino; Lopes, 2008, Isospora
trincaferri Berto, Balthazar, Flausino; Lopes, 2008 e Isospora similisi Coelho, Berto, Neves,
Oliveira, Flausino; Lopes, 2013, todas compativeis fenotipicamente com suas respectivas
descri¢des originais. Este estudo forneceu uma identificacdo genotipica preliminar dos
isosporideos através do sequenciamento do gene da subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase
mitocondrial, que foi adequado para a diferenciacdo genotipica desses trés coccideos.

Ilha da Marambaia

De acordo com Lorenco et al. (2010) a Ilha da Marambaia situada no litoral da Costa
Verde, estd localizada na Baia de Sepetiba, no litoral sul do Rio de Janeiro
(23°03'39"'S,43°58'48"W), possui 42 km? e uma zona de areia chamada Restinga da Marambaia,
que esta ligada ao continente no municipio do Rio de Janeiro (CONDE et al., 2005). Apresenta
parte de sua area coberta por remanescentes florestais, semelhantes aos de areas continuas ao
da regido continental, com areas de manchas de manguezais, dunas e areia costal-arbustiva de
restinga sendo considerada uma &area de preservacdo ambiental e de seguranca nacional,
ocupada pelo Comando Geral do Corpo de Fuzileiros Navais (MENEZES; ARAUJO, 2005).

Lopes (2018) demonstrou em seu estudo que tanto a Ilha da Marambaia, que comporta
espécies das familias Thraupidae, Turdidae e Tyrannidae, Pripridae, Vireonidade, Parulidae e
Hirundinidae, e o Parque Nacional do Itatiaia (PNI) onde foi observado as familias Thraupidae,
Thaminophilidae, Dendrocolaptidae, Rhynchocyclidae, Turdidae, Pipridae e Columbidae,
apresentando uma grande biodiversidade de Passeriformes, propiciando estudos de ecologia e
relacdes entre parasito/hospedeiro.

Isospora attilae, do hospedeiro tipo o capitdo-de-saira Attila rufus (Vieillot, 1819), foi
descrita morfologicamente por Rodrigues et al. (2015) e ao ser comparada com especies de
isosporideos de hospedeiros semelhantes foi classificada como nova para a ciéncia.

Andrade et al. (2022) forneceram um estudo morfoldgico e genotipico de uma espécie
de Eimeria sp. recuperada de um martim-pescador verde Chloroceryle americana (Gmelin,
1788) capturado na Ilha da Marambaia. A densidade coccidica, alguns aspectos morfoldgicos
de seus oocistos, 0s resultados moleculares e, principalmente, o nicho ecologico de C.
americana no manguezal da llha da Marambaia sugerem que esta espécie de coccidio seja um
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pseudoparasito. A identificacdo molecular pelo gene COI reforcou a hipdtese de que este
Eimeria sp. esta distante de Eimeria spp. das aves, ja que as maiores semelhangas genotipicas
foram de apenas 93% com Eimeria spp. de roedores, primatas, canideos, morcegos,
psitaciformes e galiformes. Assim, a analise filogenética colocou Eimeria sp. de C. americana
separada de um clado com Eimeria spp. de mamiferos e aves.

Classificacao e diversidade de coccidios

Os coccidios da Familia Eimeriidae Minchin, 1903, sdo representados pelos géneros
Acroeimeria, Atoxoplasma, Caryospora, Choleoeimeria, Cyclospora, Eimeria, Eumonospora,
Globidium, Goussia, Isospora, Wenyonella que parasitam todos os grupos de vertebrados:
peixes, anfibios, répteis, aves, mamiferos e invertebrados, infectando diversas células,
principalmente no intestino, vesicula biliar, sangue e figado. (Berto, 2010). Possuem na sua
maioria ciclo bioldgico do tipo monoxénico, em que todas as fases do desenvolvimento
parasitario ocorrem no mesmo hospedeiro (ROBERTS; JANOVY, 2009). Segundo Ruggiero
et al. (2015) possuem a seguinte classificacao:

Super-Reino: Eukaryota Whittaker; Margulis, 1978
Reino: Chromista Cavalier-Smith, 1981
Sub-Reino: Harosa Cavalier-Smith, 2010
Infra-Reino: Halvaria Cavalier-Smith, 2010
Super-Filo: Alveolata Cavalier-Smith, 1991
Filo: Miozoa Cavalier-Smith, 1987

Sub-Filo: Myzozoa Cavalier-Smith; Chao, 2004
Infra-Filo: Apicomplexa Levine, 1970
Super-Classe: Sporozoa Leuckart, 1879

Classe: Coccidiomorphea Doflein, 1901
Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879

Ordem: Eimeriida Léger, 1911

Familia: Eimeriidae Minchin, 1903

A Ordem Eimeriida é subdividida em Adeleorina Léger, 1911 e Eimeriorina. A
Subordem Eimeriorina compreende todos coccidios superiores que apresentam gametogonia.
Os géneros de Eimeriorina taxonomicamente foram separados de acordo com a proporcao de
esporocistos e esporozoitos por oocisto, no entanto, atualmente, outras caracteristicas incluindo
dados moleculares, sdo utilizadas para diferenciacdo genérica (BERTO et al., 2014). Dentre
estas caracteristicas, a presenca de corpo de Stieda, parastieda e subStieda as quais sdo
estruturas de excistamento do esporocisto, podem ser componentes basicos da Familia
Eimeriidae. Os unicos géneros classificados como Eimeriidae sdo: Eimeria, lsospora,
Cyclospora e Caryospora em aves e répteis (JIRKU et al., 2002), porém outros ainda séo
especificamente incluidos nessa familia.

Este estudo terd uma maior abordagem dos géneros Eimeria e Isospora Schneider, 1881
visto que estdo presentes em varias familias de Passeriformes no Brasil.

Género Eimeria Schneider, 1875

Segundo Ehret et al. (2017) e Duszynski (2011) o género Eimeria é o maior e mais
biodiverso do filo Apicomplexa com mais de 1.800 espécies descritas, parasita invertebrados e
vertebrados, apresenta seus oocistos esporulados contendo quatro esporocistos, cada um com
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dois esporozoitos e é considerado o0 taxon eucaridtico mais especioso (YANG et al., 2014,
ARISUE; HASHIMOTO, 2015).

As espécies de Eimeriidae sdo principalmente intestinais, embora algumas se
desenvolvam em tecidos, incluindo o figado, baco, pulmdes, rins, tdbulos renais, vesicula biliar,
ovario, Utero dentre outros (ENTZEROTH et al., 1981; ROSALES; MASCARO, 1999). A
maioria das espécies do género Eimeria sdo parasitas intracelulares monoxénicos (LONG;
JOYNER, 1984; MARQUARDT, 1981) e apresentam ciclos de vida similares, com fases
parasitarias e ambientais (oocistos), geralmente hospedeiro-especificas e se desenvolvem nas
celulas da mucosa intestinal (DAUGSCHIES E NAJDROWSKI, 2005).

Segundo Ling et al. (2007) o genoma de Eimeria spp. possui 55 milhdes de pares de
bases, com 53% de contelido Guanina e Citosina e esta organizado em 14 cromossomos, que
variam de tamanho entre 1 a mais de 7 Mpb (SHIRLEY, 1994; 2000).

Estes organismos também apresentam dois genomas extracromossémicos: 0 genoma
mitocondrial que é constituido de segmentos de DNA lineares contendo unidades repetitivas de
6kb (CHAPMAN; SHIRLEY, 2003) e o genoma do apicoplasto (organela exclusiva dos
organismos do Filo Apicomplexa) que € circular, rico em conteido AT e em Eimeria tenella,
contém cerca de 35 kb (CAl et al., 2003).

Género Isospora Schneider, 1881

Centenas de Isospora spp. foram descritas a partir de aves Passeriformes, das familias
Dendrocolaptidae, Furnariidae, Thamnophilidae; parvordem Furnariida, infraordem Tyranni;
Cotingidae e Tyrannidae do parvordem Tyrannida, infraordem Tyranni; Corvidae e
Meliphagidae do parvordem Corvida, infraordem Passeri; Cardinalidae, Coerebidae,
Emberizidae, Estrildidae, Fringillidae, Hirundinidae, Icteridae, Parulidae, Passeridae,
Sturnidae, Thraupidae, Timaliidae, Turdidae e Zosteropidae parvordem Passerida, infraordem
Passeri. (BERTO, et al. 2011).

Segundo Pellérdy (1974) e (BARTA et al., 2015) os isosporideos apresentam oocistos
com dois esporocistos, cada um possuindo um corpo Stieda e quatro esporozoitos. Para Pellérdy
(1974) mais de 90% de todos os coccidios descritos que infectam aves silvestres pertencem ao
género Isospora.

Dados moleculares de espécies aviarias de Isospora sao escassos e, quando disponiveis,
sdo geralmente sequéncias nucleares de subunidades pequenas de rDNA (CARRENO &
BARTA 1999). Schrenzel et al. (2005) também obtiveram sequéncias mt COI curtas em um
dos primeiros usos de sequéncias mt em estudos moleculares desses coccidios.

Para Schrenzel et al. (2005) a genotipagem baseada em sequéncia de espécies de
Isospora tem como alvo os locus genéticos 18S rDNA, ITS-1 e ITS-2, entre outros, muito
embora seja Util para inferir relacionamentos evolutivos mais profundos, a divergéncia genética
é limitada em sequéncias nucleares de 18S rDNA para permitir uma diferenciacdo confiavel de
coccidios em nivel de espécie (OGEDENGBE et al., 2011; EL-SHERRY et al. (2013).

Hafeez (2014) relatou que a identificacdo especifica com base na microscopia é
praticamente impossivel pois algumas espécies de Isospora possuem  00cCistos
morfologicamente indistinguiveis. Hafeez e Barta (2017) identificaram as sequéncias
completas do genoma mitocondrial de Isospora greineri (6223bp) e Isospora superbusi
(6217bp) que causou coccidiose sisttmica em Lamprotornis superbus; Aves: Sturnidae,
mantidos em cativeiro no Zooldgico de Toronto Canada. O genoma mitocondrial tinha trés
genes codificadores de proteinas (COI, COIlI e CitB), bem como 18 fragmentos LSU e 14 SSU
rDNA, mas nenhuma regido codificando tRNAs e a organizagdo do genoma foi idéntica aquela
observada em uma variedade de genomas mt de eimeriideos (OGEDENGBE et al. 2014).



Sequéncias mitocondriais do citocromo c oxidase subunidade I (COI) (“DNA
barcoding”) sdo consideradas extremamente adequadas para delimitacdo de espécies baseadas
em sequéncia de espécies de Isospora, bem como outros coccidios. (SCHRENZEL et al., 2005;
OGEDENGBE et al., 2011; EL-SHERRY et al., 2013).

Ciclo bioldgico

Os parasitas do género Eimeria e Isospora apresentam um ciclo de vida monoxénico
(isto €, com um Unico hospedeiro) que se inicia quando um hospedeiro susceptivel ingere um
oocisto esporulado (MCDOUGALD; REID, 1995). A principal caracteristica do ciclo de
Eimeria spp. é a existéncia de um ciclo exdgeno: esporulacdo do oocisto em ambiente
apropriado e um ciclo enddgeno: multiplicacdo do parasita no trato digestivo do animal e
formacédo do zigoto (ESCOBAR GRIMALDI et al., 2010).

O ciclo do parasito ocorre através da ingestdo dos oocistos esporulados viaveis do
parasito provenientes de um local contaminado, por parte das aves. A acdo mecanica da
ingestdo, a presenca de proteases e sais biliares sdo responsaveis pela quebra da membrana
celular do oocisto e liberacéo dos esporocistos. (WOODMANSEE, 1987).

A passagem pelo trato intestinal, mais especificamente a interagdo com 0 suco
pancreatico, excita o esporocisto que libera varios esporozoitos, estes movem-se em dire¢cdo ao
tecido epitelial da por¢do duodenal do intestino, atraveés de movimentos ondulatorios e com o
auxilio de um suco proteico secretado pelo esporocisto.

Dentro do tecido, 0s esporozoitos crescem alimentando-se das células hospedeiras, esta
fase é denominada trofozoito e causa dano gradual a célula do epitélio intestinal, proporcional
ao crescimento do parasito. Em seu tamanho maximo (10 a 12 um), o parasito causa a atrofia
da célula e induz a replicacdo da mesma de forma a aumentar o ndmero de parasitos
(CHAPMAN, 2014).

A producdo de gametas se da pela diferenciacdo dos esquizontes maturados de acordo
com o grau de nutrientes acumulado por eles. A diferenciacdo dos macrogametdcitos (que déo
origem a um unico gameta feminino) ocorre devido ao grande suporte nutricional existente. Os
microgametécitos (que ddo origem a varios gametas masculinos), possuem menor aporte
nutricional. Os macrogametocitos se depositam dentro do tecido epitelial do intestino até a
completa maturacdo/desenvolvimento, quando o tecido € rompido o macrogameta é deslocado
de forma a fazer contato com a parede interna do intestino, ainda preso nela. Nessa fase os
macrogametas sdo atacados pelos microgametas que rompem a membrana do microgametdcito
e se deslocam, através de “movimentos chicote” e com o auxilio do flagelo, em direcdo ao
gameta feminino para realizar a fecundacéo. Apos a fecundacdo, ha a formagéo do zigoto que
depois da fecundagéo, na maioria dos casos, assume a forma oval (tamanho e forma dos oocistos
possuem inUmeras variacdes) e adquire uma membrana celular protetora, sendo chamado de
oocisto. Eventualmente, os oocistos se desprendem da parede intestinal e ficam livres para
serem secretados junto as fezes do animal. Em condicdes favoraveis, de temperatura, calor e
umidade, o oocisto pode ser esporulado; processo que consiste na divisdo do nucleo do oocisto
e formacéo de esporocistos individualizados pela massa celular. O oocisto esporulado, quando
ingerido por outro animal, sofrera excitacdo pelo suco pancreético, liberagdo dos esporozoitos
e inicio de uma nova infecgdo (CHAPMAN, 2014).

Identificacdo de espécies coccidias

E notorio que espécie é uma unidade comparativa necessaria nos campos da biologia,
sistematica, anatomia, etologia, desenvolvimento, ecologia, evolucdo, genética, filogenia,
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biologia molecular, paleontologia, fisiologia, dentre outras areas. Isto posto, muitos conceitos
de espécie, incluindo o bioldgico, morfoldgico, por isolamento reprodutivo, dentre outros foram
propostos (DE QUEIROZ, 2005, 2007). Na préatica, os taxonomistas caracterizam e
consequentemente classificam as entidades bioldgicas, tornando-as tangiveis e reconheciveis
pela atribuicdo de um nome, construido de acordo com o0s cddigos internacionais de
nomenclatura (DE QUEIROZ, 2007).

A atribuicdo de um nome constitui a elaboracdo de uma hipotese, segundo a qual um
determinado conjunto de caracteres, principalmente morfoldgicos, inferem uma identificacéo
padronizada de uma espécie, com caracteristicas bioldgicas distintas, histéria evolutiva
independente de outras entidades bioldgicas semelhantes. (LIPSCOMB et. al., 2003).

O modelo tradicional de descricdo e identificacdo de espécies € baseado em
caracteristicas morfologicas, pelo fato de que foram os caracteres perceptiveis e erigidos,
disponiveis aos pesquisadores que iniciaram a sistematizagdo do conhecimento sobre os seres
vivos. Deste modo, o conhecimento sobre a diversidade bioldgica é fundamental para todos os
estudos béasicos ou aplicados relacionados as ciéncias da vida e o reconhecimento de espécies,
bem como a atividade de nomeé-Ilas é fundamental para o estudo da ecologia, comportamento,
evolucdo e a tudo que estéa relacionado aos organismos (SAVAGE, 1995).

Segundo Ferreira et al. (2009), o primeiro sistema de classificacdo bioldgica, o qual
consistia na separacdo dos organismos de acordo com suas semelhangas e diferencas,
consistindo dessa forma num sistema de classificacdo artificial € atribuido ao filésofo grego
Aristételes (384 a.C. — 322 a.C.). O sistema de classificagdo atual, binomial, somente foi
proposto em 1735 por Carl Linne, (1707-1778) com a publicagdo do seu livro “Systema
naturae” (LINNAEUS, 1758).

Contudo, embora houvesse regras mais criteriosas para a classificacdo dos organismos,
0s mesmos eram agrupados de acordo com suas semelhancas e diferencas, consistindo assim,
também, num sistema de classificacdo artificial. Uma maior organiza¢do ocorreu somente em
1950, com o estabelecimento da sistematica filogenética por Willi Hennig e a consolidacéo da
escola cladista, a qual se baseia, ndo somente nas semelhangas e diferencas entre os organismos
para a classificacdo dos mesmos, mas também na atribuicdo de ancestrais comuns as espécies.
Assim, o sistema de classificacdo passou a procurar grupos naturais de organismos.
(PAPAVERO, 1971).

A identificacdo dos coccidios é realizada basicamente, através da observagdo dos
oocistos esporulados (DUSZYNSKI; WILBER, 1997; TENTER et al., 2002). O diagndstico é
baseado na avaliacdo macroscdpica descrita inicialmente por Johnson e Reid (1970), através da
observacdo e das lesBes intestinais: duodeno, jejuno, ileo, cecos e célon, posteriormente
classificadas em graus de lesdo. Porém, outros métodos laboratoriais podem ser utilizdos para
melhor acuracia, como o exame histopatoldgico, parasitolégico e molecular.

O diagnostico de Cryptosporidium e Isospora belli, por exemplo, é realizado
principalmente pela pesquisa de oocistos em esfregagos fecais corados. No caso de
Cryptosporidium pode também ser realizado testes pela detec¢do de coproantigenos por ensaio
imunoenzimético (ELISA) ou através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) na qual é
realizada a amplificacdo do DNA. Além disso, a analise do polimorfismo genético de
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) permite um melhor entendimento da dindmica da
transmissdo podendo ser utilizada na caracterizagdo das espécies de Cryptosporidium.
(GARCIA, 2010).

Aspectos morfo-bioldgicos

Os oocistos de coccidios sdo estruturas extremamente resistentes, de aspecto circular,
providos por uma parede de bicamadas, protetiva, e de uma membrana externa nao visivel em
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oocistos maduros, com textura variando de lisa a rugosa (BELLI et al., 2006, CDC, 2019). Além
de sua morfologia bésica ser comum a todos coccidios, sendo também responsaveis por suas
defini¢des, oferecem resisténcia a danos mecanicos e quimicos que permite a sobrevivéncia dos
parasitas e permanéncia da capacidade infectante, por periodos prolongados. (LEVINE, 1985;
SOULSBY, 1987, BELLI et al., 2006; BERTO, 2010). Sao frequentemente isolados das fezes
ou urina de hospedeiros, tais como em diversas espécies de aves, como observado neste estudo
(BERTO, 2010).

Os oocistos do género Isospora sdo denominados disporicos tetrazdicos por conter dois
esporocistos com quatro esporozoitos em cada um e os do género Eimeria, tetrasporicos
dizbicos por apresentarem quatro esporocistos com dois esporozoitos em cada (LEVINE, 1985).

A observacdo das caracteristicas apresentadas pela parede bicamada do oocisto é
fundamental na diferenciacéo e identificacdo das espécies de Eimeria, que apresentam paredes,
com micropila, espiculas, rugas, e capuz polar por exemplo e de Isospora que apresentam
paredes uniformes (CASAS et al., 1995). Apesar de ndo ser uma caracteristica frequente em
Isospora spp, algumas espécies de coccidios apresentam em sua camada exterior, micrépila e
um capuz polar (BERTO et al., 2009Db).

As caracteristicas da parede do oocisto sdo utilizadas na diferenciacéo e identificacao
das espécies de Eimeria, levando em consideracdo que a maioria dos eimerideos apresentam
paredes distinguiveis, com espiculas, rugas, micrépila, capuz polar e/ou outras caracteristicas.
Em contrapartida, no género Isospora as paredes tendem a ser mais uniformes, e por isso, faz-
se necessaria a observacdo de outras caracteristicas para que as espécies possam ser
diferenciadas (CASAS et al., 1995). Em consequéncia e funcdo dos esporocistos de Isospora
apresentarem corpos de Stieda e substieda que seguem um padrdo em cada espécie; esta
caracteristica é utilizada na diferenciacdo e identificacdo. No género Eimeria esta estrutura €
menos comum (GRULET et al., 1982; BERTO et al., 2009b; 2009c; 2009d; 2009¢).

Duszynski e Wilber (1997) descreveram como caracteristica morfolégica basica dos
oocistos dos géneros Eimeria e Isospora, diametros maior e menor do oocisto e esporocisto,
assim como seus respectivos indices morfométricos, que correspondem a razdo entre 0s
didmetros maior sobre menor, textura, coloracdes, projecoes e camadas da parede do oocisto,
presenca em sua estrutura interna de esporocistos contendo esporozoitos (forma infectante),
presenca ou auséncia de micropila, capuz polar, residuo e granulo polar no oocisto, presenca ou
auséncia de esporopodios, membranas aderentes, suturas, residuo e corpos de Stieda, substieda
e parastieda no esporocisto e presenca ou auséncia de corpo refratil e nicleo no esporozoito.
Apesar de ndo ser uma caracteristica frequente em Isospora spp, algumas espécies de coccidios
apresenta em sua camada exterior, micropila e um capuz polar (BERTO et al., 2009b)

Internamente, 0 oocisto de Isospora spp. apresenta dois esporocistos; entre eles pode
ocorrer uma massa homogénea chamada de residuo do oocisto, ou um granulo polar (BERTO
et al., 2014). Os esporocistos possuem estruturas em seu apice chamadas de corpo de Stieda e
substieda. Estas estruturas sdo utilizadas para a identificacdo e diferenciacdo morfoldgica do
género Isospora e demais géneros de Eimeriidae.

Existem inimeros formatos e tipos de Stieda e substieda e algumas redescri¢bes de
espécie tem sido fundamentada com base nessas estruturas. Berto et al. (2014) sugeriram através
do desenho do corpo de Stieda e substieda, termos especificos a serem usados para descri¢do
morfoldgica [adaptado de Grulet et al. (1982), Berto et al. (2009a-c, e, 2010b, 2011b, c, 20134,
b), Balthazar et al. (2009b), Pereira et al. (2010) e Coelho et al. (2011a, b, 2013)], com as
seguintes classificacdes para corpo de Stieda: Achatado, Arredondado, em forma de botéo, em
forma de botdo e bolha, em forma de mamilo, em forma mamilo a meia-lua, em forma mamilo
para triangular, em forma de meia lua, triangular e triangular em losango e para corpo de
substieda: Ausente, largo, arrendondado, arredondado irregular, retangular, trapezoidal,
trapezoidal com base irregular, cénico e compartimentado.
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Dentro do esporocisto, granulos difusos ou compactos, denominado “residuo de
esporocisto”, podem ser observados, apresentando variagdes em quantidade e forma, de acordo
com a espécie (BERTO et al., 2014). Os esporocistos de Isospora spp., possuem 4 esporozoitos
em seu interior, estes esporozoitos, forma infectante, possuem corpos refrateis Unicos ou em
pares, classificados como anteriores e posteriores. Mais ao centro, no esporozoito encontra-se
0 nucleo, menor em tamanho que os corpos refrateis. Os esporozoitas podem apresentar estrias
em extremidade anterior (BERTO et al., 2014).

Berto et al. (2014) relacionaram a proporcao de esporocistos e esporozoitos de oocistos
de coccidios (Apicomplexa: Eucoccidiorida) recuperados de amostras fecais da seguinte forma:
Cryptosporidium ndo possui esporocisto e possui 4 esporozoitos; Tyzzeria e Pfeifferinella ndo
possuem esporocisto e apresentam 8 esporozoitos; Caryospora apresenta 1 esporocisto e 8
esporozoitos; Cyclospora apresenta 2 esporocistos e 2 esporozoitos; Isospora, Hyaloklossia,
Nephroisospora, Toxoplasma, Cystoisospora, Sarcocystis, Frenkelia, Neospora, Hammondia e
Besnoitia apresentam 2 esporocistos e 4 esporozoitos; Eimeria, Choleoeimeria, Acroeimeria e
Calyptospora apresentam 4 esporocistos e 2 esporozoitos; Barroussia, Adelea, Adelina,
Pseudoklossia e Goussia apresentam variados a muitos esporocistos e 2 esporozoitos; Klossia
apresenta variados a muitos esporocistos e 4 esporozoitos; Klossiella e Aggregata apresentam
variados a muitos esporocistos e apresenta variados a muitos esporozoitos.

Berto et al. (2010b) elaboraram uma chave de identificacdo das espécies do género
Isospora spp. parasitas de Passeriformes na América do Sul utilizando como base apenas as
caracteristicas morfologicas e morfométricas dos oocistos.

Outras abordagens experimentais, como a quantificacdo de oocistos por grama de fezes
(OoPG), especificidade do hospedeiro, aspectos do ciclo de vida, locais de infeccéo,
patogenicidade e antigenicidade e sequenciamento de nucleotideos, complementados pela
caracterizacdo morfolégica tradicional de coccidios, proporcionam melhorias no diagndstico e
identificacdo de espécies. (DUSZYNSKI; WILBER, 1997; TENTER et al., 2002; BERTO et
al., 20119).

Complementando a microscopia, outros métodos parasitoldgicos de identificacdo
diretos como a safranina azul de metileno (BAXBY; BLUNDELL; HART, 1984), coloracéo
por Kinyoun (MA; SOAVE, 1983) Ziehl-Neelsen modificado, muito usada em funcdo do
tamanho do oocisto na rotina laboratorial (HENRIKSEN; POHLENZ, 1981), técnica de
centrifugo-flutuacdo em solucdo de Sheather (CURRENT et al., 1990) coloracdo negativa de
verde-malaquita (ELLIOT, MORGAN e THOMPSOM, 1999), coloracdo Hematoxilina Férrica
de Faust, para visualizacdo morfoldgica dos protozoarios, Giemsa, Auramina (PACHECO,
2013), mas sdo considerados de baixa sensibilidade e especificidade, principalmente quando o
namero de oocistos na amostra sdo diminutos (MORGAN et al., 1998).

Diversos testes baseados em principios imunoldgicos foram desenvolvidos para analise
de protozoarios em amostras fecais. A Reacdo de Imunoflorescéncia Indireta (RIFI) esta entre
os testes sorologicos corriqueiramente utilizados em pesquisa médica para identificacdo de
anticorpos de parasitos em casos isolados ou em estudos epidemioldgicos. Outros testes
sorologicos incluem a Aglutinacao Direta Modificada (MAD) e ELISA.

O ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) oferece uma alternativa diagnéstica
em substituicdo a microscopia, pois independe da identificagdo morfolégica de oocistos por
detectarem antigenos do parasito em questdo. (DUBEY, 2001; THOMPSON et al., 2003;
SOUZA, 2005; BRAGA et al., 2011; DUBEY et al., 2011; ALANAZI; ALYOUSIF, 2011).

A Imunofluorescéncia Direta utiliza um anticorpo monoclonal contra proteinas
especificas presentes na parede do oocisto do parasito. Esses testes apresentam vantagens, pois
sdo bastante sensiveis e especificos, de facil execucdo e podem permitir o processamento de
mais de uma amostra em curto periodo de tempo (GARCIA; SHIMIZU, 1997).

Alguns testes imunoenzimaticos fazem deteccdo da infeccdo em animais na fase pré-
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patente, onde ainda ndo estdo eliminando oocistos nas fezes (SMITH; NICHOLS, 2010).

Métodos soroldgicos mais trabalhosos e que requerem tempo para execucdo da
interpretacdo dos resultados como Western Blot, ou ensaio de imunotransferéncia, detectam
anticorpos, apresentando sensibilidade e especificidade na reacdo com o antigeno do parasita
atraves de uma membrana de poliacrilamida. (DUBEY et al., 2015).

O conhecimento sobre coccidios e sobre os demais protozoarios, através da parasitologia
diagnostica, avancou nos ultimos anos, gracas ao desenvolvimento da biologia molecular,
iniciado apos a descoberta do DNA. A deteccdo e taxonomia dos coccidios, através da aplicacao
de métodos morfoldgicos e morfométricos, foram complementadas pelos métodos moleculares,
visando superar algumas limitagdes encontradas nos métodos microscopicos convencionais
(CARVALHO-ALMEIDA, 2004), particularmente no que diz respeito aos parasitas
coccidianos dos animais de producdo (CARVALHO et al., 2011; CHAPMAN et al., 2013).

Romper a robusta parede do oocisto para liberar DNA é um desafio para os estudos de
biologia molecular, justamente pela presenca de duas ou mais camadas espessas e resistentes
(HAMMOND; LONG 1973; DUSZYNSKI et al., 1981; BELLI et al., 2006). Segundo Zhao et
al., (2001) a camada interna contém aproximadamente 70% de proteina. Tang et al. (2017)
relataram que diversos métodos utilizados para a lise da parede celular, como congelamento e
descongelamento repetidamente (JINNEMAN et al., 1998), incubacdo com fenol quente
(STUCKI et al., 1993), sonicacdo, etanol, amdnia, ou lisozimas ndo foram suficientemente
eficazes para o rompimento da parede do occisto.

A ruptura adequada geralmente é alcancada apenas quando se usam forcas mecanicas,
como por exemplo: a centrifugacdo com esferas de vidro (DUBEY et al., 1970, SHIRLEY 1995,
SCHARES et. al., 2005; MACPHERSON; GAJADHAR, 1993; FERNANDEZ et al., 2003) ou
trituracdo em mini pildo (HAUG et al., 2007). Esses métodos sdo mais adequados para amostras
contaminadas com grande nimero de oocistos, como as fezes. Porém, em casos de infecgdo
subclinica com pequeno nimero de oocistos (< 103), as paredes do oocisto ndo se quebram
uniforme e completamente, reduzindo muito o rendimento do DNA (ZHAO et al., 2001).

Kaya et al. (2007) demonstraram que o método envolvendo hipoclorito de sddio e
choque osmdtico, com solucdo saturada de sal, propiciou a lise da parede do oocisto,
minimizando a perda de DNA durante o procedimento de extracdo. Este método superou as
desvantagens dos métodos existentes de extracdo de DNA baseados em procedimentos de
moagem de esferas de vidro e excistacdo de esporozoitos. Tang et. al. (2017) compararam
quatro metodologias de extracdo de DNA diferentes, com resultados obtidos atraves da
utilizacdo da técnica a qual denominaram otimizada, com diferentes tratamentos contendo
hipoclorito de sodio e solugdes saturadas de cloreto de sodio, por tempos determinados de
incubacdo (0,5, 1, 1,5 e 2,0 h) e concluiram que através de um método de lise de oocistos
simples, sensivel e eficaz para extracdo de DNA, utilizando-se de um pequeno nimero de
oocistos de coccidios, as vantagens oferecidas incluem perda minima de DNA, menos riscos de
contaminagdo e alto rendimento de amostras, facilitando assim o uso de técnicas de
identificacdo molecular e o desenvolvimento de conjuntos de dados epidemioldgicos valiosos,
com grande importancia para a prevengdo e manejo da coccidiose.

No trabalho de Yang et al. (2014), o DNA total foi extraido de 200 mg de cada amostra
fecal usando Power Soil DNA Kit (MolBio, Carlsbad, Califérnia) com algumas modificagdes.

Alguns Kits comerciais sdo constantemente utilizados na extragdo de DNA de coccidios,
tais como: “Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit” (Qiagen, Sdo Paulo, Brasil), (Ortlzar-
Ferreira, et al., 2021; Melo et al., 2022, Mello et al., 2022), Wizard “Genomic DNA Purification
Kit” (Promega, USA), DNAzol Reagent, (Invitrogen, USA), PureLink® Genomic DNA Mini
Kits, dentre outros. (REGINATO et al, 2020).

Reginato et al. (2020) avaliaram seis protocolos para extracdo de DNA de Eimeria spp.
em amostras de bovinos e ovinos em seis protocolos de extracdo de DNA: kit comercial, Kit
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comercial com modificacdo, DNAzol, brometo de cetil-trimetil aménio (CTAB), esferas de
vidro e kit comercial para amostras fecais e concluiram que todos os protocolos de extracao
testados promoveram a liberacdo de DNA de oocistos, porém CTAB mostrou-se melhor na
extracdo de DNA devendo ser considerado como método de extracdo de DNA em estudos
moleculares envolvendo oocistos de Eimeria sp. de ovinos e bovinos.

Biologia Molecular

A Biologia Molecular investiga e estuda o genoma dos organismos, e 0 conjunto de suas
informacdes genéticas (CASLEY, 1992). Dada algumas limitacdes na deteccdo de espécies a
partir dos métodos diretos e imunolégicos, o diagndstico baseado em técnicas moleculares,
como a PCR e suas variantes, seguida de sequenciamento automatico de &cidos nucleicos,
fornece informacdes valiosas em complemento das oferecidas pela microscopia ou técnicas
imunoldgicas (SOLFERINI; SELIVON, 2012; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2012).

Berto et al. (2014) realizaram uma revisdo de literatura que abordou deteccéo,
sistematica e taxonomia dos coccidios revelando que a aplicacdo de métodos moleculares
aumentou consideravelmente desde meados dos anos 90 e agora € uma pratica firmemente
estabelecida, principalmente no que diz respeito aos parasitas coccidios de animais de producgédo
e silvestres (CARVALHO et al., 2011; CHAPMAN et al., 2013).

Os caracteres morfol6gicos e comportamentais embasaram por muitos anos, estudos de
taxonomia e sistematica pelo fato de serem as principais informacdes visiveis aos pesquisadores
que iniciaram a sistematizacdo do conhecimento sobre os seres vivos. Entretanto, levando em
consideracdo que fatores bioticos e abioticos influenciam a relagdo do genétipo com o fendtipo,
muitas espécies podem ter sido erroneamente identificadas ao longo do tempo. A identificacdo
molecular, (ou taxonomia molecular), por sua vez, tem sido eficiente em solucionar os
problemas enfrentados pela taxonomia tradicional, como: separacdo de espécies cripticas,
identificacdo de espécies com grande plasticidade fenotipica, identificacdo de estagios do
desenvolvimento (HEBERT et al. 2003).

Com o constante desenvolvimento tecnolégico e a evolugdo gradual de novos métodos
de estudos, o conhecimento da biodiversidade atingiu maiores proporcdes. Ha
aproximadamente 50 anos, as sequéncias de nucleotideos do DNA ribossémico foram utilizadas
para investigar as relacdes evolutivas em niveis superiores (WOESE; FOX, 1977) e as pesquisas
em DNA mitocondrial dominaram a sistematica molecular no final da década de 70 e inicio da
década de 80 (AVISE, 1994) e desde o final da década de 90, sequéncias de DNA vém sendo
utilizadas como marcadores para inferir as relacdes evolutivas entre as diversas espécies
biologicas (WOESE; FOX, 1977), em abordagens taxondmicas e estudos de biodiversidade
(TAUTZ et al., 2002).

De acordo com Jex et al. (2008) as técnicas moleculares apresentam alta sensibilidade e
especificidade, e fornecem informacdes valiosas alem das oferecidas pela microscopia ou
técnicas imunolégicas (PACHECO, 2013). Entretanto, ainda apresentam custo elevado quando
comparada as outras tecnicas de deteccdo de oocistos e por isso, esses métodos ndo tém sido
rotineiramente utilizados em laboratérios de diagnostico (MEIRELES, 2010).

Atualmente, diversos marcadores moleculares estdo sendo utilizados para o auxilio
diagndstico na diferenciacdo e identificacdo de diferentes espécies de protozoarios, como:
utilizacdo de isozimas (GUSMAO et al., 2000), fragmentos obtidos por enzimas de restricio
(RFLP) (MOYSES; ALMEIDA-TOLEDO, 2002), DNA arrays (HAJIBABAEI et al., 2007;
LOYFER, 2023), SNPs (single-nucleotide polymorphism) (SHAFFER; THONSOM, 2007;
LASERNA-MENDIETA, 2023), PCR-Multiplex (NAMDAR, 2023), sequéncias de DNA dos
mais variados genes (POOK & MCEWING, 2005; LEMER et al., 2007; CANTU-MARTINEZ
et al., 2022), dentre outros.
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Principais métodos moleculares de identificacdo e caracterizacao

Segundo Oliveira (2011) a identificacdo das espécies de Eimeria e Isospora tem sido
classicamente feita utilizando-se como pardmetros caracteristicas morfoldgicas e
morfomeétricas, a espécie do hospedeiro, o local da infecgéo, aspecto das lesdes, periodo de pré-
paténcia, periodo minimo de esporulacdo, morfologia do oocisto esporulado, protecdo cruzada,
entre outros. Devido a polimorfismos e especificidade desconhecida do hospedeiro, a biologia
molecular veio para ajudar nessa caracterizacdo, delimitando com maior precisdo as espécies.
(GRULET etal., 1982; LEVINE, 1982).

Perante a limitacdo na deteccdo de espécies a partir dos métodos diretos e imunolégicos,
rotineiramente utilizados, o diagnostico baseado em técnicas moleculares, como a PCR e suas
variantes, seguida de sequenciamento dos acidos nucleicos, oferece uma alternativa eficaz para
a diferenciacdo de espécies (JEX et al., 2008).

As técnicas moleculares possuem ampla aplicagdo na area da parasitologia, no estudo
da sistematica e ecologia dos parasitos, genética de populacdes, taxonomia, evolucéo biologica,
epidemiologia e demais interagdes, melhorando nosso entendimento sobre a relagdo do
parasito-hospedeiro (JEX et al., 2008; FAYER et al., 2010).

A principal metodologia molecular empregada é a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizada como amplificadora de sequéncias de DNA especificas de espécies para
diagnostico (OGEDENGBE et al., 2011a), de marcadores moleculares de nivel de género ou
familia; incluindo o locus 18S rDNA nuclear (MORRISON et al., 2004), de regides espacadoras
transcritas internas (ITS) (MOTRIUK-SMITH et al., 2011) ou o gene (cox-1, COIl), que codifica
a subunidade | da citocromo c oxidase mitocondrial (OGEDENGBE et al., 2011b).

PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é considerada uma técnica revolucionéaria de
biologia molecular capaz de amplificar uma sequéncia especifica de acidos nucleicos e
aumentar exponencialmente o numero de cdpias para deteccéo, envolvendo a sintese enzimatica
in vitro de milhGes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA
polimerase (TSUJI et al., 1997).

Idealizada e desenvolvida pelo bioquimico estadunidense Kary Banks Mullis em 1984,
difundida e com o passar dos anos mais acessivel, consiste basicamente na amplificacdo de um
alvo molecular especifico (fragmento de DNA ou RNA) por meio de uma rea¢do quimica
composta por diferentes etapas.

De acordo com Morgan et al. (2009) a PCR proporciona sensibilidade e velocidade para
a analise de amostras de DNA, e a abordagem tem a capacidade de quantificar o DNA.

Para que a reacdo ocorra existe a necessidade da presenca de quatro tipos de
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), com acontecimentos como: a desnaturacao,
com abertura da fita de DNA alvo (dupla fita); o anelamento, na qual os iniciadores ou primers
interagem com sua sequéncia complementar, etapa que garante a especificidade ao processo e
a extensdo enzimatica, quando um par de oligonucleotideos, utilizados como iniciadores,
(funcionam como ponto de inicio para a sintese de uma fita de DNA complementar a fita molde,
que se estende a partir da extremidade 3" de cada primer) e que delimitam a sequéncia de DNA
de fita dupla alvo da amplificagdo. Todos os primers s&o elaborados e sintetizados
artificialmente de maneira que suas sequéncias de nucleotideos sejam complementares a
sequéncias especificas da regido alvo. A terceira etapa da reacdo consiste na replicacdo do alvo
por meio da enzima DNA polimerase. Essas trés etapas ocorrem em temperaturas diferentes e
sendo repetidas por pelo menos 30 vezes, gerando uma amplificacdo exponencial (TEDLA,
2019).
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Em cada ciclo da PCR, ocorre a desnaturagdo da molécula de DNA alvo, obtida por
elevacao da temperatura para 92°C a 95°C; o anelamento dos primers as regides alvo, ocorre
com uma queda da temperatura para aproximadamente 35°C a 60°C; posteriormente a
temperatura volta a aumentar, para 72°C, proporcionando a extensdo da fita a partir da enzima
DNA polimerase em cada terminal 3" dos primers. A extensdo envolve a adi¢do de nucleotideos
utilizando como molde a sequéncia alvo, de maneira que uma copia desta sequéncia é feita no
processo (REGITANO, 2001).

O nested-PCR ¢ realizado a fim de aumentar a especificidade/sensibilidade da reacéo,
no qual o produto amplificado (amplicon) na primeira PCR é submetido a um segundo processo
de amplificacdo utilizando um conjunto de iniciadores homologos a sequéncias internas do
seguimento ja amplificado. O segundo par de iniciadores usado sempre amplifica uma
sequéncia menor que o primeiro par, tornando a reacdo de PCR mais especifica e sensivel
(GRECA, 2010; MIGUEL-OTEOQO et al., 2017).

A PCR em tempo real ou gPCR (Rea¢do em Cadeia da Polimerase Quantitativa) é uma
variacdo da PCR tradicional que possibilita a identificagdo do DNA alvo em menor tempo, de
forma quantificavel, e sem a necessidade do procedimento de eletroforese. Dessa forma a g°PCR
possibilita a quantificacdo da parasitemia, o que ndo pode ser alcancado por outras abordagens
de PCR. No entanto, os custos dos reagentes e equipamentos para realizacdo desse tipo de
andlise sdo relativamente altos em relacdo aos da PCR tradicional, o que inviabiliza sua
aplicacdo em muitos locais. (KAMAU et al., 2014).

Uma terceira variagdo, a PCR multiplex, permite que sejam introduzidos diversos
conjuntos de iniciadores em uma mesma reacdo, de forma a amplificar diferentes alvos ao
mesmo tempo, por meio de sua dependéncia do pareamento de bases nitrogenadas. Essa
abordagem tem sido utilizada inclusive para detec¢do de multiplas infeccbes (KAMAU et al.,
2014).

Schnitzler et al. (1998, 1999) realizaram o primeiro ensaio molecular baseado em PCR
com iniciadores especificos e utilizacdo do alvo ITS1 (espacador interno transcrito 1) que possuli
variacOes interespecificas que permitiram identificar sete espécies de Eimeria que infectam a
galinha doméstica de forma especifica e com alta sensibilidade. Recentemente, Kawahara et al.
(2010) realizaram a mesma abordagem para 6 espécies de Eimeria que infectam os bovinos.

Genoma e Escolha do segmento de DNA

O genoma é constituido pelos DNA nuclear e os contidos em organelas como
mitocondrias e cloroplastos (ADAMS e PALMER, 2003). A organizacdo e o tamanho do
genoma mitocondrial, por exemplo, variam entre as diferentes linhagens filogenéticas dos
eucariotos e apesar do tamanho estar compreendido entre 16.000 pares de base (16 Kb) em
humanos a até 500 Kb em algumas espécies de plantas, os genomas mitocondriais, em sua
maioria, contém entre 12 e 20 genes codificadores de proteinas. A maioria destes genes
codificam componentes “chaves” da respiragdo aerobica e tradugdo, como as Citocromo
oxidases e proteinas ribossémicas (ANDERSSON et al., 2003; BULLERWELL; GRAY, 2004).
Os genomas eimerianos consistem em um genoma nuclear, composto por 14 cromossomos de
1 a7 Mb (SHIRLEY, 1994), um genoma mitocondrial de aproximadamente 6200 pb e um
genoma apicoplastico circular de aproximadamente 35 kb (SHIRLEY, 1994). Ogedengbe;
Barta (2015), descreveram a sequéncia completa de uma copia do genoma mitocondrial (mt) de
uma Isospora sp., causadora de coccidiose sistémica em canarios em cativeiro (Serinus canaria
Linnaeus). O DNA foi extraido de tecidos infetados com numerosos merozoitos obtidos durante
a necropsia diagnostica (figado, baco, pulmdes e intestino) e, em seguida, amplificado usando
PCR de longo alcance com primers especificos (COCCI_MT-WG-F e COCCI_ MT-WG-R;
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OGEDENGBE et al., 2014) para obter um genoma mt quase completo (6168 pb); A regido
restante (48 pb) foi amplificada usando um segundo par de primers para chegar a um produto
de 620 pb com sobreposicOes consideraveis (387 e 115 pb) com o amplicon primério. O genoma
de 6216 pb da Isospora sp (GenBank: KP658103) apresentou trés genes codificadores de
proteinas (COI, COIlIll e CytB) com 19 fragmentos de LSU e 14 SSU rDNA, mas nenhuma
regido codificando tRNAs; o genoma partilhou 490% de identidade sequencial com numerosas
Eimeria spp., que tém genes e ordens de genes idénticos nos seus genomas mt (Ogedengbe et
al., 2014).

Os genes ribossémicos nucleares ou genes de rRNA de eucariotos sdo compostos de
repeticOes arranjadas em repeticdes seriadas (tandem). Cada uma destas repeticdes contém as
subunidades de rRNA 18S, 5.8S e 28S, além dos espacadores externos transcritos ETS1 e ETS2
e espacadores internos transcritos ITS1 e ITS2. As subunidades pequenas (SSU ou 18S) e
grande (LSU ou 28S) do rRNA tém sido utilizadas para andlises filogenéticas de espécies
devido ao seu alto grau de conservacdo em organismos ao longo de toda a escala evolutiva. As
regides espagadoras, por outo lado, ndo serem utilizadas funcionalmente, ndo sofrem grande
pressdo de selecdo e apresentam, portanto, maior grau de divergéncia. Essas regides sdo mais
indicadas para estudos de populac@es, usando-se as variagdes intraespecificas como caracteres
discriminantes. Outra aplicacdo dos ITSs € no desenvolvimento de ensaios diagnosticos por
PCR. Utilizando-se, por exemplo, iniciadores dirigidos contra as regides flanqueadoras do
ITS1, presentes em regides altamente conservadas das subunidades SSU (18S) e 5.8S,
consegue-se amplificar com sucesso o ITS1 de muitas espécies, e até mesmo de géneros
distintos. Uma vez sequenciados os produtos de amplificacdo, pode-se desenhar pares de
iniciadores especificos para uma ou mais espécies em estudo. Essa abordagem foi utilizada com
sucesso para o desenvolvimento de ensaios diagnosticos em varios organismos, incluindo as
sete espécies de Eimeria de Gallus gallus domesticus (SCHNITZLER et al., 1998;
SCHNITZLER et al., 1999).

Genes e regides génicas

Para que um gene seja candidato a gene de referéncia em determinado estudo, deve ser
expresso na amostra, ndo ser coregulado com o gene alvo e apresentar variacdo de expressao
minima (CHERVONEVA; SCHULZ, 2010). Desta forma, varios genes e fragmentos de genes
foram descritos e tém sido alvos da amplificacdo via PCR com o intuito de diferenciar coccidios,
entre eles destacam-se: 0 gene da cisteina proteinase, além dos genes do RNA ribossomal
(rRNA) e mitocondriais que permitem o diagnostico diferencial (TANAKA, 1997; SOUTO et
al., 1999; BARTA, 2001). Os genes do RNA ribossomal se apresentam entre as sequéncias mais
conservadas, encontradas na natureza sendo extensivamente utilizadas para analises
filogenéticas e diagnostico especifico. (CUPOLILLO et al., 1995; WALKER et al., 2015;
DAVILA; MOMEN, 2000; ROH, 2023).

Os multiplos genes para 0 RNA ribossdomico (rRNA) na maioria dos eucariotos estdo
dispostos em unidades de transcri¢do que se repetem em conjunto, cada uma contendo um gene
para rRNA 18S, 5.8S e 28S (WALKER; PACE, 1977; WELLAUER; DAWID, 1977).

Os genes do rRNA de eucariotos sdo encontrados como unidades repetitivas
sequénciadas (100 a 200 cdpias), separadas por espacos nédo transcritos chamados NTS (Non
Transcribed Spacers) (GUEVARA et al., 1992). Cada unidade transcrita € composta pelos
genes do rRNA 18S, 5,8S e 28S, bem como de varias regides espacadoras internas que séo
transcritas, chamadas ITS (Internal Transcribed Spacers), as quais sdo cercadas por sequéncias
NTS. Pulido et al., (1996) evidenciaram que os NTS sdo constantemente utilizados nas
comparacOes de espécies fortemente relacionadas.
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Genes ribossomais 18 Se 28 S

Existem quatro tipos de rRNAS em organismos eucarioticos, representados por uma copia
no ribossomo. Trés desses quatro rRNAs (18S, 5,8S e 28S) sdo sintetizados por meio de
modifica¢Bes quimicas e clivagem de um Unico grande rRNA precursor. (BRUCE et al., 2017)

18S

O RNA ribossdmico 18S é uma parte do RNA ribossémico e do RNA estrutural para o
pequeno componente dos ribossomos citoplasmaticos eucaridticos. A subunidade ribossomal
18S é o RNA estrutural para um pequeno componente dos ribossomos citoplasmaticos
eucarioticos e dentre as subunidades ribossomais € considerada a mais comum, sendo um dos
componentes basicos de todas as células, além de compor uma porc¢édo da subunidade menor do
ribossomo eucariotico codificado pelo gene 18S rRNA. Apresenta-se muito conservado e,
portanto, mais apropriado para resolucdes de filogenias de niveis taxondmicos superiores sendo
um importante marcador para a PCR de alvo aleatério na triagem da biodiversidade ambiental.
Esse gene possui informacgdes que permitem avaliar relaces entre organismos com tempos de
divergéncia maiores que 100 milhGes de anos. Sendo assim, rapidas radiacdes adaptativas, que
ocorreram a um tempo inferior a 40 milhdes de anos, geralmente, estdo fora de seus limites de
resolugéo (PHILIPPE et al., 1994).

Essa regido é amplamente utilizada na analise molecular para reconstruir a historia
evolutiva dos organismos, especialmente em vertebrados e coccidios e também em estudos de
diversidade bioldgica sendo provavelmente o gene mais frequentemente sequenciado em
eucariotos (BARTA, 2001; VAN DE PEER; DE WACHTER, 1997).

28S

As técnicas moleculares, em que sequéncias Unicas de DNA fornecem niveis
extremamente elevados de especificidade para o diagnostico e identificacdo das espécies e
linhagens dos parasitos, proporcionam alta acuracia na deteccdo dos oocistos em amostras
ambientais e clinicas, para definir a posicdo taxondmica das varias espécies de parasitos
(HIGGINS et al., 2001; THOMPSON e CHALMERS, 2002), séo de grande utilidade e possuem
ampla aplicacdo na area da parasitologia, no estudo da sistematica e ecologia dos parasitos, em
particular na taxonomia, evolucdo biol6gica, genética de populacdes, epidemiologia e
interagdes com seus hospedeiros (JEX et al., 2008; FAYER et al.,, 2010), para a identificacdo
e vigilancia de agentes infecciosos em tecidos e secre¢des e na determinacdo das fontes de
infeccdo, principalmente pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(THOMPSON et al., 1998; MORGAN et al., 2000), sendo utilizadas pela sua alta sensibilidade,
especificidade e rapidez (SINGH, 1997).

ITS

Os ITS sdo regibes transcritas que apresentam como padrdo tamanhos geralmente
pequenos, porém ndo traduzidas dos genes do rRNA, rodeadas por segmentos altamente
conservados nos quais os iniciadores para PCR sé@o direcionados e demonstram uma ampla
variabilidade. (CUPOLILO et al., 1995; DAVILA; MOMEN, 2000). Enquanto a sequéncia do
gene do rRNA apresenta variagdes muito lentamente devido a presséo seletiva, em geral por
insercoes, delecdes ou mutacoes, as regides ITS que separam o rRNA 18S do rRNA 5,8S (ITS-
1) e 0 rRNA 5,8S do rRNA 28S (ITS-2) sdo muito mais variaveis tanto em tamanho como em
sequéncia. A conservacgédo dos genes de rRNA e das sequéncias ITS parece variar dependendo
do organismo (DAVILA 2002). Diferentemente dos NTS, os ITS sdo relativamente pequenos
(aproximadamente 1kb em Leishmania sp e 1.0 a 1.2kb em Trypamosoma cruzi) e rodeados por
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segmentos altamente conservados nos quais 0s iniciadores para PCR sdo direcionados
(CUPOLILO et al., 1995; MCLAUGHLIN et al., 1996; FERNANDES et al., 1999; DAVILA
& MOMEN, 2000).

Nem os ITS, nem os NTS s&o conservados, podendo variar em comprimento e/ou
sequéncia dentro de uma mesma espécie, sendo, portanto, utilizadas como ferramentas
moleculares na classificacdo dos parasitas (PULIDO et al., 1996). Existem também exemplos
de conjuntos distintos de genes do rRNA existindo num mesmo organismo (CUPOLILO et al.,
1995).

Gene Mitocondrial
Col

O DNA mitocondrial (mtDNA) é pequeno e circular e esta presente em grandes
quantidades nas células. O genoma mitocondrial é composto por 37 genes que participam do
processo de respiracdo aerobica, 13 genes codificantes de proteinas, 22 de RNAs
transportadores e 2 de RNAs ribossomais (SIMON et al., 1994). Caracteristicas adicionais como
quantitativo elevado de cépias por célula, aparente auséncia de introns e de recombinacéo,
heranca uniparental, genes com taxas evolutivas diferentes e taxas mutacionais, comumente,
superiores as de genes nucleares, sdo responsaveis por tornar 0s genes mitocondriais
marcadores mais comumente utilizados (SATTA et al.,, 1987; GOTO; KIMURA, 2001;
ROKAS et al., 2003).

Os genes de RNAs transportadores (tRNA) apresentam taxas evolutivas menores que 0s
genes codificadores (Simon et al., 1994), enquanto os genes ribossomais (rRNA) apresentam
grande variacdo evolutiva ao longo da molécula e ocorréncia de indels, variacbes de
comprimento geradas pela inser¢éo ou perda total ou parcial de um ou mais nucleotideos em
uma sequéncia de DNA (BUCKLIN et al., 2011) que podem interferir nas analises.

Entre os genes codificantes 0 COI se apresenta mais conservado em relacdo as taxas
evolutivas a nivel de aminoacidos (SIMON et al., 1994), possuindo também um sinal
filogenético consideravel sobre uma grande variacdo de niveis taxonémicos (BUCKLIN et al.,
2011).

Alguns grupos de espécies apresentam baixa taxa de evolucdo no gene COI, muitas
vezes com valores de divergéncia genética tdo baixos que impedem sua discriminacao
(STOECKLE et al., 2005; FREZAL; LEBLOIS, 2008, WARD et al., 2009) e se sabe que a taxa
de evolucgdo do gene COI varia entre grupos e até mesmo entre espécies (WARD et al., 2009).

Para Ogedengbe et al., (2011); Kvicerova; Hypsa (2013) e Genovez-Oliveira (2022), 0
uso do gene 18S para diferenciacdo de espécies e deteccdo de eventos evolutivos recentes,
avaliando a diversidade de espécies dentro de Eimeriidae, tem se mostrado inadequado,
enquanto o gene COI tem sido considerado o0 mais adequado nesse sentido.

Existem grupos de espécies que evoluiram recentemente e que, embora possam possuir
taxas de evolucdo para o gene COIl semelhantes as encontradas para as espécies com boa
resolucdo em sua separacdo, ndo podem ser prontamente identificadas pela metodologia do
DNA barcode, por ndo terem tido tempo suficiente para acumular o nimero de mutagdes no
gene COI necessario para se proceder a identificacdo (FREZAL; LEBLOIS, 2008, WARD et
al., 2009).

Para a resolucdo de ambos esses casos (baixa taxa de evolucdo do gene COI e radiagdo
recente) € sugerido o uso de regibes do DNA que evoluem mais rapidamente e/ou 0 uso
combinado de genes que apresentam boa resolucdo para a identificagdo desses tdxons (KRESS;
ERICKSON, 2007; FREZAL; LEBLOIS, 2008, WARD et al., 2009).

Existem sequéncias COI insuficientes de espécies de Isospora de aves publicadas em
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bancos de dados de sequéncias genéticas para determinar diferencas genéticas inter e
intraespecificas em Isospora spp. (BERTO et al., 2023).

O gene da subunidade I (COI) da citocromo ¢ oxidase mitocondrial demonstrou ser um
marcador confiavel para avaliar a diversidade de espécies dentro de Eimeriidae (KUBISK et
al., 2022).

Kubisk et al. (2022) propuseram uma taxonomia integradora, uma vez que 0O
delineamento ndo seja claro para o gene COI, complementando com analises genéticas,
morfoldgicas, bioldgicas e ultraestruturais combinadas para identificar as espécies de Isospora,
por exemplo.

DNA Barcoding

Hebert et al. (2003) por meio da utilizagdo de um fragmento da extremidade 5 do gene
mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase subunidade | (COI) de aproximadamente 650 pb,
propuseram um padrdo para diferenciar a grande maioria, das espécies animais, devido a
diversos estudos ja realizados com o0 mesmo segmento, pelos conjuntos robustos de primers
universais para esta regido para a maioria dos filos animais, pelo fato desse gene apresentar um
aparente melhor sinal filogenético, possuir uma alta taxa de mutacéo e por demonstrar maior
eficdcia na atribuicdo de individuos a categorias taxondémicas elevadas (filos, ordens) por meio
da andlise das substituicdes de aminoacidos o qual denominaram DNA Barcoding, em analogia
ao sistema de identificacdo de produtos por cédigos de barras.

A utilizacdo de DNA barcoding (cddigo-de-barras de DNA) como método para a
identificacdo de organismos completou duas décadas de utilizagdo em 2023, e a implementacéo
e o desenvolvimento das técnicas de DNA barcoding tém mobilizado alguns grupos
internacionais de cooperacéo, principalmente o Consortium for the Barcode of Life (CBOL) e
o International Barcode of Life (iBOL), que procuram estimular a pesquisa cientifica nesta area.
Essa abordagem vem se tornando cada vez mais popular (KRESS; ERICKSON, 2007).

Essa metodologia é extremamente (til para avaliar o contexto taxondmico baseado em
caracteres morfoldgicos onde os resultados fornecidos por estudos de DNA barcoding podem
contribuir na formulacdo (e reformulacdo) de hipdteses filogenéticas, de sistemas de
classificacdo e também de limites taxondémicos (SEBERG et al., 2003; STACE, 2005). Segundo
Li et al. (2011) os beneficios do uso de DNA barcoding vdo além de sua mera utilizacdo para a
resolucdo de problemas de identificacdo de espécies no contexto taxondémico. Essa técnica se
aplica a qualquer situacao que se beneficie de um processo rapido e eficiente de identificacdo
de espécies, incluindo a avaliacdo da biodiversidade (PARMENTIER et al., 2013).

Analises de sequéncia de DNA: Sequenciamento genetico

O sequenciamento genetico objetiva a determinacdo da ordem exata dos nucleotideos
de um determinado segmento de DNA, sendo utilizado principalmente no diagndstico de
espécies infecciosas (SMITH; NICHOLS, 2010). As amostras, j& submetidas a PCR, deverédo
sofrer purificacdo antes de iniciar as etapas de sequenciamento, pois com a remocao dos dNTPs
e iniciadores que restaram das reacOes anteriores ocorre a diminuicdo da interferéncia nas
reacoes seguintes (SAMBROOK et al., 2001). As amostras serdo submetidas novamente a uma
PCR (Nested-PCR), com formulacgéo especifica, sendo que os iniciadores sdo utilizados em
reacOes independentes para que as duas sequéncias obtidas possam ser posteriormente
alinhadas, pois sdo complementares, otimizando dessa forma a acurécia do resultado final
(SAMBROOK et al., 2001). A sequéncia obtida sera submetida ao GenBank (Genetic Sequence
Data Bank) pelo BLAST e a identificacdo da espécie em questdo € realizada em segundos
(ALTSCHUL et al., 1997).
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Anélise filogenética

A andlise filogenética estima a relacéo entre os genes ou fragmentos de genes inferindo
sua historia comum, se caracterizando como uma ferramenta essencial em um namero crescente
de areas de pesquisa, para a analise exploratoria de sequéncias de DNA e proteinas, sendo
capazes de mostrar o caminho evolutivo e epidemioldgico de agentes etioldgicos de doencas
e/ou o caminho evolutivo de seus hospedeiros. (CALDART et al., 2016).

Uma arvore filogenética, representa as relacdes ancestral-descendente entre organismos
ou sequéncias genéticas e deve ser considerada como uma hipétese de um relacionamento
evolutivo entre um grupo de organismos. No caso da filogenia molecular, as sequéncias de
nucleotideos ou proteinas estdo nas pontas (tips) das arvores, enquanto os ramos (branch)
conectam as sequéncias aos seus ancestrais. (HOLDER M.& LEWIS, 2003).

Para Oliveira, (2011) um dos grandes desafios na analise filogenética é a obtencéo de
resultados acurados e dentre os fatores mais importantes para uma reconstrucéo filogenética
acurada estdo o nimero de genes amostrados, a amostragem de taxa, e 0 método de reconstrucao
utilizado.

Os métodos filogenéticos bayesianos revolucionaram a forma de analise dados de
sequéncias gendmica. Como exemplo podemos citar a analise filogeografica da disseminacéo
de virus em humanos, inferéncia de historia filogeografica e migracdo entre espécies, analise
de taxas de diversificacdo de espécies, estimativa de tempo de divergéncia e inferéncia de
relacOes filogenéticas entre espécies ou populagdes. A popularidade dos métodos bayesianos se
popularizou por razdo do desenvolvimento de poderosos modelos de analise de dados e pela
disponibilidade de programas de computador de féacil utilizacdo para a aplicacdo dos modelos.
(WILFERT, 2016).

A filogenia molecular dos coccidios tem sido objeto de diversos estudos (CAVALIER-
SMITH, 1983, 1993; TENTER et al., 2002).

Identificacdo molecular de coccidios na atualidade

Isospora butcherae descrita por Yang et al. (2018) e caracterizada molecularmente no
RNA ribossémico 18S, 28S e no gene mitocondrial do citocromo oxidase (COI). No locus 18S,
com base na sequéncia de 1210 pb, exibiu 99,9; 99,8; 99,7 e 99,5% de similaridade com
Isospora sp. MAH-2013a (KF648870) de Lamprotornis superbus no Canadd, Isospora sp. MS-
2003 (AY33157) de Plocepasser mahali na América, Isospora sp. Téquio (AB75786) do Japéo.
Em uma anélise adicional de um subgrupo de sequéncias 18S de 300 pb de comprimento,
incluindo I. anthochaerae e os outros trés Isospora de aves da Australia Ocidental, revelou que
I. butcherae apresentou 98,3% de similaridade tanto com Isospora sp. MAH-2013a
(KF648870) e 1. MS-2003 (AY33171). No loco 28S, apresentou 97,3% de similaridade com
Isospora sp. MS-2003 de Melozone crissalis. No locus COl, exibiu 99,8% de similaridade com
I. neochmiae.

Isospora sepetibensis foi o primeiro parasita coccidiano de um Traupideo do Novo Mundo
a ter sua sequéncia cox1 de 215 pb de comprimento depositada no banco de dados do GenBank.
(GENOVEZ-OLIVEIRA et al., 2019).

Eimeria columbinae foi identificada molecularmente por Ortlzar-Ferreira, et al. (2020),
através do gene mitocondrial citocromo c oxidase subunidade 1 (COI) e pelo gene 18S pequena
subunidade ribossomal RNA (18S) do hospedeiro Columbina talpacoti (Temminck, 1809), na
regido do Médio Paraiba, Estado do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil. Sendo a Unica espécie
dentro da ordem Columbiformes com sequéncia de COI depositada no GenBank, teve sua
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analise filogenética baseada no gene COI, ficando proxima a um clado com similaridade de
98,5% com um Isospora sp. recuperado Plectrophenax nivalis (Linnaeus, 1758) na Republica
Tcheca (TREFANCOVA et al. 2019). Outras Isospora spp. de aves do Velho Mundo, mas
também do Novo Mundo, como Isospora sporophilae de Sporophila frontalis (Verreaux, 1869)
no Brasil (RODRIGUES et al. 2018), se apresentaram em clados vizinhos. A similaridade em
comparacdo com Eimeria sp. de Yang et al. (2016) foi de 95%.

Na analise filogenética baseada no 18S, E. columbinae apresentou-se em um clado
composto por todos os coccidios de Columbiformes depositados no GenBank, com similaridade
de 100% com Eimeria sp. de Yang et al. (2016). Clados vizinhos foram compostos por Eimeria
spp. de aves ndo columbiformes, como papagaios, perus e galinhas, com similaridade de
aproximadamente 99,5%; e por Cyclospora spp. e Eimeria spp. de mamiferos, como primatas,
morcegos, roedores e ruminantes, com uma similaridade de aproximadamente 99,3%.

Esta similaridade de 100% entre E. columbinae e Eimeria sp. de Yang et al. (2016), de
hospedeiros relativamente distantes, deixou evidente que o gene 18S é excessivamente
conservado, pelo menos na parte amplificada, sendo potencialmente adequado para estudos
filogenéticos de taxons superiores, mas inadequado para diferenciacéo e identificacdo em nivel
de espécie. Foi observada também a diferenca de apenas duas substitui¢des de nucleotideos E.
columbinae e Eimeria spp. de perus e papagaios, que sdo espécies filogeneticamente muito
distantes.

Ortazar-Ferreira, et al. (2020), descreveram e identificaram molecularmente Isospora
oliveirai, através da amplificacdo do DNA do oocisto que mostrou uma banda clara de ¢.250
pb. A analise filogenética incluiu 23 sequéncias para Isospora spp. lIsospora oliveirai
apresentou-se separadamente no cladograma e teve a maior similaridade de 97% com Isospora
serinuse dos canarios das ilhas canarias (Linnaeus, 1758) e Isospora spp. de Parus major e
Erithacus rubecula.

A andlise filogenética ndo colocou I. oliveirai em nenhum monofiletismo; pelo
contréario, foi separado de um grande clado contendo varios Isospora spp. de Passeriformes.
Esse resultado pode ser explicado pelas grandes semelhangas entre esses Isospora spp. neste
grande clado, que variam entre 98 e 100%, enquanto 1. oliveirai diferiu destes Isospora spp. em
mais de 3%. De qualquer forma, a principal inconsisténcia na filogenia estava na comparacao
com I. lopesi, que é a Unica a ser classificada na mesma parvordem (Tyrannida) que 1. oliveirai
entre as espécies de coccideos que possuem sequéncias de COI depositadas no Genbank; no
entanto, teve uma baixa similaridade com I. oliveirai de apenas 95% e situa-se em um clado
distante com outras espécies de coccideos relatadas na Subordem Tyranni (suboscines). Assim,
estes resultados ndo sdo conclusivos para estabelecer a filogenia de I. oliveirai e outros Isospora
spp. de Passeriformes; no entanto, estes devem ser mais elucidativos, pois mais Isospora spp.
sdo sequenciados para o gene COIl e depositados no Genbank. Ortlzar-Ferreira, et. al, (2020).

Isospora phylidonyrisae descrita por (YANG et al., 2021), através da caracterizagdo
molecular realizada no RNA ribossdmico 18S e 28S e nos loci mitocondriais (mt) citocromo
oxidase (COI). A sequéncia do rRNA 28S foi a mais semelhante a Isospora anthochaerae
(KF766053) e Isospora manorinae (KT224381), ambas com 98,2% de similaridade genética.
A analise filogenética das sequéncias genémicas 18S e mt COI indicou que Isospora
phylidonyrisae foi geneticamente similar a Isospora coronoideae, isolada de Corvus coronoides
na Australia Ocidental, com 99,3% e 98,4% de homologia, respectivamente.

Isospora lugensae, descrita por (Yang et. al, 2021), através da analise do genoma
mitocondrial completo (MtDNA), revelou 3 genes codificadores de proteinas (CytB, COIl e
COlll), 18 LSU e 14 fragmentos de rDNA de subunidade pequena (SSU), sem genes de RNA
de transferéncia, com um comprimento total de 6257 pb. A analise filogenética das sequéncias
ribossomais genémicas de SSU indicou que Isospora lugensae foi geneticamente semelhante a
Eimeria reichenowi, isolada de Grus japonensis do Japdo, com 96,6% de homologia. A
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sequéncia do mtDNA é mais semelhante a Isospora serinuse com uma similaridade genética de
95,8%.

Isospora feroxis redescrita molecularmente por (ORTUZAR-FERREIRA et al., 2021),
forneceu uma caracterizacdo genotipica preliminar por meio do sequenciamento do citocromo
¢ mitocondrial gene da subunidade 1 da oxidase (COIl). A amplificacdo do DNA do oocisto de
I. feroxis mostrou uma banda clara de c. 250 pb. A anélise filogenética incluiu 20 sequéncias
de Isospora spp. Isospora feroxis teve as maiores semelhancas de 97% com Isospora massardi
de Turdus flavipes (Vieillot) e Isospora manorinae de Manorina flavigula (Gould).

Isospora leptopogoni descrita por MELO et al. (2022), através da identificacdo
molecular por meio do sequenciamento do gene da subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase
mitocondrial. A andlise filogenética colocou I. leptopogoni proximo a outras Isosporas spp.
registradas de hospedeiros filogeneticamente relacionados e da mesma regido biogeogréfica.

Isospora basileuterusi descrita por MELLO et al. (2022), apds analise molecular do
gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (cox 1), revelou uma similaridade de
99,5% com Isospora serinuse de canarios insulares Serinus canaria, da Australia Ocidental.

OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo maior identificar geneticamente coccidios parasitas
de algumas aves silvestres capturadas em regides de Mata Atlantica do Sudeste brasileiro. Os
objetivos especificos sdo:

(1) Isolar oocistos de coccidios de amostras fecais de aves silvestres, os quais tenham
sido previamente identificados morfologicamente;

(2) Extrair o DNA e amplificar e sequenciar diferentes regides génicas de genes
mitocondriais;

(3) Avaliar a aplicabilidade destas novas sequéncias na diferenciacdo de espécies e
estudos filogenéticos.

No cumprimento destes objetivos, esta tese apresentou uma revisdao da literatura
cientifica no tema de identificacdo molecular de coccidios de aves silvestres, e nos capitulos I,
I1, 111 e 1V os resultados de identificagdo molecular, incluindo novas regides génicas, de quatro
espécies coccidianas, 0s quais correspondem a quatro artigos publicados em periddicos
cientificos internacionais.
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CAPITULO |

REDESCRICAO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DE Isospora feroxis BERTO,
LUZ, FLAUSINO, FERREIRA; LOPES, 2009 (Eimeriida}e) DE PAPA-MOSCAS
Myiarchus ferox (Gmelin) (Tyrannoidea) NA AMERICA DO SUL
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RESUMO

No presente estudo, Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira ; Lopes, 2009 é
redescrita a partir de fotomicrografias e de novas amostras de um papa-moscas Myiarchus ferox
(Gmelin), que é o hospedeiro-tipo na Ilha da Marambaia no Sudeste do Brasil. Além disso, 0
bico-chato-de-orelha-preta Tolmomyias sulphurescens Spix € registrado como novo hospedeiro
para esta espécie, em uma nova localidade, o Parque Nacional do Itatiaia, no interior do Sudeste
do Brasil, fornecendo uma caracterizagcdo genotipica preliminar, via sequenciamento do gene
mitocondrial, citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COI). A micrépila e a parede rugosa do
oocisto sdo acrescentadas a descricdo de I. feroxis, além de outros detalhes. Esta é a sexta
espécie identificada de aves Suboscine (Tyranni) a ter uma sequéncia génica COI depositada
no GenBank e, embora ainda ndo seja possivel tirar conclusdes sobre a filogenia de Isospora
spp. de Passeriformes pelo gene COIl, a analise molecular confirmou as diferencas entre as
espécies de coccidios de tiranideos.

Palavras-chave: Isospora, sequeciamento, citocromo ¢ oxidase.
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ABSTRACT

In the present study Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira; Lopes, 2009 is redescribed
from the photosyntypes and from new samples from a short-crested flycatcher Myiarchus ferox
(Gmelin), which is the type-host in the type locality, the Marambaia Island in Southeastern
Brazil. In addition, the yellow-olive flycatcher Tolmomyias sulphurescens Spix is recorded as
a new host for this species, in a new locality, the Itatiaia National Park, in the interior of
Southeastern Brazil, providing a preliminary genotypic characterization via sequencing of the
mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 1 (COIl) gene. Micropyle and rough otcyst wall
are added to the description of I. feroxis, in addition to other details. This is the sixth species
identified from suboscine birds (Tyranni) to have a COI gene sequence deposited in GenBank
and, although it is not yet possible to make conclusions on the phylogeny of Isospora spp. From
Passeriformes by the COI gene, the molecular analysis confirmed the differences between
coccidian species from tyrant-flycatchers.

Keywords: Isospora, sequencing, cytochrome c oxidase.

43



1 INTRODUCAO

A biodiversidade na Regido Neotropical é muito relevante para pesquisadores de todo
0 mundo, entre varios aspectos, devido ao seu potencial e recorrentes novas descobertas
(Tundisi; Matsumura-Tundisi, 2008). Nesse contexto, a classe Aves se destaca por sua grande
diversidade e exuberancia, atraindo ndo so cientistas, mas também ecoturistas, especialmente
observadores de aves (Stotz et al., 1996).

O Brasil é o segundo pais da regido neotropical com maior numero de espécies de aves;
onde, atualmente, existem 1.919 espécies listadas pelo Comité de Registros Ornitologicos do
Brasil (Piacentini et al., 2015). No contexto de pesquisas sobre aves neotropicais, ha o estudo
de seus parasitas, que tem sido cada vez mais relacionado a ecologia, fisiologia e conservagao
de espécies silvestres. Entre os parasitas das aves, 0s protozoarios coccidios destacam-se como
a causa da morbidade e mortalidade em condi¢des desfavoraveis entre hospedeiro e ambiente,
para um tipo de comensalismo em populacdes de aves em ambientes conservados e equilibrados
(Berto; Lopes, 2020).

Os Tiranideos representam a superfamilia, Tyrannoidea (Piacentini et al., 2015), ou
simplesmente a familia Tyrannidae, de acordo com a BirdLife International (Del Hoyo; Collar,
2016), em que a distribuicdo se estende pela América do Norte, Central e do Sul, estando mais
concentrada na Regido Neotropical. Atualmente é a maior superfamilia/familia da classe Aves
em todo o mundo, com 450 espécies registradas.

No Brasil, 218 especies estdo listadas (Piacentini et al., 2015; Del Hoyo; Collar, 2016).
Mesmo com essa grande diversidade, ha poucos relatos de espécies coccidianas de papa-
moscas, quando comparados com outras familias de aves. Nesse contexto, 0 presente estudo
teve como objetivo redescrever Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira; Lopes, 2009 a
partir dos Fotomicrografias e a partir de amostras de um papa-moscas Myiarchus ferox
(Gmelin), que é o hospedeiro-tipo na localidade do tipo, a llha de Marambaia, no Sudeste do
Brasil.

Além disso, o bico-chato-de-orelha-preta, Tolmomyias sulphurescens Spix é registrado
como um novo hospedeiro para esta espécie, em uma nova localidade, o Parque Nacional de
Itatiaia, no interior do Sudeste do Brasil, proporcionando uma caracterizacdo genotipada
preliminar através do sequenciamento do gene citocromomo mitocondrial C oxidase
subunidade 1 (COIl).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras

Entre agosto de 2014 e agosto de 2018, foram realizadas 19 expedi¢cdes em diferentes
locais do Parque Nacional de Itatiaia (22° 27'S, 44° 36' O), area protegida com alto grau de
vulnerabilidade, localizada na Serra da Mantiqueira, na divisa dos Estados do Rio de Janeiro,
Minas Gerais e Sdo Paulo (ICMBIO, 2016), para capturar aves silvestres com redes de neblina
e coletar amostras fecais.

Um total de sete bico-chato-de-orelha-preta, T. sulphurescens foram capturados. Além
do Parque Nacional de Itatiaia, uma expedicdo em setembro de 2014 foi realizada na Ilha da
Marambaia (23°3' 38,86'S, 43°58' 47,56"0), no litoral do estado do Rio de Janeiro, Sudeste do
Brasil, onde foi capturado um papa-moscas, M. ferox. As aves foram mantidas em caixas
individuais e as fezes coletadas imediatamente apés a defecacdo. Apds a identificacdo da
espécie, a ave foi fotografada e liberada e amostras fecais foram colocadas em tubos para
centrifuga contendo uma solucdo de dicromato de potassio 2,5% (K2Cr207) em 1:6 (v/v).
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2.2 Andlise morfolégica

As amostras foram levadas para o Laboratério de Biologia de Coccidios, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente (25°C) por 10 dias, ou até que aproximadamente 70% dos oocistos
estivessem esporulados, os oocistos isolados por flutuacdo, na solucéo saturada de acUcar de
Sheather’s (gravidade especifica: 1.20) e examinados microscopicamente usando a técnica
descrita por Duszynski; Wilber (1997) e Berto et al. (2014). As observacGes morfologicas,
desenhos de linhas, fotomicrografias e medigdes foram feitas usando um microscopio binocular
Olympus BX (Olympus Optical, Téquio, Japdo) acoplado a uma camera digital Eurekam 5.0
(BEL Photonics, Monza, Itélia), os desenhos foram editados usando Corel DRAW ®, e Corel
PHOTO-PAINT (Corel Draw Graphics Suite, Versdo 11.0, Corel Corporation, Canada) e todas
as medic¢Oes foram realizadas em micrémetros.

2.3 Analise molecular

Um oocisto individual de uma amostra fecal de T. sulphurescens foi isolado a partir de
diluicBes seriadas dos oocistos, em gotas, em uma lamina de microscépio usando uma
micropipeta estéril. Este oocisto isolado foi ressuspenso em PBS e lavado por centrifugacdo até
a clarificacdo do sobrenadante (Dolnik et al., 2009).

O DNA foi extraido dos oocistos e purificados utilizando o Qiagen DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen, Sao Paulo, Brazil), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para o
rompimento completo do oocisto, quatro ciclos de congelamento e descongelamento foram
aplicados antes da extracdo de DNA.

A amplificagdo via PCR, para o gene COI, foi realizada utilizando-se um nested PCR,
como descrito anteriormente por Dolnik et al. (2009) e Yang et al. (2015) e os primers externos
utilizados COIbF1 (5° - GWT CAT TAG TAT GGG CAC ATC A - 3’) e COIbR1 (5’- CCA
AGA GAT AAT ACR AAR TGG AA - 3’) produziram um fragmento do tamanho de 302 bp,
os primers internos COIbF2 (5’- GGG CAC ATC ATATGATGA C-3") e COIbR2 (5’- ATA
GTATGT ATC ATG TAR WGC AA - 3’) produziram uma amplifica¢do de 257 bp.

A reacdo do PCR continha:10 pl 5x Green GoTaq® Flexi Buffer, 3 ul de 25 mM MgCl2,
1 ul de 10 mM dNTPs, 0.4 IM de cada primer, 1.25 units of GoTag® DNA polymerase, 3 pl
de DNA (para reagdo primaria) e 3ul de produto de PCR primério (para a reacao secundaria).
Tanto a PCR primaria, quanto a secundaria foram realizadas utilizando as mesmas condicdes
de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por 5°, seguido por 35 ciclos de 94°C por 30°°, 47°C por 45, e
72°C por 1’ e uma extensdo a 72°C por 5°.

Os amplicons da segunda rodada de PCR foram purificados utilizando-se a Purificacdo
Qiagen MinElute PCR (Qiagen, Sdo Paulo, Brasil). Todos os produtos de PCR foram
sequenciados usando os primers de PCR frente e reversa pela Ludwig Biotechnology, onde um
Analisador Genético ABI-Prism 3500 (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia) foi usado
para sequenciamento de Sanger. Os resultados das reacGes de sequenciamento foram analisados
e editados utilizando o programa Chromas 2.6 (Technelysium Pty Ltd, Queensland Australia).

2.4 Analises da sequéncia de DNA

A sequéncia recém gerada, foi comparada com as de Isospora spp. e outros parasitas
coccidios disponiveis no banco de dados do GenBank, utilizando-se da Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). As arvores filogenéticas foram construidas para Isospora spp. nas
sequéncias de COI alinhadas com outras espécies depositadas no GenBank.
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As analises de alinhamento e parcimdnia foram realizadas utilizando a versdo 7 do
MEGA, utilizando ClustalW como algoritmo de alinhamento (Tamura et al., 2007), a histéria
evolutiva foi inferida usando os métodos “Neighbor-Joining” (NJ) e “Maximum Likelihood”
(ML) e as distancias foram calculadas usando o método “Tamura-Nei”, baseado na selecdo de
modelos usando ModelTest no MEGA 7.

As analises de bootstrap foram realizadas utilizando-se 1.000 réplicas para avaliar a
confiabilidade das topologias de arvores inferidas.

As fotomicrografias de I. feroxis de M. ferox identificados em Berto et al. (2009a), que
foram depositados na Colecdo de Parasitologia do Laboratorio de Biologia de Coccidios
(http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na UFRRJ sob o nimero do repositério P-30/20009.

3. RESULTADOS

Foram examinados sete T. sulfeurescens capturados no Parque Nacional de Itatiaia, no
local conhecido como “Trilha das Borboletas’’ ou “Trilha Borboleta’’ (22°26'57.00"S, 44°36'
25.00"0), e cinco deles, (71%), testaram positivo para a coccidios.

O papa-moscas Myiarchus ferox capturada na Ilha de Marambaia, também testou
positivo para coccidios.

Todos os oocistos observados foram morfologicamente identificados como |I. feroxis.
Eimeriidae Minchin, 1903 Isospora Schneider, 1881 Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino,
Ferreira; Lopes, 2009

Hospedeiro: Myiarchus ferox (Gmelin) (Aves: Passeriformes: Tyranni: Tyrannoidea:
Tyrannidae) papa-moscas.

Outro hospedeiro: Tolmomyias sulphurescens Spix (Aves: Passeriformes: Tyranni:
Tyrannoidea: Rhynchocyclidae) bico-chato-de-orelha-preta (presente estudo).

Localidade: llha da Marambaia (23°3' 38,86'S, 43°58' 47,56"0), sudeste do Brasil

Outra localidade: Parque Nacional do Itatiaia (22°26'57.00"S, 44°36' 25.00"0), sudeste
do Brasil.

Espécimes representativas: As fotomicrografias e desenhos de linha estdo depositados e
disponiveis em (http://r1.ufrri.br/labicoc/colecao.html), na colecdo de parasitoldgica do
Laboratério de Biologia de Coccidios, na UFRRJ, sob o repositério namero P-30/2009.

Outros espécimes (presente estudo): As fotomicrografias, desenhos de linha e oocistos
em solucéo KzCr207 de 2,5% (Williams et al., 2010) de T. sulfurescenscens estdo depositados
no Museu de Zoologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil, sob o niUmero
MZURPTZ202025. As fotomicrografias estdo depositadas e disponiveis em
(http://rd.ufrrj.br/labicoc/colecao.html), na Colecdo de Parasitologia do Laboratério de
Biologia de Coccidios, na UFRRJ, nos termos dos nameros do repositorio 108/2020 (T.
sulphurescenscens) e 109/2020 (M. ferox). As fotos de comprovacdo, dos especimes
hospedeiros, estdo depositadas na mesma colecéo.

Local de infec¢do do hospedeiro: Desconhecido; oocistos recuperados de fezes.

Prevaléncia: 75% (6/8) geral; 71% (5/7) para T. sulphurescens; e 100% (1/1) para M.
ferox.

Sequéncia de DNA representativa: Sequéncias de COI representativas dos oocistos de
T. sulfurescenscens foram depositadas no banco de dados do GenBank, sob o nimero
MT563402.

3.1 Oocisto esporulado

Oocistos (n = 81) subesferoidais/subesféericos, 18-23 x 18-23 (20.7 x 20.0); indice
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morfométrico: 1,0-1,1 (1,04). Parede bicamada, apresentando espessura, 1.3-2.0 (1.7), camada
externa com rugosidade minima a moderada, c.2/3 de espessura total. Micropila presente, 4.4-
9.2 (7.4) de largura. Residuo do oocisto ausente, mas, 1-3 (geralmente 2 ligados), granulos
polares presentes.

Figura 1. Composi¢do do desenho do oocisto esporulado para redescricdo de Isospora feroxis
de papa-moscas, destacando a camada externa da parede oocisto com rugosidade moderada (A)
ou minima (B). Barra de escala: 10 pl.

3.2 Esporocisto e Esporozoitos

Esporocistos (n = 70) 2, ovoidal a elipsoidal, 11-15 x 8-10 (13.4 x 9.2); indice
morfométrico de 1,3-1,6 (1,45). Corpo de Stieda presente, achatado em forma de meia-lua, 0,5-
0,7 x1,3-2.2 (0.6 x 1.7); corpo substieda presente, arredondado a trapezoidal, 1.0- 1.8 9 2.4-3.3
(2.392.9), com destaque semelhante a um substieda compartimentalizado; corpo do parastieda
ausente; residuo do esporocisto presente, composto de esfericulas de diferentes tamanhos.
Esporozoitos 4, vermiformes, 10-11 x 3-4 (10.9 x 3.6), corpo refratil posterior e nucleo
localizado centralmente.

3.3 Observacoes

Quatro Isospora spp. sao registrados de Tiranideos do Novo Mundo (Tabela 1). Ate
hoje, 1. feroxis tinha os menores oocistos registrados entre estes Isospora spp.; no entanto, no
presente estudo, a ampla adi¢do de medicdes de oocisto de dois hospedeiros aumentou a gama
de medidas de oocistos, tornando-as compativeis com Isospora atilae Rodrigues, Silva, Lopes,
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Berto, Luz, Ferreira; Lopes, 2015 e Isospora lopesi Silva Carvalho; Berto, 2018. No entanto,
0s oocistos de 1. feroxis sdo diferenciados desses Isospora spp. pela forma menos alongada dos
seus esporocistos, corpo de substieda menor e mais delicado e, principalmente, pela presenca
da micropila e da parede de oocisto &spero que foram adicionados na redescricéao atual.

F | J

Figura 2. Oocistos esporulados de Isospora feroxis de fotomicrografias (A, B) e de novas
amostras de um papa-moscas, Myiarchus ferox (C-G) e de bico-chato-de-orelha-preta
Tolmomyias sulphurescens (H-J). Para observacdo: camadas internas (il) e asperas (rol) da
parede oocisto; micrépila (m); nacleo (n); granulo polar (pg); corpos Stieda (sb) e substieda
(ssb); residuo de esporocisto (sr); corpo refratil (rb). Barra de escala: 10 pl.

3.4 Andlise filogenética

A amplificacdo de DNA do oocisto de I. feroxis mostrou uma faixa clara de ¢.250 bp. A
analise filogenética incluiu 20 sequéncias para Isospora aviaria disponiveis no GenBank
(Figura 3). Toxoplasma gondii (Nicolle; Manceaux, 1908) foi utilizado como grupo externo.
Isospora feroxis apresentou-se em um grande clado contendo Isospora spp. de turdideos e
traupideos, mas também contendo Isospora spp. de hospedeiros suboscines (Tyranni), que € a
subordem de T. sulfurescenscens e M. ferox. Isospora feroxis teve as maiores semelhancas de
97% com Isospora massardi Lopes, Berto, Luz, Galva, Ferreira; Lopes, 2014 do sabia-una
Turdus flavipes (Vieillot) e Isospora manorinae Yang, Brice, Jian; Ryan, 2016 de Manorina
flaviula (Gould).
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Tabela 1 - Morfologia comparativa de Isospora spp. registrada no Novo Mundo tiranideos (Tyrannoidea).

Espécies Hospedeiro Referéncia Forma Forma
do oocisto Size Forma Granulo Parede Micrépila  Esporocisto Tamanho Forma Corpo Corpo Residuo
(um)  index Polar (um) index Stieda SubStieda Do
esporocisto
Isospora Myiarchus ferox Bertoetal.  subspheroidal 18- 1.0- usually 2 low presente ovoidal 11-13 x 1.0- flattened,  prominent, difuso
feroxis (Gmelin) (2009a) 20x 11 roughness 8-10 15 (0.3 x (1.2x2.5)
Berto, (Tyrannidae) 17— (1.2) (11.7 x (1.4) 1.2)
Luz, 20 8.5)
Flausino, (18.7
Ferreira; X
Lopes, 18.0)
2009 M. ferox presente subspheroidal 21— 1.0- 1-3 low to presente ovoidal to 14-15 % 1.4- flattened  rounded to difuso
study 23x 11 (usually  moderate elipsoidal 9-10 1.6 to half- trapezoidal,
20— (1.03) 2 roughness (14.8 x (1.47) moon- 1.0-1.8 x
23 bonded) 10.1) Formad, 2.4-3.3(1.3
(21.9 05-0.7x x209)
X 1.3-22
21.4) (0.6 x
Tolmomyias 18- 1.0- 11-15x 13- 1.7)
sulphurescens Spix 23x 11 8-10 1.6
(Rhynchocyclidae) 18- (1.04) (13.1 % (1.45)
22 9.1)
(20.5
X
19.8)
Isospora Mionectes Bertoetal. elipsoidal 23— 1.2- 1-2 suave ausente elongate- 17-22 x 1.6— rounded, prominent, compact,
mionectesi  rufiventris Cabanis ~ (2009b) 31x 14 elipsoidal 10-13 1.8 (0.8 x (1.4x2.1) subspherical
Berto, (Rhynchocyclidae) 19— (1.3) (19.7 x .7) 1.1)
Flausino, 23 11.7)
Luz, (28.3
Ferreira; X
Lopes, 21.2)
2009
Isospora Attila rufus Rodrigues subspheroidal 18- 1.0- 1-2 suave ausente elipsoidal 12-15 x 1.6— knob like,  rounded to difuso
attilae (Vieillot) etal. to elipsoidal 22x 12 7-9(135 1.9 (1.0x trapezoidal,
Rodrigues,  (Tyrannidae) (2015) 18- (1.07) x 7.9) 1.7) 2.0) (2.5 x 4.0)
Silva, 21
Lopes, (20.3
Berto, Luz, X
Ferreira; 19.0)
Lopes,
2015
Isospora Platyrinchus Silva- subspheroidal 18- 1.0- 1 suave ausente elipsoidal 12-16 x 15— flattened rounded, difuso
lopesi mystaceus Vieillot Carvalho et  to ovoidal 24x 12 8-11 1.9 to half- (2.0x2.5)
Silva- (Platyrinchidae) al. (2018) 18- (1.05) (14.4 x 1.7) moon-
Carvalho ; 22 8.6) Formad,
Berto, (20.6 (1.0 x
2018 x 2.5)

19.7)




Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeri: Sturnidae)

ufﬁi/sospora butcherae (KY801687) - Zosterops lateralis (Passeri: Zosteropidae)

Isospora sp. isolate IPlen2AM (MH698551) - Plectrophenax nivalis (Passeri: Calcariidae)
Isospora sp. isolate EmbCi1 PT (MK573834) - Emberiza citrinella (Passeri: Emberizidae)
Isospora sepetibensis (MK682606) - Trichothraupis melanops (Passerl: Thraupidae)

Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga spp. (Tyranni: Conopophagidae)

Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)

Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannoidea: Platyrinchidae)

Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeri: Thraupidae)

_Ijjspora sp. JCI-2015 isolate ISC3 (KP688307) - Sylvia conspicillata (Passeri: Sylviidae)

=151 (/sospora sp. JCI-2015 isolate ISC9 (KP688311) - Sylvia conspicillata (Passeri: Sylviidae)
47 47k= Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC10 (KP688312) - Sylvia conspicillata (Passeri: Sylviidae)
Isospora feroxis (MT563402) - Toimomyias sulphurescens (Tyranni: Tyrannoidea: Rhynchocyclidae)
Isospora massardi (MN602626) - Turdus flavipes (Passeri: Turdidae)
53] ! /sospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeri: Meliphagidae)

Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeri: Turdidae)
Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)
Isospora sp. isolate TurMe1 L (MK573843) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)
— /sospora sp. isolate TroTr1 PT (MK573836) - Troglodytes troglodytes (Passeri: Troglodytidae)
Isospora parnaitatiaiensis (MT233550) - Dysithamnus mentalis (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora oliveirai (MT276845)- Schiffornis virescens (Tyranni: Tityridae)
Toxoplasma gondii (KM657810)

Figura 3. Arvore de maxima verossimilhanca estimada a partir das sequéncias COI. Os
numeros dos nos representam o suporte ao bootstrap (1.000 replicacdes; apenas valores > 40%
mostrados) para “Neighbor-Joining” e “Maximum Likelihood”, respectivamente. A barra de
escala representa 0 numero de substituicdes de nucleotideos por sitio.

4 DISCUSSAO

A descricdo das espécies coccidianas se fundamenta na morfologia dos oocistos embora
complementacdes ecoldgicas, biogeogréficas, patolégicas e moleculares sejam importantes
para a caracterizacdo de uma espécie (Duszynski; Wilber, 1997; Tenter et al., 2002; Berto et
al., 2014).

Nesse contexto, Duszynski; Wilber (1997) estabeleceram que as identificacdes devem
ser baseadas na morfologia comparativa entre as espécies coccidianas registradas na mesma
familia do hospedeiro. Desde entdo, os estudos mais completos e confidveis sobre taxonomia
coccidiana de aves silvestres demonstraram especificidade no nivel familiar do hospedeiro
(Berto et al., 2013). No entanto, as vezes, 0 numero de espécies coccidianas registradas em uma
familia hospedeira é muito baixo ou inexistente (como por exemplo: Cardinalidae), tornando
necessario comparar com espécies coccidianas descritas a partir de niveis taxondmicos mais
elevados do hospedeiro, como Superfamilia, Parvordem ou Infraordem.

Além disso, as divergéncias nos sistemas de classificacdo de Aves dificultam a
identificacdo de coccidios com base na especificidade da familia hospedeira. As classificaces
de Del Hoyo; Collar (2016) e Piacentini et al. (2015) que subsidiaram o presente estudo,
classificam os tiranideos como uma Familia e Superfamilia, respectivamente; portanto, apesar
dessa divergéncia de nivel e classificacfes em diferentes familias por Piacentini et al. (2015),
ndo houve diferencas na organizacdo e comparacdo de coccidios de tiranideos que séo
tradicionalmente relacionados (Berto et al., 2011).

Os oocistos da descricdo original de I. feroxis e os de M. ferox e T. Sulfurescens, do
presente estudo, divergiram nas medidas. Essas diferencas morfométricas foram observadas
principalmente a partir do baixo nimero de oocistos medidos a partir de hospedeiros tnicos M.
ferox, tanto em Berto et al. (2009a), quanto no presente estudo (Tabela 1). Em contraste, os 71
oocistos medidos de 5 T. sulfurescens atingiram uma ampla gama de medidas, que é compativel
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com 0s maiores e menores oocistos de M. ferox. Assim, pode-se concluir que I. feroxis tem uma
ampla gama de medidas detectadas ao se observar oocistos de varios hospedeiros. Essas
diferencas no tamanho dos oocistos de diferentes hospedeiros sdo naturais e ja estabelecidas na
literatura cientifica como resultado de fatores bioldgicos e ecolégicos (Duszynski, 1971; Fayer,
1981; Berto; Lopes, 2020).

A rescrigdo dos fotossintipos de I. ferox propostos no presente estudo baseia-se na
observacdo de oocistos com micrépila (Figura. 2A, B), que ndo foram identificados na
descrigcdo original por Berto et al. (2009a). Provavelmente, o baixo nimero de 10 oocistos
observados em Berto et al. (2009a) deve ter favorecido a ndo observancia da micrépila, uma
vez que essa caracteristica, € observada apenas em certas posi¢oes dos oocistos (Figura. 2 E-
G, | e J), especialmente quando séo subsféricas (Berto et al., 2014).

Assim, esse estudo destaca a importancia da descricéo de espécies coccidianas de muitos
oocistos, evitando que certas caracteristicas ndo sejam observadas. Nesse mesmo sentido, a
descricdo original de Berto et al. (2009a), ndo identificou oocistos com uma parede aspera. De
fato, os oocistos observados no presente estudo apresentaram uma rugosidade baixa a
moderada, e em um dos hospedeiros T. sulphurescens, apenas 0s 0ocistos com rugosidade muito
baixa foram predominantemente observados, semelhantes aos fotossintipos de 1. ferox.
Portanto, esses resultados reforcam que a descri¢do de novas espécies coccidianas de um Unico
espécime hospedeiro deve ser evitada, garantindo que todos os detalhes possiveis de uma
espécie coccidiana sejam observados.

Isospora feroxis é a sexta espécie identificada a partir de aves Suboscines a ter uma
deposicdo de sequéncia genética COl no GenBank. Mesmo assim, poucas conclusfes
filogenéticas sdo observadas a partir do cladograma demonstrado na Figura 3. Isospora feroxis
estava mais proxima de Isospora spp. de turdideos e traupideos do que de espécies da mesma
parvordem, como Isospora oliveirai OrtGzar-Ferreira; Berto, 2020, e Superfamilia/Familia,
como Isospora lopesi. Ao mesmo tempo, Isospora feroxis esta mais préximo de coccidianos da
regido neotropical, como Isospora massardi, bem como de espécies coccidianas relacionadas a
aves endémicas na Oceania, como Isospora manorinae.

De fato, o fragmento de 257 pb do gene COI pode néo ter sido totalmente adequado para
a delimitacdo de espécies coccidianas de passeriformes, apesar de ter sido pioneiro no trabalho
de Dolnik et al. (2009), possuir o maior nimero de depésitos no GenBank e, até recentemente,
ter sido recomendado para estudos filogenéticos (Yang et al., 2015). Nesse sentido, os Gltimos
trabalhos sobre caracterizacdo molecular de coccidios de passeriformes mostraram que
sequéncias mais longas e multiplos genes sdo mais conclusivos nas analises filogenéticas (Yang
etal., 2021).

Entretanto, a analise molecular confirmou as diferencas ja observadas na morfologia dos
oocistos de 1. feroxis e I. lopesi, uma vez que essas espécies eram genotipicamente diferentes
em 9 pares de bases (4,4%) pelas sequéncias de COI.

Finalmente, com base nas caracteristicas morfoldgicas e moleculares descritas acima, |.
feroxis € redescrita no presente estudo, documentando um novo hospedeiro, T. Sulphurescens,
e uma nova localidade, o Parque Nacional do Itatiaia, além do hospedeiro-tipo M. Ferox na llha
da Marambaia, sudeste do Brasil.

Comité de Etica
As licencas de coleta de campo foram emitidas pelo SISBIO/ICMBIo (licengas 45200-1; 49605-
1; 54951-1) e CEUA/UFRRJ (protocolos 1V-036/2014; ICBS-008/2015; 1V6606250616).

Todas as diretrizes institucionais, nacionais e internacionais aplicaveis para o cuidado e uso de
animais foram seguidas.
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CAPITULO 11

Isospora basileuterusi (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) DO PULA-PULA
Basileuterus culicivorus (DEPPE) (PASSERIFORMES: PARULIDAE) NA AMERICA
DO SUL
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RESUMO

Isospora basileuterusi Mello; Berto, 2021 € descrito com base em material coletado do pula-
pula Basileuterus culicivorus (Deppe), capturado no Parque Nacional de Itatiaia, uma unidade
de conservacgdo no sudeste do Brasil. Os oocistos da nova espécie sdo elipsoidais a ovoidais,
medem, em média, 25,2 x 21,1 um, apresentam parede lisa e bicamadas, c.1,6 um de espessura.
Micropila e residuo do oocisto ausentes, com um a trés granulos polares presentes. Os
esporocistos sao elipsoidais, em formato de limao, medindo em média 15,3 x 9,5 um, um corpo
Stieda semelhante a botdo e um corpo de substieda trapezoidal. O residuo do esporocisto esta
presente, geralmente como um corpo de granulos ligados a membrana. Os esporozoitas sdo
vermiformes, com corpos refrateis. Quatro, dos 19 pula-pulas capturados (21%), estavam
positivados pela nova espécie. A analise molecular do gene mitocondrial ¢ oxidase subunit 1
(COI) revelou uma semelhanca de 99,5% entre a nova espécie e Isospora serinuse Yang, Brice,
Elliot; Ryan, 2015, de canéarios da ilha canarias Serinus canaria (L.), na Australia Ocidental.
Os oocistos de I. basileuterusi podem ser distinguidos dos outros quatro Isospora spp.
registados em hospedeiros de Parulidae, e das espécies molecularmente mais préximas, pelo
esporocisto tipico em formato de limdo, com pequeno corpo substieda e um residuo de
esporocisto ligado a membrana. Portanto, com base nas caracteristicas morfoldgicas e
moleculares, |. basileuterusi é a quinta espécie descrita da familia Parulidae e a primeira
molecularmente caracterizada através da sequenciacdo do gene COI.

Palavras-chave: Isospora, Parque Nacional de Itatiaia, molecular.
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ABSTRACT

Isospora basileuterusi Mello; Berto, 2021 is described based on material from the
golden-crowned warbler Basileuterus culicivorus (Deppe) captured in the Itatiaia National Park
(Parque Nacional do Itatiaia), a conservation unit in south-eastern Brazil. Oocysts of the new
species are elipsoidal to ovoidal, measuring on average 25.2 x 21.1 um, with a suave, bi-layered
wall, ¢.1.6 um thick. Micropyle and oocyst residuum are both ausente, but one to three polar
granules are present. Sporocysts are elipsoidal to lemon-Formad, measuring on average 15.3 x
9.5 um, with a knob-like Stieda body and a trapezoidal sub-Stieda body. y. Sporocyst residuum
is present, usually as a body of membrane-bound granules. Sporozoites are vermiform, with
refractile bodies. Four of the 19 warblers captured (21%) were infected with the new species.
Molecular analysis of the mitochondrial cytochrome c oxidase subunit 1 (COI) gene revealed a
similarity of 99.5% between the new species and Isospora serinuse Yang, Brice, Elliot; Ryan,
2015 from island canaries Serinus canaria (L.) in Western Australia. The oocysts of 1.
basileuterusi can be distinguished from the four other Isospora spp. recorded in hosts of the
Parulidae, and from the molecularly most closely related species, by the typical elipsoidal to
lemon-Formad sporocysts, with small sub-Stieda body and a membrane-bound sporocyst
residuum. Therefore, based on the morphological and molecular features, 1. basileuterusi is the
fifth species described in a host of the family Parulidae and the first molecularly characterized
via sequencing the COI gene.

Keywords: Isospora, Itatiaia National Park, molecular.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € 0 segundo pais da regido neotropical com maior numero de espécies de aves,
apresentando cerca de 1.971 espécies listadas pelo Comité Nacional de Registros Ornitologicos
(Pacheco et al., 2021), que corresponde a metade da diversidade da avifauna neotropical (Dias,
1992). Em relacdo as pesquisas sobre aves neotropicais, 0 estudo de seus parasitas tem sido
destacado pela associagdo com ecologia, biologia e conservacao de espécies.

Entre seus parasitas, 0s protozoarios coccidios sdo importantes como causa de
morbidade e mortalidade, especialmente em aves em cativeiro ou ambientes antropizados,
atuando assim como biomarcadores ecoldgicos (Berto; Lopes, 2020).

O pula-pula, Basileuterus culicivorus (Deppe) é um péassaro da familia Parulidae com
ampla distribuicdo na regido neotropical (Sick, 1997; Pacheco et al., 2021). Tem habitos
alimentares insetivoros e forrageia o estrato médio de floresta ombrofila densas (Marini;
Cavalcanti, 1993; Lima; Manhaes, 2009).

O presente estudo fornece uma descricdo e caracterizagdo molecular de uma nova
espécie de Isospora spp. a partir de pula-pulas B. culicivorus capturados no Parque Nacional
do Itatiaia, unidade de conservagédo no sudeste do Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras

Foram realizadas 9 expedicOes entre 2014 e 2019 no Parque Nacional de Itatiaia, uma
area protegida com alto grau de vulnerabilidade, localizada na Serra da Mantiqueira, na divisa
dos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo (ICMBIO, 2021), em agosto
(22°26'19"S, 44°37'23"0) e novembro (22°26'57.00"S, 44°36' 25.00"0) 2014; Marco
(22027'38"S, 44°35' 34"0) 2015; Marco (22°19'46"S, 44°32'11"0) e outubro (22°27'38"S,
44°35'34"0) 2016; Julho (22°26'15"S, 44°18'33"0) e novembro (22°26'57.00"S, 44°36'
25.00"0) 2017; Agosto (22°26'57.00"S, 44°36' 25.00"0) 2018; Margo (22°26'17"S, 44°37'
33"0) 2019. Um total de 19 B. culicivorus foram capturados com redes de neblina. As aves
foram mantidas em caixas individuais e suas fezes coletadas imediatamente apds a defecacao.
Apos a identificacdo ao nivel da espécie, a ave foi fotografada e liberada. As amostras de fezes
foram colocadas em tubos de centrifugas contendo 2,5% de solugdo de dicromato de potassio
(K2Cr207) em 1:6 (v/v).

2.2 Andlise Morfoldgica

As amostras foram examinadas no Laboratério de Biologia de Coccidios, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Todas as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente (25°C), por 10 dias, ou até que aproximadamente 70% dos oocistos
estivessem esporulados.

Os oocistos foram isolados por flutuagdo, na solucéo saturada de acucar de Sheather’s
(gravidade especifica: 1,20) e examinados microscopicamente usando a técnica descrita por
Duszynski; Wilber (1997) e Berto et al. (2014a), as observacGes morfoldgicas, desenhos,
fotomicrografias e medigdes foram feitas usando um microscopio binocular Olympus BX
(Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com uma camera digital Eurekam 5.0 (BEL
Photonics, Monza, Italia), os desenhos de linha foram editados usando dois aplicativos de
software (Corel DRAW, e Corel PHOTO-PAINT) do CorelDRAW® (Corel Draw Graphics
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Suite, Versdo, 2020; Corel Corporation, Canada) e todas as medidas estdo em micrémetros.
2.3 Geracéao de dados moleculares

Um oocisto individual, de diluicGes em série, foi isolado em uma lamina de microscépio
com utilizacdo de micropipeta estéril. O oocisto isolado foi ressuspenso em PBS e lavado por
centrifugacdo até que a clarificacdo do sobrenadante (Dolnik et al., 2009). O DNA do oocisto
foi extraido com o “Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit” (Qiagen, Sdo Paulo, Brasil), de
acordo com as instrucbes do fabricante. Quatro ciclos de congelamento e descongelamento
foram aplicados antes da extracdo de DNA para alcangar a ruptura completa dos oocistos.

Foi realizada uma PCR para a amplificacdo de um fragmento parcial do gene
mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COl), gene (c.250 bp). Ap6s um nested PCR,
como descrito anteriormente por Dolnik et al. (2009) e Yang et al. (2015). Os primers externos
COIbF1 (5 -GWT CAT TAG TAT GGG CAC ATC A-3°) e COIbR1 (5’-CCA AGA AAT
ACR AAR TGG AA-37), produziram um amplicon do tamanho de ¢.302 bp e os primers
internos COIbF2 (5° -GGG CAC ATA TGA C-3”) e COIbR2 (5° -ATAGTA TGT ATC ATG
TAR WGC AA-3”) produziram um amplicon de 257 bp.

A reacdo da PCR continha 12,5 ul de GoTaq® G2 Hot Start Colorless Master Mix
(Promega Labs, Sdo Paulo, Brasil) (1x), 0,25 ul de cada primer (0,2 uM), 9 ul de agua, sem
nuclease e 3 pul de DNA (para a reagdo primaria) ou 3 ul produto PCR primaério (para a reacao
secundaria).

As amplificagbes de PCR primérias e secundarias foram realizadas utilizando as
mesmas condicBes de ciclismo: 1 ciclo a 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos (94°C por 30 s,
47°C por 45 s e 72°C por 1 min) e uma etapa final de extensdo a 72°C por 5 min. Os amplicons
da segunda rodada PCR foram purificados utilizando-se a Purificacdo Qiagen MinElute PCR
(Qiagen, Séo Paulo, Brasil).

2.4 Analises de sequéncia de DNA

Todos os amplificadores PCR foram sequenciados usando os primers dianteiros e
invertidos da PCR pela Ludwig Biotechnology, onde um Analisador Genético ABI-Prism 3500
46 (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia) foi usado para sequenciamento pelo método de
Sanger. Os resultados das reacdes de sequenciamento foram analisados e editados utilizando-
se 0 programa Chromas 2.6. A sequéncia recém gerada foi comparada com as de Isospora spp.
e outros parasitas coccidios disponiveis no banco de dados do GenBank usando a Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). A arvore filogenética foi construida usando a recem-gerada
sequéncia cox 1 alinhada com sequéncias para 18 espécies de Isosporideos disponiveis no
GenBank.

Analises de distancia e filogenia foram realizadas utilizando-se 0 MEGA X (Kumar et
al., 2018). Resumidamente, os arquivos de cromatografia do sequenciamento pelo método
Sanger, foram importados para 0 MEGA X e as sequéncias de nucleotideos foram acuradas,
analisadas e alinhadas com sequéncias de referéncia do GenBank, utilizando Clustal W
(http://www.clustalw.genome.jp).

A historia evolutiva foi inferida usando os métodos ‘“Neighbor-Joining” (NJ) e
“Maximum Likelihood” (ML) e as distancias computadas utilizando o método “Tamura-Nei”
com base na selecdo do modelo usando ModelTest em MEGA X. As anélises de bootstrap
foram realizadas utilizando 1.000 réplicas para avaliar a confiabilidade das topologias de
arvores inferidas.
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3 RESULTADOS

Foram examinados dezenove B. culicivorus e quatro (21%) foram positivos para
oocistos coccidianos, de um morfotipo ndo relatado na literatura cientifica. Estes pula-pulas
positivados foram capturados nos meses de novembro de 2014 e agosto de 2018, em uma trilha
chamada "Trilha das Borboletas" (22°26°57°’S, 44°36°25”0), e em mar¢o de 2019 no inicio da
“Travessia Ruy Braga” (22°26°17°’S, 44°37°33”0), no Parque Nacional de Itatiaia.

A espécie foi denominada: Isospora basileuterusi Mello ; Berto O hospedeiro:
Basileuterus culicivorus (Deppe) (Passeriformes: Parulidae), a localidade de obtencdo das
amostras foi o Parque Nacional do Itatiaia (22°26°57°’S, 44°36°25”0), Brasil, o tipo de material
realizado, foram fotomicrografias, desenhos de linha e oocistos em solucéo 2,5% de K2Cr207
(Williams et al., 2010), depositados e disponiveis (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na
colecdo de parasitologia do Laboratério de Biologia de Coccidios, na UFRRJ, sob o repositério
numero P124/2021, as fotografias do espécime hospedeiro (simbiotipo) depositadas na mesma
colecdo, o sitio do hospedeiro foi desconhecido, a prevaléncia foi de 21% (4 das 19 aves
examinadas).

Uma sequéncia de COI representativa foi depositada no banco de dados do GenBank
sob o nimero de adesdo OMO025014. Registro do ZooBank: Para cumprir as normas
estabelecidas no artigo 8.5 da versdo alterada de 2012 do Cédigo Internacional de Nomenclatura
Zooldgica (CINZ, 2012) detalhes da nova espécie foram submetidos ao ZooBank. O
Identificador de Ciéncia da Vida (LSID) do artigo € urn:lsid:- zoobank.org:pub:DC2F625C-
B798-46DE-84F6-F6883A90E4AS5. O LSID para o novo nome Isospora basileuterusi Mello ;
Berto é urn:lsid:zoobank.org:act:26689BA2-AAC9-4E41-B90E-E40C5934137B. Etimologia:
O epiteto especifico é derivado do nome do género do hospedeiro-tipo.

Figura 1. Desenho do oocisto esporulado de Isospora basileuterusi do pula-pula Basileuterus
culicivorus. Barra de escala: 10 um.
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3.1 Descricéo

Baseada em 25 oocistos e 25 esporocistos; (Figuras 1 e 2). Oocistos elipsoidais a
ovoidais, 22-28 x 17-23 (25.2 x 21.1); indice morfométrico de 1,1-1,3 (1,20). Parede em
camadas, 1,5-1,9 (1.6) de espessura, camada externa lisa. Micrdpila e residuo ausentes, de um
a trés (geralmente um) granulos polares presentes, 2.4-3.0 x 1.7-2.4 (2.7 x 2.0). Dois
esporocistos, elipsoidais em forma de lim&o, 14-17 x 8-11 (15,3 x 9,5); indice morfométrico de
1,4-1,8 (1,61). Corpo de Stieda presente, formato de botdo, 0,9-1.1 x 1.7-2.1 (1.0 x 1.8);
substieda presente, trapezoidal, 1.1-1.7 x 2.5-2.9 (1.4 x 2.7); corpo de parastieda ausente;
esporocistos, residuo presente, geralmente um distintamente ovoidal a elipsoidal, composto por
numerosos granulos pequenos que parecem ligados a membrana, 4.3-5.2 x 3.5-4.3 (3.9 x 4.8).
Quatro esporozoitos, vermiformes, com corpos refrateis anteriores e posteriores e nucleo
indiscernivel.

Figura 2. Fotomicrogramas de oocistos esporulados de Isospora basileuterusi do pula-pula
Basileuterus culicivorus. Para observacao: camadas interiores (il) e exteriores lisas (sol) da
parede ovacito; granulo polar (pg); Corpos Stieda (sb) e substieda (ssb); residuo do esporocisto
(sn); corpos refrateis posteriores (prb) e anteriores (arb). Todos para a mesma escala. Barra de
escala: 10 um.

3.2 Observacoes

Até 0 momento, quatro Isospora spp. sdo registrados de toutinegras (Tabelas 1 e 2). Os
tamanhos dos oocistos de todas essas espécies sdo razoavelmente compativeis com |I.
basileuterusi; no entanto, estes podem ser facilmente distinguidos por algumas caracteristicas:
a nova espécie € a Ginica com esporocistos elipsoidais em forma de limdo, com pequeno corpo
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de substieda e residuo do esporocisto ligado a membrana. Além disso, |I. basileuterusi néo
possui as caracteristicas tipicas das outras espécies, como a auséncia de granulos polares em
Isospora cardellinae Salgado-Miranda, Medina, Zepeda-Velazquez, Garcia-Conejo, Galindo-
Sanchez, Janczur ; Soriano-Vargas, 2016 e Isospora celata Berto, Medina, Salgado-Miranda,
Garcia-Conejo, Janczur, Lopes ; Soriano-Vargas, 2014 (ver Berto et al., 2014b; Salgado-
Miranda et al., 2016), a presenca de residuo do oocisto em 1. celata, o corpo substieda
compartimentalizado em Isospora orbisreinitas Keeler, Yabsley, Adams ; Hernandez, 2014 e
0 corpo substieda grande e trapezoidal em Isospora piacobrai Berto, Flausino, Luz, Ferreira ;
Lopes, 2010 (Berto et al. (2009); Keeler et al., (2014).

Isospora basileuterusi também difere morfologicamente da Isospora spp. (Figura 3),
Isospora serinuse Yang, Brice, Elliot ; Ryan, 2015 e Isospora oliveirai Ortuzar-Ferreira ; Berto,
2020. Como caracteristicas principais da nova espécie, sdo observados esporocistos elipsoidais,
em forma de liméo, corpo substieda pequeno e membrana ligada ao residuo do esporocisto, ndo
observadas em I. serinuse e I. oliveirai.

3.3 Andlise filogenética

A amplificagdo de DNA do oocisto de I. basileuterusi mostrou uma faixa clara de c.250
bp. A analise filogenética incluiu 18 sequéncias para isospora aviaria disponivel no GenBank
(Figura 3). Toxoplasma gondii (Nicolle; Manceaux, 1908) foi usado como grupo externo.
Isospora basileuterusi esta em um clado com a maior semelhanca a I. serinuse (99,5%), dos
canarios da ilha Serinus canaria (L.) na Australia Ocidental (Yang et al., 2015). Ademais, |.
basileuterusi esta intimamente relacionada (95-97%) a I. oliveirai do Flautim Schiffornis
virescens (Lafresnaye) no sudeste do Brasil e Isospora spp., encontrado de turdideos (Turdidae)
e tetas (Paridae) na Republica Tcheca (Trefancova; Kvicerova, 2019; OrtGzar-Ferreira et al.,
2020).

49/57 - Isospora basileuterusi (OM025014) - Basileuterus culicivorus (Passeri: Parulidae)

Isospora serinuse (KRA77879) - Serinus canaria (Passeri: Fringillidae)

Isospora sp. isolate TurMe1 PT (MK573835) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)

Isospora olivelrai (MT276845) - Schiffornis virescens (Tyranni: Tityridae)

Isospora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) - Parus major (Passeri: Passerida: Paridae)
Isospora parnaitatiaiensis (MT233551) - Pyriglena leucoptera (Passeri: Thamnophilidae)
Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeri: Meliphagidae)
Isospora phylidonyrisae (MWA423631) - Phylidonyris novaehollandiae (Passeri: Meliphagidae)
Isospora lugensae (MW303519) - Lugensa brevirostris (Procellariiformes: Procellariidae)
— [sospora sp. ISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeri: Sylviidae)
Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeri: Muscicapidae)

Isospora massardi (MN602625) - Turdus albicollis (Passeri; Turdidae)

Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeri: Thraupidae)
- Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
_r—lsospors sepetibensis (MK682606) - Trichothraupis melanops (Passerl: Thraupidae)
61/82 Isospora borbai (MK057628) - Conopophaga spp. (Tyranni: Conopophagidae)
Isospora striata (MW582619) - Dendrocincla turdina (Tyranni: Dendrocolaptidae)
Isospora feroxis (MT563402) - Tolmomyias sulphurescens (Tyranni: Rhynchocyclidae)
Toxoplasma gondii (KM657810)

78/83

0.05

Figura 3. Arvore de méaxima verossimilhanca para lIsospora spp., estimada a partir das
sequéncias cox1. Os numeros nos nos representam o suporte ao bootstrap (1.000 replicacdes;
apenas os valores > 50% mostrados) para ‘“Neighbor-Joining” e “Maximum Likelihood”,
respectivamente. A barra de escala representa o numero de substitui¢cbes de nucleotideos por
sitio.
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Tabela 1. Dados morfologicos comparativos para oocistos de Isospora spp. registrados de toutinegras (Parulidae).

Espécie Hospedeiro Qocisto Referéncias
Formato Tamanho Indice Granulo Polar Residuo Parede Micrépila
de do
forma oocisto
Isospora basileuterusi Mello; Basileuterus elipsoidala 22-28 x 17— 1.1-1.3  presente, 1-3 ausente 1.5-1.9 ausente Presente
Berto culicivorus ovoidal 23 (25.2 x (1.20) (usualmente (1.6) estudo
(Deppe, 1830) 21.1) um)
Isospora cardellinae Salgado- Cardellina rubra ~ subsférico  23-28 x 23— 1.0-1.1  ausente ausente 1.2-14  ausente Salgado-
Miranda, Medina, Zepeda- (Swainson, 1827) 27 (26.6 x (1.2 (1.3) Miranda et al.
Velazquez, Garcia-Conejo, 25.4) (2016)
Galindo-Sanchez, Janczur;
Soriano-Vargas, 2016
Isospora celata Leiothlypis celata subsférico 27-30 x 25— 1.0-1.1  ausente presente 1.0-1.3 ausente Berto et al.
Berto, Medina, Salgado-Miranda,  (Say, 1823) 28 (28 x 26)  (1.1) (1.2) (2014)
Garcia-
Conejo, Janczur, Lopes; Soriano-
Vargas, 2014
Isospora orbisreinitas Keeler, Basileuterus subsféricoa 21-28 x 19— 1.0-1.3  Ausente ou ausente - ausente Keeler et al.
Yabsley, Adams; Hernandez, rufifrons ovoidal 25 (24.3 x (1.0) presente, 0—4 (2014)
2014 (Swainson, 1838) 22.3)
Isospora piacobrai Berto, Geothlypis subsféricoa 21-26 x 20~ 1.1-1.1 presente, 1 ausente - ausente Berto et al.
Flausino, Luz, Ferreira; Lopes, aequinoctialis ovoidal 24 (23.5 x (1.2 (2009)
2009 (Gmelin, 1789) 21.6)




Tabela 2. Dados morfologicos comparativos para esporocistos de Isospora spp. registrados de toutinegras (Parulidae).

Espécie Hospedeiro Esporocisto Referéncias
Formato Tamanho indice  Corpo de Stieda Corpo de substieda Residuo do
de esporocisto
forma
Isospora basileuterusi Basileuterus Elipsoidal a 14-17 x8- 1.4-1.8 presente, presente, trapezoidal, granulos presente
Mello; Berto culicivorus forma de 11 (15.3 x (1.61) semelhante a um 1.1-1.7%x25-29 (1.4 x ligados por estudo
(Deppe, 1830) liméo 9.5) botdo, 0.9-1.1 x 2.7) membrana
1.7-2.1 (1.0 x 1.8)
Isospora cardellinae Cardellina rubra  Ovoidal 18-20 x 1.6-1.8 presente, presente, trapezoidal a Salgado-
Salgado-Miranda, Medina,  (Swainson, 11-13(19.0 (1.7) semelhante a um arredondado, as vezes Esférulas Miranda et al.
Zepeda-Velazquez, Garcia- 1827) x 12.0) botdo, (1.1 x 2.4) com base irregular, (1.8  espalahadas (2016)
Conejo, Galindo-Sanchez, x 4.5)
Janczur; Soriano-Vargas,
2016
Isospora celata Leiothlypis Ovoidal 15-20 x 1.4-15 presente, presente, irregular, Esférulas Berto et al.
Berto, Medina, Salgado- celata (Say, 11-14 (18 x  (1.4) semelhante a um quase imperceptivel, espalahadas (2014)
Miranda, Garcia- 1823) 13) botdo, (1.0 x 2.5) (1.5 % 4.0)
Conejo, Janczur, Lopes;
Soriano-Vargas, 2014
Isospora orbisreinitas Basileuterus Ovoidal 12-19 x 1.0-1.9 presente, presente, proeminente, muitos Keeler et al.
Keeler, Yabsley, Adams; rufifrons 10-14 (16.0 (1.4) semelhante a um trapezoidal e granulos (2014)
Hernandez, 2014 (Swainson, 1838) x 11.8) botéo compartimentado difundidos
Isospora piacobrai Berto, Geothlypis Ovoidal 15-17x9- 1.4-1.6 present,emforma presente, grande, granulos de Berto et al.
Flausino, Luz, Ferreira; aequinoctialis 12 (15.8 x (1.5) de botéo e trapezoidal e diferentes (2009)
Lopes, 2009 (Gmelin, 1789) 10.5) proeminente, (1.0 homogéneo, (2.3 x 4.8)  tamanhos

x 1.7)




4 DISCUSSAO

Duszynski; Wilber (1997) compilaram guase todos os estudos taxondmicos de coccidios
de Passeriformes. Aconselharam que novas identificagcdes de coccidios devem ser baseadas em
morfologia comparativa entre espécies coccidianas registradas na mesma familia hospedeira.
Nesse sentido, 0 morfotipo observado a partir dos pula-pula 1. basileuterusi, neste estudo, foi
comparado com as quatro espécies coccidianas registradas da familia Parulidae, como mostrado
nas Tabelas 1 e 2.

Isospora basileuterusi difere em varias caracteristicas, mas pode ser principalmente
diferenciada de outros coccidios pela forma tipica de liméo de seus esporocistos. O hospedeiro
da nova espécie coccidiana descrita aqui, o pula-pula B. culicivorus, possui ampla distribuicdo
na regido neotropical, do México ao sul da América do Sul (Pacheco et al., 2021). No entanto,
de acordo com a BirdLife International (2021), esta espécie é o pula-pula coroado com listras,
que esta restrito ao México e a América Central, ndo ocorrendo no Brasil. Essa desinformacéo
se deve ao status de espécie/subespécie dentro do género Basileuterus Cabanis. A BirdLife
International (2021), reclassificou algumas subespécies de B. Culicivorus ao nivel da espécie,
como Basileuterus culicivorus auricapilla (Swainson, 1838), que foi reclassificada ao nivel da
espécie, como Basileuterus auricapilla Swainson, 1838.

Portanto, este estudo seguiu o nome listado pelo Comité Nacional de Registros
Ornitolégicos (Pacheco et al., 2021); cumpre ressaltar que o espécime de aves neste estudo é
identificado como B. auricapilla pela BirdLife International (2021). De qualquer forma,
independentemente da identificacdo especifica dentro de Basileuterus, devido as amplas
distribuicdes geogréaficas de pula-pula (Parulidae) nas Américas, suas espécies coccidianas
devem ser igualmente distribuidas por toda a regido neotropical.

No presente estudo, a identificacdo molecular de 1. basileuterusi foi realizada utilizando-
se 0 gene COI, que é considerado o gene com maior resolucdo na deteccdo de eventos de
especiacao recentes (Barta, 2001; Ogedengbe et al., 2011). Na verdade, a sequéncia genética de
250 bp COI néo foi 100% semelhante a qualquer outra depositada no GenBank, ao contrario do
gue ocorre com sequéncias genéticas ribossémicas que sdo mais conservadas e mais adequadas
para estudos filogenéticos de familias e ordens (Genovez-Oliveira et al., 2020). Por outro lado,
a regido do COI sequenciada para |. basileuterusi ndo apresentou resultados conclusivos
relacionados a ancestralidade, como vinculado a familia hospedeira, regido biogeogréfica,
morfologia, biologia da espécie coccidiana, etc. (Figura 3). Observou-se também que a amostra
de DNA de Isospora spp. amplificada e sequenciada com os primers (Dolnik et al., 2009)
utilizados no presente estudo, sdo exclusivamente incluidos na filogenia, como nos estudos de
Yang et al. (2015) e Silva-Carvalho et al. (2018).

Talvez, a pequena sequéncia de apenas 250 bp ndo permitisse maior resolucdo no estudo
filogenético; neste caso, sequéncias com mais de 600 bp de outras regides do gene COI, como
as geradas pela cartilha JAV (Genovez-Oliveira et al., 2020), apresentariam melhores
estimativas filogenéticas no futuro. Infelizmente, no presente estudo, esses primers JAV nédo
tiveram sucesso na amplificagdo das amostras; no entanto, tem sido demonstrado em qualquer
caso, que genes mitocondriais, como o COI, sdo mais adequados para trabalhar com oocistos
individuais, pois 0 numero de cépias de DNA mitocondrial € muito maior do que o nimero de
copias de DNA nuclear, favorecendo assim a amplificacdo de genes mitocondriais (Dolnik et
al., 2009).
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5 CONCLUSAO

A comparacdo de I. basileuterusi com Isospora spp. descritas a partir de pula-pulas
neotropicais apoia claramente a designa¢do como uma espécie Unica. Portanto, |. basileuterusi
é considerada como nova espécie para a ciéncia, sendo a quinta espécie descrita da familia
Parulidae e a primeira molecularmente caracterizada através do sequenciamento do gene COI.
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CAPITULO 11

Isospora leptopogoni (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) DO PAPA-MOSCAS
Leptopogon amaurocephalus, Tschudi, 1846 (PASSERIFORMES:
RHYNCHOCYCLIDAE) NA AMERICA DO SUL
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RESUMO

As espécies de protozoarios coccidianos registadas a partir de muscicapideos sdo poucas, mas
foram descritas com uma certa frequéncia nos ultimos anos. Neste contexto, o presente estudo
descreve um novo Isospora sp. de papa-moscas Leptopogon amaurocephalus Tschudi, 1846,
capturados no Parque Nacional Itatiaia, em uma area de reflorestamento que fica a cerca de 60
km dos limites do parque, além de fornecer uma identificagdo molecular através da
sequenciacdo do gene citocromo mitocondrial ¢ 1 oxidase. Isospora leptopogoni tem oocistos
subsferoidais a ovoidal, medindo em média 22,0 x 19,7 pum, com uma parede lisa, bicamada,
c.1,7 um de espessura. A micropila € delicada a discreta. O residuo do oocisto ¢ ausente, com
um a trés granulos polares presentes. O esporocisto € em formato de limdo, medindo em média
14,7 x 9,3 um, com um corpo de Stieda semelhante a botdo e um corpo substieda retangular a
arredondado. O residuo do esporocisto esta presente, é constituido por granulos compactos
delimitados. Os esporozoitas sdo vermiformes, com corpos refrateis e nacleos. Isospora
leptopogoni difere de outras Isospora spp., principalmente devido aos seus esporocistos em
forma de limao, a presenca de micropila e detalhes de Stieda e corpo de substieda. A analise
filogenética demonstrou 1. leptopogoni perto de outra Isospora spp. registada a partir de
hospedeiros filogeneticamente relacionados e da mesma regido biogeografica. Por fim, a
constatacdo recorrente desta espécie coccidiana no mesmo espécime L. Amaurocephalus, numa
localidade especifica no Parque Nacional da Itatiaia, sugere que a dispersédo de 1. leptopogoni
necessita de transmissdes continuas entre Passeriformes suscetiveis, uma vez que a area de
movimento de cada espécime de L. amaurocephalus aparenta ser pequena.

Palavras-chave: muscicapideos, Isospora, Parque Nacional Itatiaia.
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ABSTRACT

Coccidian protozoan species recorded from flycatchers are few, but they have been described
with a certain frequency in recent years. In this context, the present study describes a new
Isospora sp. from sepia-capped flycatchers Leptopogon amaurocephalus Tschudi, 1846
captured in the Itatiaia National Park and in a reforestation area which is about 60 km away
from the park boundaries, in addition to providing a molecular identification via sequencing of
the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene. Isospora leptopogoni has odcysts that
are subspheroidal to ovoidal, measuring on average 22.0 x 19.7 um, with a suave, bilayered
wall, c.1.7 um thick. The micropyle is delicate or inconspicuous. Odcyst residuum is ausente,
but one to three polar granules are present. Sporocysts are lemon-Formad, measuring on average
14.7 x 9.3 um, with a knob-like Stieda body and a rectangular to rounded sub-Stieda body.
Sporocyst residuum is present, consisting of compactly bounded granules. Sporozoites are
vermiform, with refractile bodies and nucleus. Isospora leptopogoni is different from other
Isospora spp. mainly due to its lemon-Formad sporocysts, the presence of micropyle and details
of Stieda and sub-Stieda bodies. Phylogenetic analysis placed I. leptopogoni close to other
Isospora spp. recorded from phylogenetically related hosts and from the same biogeographic
region. Finally, the recurrent finding of this coccidian species in the same L. amaurocephalus
specimen in a specific locality in the Itatiaia National Park suggests that the dispersion of 1.
leptopogoni needs continuous transmissions between susceptible passerines as the area of
movement of each L. amaurocephalus specimen appears to be quite small.

Keywords: muscicapideos, Isospora, Parque Nacional Itatiaia.
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1 INTRODUCAO

A Parvordem Tyrannida é composta por 320 espécies de Passeriformes distribuidas em
10 familias diferentes no Brasil: Pipridae, Cotingidae, Tityridae, Oxyruncidae,
Onychorhynchidae, Pipritidae, Platyrinchidae, Tachurisi-dae, Rhynchocyclidae e Tyrannidae
(Pacheco et al., 2021). Além do Brasil, a distribuicdo geografica dessa Parvordem se estende
por toda a América, porém, sdo mais predominantes na Regido Neotropical (BirdLife
International, 2022).

Leptopogon amaurocephalus Tschudi é um Passeriforme, Rhynchocyclid, comumente
nomeado como papa-moscas no Brasil (Pacheco et al., 2021). Esta espécie ocorre em quase
toda a regido neotropical, tanto em lados cis como transandina. No Brasil é observado
principalmente no bioma Mata Atléntica, nas regides Sul e Sudeste (BirdLife International,
2022). Vive sozinho ou em pares, forrageando videiras e galhos finos em areas expostas da
parte interna da floresta (SICK, 1997). Por viver afastado do solo e ter habito alimentar
insetivoro, é menos predisposto a enteroparasitas de transmissdo fecal-oral (Dolnik et al., 2010).
Ha um relato de enteroparasitismo por protozoario coccidiano (Lopes et al., 2013).

Os coccidios compreendem muitos géneros e especies de parasitas de animais
domeésticos e silvestres, causando morbidade e mortalidade principalmente em condicdes de
desequilibrio entre hospedeiro e meio ambiente (Berto; Lopes, 2020). Algumas espécies
coccidianas de Tyrannida, sdo registradas das familias Cotingidae, Tityridae, Platyrinchidae,
Rhynchocyclidae e Tyrannidae.

Nesse contexto, o presente estudo fornece uma descricéo e identificagdo molecular de
uma nova espécie de Isospora a partir de papa-moscas L. amaurocephalus capturados em
diferentes localidades da regido de Médio Paraiba, no Estado do Rio de Janeiro.

4 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coletas de amostras

Foram realizadas nove expedicGes em duas localidades diferentes da Regido de Médio
Paraiba, no Estado do Rio de Janeiro, que estdo a cerca de 60 km uma da outra: (1) Parque
Nacional de Itatiaia, unidade de conservacao federal brasileira de alto grau de vulnerabilidade,
localizada na Serra da Mantiqueira, na divisa dos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e
Séo Paulo (ICMBIO, 2022); e (2) uma area de reflorestamento de 37 ha, dentro do campus
Pinheiral do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro — IFRJ, que
é identificado como Espaco Ecoldgico Educativo — EEcoE de Pinheiral, no Estado do Rio de
Janeiro, Sudeste do Brasil.

Oito expedicdes foram realizadas, em novembro (22°26'57"S, 44°36'25"0) e dezembro
(22°2720"S, 44°36'28"0) 2014, marco (22°27'40"S, 44°35'32"0) e abril (22°27'52"S,
44°36'26"0) 2015, outubro (22°27'40"S, 44°35'32"0) 2016, junho (22°27'40"S, 44°36'51" O)
e novembro (22°26'57"S, 44°36'25"0) 2017, e agosto (22°26'57"S, 44°36'25"0) 2018, no
Parque Nacional de Itatiaia.

A ultima expedigdo foi realizada em janeiro (22°31'37"S, 43°59'45"0) 2019, no
EECOE/IFRJ.

Redes de neblina foram usadas para a captura dos passaros.

Onze papa-moscas L. amaurocephalus, no Parque Nacional de Itatiaia e um no
EEcoE/IFRJ, foram capturados. As aves foram identificadas especificamente (Ridgely et al.,
2015), fotografadas e agrupadas com anilhas de metal, numeradas, fornecidas pelo Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacdo (CEMAVE). Posteriormente, as aves foram mantidas em
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caixas individuais forradas com papel limpo até a defecacao, sendo soltas no mesmo local de
captura.

Goticulas frescas de fezes (c.0,1 g), de cada passaro, foram colocadas, individualmente,
em um tubo de centrifuga com um dicromato de potéssio 2,5% (K2Cr207) solucdo (Dolnik,
2006).

2.2 Analise Morfologicas

As amostras foram enviadas ao Laboratdrio de Biologia de Coccidios, da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), onde foram incubadas nos tubos de centrifugas, e
regularmente oxigenadas por movimento mecanico, em temperatura ambiente de
aproximadamente 25°C, por 7 dias. Os oocistos foram recuperados pelo método de Sheather’s
e identificados microscopicamente de acordo com Duszynski; Wilber (1997) e Berto et al.
(2014). As observacdes morfologicas, desenhos, fotomicrografias e medigcdes foram feitas
usando um microscépio binéculo Olympus BX (Olympus Optical, Téquio, Japao), equipado
com uma camera digital Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia). Os desenhos foram
editados usando dois aplicativos de software (Corel DRAW e Corel PHOTO-PAINT) do
CoreIDRAW® (Corel Draw Graphics Suite, Versdo 2020, Corel Corporation, Ontario,
Canadd). Todas as medidas estdo em micrémetros.

2.3 Analise Moleculares

Um Gnico oocisto da amostra foi isolado, ap6s diluices seriadas, em gotas sobre uma
lamina de microscopio, utilizando-se uma micropipeta estéril. O oocisto isolado foi ressuspenso
em PBS e lavado por centrifugacdo até que o sobrenadante clarificar (Dolnik et al., 2009).

O DNA foi extraido do oocisto utilizando o Kit Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Séo Paulo, Brazil) de acordo com as instrugdes dos fabricantes.

Quatro ciclos de congelamento e descongelamento foram aplicados antes da extracdo de
DNA, a fim de alcancar a ruptura completa dos oocistos.

A amplificacdo, via PCR, de um fragmento parcial do gene mitocondrial citocromo c
oxidase subunidade I (COI) (c.250 bp) foi realizada utilizando o nested PCR, como descrito
anteriormente por Dolnik et al. (2009) e Yang et al. (2015). Os amplicons do nested PCR foram
purificados utilizando a Purificacdo PCR Qiagen MinElute (Qiagen, Sao Paulo, Brasil).

2.4 Analises de sequéncia de DNA

Apods o nested PCR, os amplicons foram sequenciados utilizando um Analisador
Genético ABI-Prism 3500 (Applied Biosystems, Foster City, California). A sequéncia recém
gerada foi comparada com as de Isospora spp. Disponivel no banco de dados do GenBank
usando a Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

A arvore filogenética foi construida usando a recém gerada sequéncia de COl, alinhada
com Isospora spp., disponivel no GenBank.

O alinhamento, analises de distancia e filogenias foram realizados utilizando Clustal W
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) em MEGA X (Kumar et al., 2018).

A histéria evolutiva foi inferida usando os métodos “Neighbor-Joining” (NJ) e
“Maximum Likelihood” (ML) e as distancias computadas utilizando o método “Tamura-Nei”,
com base na selecdo de modelos utilizando ModelTest em MEGA X.

As anadlises de bootstrap foram realizadas usando 1.000 réplicas para avaliar a
confiabilidade de topologias de arvores inferidas.
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3 RESULTADOS

Nove (84%), dos onze papa-moscas L. amaurocephalus, capturados no Parque Nacional
do Itatiaia testaram positivo para oocistos coccidianos. O papa-moscas capturado no
EEcoE/IFRJ também foi positivo. Os oocistos possuem um morfotipo distinto daquelas
espécies coccidianas registradas como parasitas de Tyrannida.

A descricdo da amostra € da Familia Eimeriidae Minchin, 1903, o género Isospora
Schneider, 1881, a espécie denominada Isospora leptopogoni Melo; Berto O hospedeiro
Leptopogon amaurocephalus Tschudi (Passeriformes: Tyranni: Tyrannides: Tyrannida:
Rhynchocyclidae: Pipromorphinae), papa-moscas. Localidade: Parque Nacional do Itatiaia
(22°2720"S, 44°36'28"0), sudeste do Brasil. Outra localidade: Espaco Ecoldgico Educativo
(22°31'37"S, 43°59'45"0), Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio de
Janeiro, campus Pinheiral, sudeste do Brasil.

Fotomicrografias, desenhos de linha e oocistos em solu¢édo 2,5% de K2Cr207 (Williams
et al., 2010) estdo depositados e disponiveis em (http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) e na
Colecdo de Parasitologia do Laboratério de Biologia de Coccidios, na UFRRJ, sob o repositério
numero P-124/2021. As fotografias do espécime hospedeiro (simbiotipo) sdo depositadas na
mesma colecdo. Sitio do hospedeiro: Desconhecido. Prevaléncia: 84% (10 das 12 aves
examinadas).

Uma sequéncia de COI representativa foi depositada no banco de dados do GenBank
sob o numero de adesdo OMb568833. Registro do ZooBank: Para cumprir as normas
estabelecidas no artigo 8.5 da versao alterada de 2012 do Caodigo Internacional de Nomenclatura
Zooldgica (CINZ, 2012) detalhes da nova espécie foram submetidos ao ZooBank.

O ldentificador de Ciéncia da Vida (LSID) do artigo é is urn:lsid:-
zoobank.org:pub:3E3A9902-B7AE-407E-89AA8A4624080B49. O LSID para 0 novo nome
Isospora leptopogoni Melo ; Berto is urn:lsid:- zoobank.org:act:14DAD073-D779-4762-
A92AAB88F5D6D253.

Etimologia: O epiteto especifico é derivado do nome do género do tipo-hospedeiro.

3.1 Descricao

Oocisto (n = 63), formato subesferoidal a ovoidal, 19-25 x 18-23 (22,0 x 19,7); indice
morfométrico de 1,0-1,3 (1,12). Parede bicamadas, 1,5-1,9 (1,7) de espessura, camada externa
lisa, c.2/3 de espessura total. Micropila delicada ou discreta, 2,3-5,0 (3,8) de largura. Residuo
do oocisto ausente, 1-3 granulos polares presentes. Esporocisto em forma de limdo, 12-17 x 8—
11 (14,7 x 9,3); indice morfométrico de 1,3-1,8 (1,58). Corpo de Stieda presente, semelhante a
um botdo, 0,9-1,3 de altura x 1,6-2,2 de largura (1,1 x 1,8). Corpo substieda presente,
retangular a arredondado, 1,3-2,2 de altura x 1,4-2,8 de largura (1,6 x 2,1). Corpo de parastieda
ausente. Residuo do esporocisto presente, constituido por granulos compactos delimitados. 4.1—
7.3 x 3.7-6.8 (5.6 x 5.1). Esporozoitos vermiformes, com corpos refratarios anteriores e
posteriores e nucleo central. (Figuras 1, 2A-F).

3.2 Analise filogenética

A amplificacdo do DNA do oocisto de I. leptopogoni apresentou uma banda clara de
¢.250 pb. As sequéncias de dois oocistos individuais de duas amostras de aves diferentes, foram
obtidas e foram 100% idénticas entre si. A analise filogenética incluiu 25 sequéncias para
Isospora spp. disponiveis no GenBank (Figura 3). Toxoplasma gondii (Nicolle; Manceaux,
1908) foi usado como 0 grupo externo.

Isospora leptopogoni foi demonstrado em um pequeno grupo monofilético com
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Isospora borbai Silva-Carvalho; Berto, 2019, Isospora lopesi Silva-Carvalho; Berto, 2018 e
Isospora sagittulae McQuistion e Capparella, 1992, que também sdo parasitas de suboscines
passerines (Tyranni) da Regido Neotropical (Silva-Carvalho et al., 2018a, 2018b, 2019).

O grupo destes trés coccidios de suboscinas, foi incluido dentro de um clado maior com
Isospora massardi Lopes, Berto, Luz, Galvéo, Ferreira ; Lopes, 2014, Isospora sporophilae
CarvalhoFilho, Meireles, Ribeiro ; Lopes, 2005, Isospora sepetibensis Berto, Flausino, Luz,
Ferreira ; Lopes, 2008 e Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira ; Lopes, 2010, que
também sdo parasitas de Passeriformes da Regido Neotropical, embora sejam oscinas
Passeriformes (Rodrigues et al., 2019, Genovez-Oliveira et al., 2019, 2020). Todos esses
Isospora spp. apresentaram a maior similaridade de 99% com |I. leptopogoni.

Figura 1. Desenho de linha do oocisto esporulado de Isospora leptopogoni de papa-moscas, na
América do Sul. Barra de escala: 10 Im.
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Figura 2. Fotomicrografias de Isospora leptopogoni recuperadas de papa-moscas na América do
Sul. Observe a camada interna (il) e externa lisa (sol) da parede do cisto 0o, micropila (m), ntcleo
(n), granulo polar (pg), corpo refratario (rb), residuo de esporocisto (sr) e corpo de Stieda (sb) e sub-
stieda (ssb). Barra de escala: 10 Im.
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Figura 3. Arvore pelo método de “Neighbor-Joining” estimada a partir das sequéncias génicas COI
de especies de Isospora. Bootstrap a 1.000 replicagdes (>40%) para ‘“Neighbor-Joining” (NJ) e
“Maxima verossimilhanga” (ML), respectivamente. A barra de escala representa 0 nimero de
substituicdes de nucleotideos por sitio.
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4 DISCUSSAO

Desde a revisdo taxonémica de coccidia de aves passeriformes do Novo Mundo, por
Berto et al. (2011), que se baseia nas diretrizes de Duszynski; Wilber (1997), relatos e
descricdes de coccidia passeriformes tém sido estudados e registrados de acordo com a familia
hospedeira passeriforme. No entanto, existe atualmente uma inconsisténcia na taxonomia do
Aves quando se comparam diferentes fontes bibliograficas, mesmo que atualizadas. Neste caso,
a BirdLife International (2022) classifica L. amaurocephalus como Tyrannidae, enquanto o
Comité Brasileiro de Registros Ornitologicos (Pacheco et al., 2021) considera varias familias
menores organizadas em parvordens, superfamilias e subfamilias, derivadas da grande familia
tradicional Tyrannidae.

Como o Comité Brasileiro de Registros Ornitoldgicos é a principal fonte bibliografica
de taxonomia de Aves no Brasil e estabelece mais grupos de classificacdo facilitando a
delimitacdo de hospedeiros passeriformes filogeneticamente mais proximos e distantes, esta
classificacdo foi utilizada para este estudo.

Dos Rhynchocyclidae, que é a familia de L. amaurocephalus, apenas duas espécies
coccidianas sdo registradas; portanto, este estudo comparou 0s oocistos obtidos de L.
amaurocephalus com Isospora spp. registrados de passeriformes da parvordem Tyrannida. Das
dez familias observadas em Tyrannida, apenas cincos tém espécies coccidianas registradas,
como mostra a (Tabela 1). Isospora leptopogoni pode ser facilmente distinguido dos seis
Isospora spp. registrados de Tyrannida pelo esporocisto em forma de liméo, e corpo de Stieda
semelhante a um botdo e corpo de substieda retangular a arredondada. Além disso, é o Unico
desses Isospora spp. a apresentar oocistos lisos com uma micropila delicada ou discreta (Tabela
1). Um L. amaurocephalus capturado em novembro de 2017, em uma trilha denominada “Trilha
das Borboletas” (22°26'57"S, 44°36"25"0), no Parque Nacional do Itatiaia, foi recapturado
nove meses depois, em agosto de 2018, na mesma localidade. Este cabecudo foi cercado com o
anel numérico 'C114236' (CEMAVE).

Ambas as amostras coletadas em 2017 e 2018 foram positivas para I. leptopogoni, mas
com baixas densidades de 81 e 74 oocistos por gota fecal, respectivamente (Dolnik, 2006). Este
achado sugere que os espécimes de L. amaurocephalus ndo se movem por longas distancias
individualmente, sendo provavelmente restritos a pequenas areas de movimento. Nesse
pensamento, a dispersao de |. leptopogoni depende de transmissdes frequentes entre espécimes
de L. amaurocephalus ou outras espécies hospedeiras, suscetiveis, que estdo distribuidas na
regido de Médio Paraiba onde este estudo foi desenvolvido, uma vez que a dispersao de coccidia
por um Unico espécime seria bastante restrita a pequenas areas.

Cumpre ressaltar, ainda, que as baixas densidades e a auséncia de sinais clinicos
observados neste espécime 'C114236', em diferentes momentos, € compativel com o bom estado
de conservacdo do Parque Nacional do Itatiaia (Berto; Lopes, 2020).

O primer utilizado para amplificar e sequenciar a regido génica de *250 pb de COI neste
estudo tem sido considerado inadequado para estudos filogenéticos, embora esteja sendo
razoavelmente apropriado para a delimitacdo de Isospora spp. de passeriformes até entdo
(Genovez-Oliveira et al., 2020; Maronezi et al., 2022; Mello et al., 2022). Ou seja, apesar de
algumas sequéncias de Isospora spp. de Passeriformes serem 100% idénticas entre si para essa
mesma regido génica quando analisadas pelo BLAST, I. leptopogoni ndo foi 100% idéntica a
nenhuma sequéncia depositada no GenBank.

Na andlise filogenética (Figura 3), a sequéncia de I. leptopogoni esteve préxima a
espécies coccidianas de passeriformes filogeneticamente proximos e da mesma regido
biogeografica; embora outros Isospora spp. também de Passeriformes filogeneticamente
relacionados, como Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira; Lopes, 2009a, 2009b,
estivessem distantes na andlise filogenética.
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Tabela 1. Morfologia comparada de Isospora spp., registrada em aves Tyrannida.

Espécies Hospedeiro Referéncia Oocisto
Forma Tamanho (um)  L/W ratio Gréanulo Parede Micrépila
polar

Isospora araponga Dolezalova, Procnias nudicollis (Vieillot) Dolezalovaetal.  subesferoidal to ~ 17-22 x 14-16 1.1-1.4 (1.3) 1-3 suave ausente
Torres, Fernandez; Modry, 2004 (Cotingidae: Cotinginae) (2004) elipsoidal (19 x 15)
Isospora feroxis Berto, Luz, Myiarchus ferox (Gmelin) Berto et al. subesferoidal 18-20 x 17-20 1.0-1.1(1.1) geralmente  baixa rugosidade ausente!
Flausino, Ferreira; Lopes, 2009 (Tyrannidae: Tyranninae) (2009a) (19 x 18) 2

M. ferox (Tyrannidae: Tyranninae) Ortlzar-Ferreira subesferoidal 21-23 x 20-23 1.0-1.1 (1.0 1-3 rugosidade baixa presente

et al. (2021) (22 x 21) (geralmente  a moderada
2 bonded)

Tolmomyias sulphurescens Spix 18-23 x 18-22 1.0-1.1(1.0)

(Rhynchocyclidae: Rhynchocyclinae) (20 x 20)
Isospora mionectesi Berto, Mionectes rufiventris Cabanis Berto et al. elipsoidal 26-31 x 19-23 1.2-1.4(1.3) geralmente  suave ausente
Flausino, Luz, Ferreira; Lopes, (Rhynchocyclidae: Pipromorphinae) (2009b) (28 x 21) 1-2
2009
Isospora attilae Rodrigues, Silva,  Attila rufus (Vieillot) (Tyrannidae: Rodrigues et al. subesferoidal a 18-22 x 18-21 1.0-1.2 (1.1) 1-2 suave ausente
Lopes, Berto, Luz, Ferreira; Tyranninae) (2015) ellipsoidal (20 x 19)
Lopes, 2015
Isospora lopesi Silva-Carvalho; Platyrinchus mystaceus Vieillot Silva-Carvalho et subesferoidal a 18-24 x 18-22 1.0-1.2(1.1) 1 suave ausente
Berto, 2018 (Platyrinchidae) al. (2018) ovoidal (21 x 20)
Isospora oliveirai Ortlzar- Schiffornis virescens (Lafresnaye) Ortuzar-Ferreira Subesferoidal 24-28 x 23-27 1.0-1.1 (1.0 1-6 ligeiramente ausente
Ferreira; Berto, 2020 (Tityridae: Schiffornithinae) etal. (2020) (26 x 25) aspero
Isospora leptopogoni Mel ; Berto Leptopogon amaurocephalus Tschudi presente estudo subesferoidal a 19-25 x 18-23 1.0-1.3(1.1) 1-3 suave presente,

(Rhynchocyclidae: Pipromorphinae) ovoidal (22 x 20) delicada ou

discreto




Tabela 1. Morfologia comparativa de Isospora spp., registrada em aves Tyrannida (Continuacao).

Espécies Hospedeiro Referéncia Esporocisto
Forma Tamanho L/W  Corpo de Stieda Corpo de Sub-Stieda Residuo do
(um) ratio esporocisto
Isospora araponga Dolezalova,  Procnias nudicollis (Vieillot) Dolezalovaetal. elipsoidal 12-13 x 1.3—-  pouco visivel ausente compacto
Torres, Fernandez; Modry, (Cotingidae: Cotinginae) (2004) ligeiramente 7-9(12x 17
2004 assimétrica 8) (1.5)
Isospora feroxis Berto, Luz, Myiarchus ferox (Gmelin) Berto et al. ovoidal 11-13 x 1.0~ achatado, (0.3 x 1.2) prominente, (1.2 x 2.5) difuso
Flausino, Ferreira; Lopes, 2009 (Tyrannidae: Tyranninae) (2009a) 8-10 (12 15
% 8) (1.4)
M. ferox (Tyrannidae: Tyranninae) Ortlzar-Ferreira ovoidal a elipsoidal ~ 14-15 x 14—  achatado a meia-lua, arredondado para difuso
etal. (2021) 9-10 (15 1.6 0.5-0.7x1.3-2.2 (0.6  trapezoidal, 1.0-1.8 x 2.4—
x 10) 1.5) x1.7) 3.3(1.3%x29)
Tolmomyias sulphurescens Spix 11-15 x 1.3-
(Rhynchocyclidae: 8-10 (13 1.6
Rhynchocyclinae) x 9) (1.5)
Isospora mionectesi Berto, Mionectes rufiventris Cabanis Berto et al. alongado- 17-22 x 1.6—-  rounded, (0.8 x 1.1) prominente, (1.4 x 2.1) compacto,
Flausino, Luz, Ferreira; Lopes, (Rhynchocyclidae: Pipromorphinae)  (2009b) elipsoidal 10-13(20 1.8 subesférico
2009 x 12) .7)
Isospora attilae Rodrigues, Attila rufus (Vieillot) (Tyrannidae: Rodrigues et al. elipsoidal 12-15 x 1.6—  knob like, (1.0 x 2.0) rounded to trapezoidal, difuso
Silva, Lopes, Berto, Luz, Tyranninae) (2015) 7-9(13x 1.9 (2.5x4.0)
Ferreira; Lopes, 2015 8) 1.7)
Isospora lopesi Silva-Carvalho;  Platyrinchus mystaceus Vieillot Silva-Carvalho elipsoidal 12-16 x 15—  flattened to half- rounded, (2.0 x 2.5) difuso
Berto, 2018 (Platyrinchidae) etal. (2018) 8-11 (15 1.9 moon-Formad, (1.0 x
% 9) (1.7) 25)
Isospora oliveirai Orttzar- Schiffornis virescens (Lafresnaye) Ortuzar-Ferreira Formato liméo 10-11 x 1.6—  knob-like to half- rounded, (2.5 x 3.5) difuso
Ferreira; Berto, 2020 (Tityridae: Schiffornithinae) et al. (2020) 6-7 (10 x 1.7 moon-Formad, (2.0 x
6) (1.6) 3.5)
Isospora leptopogoni Melo; Leptopogon amaurocephalus present study Formato liméo 12-17 x 1.3-  knob-like, (1.1 x 1.8) retangular to rounded, (1.6~ compacto
Berto Tschudi (Rhynchocyclidae: 8-11 (15 1.8 x 2.1)
Pipromorphinae) x 9) (1.6)




Apesar dessas observacOes filogenéticas, os valores de suporte para a arvore foram
muito baixos, inclusive para a colocacéo de I. leptopogoni, tornando qualquer interpretacao da
topologia com pouco significado. De qualquer forma, esta sequéncia de *250 pb de I.
leptopogoni, mesmo que curta e filogeneticamente inconclusiva, representa uma identificagao
molecular minima para esta espécie que a separa de outras Isospora spp. de Passeriformes até
entdo depositados no GenBank; esta sequéncia pode ser utilizada no futuro para complementar
0 sequenciamento de outras regides génicas proximas em seu genoma mitocondrial.

Por fim, a comparacéo de I. leptopogoni com Isospora spp. registradas a partir de aves
Tyrannida (Tabela 1), além da identificacdo molecular por sequenciamento do gene COI, apoia
claramente a designagdo como uma espécie Unica.

Portanto, 1. leptopogoni é considerada nova para a ciéncia, sendo a terceira espécie
descrita de Rhynchocyclidae e a sétima registrada na parvordem Tyrannida.
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CAPITULO IV

ABORDAGENS MOLECULARRES E ESTATISTICAS PARA A DELIMITACAO DE
ESPECIES DE EIMERIIDAE: UM CASO DE EXTREMO POLIMORFISMO EM
OOCISTOS EIMERIANOS DE POMBAS-AMARGOSAS Patagioenas plumbea Vieillot,
1818 (COLUMBIFORMES) NA AMERICA DO SUL
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo analisar, morfoldgica, estatistica e molecularmente,
oocistos eliminados de pombas-amargosas Patagioenas plumbea Vieillot, 1818 de uma
localidade a 2197 metros de altitude proxima ao pico das Agulhas Negras, ponto mais alto do
Estado do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil. Os oocistos se apresentaram extremamente
polimorficos, com formato subesferoidal, ovoides ou elipsoides, além de apresentarem a
presenca/auséncia aleatdria de caracteristicas associadas a parede do oocisto, como micropila,
capa de micrdpila, micropila lateral e veu externo/parede rugosa. A regresséo linear confirmou
o polimorfismo extremo dos oocistos, mostrando que se todas as combinacGes de caracteres
taxonémicos em oocistos (morfotipos) fossem superestimadas, 19 espécies diferentes poderiam
ser identificadas/descritas. Por outro lado, a analise de comparacdo de médias entre oocistos
com presenca/auséncia de caracteristicas e 0s histogramas mostrou equivaléncias e regularidade
na distribuicdo nas classes de medidas, que indicam a presenca de uma Unica espécie nos
oocistos medidos. As analises moleculares foram realizadas a partir do isolamento de oocistos
individuais de diferentes morfotipos, o0s quais tiveram seu material genético extraido,
amplificado e sequenciado em 4 loci ndo sobrepostos nos genes coxl, cox3 e fragmentos de
pequena e grande subunidade rDNA do DNA mitocondrial. As sequéncias foram 100%
idénticas entre os morfotipos, com excecdo de uma divergéncia muito pequena observada no
locus que cobre parcialmente o gene cox3. A analise filogenética foi inconclusiva para o locus
dentro do gene cox1 tradicionalmente usado para coccidios eimerideos, porém os outros loci
devem ter um futuro promissor para estudos filogenéticos quando mais sequéncias para as
mesmas regides génicas forem depositadas no GenBank. Finalmente, a analise multifatorial do
presente trabalho sustentou que os oocistos polimérficos eliminados de P. plumbea sdo uma
Unica espécie, que foi nomeada como Eimeria patagioenasae, tornando esta a vigésima segunda
descricdo eimeriana de Columbiformes.

Palavras-chave: Eimeria patagioenasae; coccidios; Oocistos; morfologia; Morfometria;
Seqlienciamento; filogenia; Aves neotropicais; Parque Nacional de Itatiaia; Brasil.

84



ABSTRACT

The current work aimed to analyze, morphologically, statistically and molecularly, oocysts
shed from plumbeous pigeons Patagioenas plumbea (Vieillot, 1818) from a locality at
2.197m of altitude near the Agulhas Negras peak, the highest point of the State of Rio de
Janeiro, southeastern Brazil. The oocysts were extremely polymorphic, being
subspheroidal, ovoidal or elipsoidal, in addition to having the random presence/absence of
characteristic features associated with the oocyst wall, such as micropyle, micropyle cap,
lateral micropyle and outer veil/rough wall. Linear regression confirmed the extreme
polymorphism of oocysts, showing that if all combinations of taxonomic characters in
oocysts (morphotypes) were overestimated, 19 different species could be
identified/described. In contrast, the means comparison analysis between oocysts with
presence/absence of characteristic features and the histograms showed equivalences and
regularity in the distribution in the classes of measures, which indicate the presence of a
single species in the measured oocysts. Molecular analyzes was performed from the
isolation of individual oocysts of different morphotypes, which had their genetic material
extracted, amplified and sequenced in 4 non-overlapping loci in cox1, cox3 genes and
fragments of small and large subunit rDNA of mitochondrial DNA. The sequences were
100% identical between the morphotypes, with the exception of a very small divergence
observed at the locus that partially covers the cox3 gene. The phylogenetic analysis was
inconclusive for the locus within cox1 gene traditionally used for eimeriid coccidians,
however the other loci should have a promising future for phylogenetic studies when more
sequences for the same genic regions are deposited in GenBank. Finally, the multifactorial
analysis of the current work supported that the polymorphic oocysts shed from P. plumbea
are a single species, which was named as Eimeria patagioenasae, making this the twenty-
second eimerian description from Columbiformes.

Keywords: Eimeria patagioenasae; coccidia; oocysts; morphology; morphometry;
sequencing; phylogeny; Neotropical birds; Parque Nacional de Itatiaia; Brazil.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento da diversidade parasitaria de animais silvestres é escasso quando
comparado ao que se sabe sobre a diversidade de parasitas de animais domesticos e humanos. Em
um estudo recente, Duszynski (2021) apontou que da diversidade atual de vertebrados, apenas
uma parcela muito pequena foi examinada para coccidios. No mesmo sentido, Ortlzar-Ferreira et
al. (2020) demostraram na época que das 367 espécies de aves Columbiformes no mundo, apenas
15 foram relatadas como hospedeiras coccidios.

Pombos e pombas (Columbiformes) sdo hospedeiros de uma ampla gama de parasitas,
desde ectoparasitas como hipoboscideos, mal6fagos, piolhos e acaros até endoparasitas como
helmintos, hemoprotozodrios e coccidios (Atkinson et al. 2008; Taylor et al. 2017). Nesse sentido,
Ortlzar-Ferreira et al. (2020) realizaram uma revisdo taxondmica de coccidios eimerideos de
Columbiformes, onde foram registradas 19 Eimeria spp e 2 Isospora spp. Desde entdo, duas novas
descricdes de Eimeria spp foram adicionadas: Eimeria chalcoptereae Yang, Brice, Berto; Ryan,
2020 e Eimeria ferreirai Oliveira; Berto, 2020 (Oliveira et al. 2020; Yang et al. 2020). Portanto,
atualmente um total de 21 Eimeria spp sdo registrados para aves columbiformes.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo examinar amostras fecais de aves
silvestres em uma localidade a 2.197 metros de altitude, proxima ao pico das Agulhas Negras,
ponto mais alto do Estado do Rio de Janeiro. Oocistos com diferentes formas e caracteristicas
irregulares foram observados em pombas-amargosas Patagioenas plumbea (Vieillot, 1818), que
é uma espécie columbiforme com média dependéncia florestal e relacionada a ambientes bem
preservados na América do Sul; e no sudeste do Brasil, observados principalmente nas encostas
de regiBes montanhosas (Sick 1997; Mello et al., 2020; BirdLife Internacional 2023). Neste
sentido, um estudo morfolégico detalhado destes oocistos polimorficos é fornecido aqui,
associado a estudos estatisticos e moleculares, visando a identificacdo especifica destes oocistos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coletas de amostras

Uma unica expedicdo foi realizada no planalto de altitude do Parque Nacional do
Itatiaia, uma area protegida com alto grau de vulnerabilidade, localizada na Serra da
Mantiqueira, divisa dos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo (ICMBIO 2023).
Essa expedicdo ocorreu em novembro de 2021, especificamente no Km 13 da Travessia Ruy
Braga (22°24'29.97"S; 44°39'04.07"W), que € a trilha que leva ao planalto de altitude onde esta
localizado o pico das Agulhas Negras. Redes de neblina foram utilizadas para a captura das
aves.

Trés pombas-amargosas P. plumbea foram capturados. As aves capturadas foram
especificamente identificadas (Ridgely et al. 2015; Mello et al. 2020), fotografado e atado com
anéis de metal numerados fornecidos pela Agéncia Brasileira de Anilhagem de Aves (Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacéo de Aves Silvestres - CEMAVE). Posteriormente, as aves
foram mantidas em caixas individuais forradas com papel limpo até a defecacéo, quando foram
soltas no mesmo local de captura. Cada gota fresca de fezes de cada ave foi colocada
individualmente em um tubo de centrifuga com uma solucdo de dicromato de potéssio 2.5%
(K2Cr207) (Dolnik 2006).
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2.2 Analise Morfologica

As amostras foram examinadas no Laboratorio de Biologia de Coccidios da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Todas as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente (25°C) por 7 dias. Os oocistos foram isolados por flutuacdo em solugéo
saturada de acucar de Sheather (gravidade especifica: 1.20) e examinados microscopicamente
pela técnica descrita por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al. (2014). Observacoes
morfologicas, desenhos de linhas, fotomicrografias e medidas foram realizadas utilizando-se
um microscopio binocular Olympus BX (Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com uma
camera digital Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia). Desenhos de linhas,
fotomicrografias e outras figuras foram editados usando dois softwares (Corel DRAW e Corel
PHOTO-PAINT) da CoreIDRAW® (Corel Draw Graphics Suite, Versdo 2020, Corel
Corporation, Canada). Todas as medic¢des foram realizadas em micrémetros e sdo apresentadas
seguido da média entre parénteses.

2.3 Analise Estatistica

Trés métodos estatisticos foram empregados apos avaliacdo prévia dos dados pelo teste
de normalidade de D'Agostino’s: (1) Analise de variancia (ANOVA); utilizada para comparar
medidas do diametro maior, diametro menor e indice morfométrico dos oocistos e esporocistos
com diferentes caracteristicas, utilizando o pacote estatistico Bioestat 5.0 (Ayres et al. 2007) para
calcular a média, variancia, grau de liberdade e valor de p (Sampaio 2002; Berto et al. 2014);
(2) Foram elaborados histogramas para plotar os valores de didmetro maior, diametro menor e
indice morfométrico dos oocistos, bem como suas frequéncias relativas, de acordo com o0s
métodos de Sampaio (2002) e Berto et al. (2014); (3) Regressao linear para determinar a
distribuicdo dos oocistos utilizando métodos propostos por Norton e Joyner (1981) e
posteriormente modificados por Berto et al. (2014). Os graficos, a regressdo de linhas, os pontos
de dados, o valor de R2 (coeficiente de determinacdo) e o coeficiente de reta de regressao foram
obtidos utilizando-se o software Microsoft Excel 2007® (Microsoft, Redmond, Washington).

2.4 Analise Molecular

Oocistos individuais, foram analisados morfologicamente em detalhes e
fotomicrografados em microscopia 6ptica, apés isolados, ressuspensos em 90 ul PBS (ou seja,
cada oocisto com morfologia analisada estava contido em cada suspensao de PBS), de acordo
com as diretrizes de Dolnik et al. (2009).

Quiatro ciclos de congelamento-descongelamento (- 4 °C e 96 °C, respectivamente) de 5
minutos cada foram aplicados para quebrar a parede do oocisto antes da extracdo do DNA para
obter a lise completa do oocisto. Apds esta etapa, foram adicionados 10 pl de proteinase K,
deixando-a incubar em banho-maria a 56 °C por aproximadamente 2 h. A extragédo completa do
DNA foi realizada utilizando o kit Qiagen DNeasy™ Blood and Tissue (Qiagen, S&o Paulo,
Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante. A amplificacdo por PCR de quatro loci
diferentes (ndo sobrepostos) do genoma mitocondrial foi direcionada (Figura 1). Trés desses
loci foram projetados usando Primer-BLAST (//www.ncbhi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), e o
quarto foi o locus COIBF1, desenvolvido principalmente por Dolnik et al. (2009) e amplamente
aplicado a coccidianos eimeriideos desde entdo (Tabela 1). Para amplificacdo, uma reacdo de
PCR de 25 pl foi preparada usando 3 pl de DNA genémico (<1 ug), 12,5 pl de GoTag® G2 Hot
Start Colorless Master Mix (Promega Labs) (1X), 0,25 ul de cada Primer (0,2 uM) e 9 pl de 4gua
sem nuclease. As amplificacdes por PCR foram conduzidas usando as condigdes de ciclagem
mostradas na Tabela 1. Os amplicons dos nested PCRs foram purificados usando o Qiagen
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MinElute™ PCR Purification (Qiagen, Sdo Paulo, Brasil).
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Figura 1. Organizacdo do genoma mitocondrial de Eimeria spp. de aves (baseado no genoma
mitocondrial completo de Eimeria dispersa disponivel no GenBank/BLAST sob o numero de
acesso KJ608416): Os loci MAVCOXI (posicionados entre ~1.600-2.200 nt) e COIBF1
(posicionados entre ~2.250—-2.500 nt) ocupam o gene cox1; o locus MARI (posicionado entre
~2.950-3.750 nt) ocupa fragmentos de rDNA de subunidade pequena (SSU) e subunidade grande
(LSU); eolocus MACOI (posicionado entre ~4.200—4.750 nt) ocupa o fragmento LSU/1 rDNA
€ 0 gene cox3.

2.5 Analises de sequéncia de DNA

Todos os produtos de PCR foram sequenciados utilizando os iniciadores (primers) PCR
forward e reverse da Ludwig Biotechnology, onde um Analisador Genético ABI-Prism 3500
(Applied Biosystems, Foster City, California) foi utilizado para o sequenciamento de Sanger.
Os resultados das reacdes de sequenciamento foram analisados e editados no Programa Chromas
2.6. As sequéncias foram comparadas com outros parasitas coccidios disponiveis no banco de
dados GenBank usando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Os
alinhamentos foram criados no MEGA verséo 10.2.6 usando Clustal W (http://www.clustalw.
genome.jp). As relacdes filogenéticas foram reconstruidas usando a Inferéncia Bayesiana no Mr.
Bayes versdo 3.2.7 (Ronquist et al. 2012) e 0 método de maxima verossimilhanca no MEGA
(Kumar et al. 2018).

Os modelos evolutivos mais adequados para todas as analises filogenéticas foram
selecionados pela Selecdo de Modelos no MEGA. A analise de Inferéncia Bayesiana foi
conduzida sob o modelo evolutivo GTR +G para 1.000.000 de geracdes, e as arvores foram
resumidas ap6s a remogdo de 25% do burn-in. A analise de maxima verossimilhanca foi
realizada sob o modelo evolutivo TN93 +G, e os valores de bootstrap foram calculados por
1.000 réplicas. As arvores filogenéticas resultantes foram visualizadas em MrBayes e MEGA e
exportadas em FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/).

88


http://tree.bio.ed.ac.uk/

Tabela 1. Primers e condi¢bes de ciclagem para amplificacdo por PCR de quatro loci do genoma

MARIr (reverse)

5' CCCGGCTAAACTTCCCTTATT 3

mitocondrial.
Locus Primer Sequéncia primers Condigdes de ciclismo
COIBf1 (externo; 5> GWTCATTAGTATGGGCACATCA
forward) 3
. 5 ; °
COIBr1 (externo; CCAAGAGATAATACRAARTGGAA 35 ciclos de o94 C por 30
reverse) 3 segundos, 45°C por 45
COIBF1 COIBH2 (intemo; segundos e 72°C por 30
' 5 GGGCACATCATATGATGAC 3’ segundos e uma extenséo final
forward) o ;
) de 72°C por 5 min
COIBr2 (interno; 3
’ ATAGTATGTATCATGTARWGCAA
reverse) 3
5' H o
MACOIIIf (forward)  CTGTAGAGTCGAGATGGAAACAA o0 ciclos de 94°C por 30
3 segundos, 50°C por 45
MACOIII 5 segundos e 72°C por 42
MACOIIIr (reverse) ~ CCTAGAATAACACTGGCTGTAGAT — S69undos e uma extensdo final
AG 3 de 72°C por 5 min
5' 35 ciclos de 94°C por 30
'(\f"OArJV’;S)X'f GCCAGGTCTATATGGTGGATATG  segundos, 51°C  por 45
MAVCOXI 3 segundos e 72°C por 54
MAVCOXIr (reverse) 5. TGCCCAGACTAATGAACCTAAC segunfios e uma extensao final
3 de 72°C por 5 min
MARIf (forward) 5' GCTCATCACACCCTTGTACTT 3 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, 51°C por 45
MARI segundos e 72°C por 54

segundos e uma extensdo final
de 72°C por 5 min.

3.1 Prevaléncia e Descricéo

3 RESULTADOS

Trés pombas-amargosas (P. plumbea) foram examinadas e 02 (duas) testaram positivo
para oocistos de coccidios. Esses oocistos se apresentaram polimdrficos em tamanho, forma e
na presenca/auséncia de certas caracteristicas. No entanto, em qualquer caso, todos o0s
morfotipos foram distintos das espécies de coccidios registradas como parasitos de

Columbiformes (Tabela 2). Este material é descrito abaixo:

Eimeria patagioenasae Ortuzar-Ferreira; Berto (Figuras 2, 3)
Reino: Chromista Cavalier-Smith, 1981

Filo: Miozoa Cavalier-Smith, 1987

Infrafilo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Coccidiomorphea Doflein, 1901

Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879

Familia: Eimeriidae Minchin, 1903

Género: Eimeria Schneider, 1875

Oocistos (n = 40) subesferoidais (18%), ovovais (45%) ou elipsoidais (37%), 21-31 x
16-23 (26,1 x 20,1); indice morfométrico de 1,0-1,6 (1,31). Bicamadas de parede, 1,5-2,0 (1,8
um) de espessura, camada externa lisa, €.2/3 de espessura total. Alguns oocistos (38%)
apresentaram uma membrana enrugada (provavelmente o véu externo) aderida a camada
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externa da parede do oocisto, levando a uma aparéncia aspera da parede do oocisto. Micrépila
presente na extremidade longitudinal da maioria dos oocistos (78%), 2,0-9,2 (4,7) de largura;
aleatoriamente associada a um capuz polar (48%), 0,8-2,7 de altura x 4,0-10,5 de largura (1,6
x7,1).

Uma micropila lateral foi observada em alguns oocistos (35%), com 3,9-8,9 (6,6) de
largura. Residuo de oocisto ausente, mas 1-2 granulos polares (geralmente 1) presentes, 2,3—
3,1x1,3-2,4(2,7x1,8).

Esporocisto (n = 27) elipsoidal alongado a fusiforme, 13—-18 x 6-8 (15,0 x 7,4); indice
morfométrico de 1,8-2,3 (2,04).

Corpo de Stieda presente, achatado a semelhante a um botéo, pouco discernivel do corpo
sub-Stieda em alguns esporocistos, 0,4-0,9 de altura x 0,9-1,5 de largura (0,6 x 1,2). Corpo
sub-Stieda present, arredondado a trapezoidal, 0,8-1,4 de altura x 1,3-2,2 de largura (1,0 x 1,8).

Corpo de Para-Stieda ausente.

Residuo de esporocisto presente, constituido por numerosos granulos espalhados entre
0S esporozoitos.

Esporozoitos vermiformes, com corpos refratéarios posterior e anterior, 3,4-5,9 x 2,4—
3,3 (4,4 x 2,8), e nlcleo central.

3.1.1 Diagnéstico

Eimeria patagienasae é a Unica espécie de coccidio registrada na espécie hospedeira P.
plumbea. Os oocistos de E. patagienasae sdo identificaveis pela presenca aleatoria de micrépila,
capa de micrépila, micrépila lateral e véu externo/parede rugosa, que podem ser subesferoidais,
ovoides ou elipsoides, além das caracteristicas tipicas dos esporocistos fusiformes com corpos
de Stieda e sub-Stieda (Figs. 2 e 3). Com base nesses e em outros caracteres taxondmicos, as
diferencgas entre E. patagienasae e outras Eimeria spp., registradas em Columbiformes, estdo
resumidas na Tabela 2. Das 21 espécies de coccidios registradas para Columbiformes até o
momento, apenas Eimeria turturi Golemansky, 1976 tem forma (indice morfométrico de 1,3) e
tamanho compativeis com E. patagioenasae, no entanto, esta espécie é facilmente diferenciada
pela auséncia de micrépila e granulo polar, além da forma, tamanho e outras caracteristicas dos
esporocistos.

Eimeria kapotei Chatterjee ; Ray, 1969, Eimeria waiganiensis Varghese, 1978, Eimeria
duculai Varghese, 1980, Eimeria palumbi McQuistion, 1991, Eimeria zenaidae Adriano et al.
2003, Eimeria janovyi Bandyopadhyay et al. 2006, Eimeria columbapalumbi Jamriska; Modry,
2012, Eimeria lyoni Yabsley et al. 2015 e E. chalcoptereae sdo ligeiramente semelhantes em
tamanho (mas ndo forma) a E. patagioenasae, além de serem facilmente diferenciadas pela
auséncia de micropila e/ou outras caracteristicas dos esporocistos.

Eimeria ferreirai € ligeiramente semelhante a E. patagioenasae, que sdo simpatricas
(hospedeiras e coccidios) no Parque Nacional do Itatiaia; E. patagioenasae pode ser
diferenciado, além do tamanho e forma, por micropilas aleatoriamente presentes, forma de
esporocisto e corpos de Stieda e sub-Stieda ligeiramente distintos, enquanto E. ferreirai tem
apenas um corpo de Stieda bem definido como estrutura de excistamento.
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Figura 2. Desenhos de linhas de oocistos elipsoidais, ovoide (forma ovalada) e subesferoidais
de Eimeria patagioenasae de pombas-amargosas Patagioenas plumbea, com presenga/auséncia
aleatoria de caracteristicas associadas a parede do oocisto, como micropila, capa de micropila,
micropila lateral e véu externo/parede rugosa. Barra de escala: 10 um.

3.1.2 Resumo Taxondémico

Hospedeiro-tipo: Patagioenas plumbea Vieillot, 1818 (Aves: Columbiformes:
Columbidae), pomba-amargosa.

Localidade-tipo: Planalto de altitude do Parque Nacional do Itatiaia (22°24'29.97"S;
44°39'04.07"W), Sudeste do Brasil. Material-tipo: Fotossintipos, desenho de linhas e oocistos
em solucdo de Ka2Cr207 a 2,5% (Williams et al. 2010) estdo depositados e disponiveis
(http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo de Parasitologia do Laboratorio de Biologia
de Coccidios, da UFRRJ, sob o nimero de repositorio P-132/2023.

Fotografias do espécime tipo-hospedeiro (simbiotipo) sdo depositadas na mesma
colecao.

Sequéncia representativa de DNA: A amplificacdo do DNA dos loci COIBF1,
MACOIII, MAVCOXI e MARI mostrou bandas claras em torno de ~250 pb, ~ 632 pb, ~ 653
pb e ~824 pb, respectivamente (Figura 4).

Sequéncias representativas foram depositadas no banco de dados do GenBank sob os
nimeros de acesso: 0Q790143 (COIBF1, oocisto ovoide com capuz polar e micropila);
0Q790144 (COIBF1, oocisto subesferoidal com micropila); 0Q790137 (COIBF1, oocisto
elipsoidal com capa de micropila, micrépila e micropila lateral); 0Q790145 (MACOIII, oocisto
subesferoidal com micropila); 0Q790140 (MACOIII, oocisto elipsoidal com veu
externo/parede rugosa, capuz polar, micropila e micrdpila lateral); 0Q790139 (MACOIII,
oocisto elipsoidal com capa de micropila, micropila e micropila lateral); OQ790138
(MAVCOXI, oocisto elipsoidal com capa de micrépila, micrépila e micropila lateral);
0Q790142 (MAVCOXI, oocisto elipsoidal com véu externo/parede rugosa, capuz polar,
micropila e micrépila lateral); 0Q790141 (MARI, oocisto elipsoidal com véu externo/parede
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rugosa, capuz polar, micropila e micropila lateral).

Registro no ZooBank: Para cumprir os regulamentos estabelecidos no Artigo 8.5 da
versdo alterada de 2012 do Cadigo Internacional de Nomenclatura Zoologica (ICZN 2012),
detalhes da nova espécie foram apresentados ao ZooBank.

O Life Science Identifier (LSID) do artigo é urn:Isid:zoobank.org:pub.

O LSID para o novo nome Eimeria patagioenasae Ortlzar-Ferreira; Berto é
urn:lsid:zoobank.org:act.

Local de infecgdo: Desconhecido, oocistos foram recuperados das fezes.

Prevaléncia: 67% (2 de 3 aves examinadas).

Etimologia: O nome especifico é derivado do nome genérico do hospedeiro-tipo.

P QL R

Figura 3. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Eimeria patagioenasae de pombas
amargosas Patagioenas plumbea: oocistos elipsoidais (A—H), ovais (I-N) e subesferoidais (O-R).
Observe a camada interna (il), camada externa lisa (sol) e/ou véu externo/camada externa aspera
(ov/rol) na parede do oocisto, micropila lateral (Im), micrépila (m), capa de micropila (mc), ndcleo
(n), granulo polar (pg), corpo refrétil (rb), residuo de esporocisto (sr), corpos Stieda (sb) e sub-
Stieda (ssb). Barra de escala: 10 um.
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Figura 4. Perfil eletroforético de PCR para os locos COIBF1 (A), MACOQOIII (B, C), MAVCOXI
(D) e MARI (E) do genoma mitocondrial de Eimeria patagioenasae de pombas amargosas
Patagioenas plumbea, obtido em gel de agarose 1,2%. Marcador de peso molecular (m) Escada
de DNA Promega 1 kb (250-10.000 pb). Os morfotipos “subesferoidal-c”, “ovoidal-e”,
“elipsoidal-i” e “elipsoidal-k” referem-se a extracdo de DNA de oocistos individuais
subesferoidais com micropila; ovoidal com capa de micrépila e micropila; elipsoidal com capa de
micrépila, micropila e micrdpila lateral; e elipsoidal com véu externo/parede rugosa, capa de
micropila, micropila e micrdpila lateral; respectivamente.
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Tabela 2. Morfologia comparada de Eimeria spp., registrada em Columbiformes do Mundo.

Oocysts Esporocistos
. . . — ; - Corpo de
Coccidia Hospedeiro Localidade Referéncias L N - .
P Forma LengtthdthL/W Parede Residuo Micropila Grénulo polar Forma LengtthdthL/W Stieda Corpq de Residuo
(um) (um) ratio (um)  (um) ratio Substieda
Pinto (1928) zl:/gei;];elm'dal a 17-21 1&181'(137 suave ausente presente presente ovoidal (111£ }1‘)1 ?(; 1) 1.4) - - presente
Columba livia Asia. India
Gmelin, 1789 Nieschulz . 15-18 14-1620" .
L Subesferoidal a 1.1 suave ausente ausente presente elipsoidal  — - - presente ausente presente
Eimeria (1935) L (16.7) (15.3)
elipsoidal (1.09)
labbeana Streptopeli
(Labbe, 1896) >UrePtopelia
Pinto, 1928~ 200 10 idal 1.9 f
A0SZY: Europa, Oliveiraetal. subesferoidal a 16-21 14177 ovoidalou y) 445 7 7 Presents,
1838 Portugal (2021) elinsoidal (185) (155) 1.4 suave ausente presente, 1-3 presente, 1-3 ligeiramente (12.2) (5.9) 2.3 prominente  ausente presente
Columba g P ' 7 (1.19) reniforme ' "/ (2.08)triangular
palumbus
Linnaeus, 1758
Eimeria - - 1.0-
columbarum  C. livia Asia, India Hggg;mz g\tjclz;e;;:amldala (1296)21 (155273)11 suave ausente ausente presente elipsoidal - - - presente ausente presente
Nieschulz, 1935 ©/(1.07)
Eimeria
columbae Mitra . - . Mitra and Das . . .
- Das Gupta, C. livia Asia, India Gupta (1937) Subsferoidal a ovoidal (16.4) (14.4)— - presente ausente - elipsoidal  (7.2) (4.8) - - - presente
1937
L presente,
sEF;Lneer:(I)iercae -srrgﬁ(reﬁ:rus o . riniforme a elipsoidal (117§ 22? (1125 %3?7 :Lr{r?;/;es;ggn o ausente gzsr:]nlgglioé da gr\]/ﬁopil(?gente (117; EE)J (1125 é‘)‘, - presente
Ray, 1052  (Vigors, 1832) Asia India Ray (1952) 2) (2. lateral micrc')pilff o
Eimeria kapotei .
Lo - o . Chatterjee and . - 24-30 22-26 presente, - presente,
i:gg;terjee ; Ray,C. livia Asia, India Ray (1969) sub-spherical (26.1) (235) - anterior presente, 1-2 ovoidal 8-10 - - presente - disperso
L . Streptopelia
Eimeria turturi turtur elipsoidal ou 23-29 18-25 elipsoidal presente,
Golemansky, - . Golemansky . - suave, ~1.5  ausente ausente ausente 11-13 6-8 — ausente - .
(Linnaeus, Europe, Bulgaria amplamente ovoidal (26) (21.6) alongado disperso
1976 1758) (1976)
Chalcophaps
indica
Eimeria (Linnaeus, 1.1-
waiganiensis  1758); Oceania, Papua  Varghese amplamente ovoidal 22-25 197231.2 suave, ~1.5  ausente presente, 4-6 presente, 2-4 ovoidal 9-11 68 presen'te, presente, p_resente,
g " (24) (22) (5) (10.0) (7.0) proeminente  pequeno disperso
Varghese, 1978 Otidiphaps New Guinea (1978) (1.2)
nobilis (Gould,
1870)
presente,
Eimeria duculai le:IC:rI;oa Oceania, Papua Varghese amplamente ovoidal 26-31 23-27 (L.1) suave, 1.5-2.5 ausente discreto presente, 1, alonaado 14-16 6-8 p:ce)zen:itﬁ"ente ausente compactado,
Varghese, 1980 (gray Jasg) NewGuinea  (1980) P @8) (250 V(2.0 ~2.0 9 (15.5) (7.2) E@nico ’ membrana-

delimitado




Eimeria gourai Goura victoria
Varghese, 1980 (Fraser, 1844)
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3.2 Analise morfométrica e estatistica

A anélise de comparagdo de medias por ANOVA foi realizada de acordo com as
caracteristicas da parede do oocisto, presentes ou ausentes aleatoriamente. Conforme a Tabela
3, as medias foram equivalentes (P>0,01), em todas as dimensGes morfométricas, entre oocistos
com e sem Vveéu externo/parede rugosa, capa de micrépila, micrépila e micropila lateral.

Os histogramas de diametros maior e menor e indice morfométrico dos oocistos (Figura
5) e esporocistos (Figura 6) foram regulares a medida que as frequéncias aumentavam e
diminuiam nas classes de medidas. Esses resultados indicam uma Unica espécie/populacéo nos
oocistos e esporocistos medidos, de acordo com as diretrizes de Sampaio (2002) e Berto et al.
(2014).

15 1 A 15 + B
12 1 12
'g B Length 'g
Q 9 4 i Q R
e ] 7] Width 29
1] Q
3 1 3
8’ 6 4 o 64
o <
w w
3 4 3
<
0 4 0
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Classes of measures Classes of measures

Figura 5. Histogramas de diametros maior e menor (A) e indice morfométrico (B) de oocistos
de Eimeria patagioenasae de pombas-amargosas Patagioenas plumbea.
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Figura 6. Histogramas de diametros maior e menor (A) e indice morfométrico (B) de
esporocistos em oocistos de Eimeria patagioenasae de pombas-amargosas Patagioenas
plumbea.
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A regressdo linear foi realizada para todos os oocistos (Figura 7) e esporocistos (Figura
8), mas cada formato de oocisto relacionados a combinacdes de caracteristicas (morfotipo) foi
individualizada e identificada nos graficos. Como observado, ndo houve combinacdo de
caracteristicas correlacionadas com o tamanho/forma do oocisto nas regressdes lineares do
oocisto e do esporocisto, uma vez que as mesmas combinac6es de caracteristicas coincidiram
em oocistos subesferoidais, ovoides e elipsoidais, de diferentes tamanhos.

O valor muito baixo de R2 e os pontos/oocistos distantes da linha de regressdo indicaram
a natureza extremamente polimorfica dos oocistos. Em contraste, a regressdo linear dos
esporocistos resultou em um valor de R2 de 0,5, que € limitrofe para determinar uma
distribuicdo uniforme (Berto et al., 2014), também confirmada pela proximidade dos pontos de
dados/esporocistos a linha de regressao.

y =0.0751x + 18.097
o R?=0.02

length

Figura 7. Distribuicdo dos oocistos subesferoidais (cinza-claro), ovoides (cinza escuro) e
elipsoidais (preto) de Eimeria patagioenasae em regressao linear (n=40). As letras indicam as
seguintes combinacdes de caracteristicas (morfotipos): (a) parede do oocisto lisa e sem
estruturas morfolGgicas associadas; b) com véu exterior/parede aspera; ¢) com micropila; d)
com micrépila lateral; e) com capuz polar e micropila; f) com véu exterior/parede aspera e
micropila; g) com micrépila e micropila lateral; h) com véu exterior/parede rugosa, capuz polar,
micrépila; i) com véu exterior/parede rugosa, micropila e micropila lateral; j) com capuz polar,
micrépila e micropila lateral; k) com véu exterior/parede rugosa, capuz polar, micropila e
micrépila lateral.

98



107 = 0.2585x + 3.4903
- R?=0.5

width

Figura 8. Distribuicdo dos esporocistos em oocistos subesferoidais (cinza-claro), ovoides
(cinza escuro) e elipsoidais (preto) de Eimeria patagioenasae em regressdo linear (n= 27). As
letras indicam as seguintes combinacdes de caracteristicas (morfotipos): (b) com véu
externo/parede rugosa; ¢) Com micropila; d) Com micrdpila lateral; ) Com capuz polar e
micrépila; g) Com micropila e micropila lateral; h) Com véu exterior/parede rugosa, capuz
polar, micropila; i) com véu exterior/parede rugosa, micropila e micropila lateral; j) Com capuz
polar, micrdpila e micrépila lateral; k) Com véu exterior/parede rugosa, capuz polar, micrépila
e micropila lateral.
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Tabela 3. Andlise estatistica das comparag¢Ges de médias de oocistos e esporocistos relacionados a caracteres taxonémicos aleatoriamente
presentes ou ausentes em oocistos de Eimeria patagioenasae.

Caracteristicas

Dimensdes morfométricas Ve EXENIRECEERER B e prosente st
presente(n=15) _95)  (n=19)  (n=21)  (n=31)  (n=9) (n=14)  (n=6)
Diametro 26.0 26.2 26.9 25.5 26.1 26.2 26.6 25.9
maior(pum) (22-30)? (21-31)? (23-31) (21-31)? (21-31)*  (22-31)*  (23-31)*  (21-31)
Oocisto Diametro menor 20.0 20.1 19.7 20.4 20.0 20.4 20.0 20.1
(Lm) (18-22)? (16-23)? (16-22)? (18-23)? (16-22)*  (19-23)*  (16-22)*  (16-23)
indice 1.3 1.3 1.4 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3
morfométrico (1.1-1.5) (1.0-1.6)*  (1.1-1.6)*  (1.0-1.5)* (1.0-1.6)* (1.1-1.5)* (1.2-1.5)* (1.0-1.6)
Diametro 15.6 14.7 15.1 15.0 14.9 15.4 15.7 14.8
maior(pum) (15-17)? (13-18)? (13-18)? (13-17)? (13-18)*  (15-17)*  (14-17)*  (13-18)
Esporocisto Diametro menor 7.6 7.2 7.4 7.3 7.3 7.4 7.7 7.2
(um) (6-8)° (7-8) (7-8)° (6-8)° (7-8)° (6-8)° (7-8)° (6-8)°
indice 2.1 2.0 2.0 2.1 2.0 2.1 2.0 2.0
morfométrico (1.9-2.3) (1.8-2.3)*  (1.8-2.3)*  (1.9-2.3)*  (1.8-2.3)* (1.9-2.3)* (1.9-2.2)* (1.8-2.3)

®Todas as médias (mesmas letras) dentro de cada coluna de caracteres taxondmicos foram equivalentes (P>0.01).



3.3 Analise molecular e filogenética

Anélises moleculares de oocistos individuais recuperados de P. plumbea com diferentes
combinacfes de caracteres taxonémicos (morfotipos) revelaram a presenca de sequéncias
eimerideos diferindo de outros coccidios depositados no banco de dados do GenBank.

No locus COIBF1, oocistos de trés morfotipos distintos (subesferoidal com micrépila;
ovoidal com capa de micropila e micropila; e elipsoidal com capa de micréopila, micropila e
micrépila lateral) foram 100% idénticos entre si e 99% semelhantes a Isospora spp.

Eimeria columbinae Ortlzar-Ferreira; Berto, 2019, que foi descrita a partir de rolinha-
roxa, Columbina talpacoti (Temminck, 1809) no sudeste do Brasil, foi a espécie eimeriana mais
proxima, com 98,2% de similaridade. Eimeria labbeana (Labbe, 1896) Pinto, 1928 e E.
ferreirai, que sdo duas outras Eimeria spp., registradas em Columbiformes, sequenciadas para
esse mesmo locus COIBFL1, apresentaram 93,5% e 91,6% de similaridade, respectivamente.

No locus MACOIII, um oocisto elipsoidal com véu externo/parede rugosa, capa de
micropila, micropila e micropila lateral apresentou 99,1% de similaridade com um oocisto do
mesmo morfotipo, exceto pela presenca do véu externo com aspecto de parede rugosa.

Em contraste, este mesmo oocisto elipsoidal com véu externo/parede rugosa, capa de
micrépila, micropila e micropila lateral teve 99,8% de similaridade com um oocisto
subesferoidal com apenas uma micropila na extremidade longitudinal. Destes oocistos, as
sequéncias mais proximas depositadas no GenBank neste locus MACOIII foram de Eimeria
dispersa Tyzzer, 1929 e Eimeria innocua Moore; Brown, 1952, que séo parasitas de perus,
juntamente com alguns Isospora spp, com similaridade de 93%.

No locus MAVCOXI, os mesmos oocistos elipsoidais do mesmo morfotipo, com
excecao do véu externo/parede rugosa, foram 100% idénticos entre si. Em comparacao com as
sequéncias depositadas no GenBank, as mais proximas foram E. innocua e E. dispersa, com
92,6% e 91,8% de similaridade, respectivamente.

No locus MARI apenas o oocisto elipsoidal com véu externo/parede rugosa, capa de
micrépila, micrépila e micropila lateral foi bem-sucedido na amplificacdo e sequenciamento.
Em comparagdo com as sequéncias do GenBank, novamente E. innocua e E. dispersa foram as
mais proximas, com 92,9% de similaridade.

A andlise filogenética baseada nos loci COIBF1, MACOIII, MAVCOXI e MARI
incluiu sequéncias de coccidios disponiveis no GenBank (Figuras 9 - 12). Uma Choleoeimeria
sp. (KT203395) de uma cobra-real da pradaria Lampropeltis calligaster (Harlan, 1827) foi
usada como grupo externo.

Na arvore filogenética construida a partir do locus COIBF1 (Figura 9) os oocistos
polimérficos de P. plumbea formaram um grupo monofilético com Isospora spp, de
passeriformes, estando em polifiliacom as demais Eimeria spp. de Columbiformes. J& na arvore
filogenética construida a partir do locus MACOIII (Figura 10) as sequéncias do presente estudo
estavam em um grande clado com Eimeria spp., de galinhas, perus, gansos, coelhos, cavalos,
além de Isospora spp., de passeriformes e outros coccidios eimerideos.

Finalmente, nas arvores filogenéticas construidas a partir dos loci MAVCOXI e MARI
(Figuras 11, 12), grupos monofiléticos com E. innocua e E. dispersa foram formados. Essa
relacéo foi razoavelmente apoiada em todas as analises.
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Choleoeimena sp. (KT203395) - Lampropeltis calligaster (Squamata: Colubridae)
Eimenia ferrelras (MN326301) - Leptotia verreauxi (Columbiformes: Columbidae)}
— Eimerta sp. RY-2016a (KT305929) - Columba fivia (Columbiformes: Columbidae)
+— Eimenia purpureicephall (KU140598) - Purpureicephalus spurlus (Psittaciformes: Psittacidae)
Eimeria patagioenasae 'ovoidal-e morphotype' (OQ790143) - Patagioenas plumbea (Columbiformes: Columbidae)
Eimeria patagioenasae 'subspheroidal-c morphotype' (0Q790144) - Patagioenas plumbea (Columbiformes: Columbidae)
Eimerla patagloenasae ‘ellipsoidal-i morphotype' (0Q790137) - Patagioenas plumbea (Columbiformes: Columbidae)
as) Isospora greineri (KR108298) - Lamprotomis supevbus {Passeriformes: Sturnidae)

,.ﬁ{ Isospora superbust (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Sturnidae)
isespora lristis (KY344443) - Acnidotheres tristis (Passerformes: Sturnidae)
= Isospora butcherae (KYBO1687) - Zosterops lateralis (Passeriformes: Zosteropidae)
™t Isospora coronoideae (MK867778) - Corvus coronoides (Passeriformes: Corvidae)
* isospora mayun (MW775673) - Pavo cristatus (Galliformes: Phasianidae)
——Isospara facazei (MWT75672) - Pavo cnstatus (Galliformes: Phasianidae)
— Eimeria columbinae (MNOB2528) - Columbina taipacoll (Columbiformes: Columbidae)
anr Eimenia labbeana (MT475826) - Columba palumbus (Columbiformes: Columbidae)
* Eimena labbeana (MT475825) - Straptopelia decaocto (Columbiformes: Columbidas)
Eimenia falciformis (HM771682) - Mus musculus (Rodentia: Muridae)
Eimeria kaunensis (KU215528) - Apodemus flavicolits (Rodentia: Muridae)

- Eimeria lancasterensis (KT361004) - spp. (Mammalia: Rodentia)

Eimena irresidua (KPC25690) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

g

LT o0

[ Eimeria magna (OP485003) - Oryclolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

| r Eimeria media (OP485004) - Oryctolagus cunicuius (Lagomorpha: Leporidae)
*#'-Eimena coecicola (OP485008) - Oryclolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

“Eimena intestinalis (OP485007) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidag)
= Isospora coerebae (0K194671) - Coereba flaveola (Passeriformes: Thraupidae)

Figura 9. Relacdo filogenética de Eimeria patagioenasae de pombas-amargosas Patagioenas
plumbea inferida por anélise bayesiana para um locus (COIBF1) dentro do gene coxl do
genoma mitocondrial. Os nimeros dos nds, mostram valores de bootstrap derivados da analise
de méxima verossimilhanga/probabilidades posteriores sob a anélise de inferéncia bayesiana.
Somente suportes de bootstrap e probabilidades posteriores superiores a 50% ou 0,50,
respectivamente, sdo exibidos. Os morfotipos 'subesferoidal-c', 'ovoidal-e' e ‘elipsoidal-i'
referem-se a oocistos subesferoidais com micropila; ovulais com capuz polar e micrépila; e
elipsoidal com capa de micropila, micrépila e micrdpila lateral; respectivamente.

Chaleoeimena sp. (KT203395) - Lampropellis calfigaster (Squamata: Colubridae)

~ Eimena zuemii (KX495130) - Bos tawus (Cetarticdactyla: Bovidae)

o Eimeria patagioenasae "subspheroidal-c morphotype' (0Q790145) - Patagioenas plumbea (Columbiformes: Columbidae)
Eimeria patagioenasae "ellipsoidal-k morphotype' (0Q790140) - Pstagioenas plumbea (Columbiformes: Columbidae)
Eimeria patagioenasae "ellipsoidal-i morphotype' (OQ790139) - Patagioenas plumbea (Columbiformes: Columbidae)
Eimeria necatrix (HQ702482) - Gallus gallus (Galiiformes: Phasianidae)

Eimeria tenella (HQ702484) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Eimena meleagnmitis (KJ608414) - Meleagris gallopavo (Galliformes; Phasianidae)

Eimena adenoeides (KJ608415) - Meleagris galfopave (Gallformes: Phasianidae)

Eimeria praecox (KX094945) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Eimeria ansens (MH758793) - Anser albifrons (Anseriformes: Anatidae)

r Eimeria magna (KF419217) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

Eimena irresidua (KP025690) - Oryciolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

Eimeria favescens (KP025693) - Oryclolagus cunicutus (Lagomorpha: Leporidae)

Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Stumidae)

Isospora superbusi (KT203396) - Lamprotomis superbus (Passeriformes: Sturnidae)

Isospora lugensae (MW303519) - Aphrodroma bravirostris (Procellariiformes; Proceltariidae)

Cyclospora cayetanensis (KP231180) - Homo sapiens (Primates: Hominidae)

rCaryospora bigenetica (KP858102) - Sistrurus catenatus (Squamata: Viperidas)

Lankesterella sp. (KT369005) - Lithobates clamitans (Anura: Ranidae)

Eimerla teuckarti (MW354691) - Equus caballus (Equidae: Perissodactyla)

Eimena dispersa (KJ608416) - Meieagris galiopaveo (Galliformes: Phasianidae)

*oFl Elmeria innocua (KR108296) - Meleagn's gatiopavo (Galliformes: Phasianidae)

Eimena mephitidis (KT203398) - Mephitis mephitis {Camivora: Mephitidae)

"

Figura 10. Relagdo filogenética de Eimeria patagioenasae de pombas-amargosas Patagioenas
plumbea inferida por analise bayesiana para um locus (MACOIII) que cobre parcialmente o
gene cox3 do genoma mitocondrial. Os numeros nos nos, mostram valores de bootstrap
derivados da analise de maxima verossimilhanca/probabilidades posteriores sob a analise de
inferéncia bayesiana. Somente suportes de bootstrap e probabilidades posteriores superiores a
50% ou 0,50, respectivamente, sdo exibidos. Os morfotipos 'subesferoidal-c', ‘elipsoidal-k' e
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‘elipsoidal-i' referem-se a oocistos subesferoidais com micrépila; elipsoidal com véu
externo/parede rugosa, capuz polar, micropila e micropila lateral; e elipsoidal com capa de
micrépila, micropila e micropila lateral; respectivamente.

Choleosimena sp. (KT203395) - Lampvopetts calligaster (Squamata: Colubndae)
~Isospora lugensae (MW303519) - Lugensa brevirostns (Procellaniiformes: Procellaridae)
- Eimeria patagioenasae 'ellipsoldal-i morphotype' (0Q790138) - Patagioenas plumbea (Columbiformes: Columbidae)
Eimeria patagioenasae 'ellipsoidal-k morphotype' (0Q790142) - Patagioenas plumbea (Columblformes: Columbidae)
~— Eimeria dispersa (KJ608418) - Meleagris gafiopavo (Galliformes: Phasianidae)
- Eimeria innocua (KR108296) - Meleagns gallopavo (Galliformes: Phaslanidae)
Eimena gafiopavonis (KJ608413) - Meleagns gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
- | Eimena pragcox (KX094945) - Galus gallus (Galliformes: Phasianidae)
r Eimeria acervuling (KX004948) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
- Eimena ansevis (MHT58793) - Anser albifrons (Anseriformes: Anatidae)
Eimena brunett (KX0940859) - Gatlus gafius (Galiformes: Phasiandae)
Cyclospora cayelanensis (MN2603686) - Homo sapiens {Pnmates; Hominidae)
Eimena mephiticis (KT203398) - Mephitis mephitis (Mammalia: Camivora)

Eimens chrstenseni (ON245513) - Capra hircus (Cetartiodactyla; Bovidae)
Eimena arfoingl (ON245514) - Capra hircus (Cetartiodactyla: Bovidae)
Eimeria magna (KF419217) - Oryclolagus cunicwius (Lagomorpha: Leporidae)
- Einenas infestinalis (KPO02592) - Orycfolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)
Eimeria sresidua (KP025650) - Oryctolagus cumculus (Lagomorpha: Lepondae)
Isospora greinen (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Stumidae)
Isospora picoflavae (NC_065382) - Colaptes auratus (Piciformes: Picidas)
Caryospora bigenetica (KP658102) - Sistnurus cafenatus (Squamata; Vipendae)
Lankesterells sp. (KT388006) - Lithobates clamitans {Anura: Ranidae)
Eimeria leuckarti (MW354691 ) - Equus caballus (Equidae: Perissodactyla)

Jers

Figura 11. Relacdo filogenética de Eimeria patagioenasae de pombas-amargosas Patagioenas
plumbea inferida por analise bayesiana para um locus (MAVCOXI) dentro do gene cox1 do
genoma mitocondrial. Os numeros nos nds, mostram valores de bootstrap derivados da analise
de maxima verossimilhanga/probabilidades posteriores sob a anélise de inferéncia bayesiana.
Somente suportes de bootstrap e probabilidades posteriores superiores a 50% ou 0,50,
respectivamente, sdo exibidos. Os morfotipos ‘elipsoidal-k' e ‘elipsoidal-i' referem-se a oocistos
elipsoidais com véu externo/parede rugosa, capa de micrépila, micropila e micropila lateral; e
elipsoidal com capa de micropila, micrépila e micrépila lateral; respectivamente.

Choleoeimerna sp. (KT203395) - Lampropeilis calligaster (Squamata: Colubridae)
~— Caryospora bigenetica (KPE58102) - Sistrurus catenalus (Squamata: Viperidae)
Lankesferelia sp. (KT369008) - Lithobates clamitans (Anura; Ranidae)
Eimeria patagioenasae 'ellipsoidal-k morphotype’ (OQ790141) - Patagioenas plumbea (Columbiformes: Columbidae)
ga ”[E:mem dispersa (KJ608416) - Mefeagns gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
—— T Eimeria innocua (KR108296) - Meleagris galiopavo (Galldormes: Phasianidae)
L Eimeria brunstti (HQT02480) - Gallus galius (Galliformes: Phasianidse)

Eimena maxima (HQT702481) - Galus gaflus (Galliformes: Phasianidae)
% Eimeria mitis (KF501573/3261-3682) - Gallus gallus {Galllformes: Phasiandae)

Eimena muis (KF501573/2853-3223) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria ansens {(MH758793) - Anser albifrons (Anseriformes: Anatidae)
Eimeria adenoeides (KJB08415) - Meleagris galiopavo (Gallformes: Phasianidae)
Eimeria fenefla (KX094951) - Gallus galus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria necatnix (KX094952) - Gallus galus (Galliformes: Phastanidae)
x Eimeria mephitichs (KT203398) - Mephitis mephitis (Camivora: Mephitidae)
1 ,,{-Emmra magna (KF419217) - Oryctolagus cunculus (Lagomorpha: Leparidae)

Eimena mtesfinalis (KP008592) - Oryttolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidas)
"?{ —— Eimeria iresidua (KP025690) - Oryctolagus cuniculs (Lagomorpha; Lepondae)
Isospora mangnnae (NC_034000) - Manoning flavigula (Passen: Meliphagidae)

- Isospora greinen (KR108298) - Lamprotonis superbus (Passeri: Stumidae)

2 v—E;mena leuckart! (MW354631) - Equus cabalius (Equidae: Perissodactyla)
- Isospora picoflavae (NC_D65382) - Colaples aurafus (Piciformes: Picidae)

- Cyclospora cayetanensis (KP231180) - Homo sapiens (Primates; Hominidae)
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Fig. 12. Relacdo filogenética de Eimeria patagioenasae de pombas-amargosas
Patagioenas plumbea inferida por andlise bayesiana para um locus (MARI) que ocupa
fragmentos de pequenas e grandes subunidades rDNA do genoma mitocondrial. Os nimeros
nos nés, mostram valores de bootstrap derivados da anédlise de méaxima
verossimilhanca/probabilidades posteriores sob a analise de inferéncia bayesiana. Somente
suportes de bootstrap e probabilidades posteriores superiores a 50% ou 0,50, respectivamente,
sdo exibidos. O morfotipo ‘elipsoidal-k' refere-se a um oocisto elipsoidal com veéu
externo/parede rugosa, capa de micrépila, micropila e micropila lateral.

4 DISCUSSAO

O numero minimo de amostras de hospedeiros visando descri¢bes ou relatos de espécies
de coccidios ndo é consensual ou pré-determinado, como pode ser observado na literatura
cientifica, onde novas espécies de coccidios foram descritas até mesmo por uma Unica ave
hospedeira (Berto et al. 2011). Entretanto, quanto maior o nimero de amostras (de diferentes
exemplares, espécies e localidades), maior serd a delimitacdo e precisdo da
padronizacao/tipificacdo de uma espécie de coccidio (Ortlzar-Ferreira et al. 2021; Berto e
Lopes 2020).

O baixo nimero de pombas-amargosas P. plumbea (P. plumbea) capturados e analisados
no presente estudo se justifica pela raridade e dificuldade de captura desta pomba no Parque
Nacional de Itatiaia/RJ. Apds mais de 10 anos de expedi¢des bimestrais no parque, apenas esses
03 (trés) exemplares de P. plumbea foram capturados nesta area de dificil acesso e trabalho de
campo no planalto de altitude do Parque Nacional do Itatiaia. Em qualquer caso, o nimero
muito razoavel de oocistos analisados (40) de 02 (dois) das 03 (trés) pombas capturadas garantiu
um estudo morfolGgico, estatistico e molecular preciso, até porque os estudos moleculares
complementares foram realizados em oocistos individuais.

Os oocistos, identificados e descritos como E. patagioenasae, eram extremamente
variaveis em tamanho, formato e presenca e auséncia de varios tracos caracteristicos associados
a parede do oocisto (Figuras 2 e 3). Estas variacBes foram em grande parte aleatdrias; ou seja,
ndo foi possivel padronizar/tipificar determinados tamanhos e formas associados a
presenca/auséncia de determinados tracos caracteristicos (morfotipos).

Essa afirmacdo também é apoiada pela regressao linear dos oocistos (Figura 7), onde
11 combinagdes de caracteristicas diferentes foram distribuidas aleatoriamente ao longo da
linha de regressdo em oocistos de diferentes tamanhos e formas. Se cada combinacdo de
caracteristicas associadas a forma/tamanho do oocisto fosse superestimada, 19 diferentes
morfotipos/espécies poderiam ser identificados/descritos. Em contrapartida, os esporocistos
foram uniformes, morfologica e morfometricamente, dentro de oocistos de morfotipos distintos,
como mostrado na Figura 8, reforcando a hipdtese de uma Unica espécie nos o0ocistos
observados.

Aliado a isso, os histogramas foram regulares nas frequéncias distribuidas nas classes
de medidas (Figuras 5 e 6) e a analise de comparacao de medias mostrou que ndo ha diferencas
significativas entre oocistos com e sem micrépila, capa de micropila, micropila lateral e véu
externo/parede rugosa (Tabela 3); portanto, indicando fortemente a presenca de uma Unica
espécie nas amostras fecais de P. plumbea. Algumas espécies eimerianas foram diferenciadas
e descritas com base em variagcbes moderadas no tamanho, formato e rugosidade da parede do
oocisto, como em Casas et al. (1995) na descricdo de 03 (trés) novas espécies de Eimeria spp.
de capivaras, em contraste com Flausino et al. (2014), que redescreveram Eimeria caviae
Sheather, 1924 com tendo oocistos subesferoidais, ovoides e elipsoidais. No presente trabalho,
baseado principalmente em analises morfologicas e estatisticas morfométricas dos oocistos,
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uma avaliacdo e identificacdo conservadora foi definida, indicando as variacfes extremas em
determinados caracteres taxondmicos como intraespecificos, ou seja, polimorfismos.

Polimorfismo é uma caracteristica populacional na qual uma Unica espécie apresenta
variagdes em sua forma, tamanho e outras caracteristicas; portanto, uma variacdo em nivel de
espécie (intraespecifica) (Gardner e Duszynski 1990; Wiens 1999; Amorim 2002; Berto e
Lopes 2020).

Em genética de populagdes, o termo polimorfismo indica uma transitoriedade de alelos
onde coexistem dois ou mais alelos do mesmo locus; ou seja, polimorfismo séo as variagoes
fenotipicas/genotipicas intrinsecas a uma especie (Amorim, 2002). Entretanto, além desse
polimorfismo intrinseco da espécie, outros fatores podem estar associados.

A partir das revisdes de Fayer (1980) a Berto e Lopes (2020), varios autores indicam
que estresse, nutricdo e imunidade do hospedeiro, plasticidade fenotipica, dose infectante,
tempo de excrecao de oocistos no periodo pre-patente, drogas anticoccidianas, fatores abidticos
associados a esporulacdo e metodologia de mensuracdo, podem estar relacionados ao
polimorfismo oocisto.

Nesse contexto, destacam-se os seguintes trabalhos: Duszynski (1971) relata um
aumento no tamanho dos oocistos de Eimeria separata Becker ; Hall, 1931 durante o periodo
pré-patente; Parker e Duszynski (1986) identificaram um polimorfismo extremo em oocistos de
Eimeria reichenowi Yakimoff; Matschoulsky, 1935, posteriormente relacionada a uma
plasticidade fenotipica (Gardner; Duszinski, 1990), que é definida como a capacidade de um
Unico gendtipo exibir uma variedade de fenotipos em resposta a variagdo no ambiente (Pigliucci
2001); Fayer (1980) e Berto e Lopes (2020) sintetizam que os diferentes ambientes selvagens,
antropizados e de confinamento dos hospedeiros podem interferir na morfometria e no nimero
de oocistos que sdo relatados por Gomez et al. (1982) e Berto et al. (2008); Greif et al. (1996)
verificaram que a resisténcia a drogas anticoccidianas pode gerar polimorfismo; Berto et al.
(2014) demonstram que em espécies coccidios com oocistos com indice morfométrico (relacdo
L/W) maior 1,1 (geralmente forma ovoide/elipsoidal), a observacdo de polimorfismo € mais
comum, uma vez que a medida dimensional do oocisto (que € tridimensional) é imprecisa
quando 0s oocistos ndo estdo em posicdo estritamente longitudinal; enquanto nos oocistos
subesferoidais (indice morfométrico de 1,0-1,1) essa imprecisdo é bastante atenuada. No
contexto deste Gltimo caso, todos 0s oocistos ovoides e elipsoidais medidos no presente trabalho
foram cuidadosamente verificados e medidos na posi¢do longitudinal, reduzindo ao méaximo
essa imprecisdo morfométrica.

Do ponto de vista evolutivo, o polimorfismo pode representar um processo de
especiacdo em curso, que Wiens (1999) denomina de macroevolucdo, ou seja, 0 processo
gradual no qual certos caracteres taxondémicos podem ser eliminados ou incorporados na
formacéo de uma nova espécie. Wiens (1999) também afirma que o polimorfismo pode ter um
profundo impacto na delimitacédo das espécies e, consequentemente, nos estudos taxondmicos
e filogenéticos; portanto, caracteres polimorficos ndo podem ser negligenciados.

Alguns estudos relatam esse processo polimorfico de especiagdo em coccidios
eimeriideos: Gardner e Duszinski (1990) observaram polimorfismo em oocistos de Eimeria
opimi Lambert, Gardner e Duszynski, 1988 em diferentes espécies de tuco-tucos Ctenomys spp.,
na Bolivia, que foram associados a um processo de especiacdo e adaptacdo do hospedeiro;
Silva-Carvalho et al. (2020) observaram varia¢cdes morfologicas e genotipicas em Isospora
parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira e Lopes, 2015 de diferentes
espécies de formigueiros, que também foram associadas ao processo de especiacdo adaptativa
a diferentes espécies hospedeiras. Nesse contexto, Berto e Lopes (2020) resumem que as
intensas recombinacgdes genéticas em determinados momentos da especiacéo, principalmente
na adaptacdo a novos hospedeiros, devem gerar caracteres taxonémicos aleatorios dependendo
se 0S genes estdo presentes/ativos ou ndo. Portanto, a possibilidade de E. patagioenasae estar
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em um processo polimorfico de especiacao e adaptacdo do hospedeiro é proeminente.

Os oocistos de E. patagioenasae compartilham alguns caracteres taxondmicos tipicos
com E. ferreirai, como o tamanho e a micrépila na posicédo longitudinal do oocisto, além de E.
labbeana, que possui micropilas longitudinais e laterais. Além disso, E. ferreirai possui a
mesma localidade que E. patagioenasae, tendo seus hospedeiros simpatricos no Parque
Nacional do Itatiaia, no sudeste do Brasil. Possivelmente E. patagioenasae est especiando em
uma adaptacdo a P. plumbea de um eimeriano ancestral comum a Eimeria spp. de
Columbiformes, em um processo onde ocorrem muitas recombinagfes genéticas levando ao
polimorfismo fenotipico observado.

Os resultados moleculares confirmaram a defini¢cdo de uma Unica espécie nos oocistos
(de diferentes morfotipos) eliminados pelos pombas-amargosas P. plumbea, uma vez que
pequenas divergéncias genéticas foram observadas apenas no locus MACOIII, enquanto para
os locos COIBF1 e MAVCOXII as sequéncias foram idénticas entre os diferentes morfotipos.
Vale ressaltar que a maior divergéncia molecular de 0,9% (5 nt; 561/566 identidades) no locus
MACOIII foi entre oocistos morfologicamente semelhantes (oocistos elipsoides com mais de
trés caracteristicas associadas a parede do oocisto), em comparacao com divergéncia molecular
de 0,2% (1 nt; 565/566 identidades) entre os oocistos morfologicamente mais dissimilares
(oocistos subesferoidais e elipsoidais, amplamente distintos na parede do oocisto). Nesse
sentido, entende-se que as pequenas divergéncias moleculares detectadas no locus MACOIII
ndo foram associadas aos diferentes morfotipos, reforcando a decisdo do presente trabalho em
identificar os diferentes morfotipos como variacdes intraespecificas de E. patagioenasae. Ao
mesmo tempo, as substituicdes de nucleotideos no locus MACOIII mostram algum
polimorfismo genético, que apesar de ndo ter sido diretamente correlacionado com morfotipos
especificos, enfatiza que o polimorfismo morfoldgico e morfométrico nos oocistos deve ser
intrinseco a espécie ou relacionado ao processo de especiacdo/adaptacdo do hospedeiro, e ndo
relacionado aos fatores externos mencionados anteriormente. Em contraste com o trabalho
atual, Hafeez et al. (2014) nomearam duas Isospora spp., morfolégica e morfometricamente
indiferenciadas, com base em uma divergéncia molecular de 1,4% (11 nt) em um locus de 761
nt do gene coxl. A divergéncia molecular obtida em Hafeez et al (2014) foi razoavelmente
préxima a do presente estudo (1,4% vs. 0,9%), mas é importante ressaltar que estes sdo loci
distintos e ndo sobrepostos no DNA mitocondrial. O locus utilizado por Hafeez et al. (2014) foi
posicionado entre ~1.700-2.500 nt de DNA mitocondrial, o que se sobrepde parcialmente aos
loci COIBF1 e MAVCOXII, obtendo-se 100% de identidade entre os morfotipos do presente
trabalho (Figura 1). Assim, apesar do nimero moderado de depositos de sequéncias coccidios
eimeriideos no GenBank, ainda ndo ha consenso ou esclarecimento de qual regido génica do
DNA mitocondrial e qual propor¢do/nimero de divergéncia molecular sdo fundamentais para a
delimitacdo das espécies.

Existem apenas cinco sequéncias de loci do gene coxl de Eimeria spp., de
Columbiformes, depositadas no GenBank. Os primeiros depositos foram de Yang et al (2016)
para loci dos genes da subunidade ribossdmica pequena (18S) e grande (28S) RNA e cox1 para
uma Eimeria sp., recuperada de Columba livia Gmelin, 1789, na Australia. Eimeria columbinae
foi sequenciada para o locus COIBF1 e um locus do gene 18S (Ortuzar-Ferreira et al. 2020).

Eimeria ferreirai e E. chalcoptereae foram descritas com depositos de sequéncias no
gene cox1, e também nos genes 18s e 28s para E. chalcoptereae (Yang et al. 2020; Oliveira et
al., 2020). Eimeria labbeana foi suplementada morfologicamente e teve sequéncias do locus
COIBF1 e um locus 18S depositados (Oliveira et al. 2021). Por fim, Taroda et al. (2020)
depositaram sequéncias de um locus no gene cox1 de oocistos eimerianos de avoantes Zenaida
auriculata (Des Murs, 1847) no Brasil, mas nenhuma espécie foi morfologicamente identificada
neste trabalho. Assim, E. patagioenasae torna-se a quinta espécie nominal registrada para
Columbiformes a ter uma identificacdo molecular.
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Analises moleculares de loci dos genes nucleares 18S e 28S foram utilizados no presente
estudo, mas ndo houve sucesso na amplificacdo, possivelmente devido a metodologia de
extracdo de DNA a partir de um Unico oocisto que fornece poucas copias de DNA nuclear, ao
contrario da maior quantidade de DNA mitocondrial disponivel em cada esporozoito/oocisto
(Dolnik et al. 2009). De qualquer forma, a utilizacdo dos loci dos genes 18S e 28S é mais
adequada para estudos evolutivos de eventos mais profundos, enquanto os genes mitocondriais
foram considerados o mais adequados para diferenciacdo e deteccdo de espécies de eventos
evolutivos recentes (Ogedengbe et al. 2011, 2015); portanto, s&o mais consistentes com 0s
objetivos do estudo atual.

As analises filogenéticas foram inconclusivas, pois ndo formaram grupos monofiléticos
com Eimeria spp., de Columbiformes, o que seria um resultado esperado para o locus COIBF1,
ou porqué ndo ha sequéncias de eimerianos de Columbiformes depositadas para as mesmas
regides génicas dos loci MACOIII, MAVCOXI e MARI. De fato, o locus COIBF1, apesar de
ser 0 melhor-sucedido na amplificacdo de um oocisto individual, demonstrou ser inadequado
para analise filogenética por ndo apresentar resultados consistentes com dados filogenéticos,
morfoldgicos ou ecoldgicos (Ortlzar-ferreira et al. 2022).

Por outro lado, os loci MACOIII, MAVCOXI e MARI, que possuem sequéncias mais
longas e em outras regides do DNA mitocondrial (Figura 1), apresentaram grupos
monofiléticos associados aos seus respectivos grupos hospedeiros (Figuras 10, 11 e 12),
mostrando-se loci com futuro promissor em estudos filogenéticos quando mais coccidios
eimerianos forem sequenciados nessas mesmas regides génicas. Vale destacar o locus
MAVCOXI, que apresentou resultados consistentes e bem sustentados na arvore filogenética
(Figura 11) e pertence ao gene cox1, considerado um dos principais genes para delimitacdo de
espécies no chamado 'codigo de barras da vida' (Ogedengbe 2011).

Conclui-se que a delimitacdo e descri¢do das espécies deve ser um processo detalhado
e multifatorial, principalmente no caso de espécies extremamente polimérficas, a fim de evitar
erros de identificacdo e descri¢cdes invalidas, ao mesmo tempo em que apresenta com maior
compreensibilidade e especificidades as caracteristicas inerentes a uma espécie (Dayrat, 2005).
Nesse contexto, “Taxonomia Integrativa” € o nome dado ao uso de multiplas ferramentas
complementares que permitem analisar e inferir sobre um material bioldgico para descrever a
biodiversidade (Dayrat, 2005; Fujita et al., 2012; Hoberg et al., 2015). No caso da identificacdo
de espécies de coccidios eimerideos, a abordagem multifatorial da analise da morfologia,
estatistica morfométrica, estudos moleculares e filogenéticos, consideracdes sobre a biologia e
ecologia do parasita e do hospedeiro, como por exemplo: especificidade, sitios de infec¢do e
nichos ecoldgicos) expressam a "Taxonomia Integrativa' (Dayrat, 2005; Berto et al., 2014; 2023;
Berto (Lopes, 2020). Assim, a abordagem multifatorial do presente trabalho apoiou a defini¢édo
dos oocistos polimérficos eliminados de P. plumbea como uma Unica espécie, E.
patagioenasae, tornando esta a vigesima segunda descri¢cdo eimeriana de Columbiformes.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Ap0s a obtencdo dos resultados deste estudo pode-se concluir o seguinte:

E recomendavel que a descricdo de espécies coccidianas seja feita primariamente a
partir do estudo morfoldgico de oocistos e que a identificacdo molecular complemente
confirmando a identificacdo e delimitacdo das espécies, além de fundamentar o estudo
filogenético.

A caracterizagcdo molecular de coccidios de Passeriformes mostram que sequéncias mais
longas e multiplos genes sdo mais conclusivos nas analises filogenéticas;

Com base nas caracteristicas morfologicas e moleculares, |I. feroxis foi redescrita
documentando um novo hospedeiro, T. sulphurescens, e uma nova localidade, o Parque
Nacional do Itatiaia, além do hospedeiro-tipo M. Ferox na Ilha da Marambaia, sudeste
do Brasil.

Uma pequena sequéncia de apenas 250 bp talvez ndo permita maior resolucdo no
estudo filogenético;

Sequéncias com mais de 600 bp de outras regides do gene COI, como as geradas pela
primer JAV (Genovez-Oliveira et al., 2020), podem apresentar melhores estimativas
filogenéticas no futuro;

O primers JAV né&o teve sucesso na amplificacdo das amostras no estudo de Mello et
al.,, (2022); no entanto, tem sido demonstrado em qualquer caso, que genes
mitocondriais, como o COI, sdo mais adequados para trabalhar com oocistos
individuais, pois 0 nimero de cépias de DNA mitocondrial é muito maior do que o
nimero de cépias de DNA nuclear, favorecendo assim a amplificacdo de genes
mitocondriais

Isospora basileuterusi foi considerada como nova espécie para a ciéncia, sendo a quinta
espeécie descrita da familia Parulidae e a primeira molecularmente caracterizada atraves
do sequenciamento do gene COI.

Baixas densidades e a auséncia de sinais clinicos observados nos espécimes de aves
capturados em diferentes momentos no Parque Nacional do Itatiaia, € compativel com
0 bom estado de conservacédo do parque;

O primer utilizado para amplificar e sequenciar a regido génica de 250 pb de COI tem
sido considerado inadequado para estudos filogenéticos, embora esteja sendo
razoavelmente apropriado para a delimitacdo de Isospora spp. de passeriformes até
entéo;

I. leptopogoni foi considerada nova para a ciéncia, sendo a terceira espécie descrita de
Rhynchocyclidae e a sétima registrada na parvordem Tyrannida;
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11- Eimeria patagioenasae pode ser distinguida de todas as outras 21 espécies eimerianas
por ser a Unica a apresentar capuz polar cobrindo sua micrépila superior, além da
presenca de um véu externo na parede externa dos oocistos.

12- Potencialmente E. patagioenasae estd em um processo polimorfico de especiacdo e
adaptacdo a P. plumbea a partir um eimeriano ancestral comum a Eimeria spp. de
Columbiformes.

13- Eimeria patagioenasae é a vigésima segunda descricdo eimeriana de Columbiformes.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese abordou a caracterizacdo, descricdo morfoldgica e molecular de
diferentes espécies coccidianas de aves silvestres e redescricdo morfologica, com
complementacdo de digndstico molecular de uma espécie ja conhecida pela ciéncia. Alguns
dos resultados aqui descritos, trazem informacGes importantes e ineditismo, como a descoberta
das espécies I. basileuterusi, I. leptopogoni e E. patagioenasae apresentadadas nos capitulos Il,
I11 e 1V, respectivamente, e a adicdo de novos caracteres taxonémicos a I. feroxis a partir de um
novo hospedeiro T. sulphurescens.

Baseado no presente estudo, fica demonstrado que a identificacdo molecular é uma
ferramenta de complementacdo de grande importancia diante de tantas varidveis que dificultam
a taxonomia, como polimorfismos e baixo nimero de amostras, por exemplo.

Por ultimo, outras pesquisas poderdo ser realizadas, buscando conhecer melhor a
ecologia dos coccidios, promovendo descricdes, redescri¢des e descobertas com maior riqueza
de detalhes e informagoes.
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Cronograma de atividades

# |Descrigdo da atividade Inicio (mésfano) Fim (més/ano)

1 |Publicacdo em periddicos e trabalhos de congressos 0212020 D9r2022

2 |Levantamento bibliografico 09/2019 0972022

3 | Estudo estatistico 0972020 092022

4 |Identificacdo morfoldgica e molecular 10/2019 092022

5 |Captura de aves e coleta de amosiras 09/2019 0972022

6 |Processamento das amostras 10/2019 D9r2022

Equipe

# |Nome Fungido CPF Nacionalidade

1 | Mariana de Souza Oliveira Biologa (Doutoranda PPGBA) 152.850.237-00 Brasileira

2 |Carlos Nei Ortlzar Ferreira Bolsista IC (Discente de Graduac3o de 028.349.762-95 Brasileira
WVeterinaria)

3 |Jhon Lennon Genovez de Oliveira Bidlogo (Mestrando PPGBA) 142 851_307-85 Brasileira

4 |Lucas de Assis Silva Andrade Bidlogo (Doutorando PPGBA) 147 520.527-92 Brasileira

5 | Carla Maronezi Veterinaria 316.357 12807 Brasileira

& | Sergian Vianna Cardozo Weterinario (Professor UNIGRANRIO) Q82157 777-83 Brasileira

7 |Ericson Ramos de Mello Bidlogo (Doutorando PPGCV) 113.246.467-64 Brasileira

Este documento foi expedido com base na Insfrucdo Normativa n® 03/2014. Afravés do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/TCMBio na intermet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Blodiversidade - ICMBio

lcm c‘. Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 70132-6 | Data da Emissao: 08/11/2021 18:11:24 I Data da Revalidagao’: 01/10/2022

Doneofdocunoan.2sdalNocﬁou,mmﬁmioumodovMoquwdm”vaommmmdtﬁvm
do projeto, mas devera ser revalidada anuaimente mediante a apresentacio do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto ~|cpF: 103532 617-50

Titulo do Projeto. TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: OENTIFOCAGKO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES EM
AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicdo. UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO [CNP.[ 20.427 465/0001-05

Observacdes e ressalvas

1 | A autcasagho nbko eximend 0 peaguisador da necessidode de obter OuTe anud como: 1} 8o A, por ou quando a9 farem
om res Se GomEnue Prvaoo 0u Sentro Go0s Emiles Se unidade de consenagho federal cuje e ¢l dndidna e em curse 1) da comunidade indigena
envolvids. Ouvide ¢ deplo Indiganista oficial, quande as e forem em tera jsac e Defesa Quando as alividades de pesguas
forem - Avwl & sagurang L Vidn markma quando a e forem o dguae ) Vidgo
Departamento Nasonal ¢a Prode; 5o Mewnal, quando a wisar 530 on depd L oua $50 3 sepe fossen V1) do argio geetor do
wnidade de conserya; 30 estadual dwtrl ou menitipal, denye cutras.

2 |Ese NAC exime 0 dor Mular da Oe atender a0 G 0 Instregho N Ibama * 2772002 que 0 Satems de A
e Aves Sheatres.

3 | Deve-se otuervar as is recomendacdes Se prevenglio contra a COVID-1S das sutsridades sandivias locaa & das Unidades de Conservagho a serem scessadas

4 | Eots autonzasio NAQ ibera ¢ uso da ancin com p groloxico elou # NAG eme o Mutar = o8 de sun aqUp= da necacsTade de atendec
. # o chier m s p am cutros legom 90 regietro de agrotoncos (L n* 7 602 de 11 de juho de 1685 Decreto n* 4 674, de 4 de
janes de 2002, entre autros),

S | Ests aukceagho NAC Ebera o uso da com | Gaieo elou e NAD exime ¢ dor Rular & 08 de sua equpe da necessdade de aender
= & € chiler s 4 em eutres legan 80 Fegistro de agrotdueicos (Le n* 7802 de 11 de juho e 1935 Decreto n° 4074, Se 4 d¢
Pnewo da 2002 entre cutroa|

¢ Mmuwowﬁuwmmwm o= todo 0 2 e ° de L L] 1endo por obyeto
coletar dasos, oGO & pejos integr S cuttera nabva = Cultira poDstar, (resente & passada. Dbtdos Por mel de TeTUTION B Monitay que s
mumam&mamwmnmbmmucwnm

7 | O tular de Scenge ou autenzag Bo & 08 Mmemies da Sua equipe deverds oplar por de coleta & de capuura Sepre que posshied, 30 Grups

de R & MOne cu Aane NQNBLAIVG B CUTOS GIUPCE, & SMpISREr £4I0it0 OS¢ Sodall Cu COPANS que niio a oe s5es do grupo
an -m 580 M s
& | Este dotumentn soments poderd ser utkzado para os fing o ns - ICMB© n* 002014 ou ra Instrusdc Normativa ICMMNG * V2010, no gue espaciics ewta
50, ndo ver parm Sn comercipe, o O matenat biokic deverd per pan ou i no
Aeilen 40 SnAIND Superes

5 |Eem auercagho NAO exme o Stutar & o 4% 30a equipe ¢ de obter 3a mudnci em ource logas bem Como 30

mnwmmnﬂaouomummmnmmnmmwumuwwm\umawqb
distreal Gy , o do 8 ou de drea dentro dou trvtee de enicade de conservag 5o federal Gl procesto de regutanzagio
Aindann eccontra.se em coreo

10 | £m caeo de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD, o tular destn (80 devera ® 450 da sniiade 3 Am de CONPIRMAR AS DATAS das

sles, os des para ¢ 30 024 coletas & ¢ Lse 08 InRaestrinura da cnidade

11 | O snstar de sutonzaglo ou 08 SLenta penmanents, assim Como 03 MemMINms 08 Sus equUpe, SLands da viciangbo da kgalacdo vigents, cu quANGo & madesuaclo, omisado ou
1aisa deacriglo de iviormagd que a ¢lo do ato, poderd, decialio fer a wasdo ou seenga Cu revegads pele
1M, nos termos da fageacdo traslers em wigor

Este documento fov expedido com base na Instrugdo Normativa n® 032014 Através do codigo de autenticagio abaixo, qualquer cdadio
poderd venficar a autenticidade ou regularidade deste documento, por mew da paaina do SistiaICMBio na inteme! (www. iembio gov br/sistio)
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Ministério do Melo Ambiente - MMA

f Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

lcw‘d. Sistema de Autorizagso e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 701326 | Data da Emissao: 08/11/2021 18:11:24 | Data da Revalidagao®: 011 0/2022
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag 3o temn prazo de validade equivalente ao provisto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada o diante a ap itagho do relatorio de atividades a ser lado por melo do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do anlversario de sua emissao.
Dados do titular
Nome: Bruno Pereira Berto ' _|ceF: 10a532817-50

Titulo 6o Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFIGAGAD MORFOLOGIGA E MOLECULAR DE ESPECIES EM
AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Insttuigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO [CWJ' 26 427 485000105

Observacoes e ressalvas

12 | Eme a0 Sapen @ L @ Wgeaci0 gue GEpOe 300re KCe8s0 3 o P ] N0 WAMND RACKNE T3 DM DSreriy 8
-~ s - 20 Peetun para e oy L] Hm Vs

TROre S CRETACHNS 8T WWW TUTA OV DTIpen

Outras ressalvas

' 162 Do N0 exome sy LA 38 TAcRSO0 30 MeNder 30 JNGORT Na BTG Nomate IneTa i 37000 CEMAVE Caneonio PR

Do IgUAmerEs © St Haoon ¥ e Andnamento oe Aves Sheestes € 0ngatieo 80 pragudx pOtE AUA0NTaGH0 o
FurTie - a0 Quet .

20 WwiervE0 MAXmO 38 MO0 GRS A VSI0NE 00 G0N Mte S0 $008 UDIDASAE 20 THIuDe. e B AT 10T ergolaaca Cano #

000 5ag DO SOMIXOBdA 00 ISV RIOS Dewem 5o 38 45 MINUIDS. N0 MK, de MOT0 & SN M 07 SST005E B0 RTINS

3O mimer M O redes armaces (k) Geve " P cata remite
2 |- Comuncn #2 PARNA § Bocsea, oM atecedinga d 15 tus. guandy sedo futus . PARNA 4 Berra g Bocars
MRenecies 50 Pt or 3 Pargue o e Gue OAMMEOR € DR SUACLE AUOUB St SIS ern ot com o Pegue com 03
Sernanes de aedecadinos
< Ercaonter MLagens COM A N USCE0 Deorrelre rEste o8 1A O Sl COMIAN A SgEPacos 10 PARNA 5 toaere,
oo o
- Fmcamnter no PARNA S Docans chgms Sacs o Sgtel) dws A L ™
™o mundal o e oncie
feicenan s D irIPAT =G » e a0 PARKA 5 Bocarm
e 8 POCOc0 2r IS T
Todes as Mamaes e - T propeda 20 wenor de PARNA 5 Bocare
dererho ser meo v e
3 |- Emqusguer trite uRzade dume & = Serward e W A A U Ve COTMNID O REMO Undo
IimerD 4 prugena 10 SISHIC
~ A0 B e Potns O (G Orwoh e 3000 i PN CoCacii e it O DU Objetin (Ot Ob et S &
forenln,
Tooon ns portcn. ess wiy e 5O W o CETRLTN Awerrdo ww

fornacaaos & ecir e @ NEBO Uniio. por amel [WSourssoforel cor Mests CRm, 0 Oeecs mdir Joverd Bmeck! & Bsad
PoorTeleeaciado 49 oanl onde s Amenns serlo CoNCAdRE. B como s i hes 3e SN0 & s

-G = -reas - fameca o8 w3 s o e .
TOIT M Mapecss i SEHO « » s u Dl EIe E seowm o mata
B w0 ot trahetos ae caTeo ta IEDIO Undo » scupe da amvars # geetio da UC e

I3 OCHD IR U 3 poTEnén T ne UG

Este documento Tl expedich com base na Instrugbo Normabva o 032014 Alravés 0o codipo de aulentcagio abaixo, QUaluer Citadso
poderd verificar & Vicidadk ou reguiandade dest documento, pov meio da pagine do SishiTCME0 na infemel (www emiNo gov, be/sisbo) .
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lcmid. Sistema de Autorizagao e Informagio em Blodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagéao para atividades com finalidade cientifica

Numero; 701326 | Data da Emissdo: 08/11/2021 18:11:24 | Data da Revalldagao*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projoto, mas deverd sor rovalidada anualmente mediante a apresentagao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Perelra Berto JCPF: 103.632.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS! IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES EM
AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituigio: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO ICNPJ: 29.427.465/0001-05

Outras ressalvas

Este documento fol expedido com base na Instrugo Normativa n° 032014, Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
poderd verfliicar a awtenticidade ou regularidade deste documento, por melo da pagina do Sisbio//ICMBIo na Internet (www. kemblo.gov. br/sisbio),
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

lcmid Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 70132-6 | Data da Emissao: 08/11/2021 18:11:24 | Data da Revalidagao*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sishio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto I CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES EM
AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicao: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO | CNPJ: 29.427.465/0001-05

4 |"Ressaivas do PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS:

COVID-19: O pesquisador somente podard realzar atividade de campo apds o témino do estado de emengéncia devido &
COVID-19, assim do porato da R aleitura do Gua Elaborado pelo ICMBIO |
Biodiversidade e COVID19 através do link:

hitps: fiveww. lcmibio gov bripot : i e
covid 19_ucs_e_outos_ambientes_naturais pdf

CONTATO PREVIO: dado o grande nimero de pesquisas em qurso no Parque, a grande sobreposiciio espacial das mesmas

e a potencial sobreposicio nos focos de coleta da dados, sugenmos que ajo ttuiar da autorizagdo faga contato prévio
<pesquisa pamaso@icmbio gov br>, assim que recebé4a. 1850 visa minimizar perda de tempo durante as expediches de campo
& um meihor planejamento espacial da coleta de dados, evitando todas as possivels interferéncias mituas.

AGENDAMENTO CAMPO / USO DE ESTRUTURAS gem para < L icmbio gov.br> com 15 dias
antecedancia. Infarmar n® aubrizagdo, total passoas, datas e salda), dade ou ndo de
laboratdno, salas etc.

ATIVIDADES DIDATICAS: 0s locais de colela devem ser informados para a Coordenagio de Pesquisa do PARNASO de forma
que ndo se sobreponham com outas pasquisas em andamento no Parque. N3o esta autonizada a coleta de espécimes da
fauna e flora ameacadas de extingo para atividades didéticas.

ALTERAGOES EM CAMPO: devem ser disaretas e no relatdno final deve constar que "todo o material da pesquisa fol
retrado?.

REGISTROS DE ESPECIES DE INTERESSE PARA A CONSERVAGAO (ex: ameagadas, novos taxons, inieresse comeraal,
cinegétco ek, ) localizados em areas de vistacho devem ser informados & gestao do Parque para privilegar sua
protecdo.

PESSOAS E ATIVIDADES ESTRANHAS (ex: fora da area etc ). devem ser reportadas
imediatamente & gestio do Parque (Chefia ou Coordenacio de Pesquisa),

UTILIZAGAO DE MAQUINASMOTORES: devem ser faitos todos os esforgos para minimizar a poluigdo visual e sonora.
N2o & permitdo o uso de motores que mesmo que peg 5 deo

PROCESSAMENTO/ARMAZENAMENTO DE MATERIAL  todo 0 matenal de coleta deve ser processado ou ém Campo ou no
laboratdno, jamais no alojamento, audidno ou refetdriol Materiais que exalem odores ou qua obstuam passagem ou locais de
assento davem ser retirados imediatamente e n3o podem saramazenados também do lado de fora das estuturas por conta do

30880 46 anmas Nalivos quUS GTCUam (X qUals, primatas, serpenies, ar opodes)
Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenficagdo abaixo, qualquer cidadao

poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio fia Internet (www.icmbio.gov. bi/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
L Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Icmio‘. Sistema de Autorizagao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 70132-6 | Data da Emissao: 08/11/2021 18:11:24 | Data da Revalidagao*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto —l CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES EM
AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO | CNPJ: 29.427.465/0001-05

ANMAIS CAPTURADOS/COLETADOS: O mangio de animais vivos ou moros devem ser evitados em 4reas de
vistacBoAurismo, S6 deve serfeito em campo (4rea sem visitagio) ou no Iaboratdno de apow do Pamque

PLANTAS COLETADAS: dupicatas devem sear dep no JBRJ e no Herbano do PARNASO (conforme Plano de Manejo, mas
recomenda-se antes consultar Coordenaglo de Pesquisa do Parque)

DEFESA PUBLICAS: solcitamos que tdas as defesas po (graduacdo, esp 650, doed do, aém
de ap poesem a esta autorizaco sejam, quando possivel, comunicadas a gesto do Parque
para que gestores possam conhecimento dos debates acerca dos dados que estio sendo produzidos pelas pesquisas feitas no
PARNASO que as ea para par @

Qov.br, pam govbr'

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadéo
poderd verificar a autenticidade ou reqularidade deste documento, por meio da péagina do Sisbio/ICMBio na Intemet (www.icmbio.gov. bi/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

o Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
ICio' Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 70132-6 Data da Emissao: 08/11/2021 18:11:24 Data da Revalidagao*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto |CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES EM
AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# |Descrigao do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | llhada Marambaia Mangaratiba-RJ Mata Atlantica Nao Forade UC Federal

2 |Condominio Parque das Aguas Guapimirim-RJ Mata Atlantica Nao Forade UC Federal

3 |Fragmentos de Mata Atlantica no distrito de Pirai-RJ Mata Atlantica Nao Forade UC Federal
Cacaria

4 [Area de Relevante Interesse Ecolégico Volta Redonda-RJ Mata Atlantica Néo Dentro de UC Estadual
Floresta da Cicuta

5 |RPPN Reserva Porangaba ltagual-RJ Mata Atlantica Nao Dentro de UC Estadual

6 | Parque Nacional da Serra da Bocaina RJ Mata Atlantica Nao Dentro de UC Federal

7 | Campus IFRJ Pinheiral Pinheiral-RJ Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal

8 |Fragmentos de Mata Atlantica no distrito de Barra Mansa-RJ Mata Atlantica Néao Forade UC Federal
Santa Rita de Cassia

9 | Floresta Nacional Mario Xavier Seropédica-RJ Mata Atlantica Nao Dentro de UC Estadual

10 | Campus UFRRJ Seropédica Rio de Janeiro-RJ Mata Atlantica Nao Forade UC Federal

11 | Parque Nacional da Serra dos Orgédos RJ Mata Atlantica Nao Dentro de UC Federal

12 | Parque Nacional do Itatiaia RJ Mata Atlantica Néo Dentro de UC Federal

Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade

1 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Fora de UC Federal

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Dentro de UC Federal

3 |Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

4 | Captura de animais silvestres in situ Dentro de UC Federal

5 |Marcagdo de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

6 |Marcagdo de animais silvestres in situ Dentro de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.

1 | Marcagdo de animais silvestres in situ Aves -

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Aves -

3 | Captura de animais silvestres in situ Aves =

A quantidade prevista s6 é obrigatona para atividades do tipo "Coletaftransporte de espécimes da fauna silvestre in situ”. Essa quantidade abrange uma porgdo
termitorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservago Federal ou um Municipio.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadédo
poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Intemet (www.icmbio.gov. bi/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmid Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 70132-6 | Data da Emissao: 08/11/2021 18:11:24 | Data da Revalidagao*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto ICPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES EM
AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO [CNPJ: 29.427.465/0001-05

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxondémico) Materiais

1 | Amostras biolégicas (Aves) Ectoparasita, Fezes, Penas

2 |Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina

3 |Método de marcagdo (Aves) Anilha de Aluminio (padrdo CEMAVE), Anilha metalica (padrao
CEMAVE)

Destino do material bioldgico coletado

# |Nome local destino Tipo destino

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO Laboratério

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao
podera verfficar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Intermet (www.icmbio.gov. br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

lcmid Sistema de Autorizacao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 70132-6 | Data da Emisséao: 08/11/2021 18:11:24 | Data da Revalidagao*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto ICPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES EM
AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicgo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO ICNPJ: 29.427.485/0001-05

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrugdo Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagéo ou na licenga pemmanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido

da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material bioloégico ou
do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material
biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em
colecdo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadéo
podera verificar a autenticidade ou reqularidade deste documento, por meio da pégina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov. br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

lcmi o’ Sistema de Autorizacao e Informacgao em Biodiversidade - SISBIO

MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 54951-3 | Data da Emissao: 20/09/2018 12:43:30 | Data da Revalidacao*: 20/09/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades

do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituigéo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Cronograma de atividades

Descrigao da atividade Inicio (mésl/ano) Fim (més/ano)
1 |Processamento das amostras 08/2016 07/2019
2 | Estudo estatistico 10/2016 07/2019
3 |Capturade aves e coleta de amostras 07/2016 06/2019
4 |Publicagdo em periédicos e trabalhos de congressos 11/2016 07/2019
5 |ldentificagdo dos coccidios 09/2016 07/2019

Observagoes e ressalvas

1

A autorizagdo ndo eximird o pesquisador da necessidade de obter outas anudncias, como: |) do etk 0, ou marador quando as atividades forem realzadas

em &rea de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagio federal cuid processo de regularizaclo fundiaria encontra-se em curso, |l) da comunidade indigana
envolvida, ouvido 0 drgdo indigenista ofical, quando as atvidades de p f xdas em tera indigena; IIl) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atvdades de pesquisa
1 em area 4 seg ¢a nacional; V) da ritma, quando as de pesq forem em aguas ) or V) do
Depanamento Nacional da Produg@o Mineral, quando a q visara A0 d8 Gsidos 1 Iferos ou a ¢ao de & 16ssess; VI)do drgdo gestor da

unidade de conservagio estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

O titular de aubrzac8o ou de licenga parmanents, assim como 03 membros de sua equips, quando da violacSo da legisiaclo vigente, ou quando da inadequac®o, omissdo ou
falsa ic30 de inf oo es que a 30 do ato, poderd, mediante decisio da, ter a aut ¢30 ou llcenga ou revogada pelo
ICMBi0, nos termos da legisiacso braslelra em vigor,

3 As atividades de campo exarcidas por passoa natural ou juridica estrangeira, em do o terrfrio nacional, que impliqu ode de e , ndo por objeto
coletar dados, 2] dgos e , pecas integrantes da cultura natva e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursas @ #cnicas que se
destnem a0 estudo, 8 difusdo ou & pasquisa, estdo sujeitas a autorizaglo do Ministéno de Ciéncia e Tecnologia.

4 | O titular de licenga ou autonzacao e 0s membros da sua equipe deverdo oplar por métodos de cmleta e de captura d . sempre que possivel, a0 grupo

taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que n3o comprometa a viabilidade de populagdes do grupo
taxonmico de inferesse em condicao in situ

Esta aubrizagio NAO exme o pesquisador tiular e 0 de sua equipa da necessidade de obker as ancias pr em outros inst legais, bem como do
consentiment do responsdvel pela area, piblica ou privada, onde sera realizada a atvidade, inclusive do Orgao gestor de 1ra indigena (FUNAI), da unidade de consenvagio

dual, distrital ou . OU g0 prop 3 datano, p ou morador de drea dento dos kmites de unidade de conservaco federal cuo processo de regulanzacio
fundidria encontra-se em curso.

Este d 15} poderd ser do para 03 fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBIo n* 0372014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n* 1072010, no que especifica esta
A 20, n&0 podando ser para fins ¢ industiais ou esp O material biokdgico coletado devera ser utiizado para atividades clentificas ou didéticas no
&mDbito do ensind supenor.

Em caso de pesquica em UNIDADE DE CONSERVACAO, o isador tiular desta autorizacdo deverd contactar a administagio da unidade a imde CONFIRMAR AS DATAS das
pedighes, as digbes para ¢Ao das coletas e de uso da infra-estutura da unidade

Este documen n&o dispansa o cumprimento da legislacio que dispde sobre acesso a componente do patnmd et no emtédrio nacional, na plataforma continental e
na zona 4 d , OU 80 contx ents L a0 dnio genético, para ins de ; G20 e desenvolvimento tecnoidgico. Vea

makores informagdes em www. mma.gov.br/agen

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao
poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov. bi/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmid Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 54951-3 | Data da Emissao: 20/09/2018 12:43:30 | Data da Revalidagao*: 20/09/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# |Descricao do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 |Parque Nacional do Itatiaia RJ Mata Atlantica Nao Dentro de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
1 |Captura de animais silvestres in situ Aves -
2 |[Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Aves -

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais
1 |Amostras biolégicas (Aves) Fezes
2 |Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina

Destino do material biolégico coletado

# |Nome local destino Tipo destino

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO Colegéo

Este documento fol expedide com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
poderé verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ACMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 54951-3 l Data da Emissao: 20/09/2018 12:43:30 | Data da Revalidagao®: 20/09/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Nomativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplado

na autorizagao ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biologico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizag@o ou da licenga permanente com a devida anotacdo. O material biolégico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegéo
biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
poderé verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do SisbicACMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

; Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Icmid. Sistema de Autorizacao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Namero: 427984 | Data da Emissao: 29/06/2020 17:35:50 | Data da Revalidagao*: 01/04/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituicio: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Observagoes e ressalvas

1 A autonzaco ndo eximird o pesquisador da necessidade de obler outras como: |jdop Mano, morador quando as ativd ades forem realizadas
em érea de dominio privado ou dentro dos kmites de unidade de conservacao federal cujo de 1 ana encontr a-se em curso; |l) da comunidade indigena
envolvida, ouvido o org 8o indigenista oficial, Guando as alvi de forem emt digena; Ill) do Consetho de Defesa Naci Quando as ativi de
forem das em drea &vel & seg %8 nach IV)da C L quando as atividades de forem em aguas j iras; V) do
Depanamento Nadonal da Producso Mineral, quando a visar 80 de oua de fosseis; Vi) dodrgdogestorda
unidade de consenagio estadual, distrital ou muniapad, dentre outras

2 O pesquisador somente poderd realizar ativdade de campo apds o término do estado de emergénaa devido 4 COVID-19, assim por afo da

3 A licenga permanente ndo é vaida para a) colela ou de - que nas kstas ofcias de espé de $20; b) ¢30 de
espécimes de fauna siveste em cativeiro; ¢) recebimento ou envio de material 3 extetior; & d) de isa em unidade de conservagdo federal ou em caverna, A
restrigio prevista notem d ndo se aplicads 0 Ry Particufar do P dnio Natural e Area de Pr G230 Ambi idas por farras d

4 Estalicenga parmanente nio poders ser utiizada para fins oupara c80 de do d ce
empreandimentos

5 Esta licenca permanente NAO exime o thular da de obler as anudndas p em outros legais, bem como do -] pela
4rea, piblica ou privada, onde sera realizadaa do 4rg8o gestor de ferra indigena (FUNAI), da unidade o o] dual, distntal ou a

6 | O tindar de sutonzag®o ou de icenga permanente, assm cOMO 03 MENDIOS de Sus equipe, QUANO da Violagdo da legisiag 8o vigente, Ou Quando da inadequacio, omisslo ou
fai de i = que i ¢80 do afo, poderd, mediante decisdo tera 80 ou licenga ou gada pelo
1CMBio, nos termos da legislag8o brasleira em vigor,

7 As atvidades de campo exercidas por pessoa natural ou jurldica estrangsira, em todo o emténo que o de e . ¥&ndo por objeto
coletar dados, = & ol L] pesas or da cultura nafiva e cultura popular, presents e passada, ObIJOS Por MeIo de reaursos e BCncas que s
destinem 20 estudo, & difusdo ou & pesquisa, estdo sujeitas a autonzagdo do Mintsténo de Ciénaa e Tecnologia,

8 Alcencga seré valida eng durar o incuio @ coma ¢20 aentifca aqual ele estava vinculado por 0oasi8o da solichacio,

9 O titar de licenga ou autorizagfo e 0s membros da sua equipe deverdo optar por de coieta e insy de caplura b sempre que possivel, a0 Grupo

de do a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo D aviablidade de dagbes dogrupo
taxondmico de inleresse em condico in sty

10 | O pesquisador titular da licenga per , Quando , dever & registrar a expediclo de campo no Sisbio & informar o nome e CPF dos membros da sua equips, bem como
dados da que no de reg: ¢80 par ¢804

11 | O titudar da hicenga devers 3 refsténo de 2 S8 eNnViado por meo do Sisbio no prazo de até 30 dias apds 0 aniversano deemissioda
licenga permanenie.

12 | O pesquisador titular da licenca parmanente serd responsdvel pelos atos dos membros da equi pe (quando for o caso)

13 |Este ndo o o que dispde sobre acesso a o do dnio genés co no tembno na e
na Seri , OU 30 conh 0 g para fins de pesq ui fifca, biopr oo, Veja
maores | nformagdes em www. mma.gov. br/ogen.

14 | Este cocumento NAO exme o Wutar da de atender na Instruh Ibama n®27/2002, que o Sigtema ce
de Aves Siivestres,

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
poderé verificar a autenticidade ou requiaridade deste documento, por mefo da pagina do Sisbio//CMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

lcmid Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 427984 | Data da Emissao: 29/06/2020 17:35:50 | Data da Revalidagao*: 01/04/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituiio: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Outras ressalvas

1 No caso do uso smultineo de mais de 10 redes de neblina, 0 pasquisador devera estar acompanhado de ao menos uma pessoa CEMAVE Cabedelo-PB
expenente na manipul agio de aves, a Im de conseguir revisar fodas as redes em Infervalos menores que 30 minutos
Atividades
# |Atividade Grupo de Atividade
1 |Coletaftransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Fora de UC Federal
2 |Coletaftransporte de amostras biolgicas in situ Fora de UC Federal
3 |Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal
4 |Marcagédo de animais silvestres in situ Fora de UC Federal
Taxons autorizados
# [Nivel taxonémico Taxon(s)
Classe Animalia > Chordata > Aves

Destino do material biolégico coletado
# [Nome local destino Tipo destino
1 |UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO Coleg#o

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
poderé verificar a autenticidade ou requiandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//CMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

3 Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
lcmid. Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Licenca permanente para coleta de material zooldgico

Namero: 427984 Data da Emissao: 29/06/2020 17:35:50 Data da Revalidagao*: 01/04/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituicio: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Nomativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao contemplado

na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material bioldgico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagéo. O material biolégico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a insfituicao cientifica e, depositado, preferenciaimente, em colegao
biolbgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidad&o
poderé verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sisbic/ACMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 0427980420200629 Pagina 3/3

134



Isospora oliveirai n. sp. (Chromista:
Miozoa: Eimeriidae) from the Greenish
Schiffornis Schitfornis Vitrescens
(Lafresnaye, 1838) (Passeriformes: Tyranni:
Tityridae) in South America

Carlos Nei Ortuzar-Ferreira, Jhon
Lennon Genovez-Oliveira, Mariana de
Souza Oliveira, et al.

Acta Parasitologica
ISSN 1230-2821
Volume 65

Number 4

Acta Parasit. (2020) 65:843-851
DOI 10.1007/511686-020-00237-8

@ Springer

135



Your article is protected by copyright and

all rights are held exclusively by Witold
Stefa#ski Institute of Parasitology, Polish
Academy of Sciences. This e-offprint is for
personal use only and shall not be seif-
archived in electronic repositories. If you wish
to self-archive your article, please use the
accepted manuscript version for posting on
your own website. You may further deposit
the accepted manuscript version in any
repository, provided it is only made publicly
available 12 months after official publication
or later and provided acknowledgement is
given to the original source of publication
and a link is inserted to the published article
on Springer's website. The link must be
accompanied by the following text: "The final
publication is available at link.springer.com”.

@ Springer

136



Acta Parasitologica (2020) 65:843-851
https://doi.org/10.1007/s11686-020-00237-8

ORIGINAL PAPER :')

\
Check for
Updstes]

Isospora oliveirai n. sp. (Chromista: Miozoa: Eimeriidae)
from the Greenish Schiffornis Schiffornis virescens (Lafresnaye, 1838)
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Abstract

Background Coccidia are obligatory intracellular parasites with at least one intestinal phase in their life cycles, being Isos-
pora Schneider, 1881 the main coccidian genus related to the order Passeriformes. However, there is no record of isosporans
from the passerine family Tityridae, which is the family of the greenish schiffornis Schiffornis virescens (Lafresnaye, 1838).
Purpose This study aimed to examine the faeces from a greenish schiffornis S. virescens captured in the Itatiaia National
Park, State of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil, to determine what coccidian parasites were present.

Methods Only one specimen of Schiffornis virescens was captured with mist nets. Coccidian oocysts were recovered from
the fecal samples by flotation in Sheather’s saturated solution. Morphological observations, line drawings, photomicrographs
and measurements were made in optical microscopy and digitally edited. The molecular analysis included the study of the
sequence of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) gene, with phylogenetic reconstructions based on the
Neighbor-Joining and Maximum Likelihood analysis.

Results An Isospora sp. considered as new to science is described and identified from Schiffornis virescens (Lafresnaye,
1838). Isospora oliveirai n. sp. has oocysts that are subspheroidal, 26.0 X 24.8 pm, with rough, bilayered wall, ¢.2.5 pm thick.
Micropyle and oocyst residuum absent, but one to six polar granules are present. Sporocysts lemon-shaped, 18.1 X 10.9 pm.
The Stieda body is knob-like to half-moon-shaped and sub-Stieda is rounded. Sporocyst residuum is present, composed of
scattered spherules of different sizes. Sporozoites are vermiform, with refractile bodies and nucleus. Molecular analysis
at the COI gene exhibited similarity of 97% with Isospora serinuse Yang, Brice, Elliot et Ryan, 2015 from island canaries
Serinus canaria (Linnaeus, 1758), and Isospora spp. from great tits Parus major (Linnaeus, 1758) and European robins
Erithacus rubecula (Linnaeus, 1758).

Conclusion Based on the morphological and molecular features, . oliveirai is considered as new to science and the first
coccidian species recorded from Tityridae.

Keywords Morphology - Molecular biology - Taxonomy - Phylogeny - Coccidia - Oocysts - Neotropical birds - Suboscines -
Tityridae - Parque Nacional do Itatiaia
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Introduction

Coccidia is a subclass of the Infraphylum Apicomplexa,
which is characterized as obligatory intracellular parasites
with at least one intestinal phase in their life cycles [1, 2].
They have worldwide distribution and a biological cycle
consisting of merogony, gametogony and sporogony [3].
Among many genera, Isospora Schneider, 1881 (Apicom-
plexa: Eucoccidiorida) is a coccidian genus of the family
Eimeriidae that is widely found in birds, especially in the
order Passeriformes [4, 5].

The greenish schiffornis Schiffornis virescens (Lafres-
naye, 1838) is a passerine bird belonging to the family
Tityridae. It is endemic to the Atlantic Forest inhabiting
alone or in pairs the understory stratum, where it feeds on
fruits and insects. It is also a species sensitive to forest
fragmentation with low to medium abundance in its habi-
tats [6, 7]. Besides Brazil, this species also is distributed
in Argentina and Paraguay [8].

The coccidian parasitism in wild birds is widely
reported in the scientific literature [4]; although clinical
signs are hardly observed when these hosts are in their
natural habitats [9, 10]. This context is widely observed
in the Itatiaia National Park (Parque Nacional do Itatiaia),
which is a protected area with a high degree of vulner-
ability, located in the Serra da Mantiqueira, Southeastern
Brazil [11]. Birds in the Itatiaia National Park have often
been reported to be parasitized by coccidians in the last
years, but always without perceptible clinical signs of coc-
cidiosis [12-15].

The current study aimed to examine the faeces from a
greenish schiffornis S. virescens captured in the Itatiaia
National Park (Parque Nacional do Itatiaia), a conservation
unit in Southeastern Brazil, to determine what coccidian
parasites were present.

Materials and Methods
Sample Collection

In May 2017 an expedition was conducted in the Itatiaia
National Park (22°2720"S, 44°3628"W) to capture wild
birds with mist nets and collect fecal samples. Among the
captured birds, there was only one specimen of S. vires-
cens. This greenish schiffornis was kept in an individual
box and faeces collected immediately after defecation.
After identification of the species, the bird was photo-
graphed and released and stool samples were placed in
centrifuge tubes containing a potassium dichromate 2.5%
(K,Cr,05) solution at 1:6 (v/v).

@ Springer

Morphological Analyses

Samples were taken to the Laboratério de Biologia de
Coccidios, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRIJ). Samples were incubated at room temperature
(25 °C) for 10 days or until ~70% of the oocysts were sporu-
lated. Oocysts were isolated by flotation in Sheather’s sugar
saturated solution (specific gravity: 1.20) and examined
microscopically using the technique described by Duszyn-
ski and Wilber [16] and Berto et al. [17]. Morphological
observations, line drawings, photomicrographs and measure-
ments were made using an Olympus BX binocular micro-
scope (Olympus Optical, Tokyo, Japan) coupled to a digital
camera Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italy). Line
drawings were edited using two software applications from
CorelDRAW® (Corel Draw Graphics Suite, Version 11.0,
Corel Corporation, Canada), i.e., Corel DRAW and Corel
PHOTO-PAINT. All measurements are in micrometres and
are given as the range followed by the mean in parentheses.

Molecular Analyses

Sixteen oocysts carefully identified with the same character-
istic features under light microscopy were isolated and resus-
pended in PBS [18]. DNA was extracted from the oocyst
using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen,
Sao Paulo, Brazil) according to the manufacturer’s instruc-
tions. To fully lyse the oocyst, four freeze-thaw cycles were
applied prior to the DNA extraction. The PCR amplifica-
tion for the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit |
(COI) gene was carried out using a nested PCR, as previ-
ously described by Dolnik et al. [18] and Yang et al. [19].
The external primers COIbF1 (5'-GWT CAT TAG TAT
GGG CAC ATC A-3') and COIbR1 (5-CCA AGA GAT
AAT ACR AAR TGG AA-3') produced a PCR product
of ¢.302 bp in size. The internal primes COIbF2 (5'-GGG
CAC ATC ATA TGA TGA C-3') and COIbR2 (5'-ATA GTA
TGT ATC ATG TAR WGC AA-3') produced an amplicon
of 257 bp in size. The PCR reaction contained 10 pl of 5x
Green GoTaq® Flexi Buffer, 3 pl of 25 mM MgCl,, 1 pl of
10 mM dNTPs, 0.4 uM of each primer, 1.25 units of GoTag®
DNA polymerase, 3 pl of DNA (for primary reaction) or
3 pl primary PCR product (for the secondary reaction). Both
primary and secondary PCR were conducted using the same
cycling conditions: 1 cycle of 94 °C for 5 min, followed by
35 cycles of 94 °C for 30 s, 47 °C for 45 s, and 72 °C for
| min and a final extension of 72 °C for 5 min. The ampli-
cons from the second round of PCR were purified using
the Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen, Sdo Paulo,
Brazil). All PCR products were sequenced using the PCR
forward and reverse primers by Ludwig Biotechnology, were
an ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
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Foster City, California) was used for Sanger sequencing. The
results of the sequencing reactions were analyzed and edited
using the program Chromas 2.6.

DNA Sequence Analyses

The newly generated sequences were compared to those for
Isospora spp. and other coccidian parasites available on the
GenBank database using the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). Phylogenetic trees were constructed for
Isospora spp. at the COI sequences for additional isolates
from GenBank. Alignment and parsimony analyses were
conducted using MEGA version 7 [20]. The evolutionary
history was inferred using the Neighbor-Joining (NJ) and
Maximum Likelihood (ML) methods and the distances were
computed using the Tamura-Nei method based on model
selection using ModelTest in MEGA 7. Bootstrap analyses
were conducted using 1,000 replicates to assess the reliabil-
ity of inferred tree topologies.

Results

The captured greenish schiffornis S. virescens was positive
for coccidia. All observed oocysts were characteristic of
Isospora. This material is described below.

Family Eimeriidae Minchin, 1903

Genus Isospora Schneider, 1881

Isospora oliveirai Ortazar-Ferreira et Berto n. sp.
(Figs. 1, 2)

Oocysts (n=26) subspheroidal, 24-28 x23-27
(26.0x 24.8); length/width (L/W) ratio 1.0-1.1 (1.05). Wall
bilayered, 2.3-2.7 (2.5) thick. outer layer slightly rough,
¢.2/3 of total thickness. Micropyle and oocyst residuum
absent, but one to six polar granules are present, appear-
ing to be membrane-bounded when more than three are
present. Sporocysts (n=26) lemon-shaped, 17-19 x 10-11
(18.1x10.9); L/W ratio 1.6—-1.7 (1.65). Stieda body present,
knob-like to half-moon-shaped, 2.0 3.5; sub-Stieda body
present, rounded, 2.5 3.5: para-Stieda body absent: spo-
rocyst residuum present, composed of scattered spherules
of different sizes. Sporozoites vermiform, with anterior and
posterior refractile bodies and centrally located nucleus.

Type host: Schiffornis virescens (Lafresnaye, 1838) (Aves:
Passeriformes: Tyranni: Tityridae), greenish schiffornis.

Type locality: Parque Nacional do Itatiaia (22°27'20"S,
44°36'28"W), southeastern Brazil.

Type specimens: Photosyntypes, line drawing, and oocysts
in 70% ethanol are deposited at the Museu de Zoologia at the

Fig. 1 Composite line drawing of the sporulated oocyst of Isospora
oliveimai n. sp. from the greenish schiffornis Schiffornis virescens.
Scale-bar 10 um

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brazil, under
the accession number MZURMTZ2020022. Phototypes and
line drawings are also deposited and available (http://r l.ufrrj
.br/labicoc/colecao.html) in the Parasitology Collection of
the Laboratério de Biologia de Coccidios, at UFRRJ, under
the repository number P-105/2020. Photographs of the
type-host specimen (symbiotype) are deposited in the same
collection.

Site in host: Unknown.

Representative DNA sequence: One representative COI
sequence was deposited in the GenBank database under the
accession number MT276845.

ZooBank registration: To comply with the regula-
tions set out in article 8.5 of the amended 2012 ver-
sion of the International Code of Zoological Nomen-
clature [21] details of the new species have been
submitted to ZooBank. The Life Science Identifier
(LSID) for Isospora oliveirai is urn:lsid:zoobank.
org:act:46CE4322-1798-477C-A4E2-B2B66FD15279.

Etymology: The specific name is derived from the family
name of the Brazilian parasitologist Dr Francisco Carlos

Rodrigues de Oliveira, given in his honor for his contribu-
tion to the study of helminth and protozoan parasites.
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Fig. 2 Photomicrographs of
sporulated oocysts of Isospora
oliveirai n. sp. from the green-
ish schiffornis Schiffornis vires-
cens. il mner and of rough outer
layers of the oocyst wall, pg
polar granule, sb Stieda and ssb
sub-Stieda bodies, sr sporocyst
residuum, rb refractile body. All
to same scale. Scale-bar 10 ym

®0.0

Remarks: The morphology of Isospora spp. recorded from
the parvorder Tyrannida and of /. oliveirai recovered from S.
virescens in the current study are shown in Table 1. Isospora
araponga Dolezalovi, Torres, Fernandez et Modry, 2004
is differentiated from 1 oliveirai, because it has a smooth
oocyst wall, asymmetric sporocysts and Stieda and sub-
Stieda bodies barely discernible; while 1. oliveirai has a
rough wall, lemon-shaped symmetric sporocysts, and promi-
nent Stieda and sub-Stieda bodies. Isospora lopesi Silva-
Carvalho et Berto, 2018 can also be easily differentiated by
its smooth oocyst wall, unique polar granule and flattened
Stieda body; which are different in /. oliveirai (Table 1). The
other coccidian species recorded of tyranids can be differ-
entiated from /. oliveirai, among other aspects, also by the
smooth oocyst wall, presence of up to two polar granules,
and differences in the shape of the Stieda and Sub-Stieda
bodies. Finally. /. eliveirai differs from all these coccidian
species, because it has the largest oocysts described, to date,
in the parvorder Tyrannida (Table 1).

Phylogenetic analysis: DNA amplification of the oocyst
of L oliveirai showed a clear band of ¢.250 bp. Phyloge-
netic analysis included 23 sequences for avian Isospora spp.
available on GenBank (Fig. 3). Eimeria tenella (Railliet et
Lucet, 1891) was used as the outgroup. Isospora oliveirai
sat separately on the cladogram and had the highest simi-
larity of 97% with Isospora serinuse Yang, Brice, Elliot et
Ryan, 2015 from island canaries Serinus canaria (Linnaeus,
1758), and Isospora spp. from great tits Parus major Lin-
naeus, 1758 and European robins Erithacus rubecula (Lin-
naeus, 1758) [19, 22].

@ Springer

Discussion

As evidenced in studies on taxonomy of coccidians, there
is a specificity at the family level in coccidian parasitism
within the order Passeriformes [4, 5, 16]. Thus, the taxo-
nomic description of a new species requires a morpho-
logical comparison with the coccidian species recorded
from the same family of the host; however, there is no
description of coccidians in the family Tityridae, where
S. virescens belongs. In this sense, the coccidian oocysts
from the current study were compared with the species
described at higher taxonomic levels of the host.

The parvorder Tyrannida brings together the family
Pipridae and the superfamilies Cotingoidea (Oxyruncidae,
Onychorhynchidae, Tityridae and Cotingidae) and Tyran-
noidea (Pipritidae, Platyrinchidae, Tachurisidae, Rhyn-
chocyclidae and Tyrannidae) [23]. Only four of these ten
families of Tyrannida has coccidian species recorded: (1)
1. araponga in Cotingidae: (2) Isospora feroxis Berto, Luz,
Flausino, Ferreira et Lopes, 2009 and Isospora attilae Rod-
rigues, Silva, Lopes, Berto, Luz, Ferreira et Lopes, 2015 in
Tyrannidae: (3) Isospora mionectesi Berto, Flausino, Luz,
Ferreira et Lopes, 2009 in Rhynchocyclidae and (4) 1. lopesi
in Platyrinchidae [24-28]. As shown in Table 1, 1. oliveirai
is easily differentiated from these coccidian species by sev-
eral characteristic features, such as: roughness of the outer
layer of the oocyst wall, number and arrangement of polar
granules, shape of the Stieda and sub-Stieda bodies, in addi-
tion to that the oocysts of 1. oliveirai are larger than all spe-
cies recorded from the parvorder Tyrannida.
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Fig. 3 Maximum likelihood wee estimated from the COI sequences.
Numbers at nodes represent bootstrap support (1000 replicates; only
values >40% shown) for neighbor-joining and maximum likelihood,

The rough oocyst wall observed in /. oliveirai is an
uncommon morphological feature in Isospora spp.: there-
fore, it becomes the most distinguishable characteristic of
this species. This reasoning can be exemplified outside the
parvorder Tyrannida: Isospora machadoae Pinho, Silva,
Rodrigues, Lopes, Oliveira, Luz, Ferreira, Lopes et Berto,
2018 recorded from the family Turdidae and Isospora bor-
bai Silva-Carvalho et Berto, 2019, recorded from the family
Conopophagidae are the only species within their host-fam-
ilies to have a rough oocyst wall, and, therefore, are easily
differentiated from the others species [14, 15].

Phylogenetic analysis did not place /. oliveirai in any
monophyly: on the contrary, it was separated from a large
clade containing several Isospora spp. from Passeriformes
(Fig. 3). This result can be explained by the close similarities
between these Isospora spp. in this large clade, which vary
between 98 and 100%, whereas I. oliveirai differed from
these Isospora spp. by more than 3%. Anyway, the main
inconsistency in phylogeny was in the comparison with 7.
lopesi, which is the only to be classified in the same par-
vorder (Tyrannida) as /. oliveirai among the coccidian spe-
cies that has COI sequences deposited in Genbank; however,
it had a low similarity with /. oliveirai of only 95% and sit
a distant clade with other coccidian species reported from
the Suborder Tyranni (suboscines). Thus, these results are

Isospora sp. isolate TurMe1 L (MK573843) - Turdus merula (Passeri: Passerida: Turdidae)
Isospora erithaci (MK573837) - Erithacus rubecula (Passeri: Passerida: Muscicapidae)
Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeri: Passerida: Turdidae)
Isospora sp. isolate TurMe1 PT (MK573835) - Turdus merula (Passeri: Passerida: Turdidae)
Isospora serinuse (KR477879) - Serinus canaria (Passeri: Passerida: Fringillidae)
Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merula (Passeri: Passerida: Turdidae)
Isospora sp. isolate EriRu1 JT (MK573830) - Enthacus rubecula (Passeri: Passerida: Muscicapidae)
Isospora serinuse (KX276860) - Serinus canaria (Passeri: Passerida: Fringillidae)
Isospora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) Parus major (Passeri: Passerida: Paridae)
Isospora sp. JRB-2016 (KT203397) Garrulax chinensis (Passeri: Passerida: Leiotrichidae)
Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeri: Corvida: Meliphagidae)
51.5:1/sospora massardi (MNG602626) - Turdus flavipes (Passeri: Passerida: Turdidae)
Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga spp. (Tyranni: Thamnophilida: Conopophagidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilida: Thamnophilidae)
Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannida: Platyrinchidae)
— [SOSpOra hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeri: Passerida: Muscicapidae)
Isospora sp. isolate EmbCi1 JT (MK573829) - Emberiza citrinella (Passeri; Passerida;: Emberizidae)
LA Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeri: Passerida: Sturnidae)
7358 Isospora coronoideae (MK867778) - Corvus coronoides (Passeri: Passerida: Corvidae)
5 ca] ISOSpora butcherae (KY801687) - Zosterops lateraiis (Passeri: Passerida: Zosteropidae)
Isospora tristis (KY344443) - Acridotheres tristis (Passeri: Passerida: Sturnidae)
Isospora superbusi (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeri: Passerida: Sturnidae)
—— [SOSpora oliveirai (MT276845)- Schiffornis virescens (Lafresnaye, 1838) (Tyranni: Tyrannida: Tityridae)
Isospora sp. isolate TroTr1 PT (MK573836) - Troglodytes troglodytes (Passeri: Passerida: Troglodytidae)
Eimeria tenella (FJ236398)

respectively. The scale-bar represents the number of nucleotide sub-
stitutions per site

not conclusive in establishing the phylogeny of . oliveirai
and other Isospora spp. from Passeriformes; however,
these should be more elucidative as more Isospora spp. are
sequenced for the COI gene and deposited in the Genbank.

Finally, based on the morphological and molecular fea-
tures described above, /. oliveirai is considered as new to sci-
ence and the first coccidian species recorded from Tityridae.
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Abstract In the present study Isospora feroxis
Berto, Luz, Flausino, Ferreira & Lopes, 2009 is
redescribed from the photosyntypes and from new
samples from a short-crested flycatcher Myiarchus
ferox (Gmelin), which is the type-host in the type-
locality, the Marambaia Island in Southeastern Brazil.
In addition, the yellow-olive flycatcher Tolmomyias
sulphurescens Spix is recorded as a new host for this
species, in a new locality, the Itatiaia National Park, in
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of Isospora spp. from Passeriformes by the COI gene,
the molecular analysis confirmed the differences
between coccidian species from tyrant-flycatchers.

Introduction

Biodiversity in the Neotropical Region is very relevant
for researchers around the world, among various
aspects, due to its potential and recurring new
discoveries (Tundisi & Matsumura-Tundisi, 2008).
In this context, the class Aves stands out for its great
diversity and exuberance, attracting not only scien-
tists, but also ecotourists, especially birdwatchers
(Stotz et al., 1996). Brazil is the second country in the
Neotropical region with the largest number of bird
species; where, currently, there are 1919 species listed
by the Omithological Records Committee of Brazil
(Piacentini et al., 2015). In the context of research on
Neotropical birds, there is the study of their parasites,
which has been increasingly related to ecology,
physiology and conservation of wild species. Among
bird parasites, coccidian protozoa stand out as the
cause of morbidity and mortality in unfavorable
conditions of host and environment, to a commensal-
ism-like in bird populations in conserved and balanced
environments (Berto & Lopes, 2020).
Tyrant-flycatchers represent a superfamily, Tyran-
noidea (Piacentini et al., 2015), or simply the family
Tyrannidae, according to BirdLife International (Del
Hoyo & Collar, 2016), which distribution extends
across North, Central and South America, being more
concentrated in the Neotropical Region. It is currently
the largest superfamily/family of the class Aves
worldwide, with 450 species recorded. In Brazil, 218
species are listed (Piacentini et al., 2015; Del Hoyo &
Collar, 2016). Even with this great diversity, there are
few reports of coccidian species from tyrant-flycatch-
ers, when compared to other bird families. In this
context, the current study aimed to redescribe Isospora
feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira & Lopes, 2009
from the photosyntypes and from samples of a short-
crested flycatcher Myiarchus ferox (Gmelin), which is
the type-host in the type-locality, the Marambaia
Island in Southeastern Brazil. In addition, the yellow-
olive flycatcher Tolmomyias sulphurescens Spix is
recorded as a new host for this species, in a new
locality, the Itatiaia National Park, in the interior of

@ Springer

Southeastern Brazil, providing a preliminary geno-
typic characterization via sequencing of the mito-
chondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) gene.

Materials and methods
Sample collection

Between August 2014 and August 2018, 19 expedi-
tions were conducted in different locations in the
Itatiaia National Park (22°27'S, 44°36'W), a protected
area with a high degree of vulnerability, located in the
Serrada Mantiqueira on the border of the States of Rio
de Janeiro, Minas Gerais and Sao Paulo (ICMBIO,
2016), to capture wild birds with mist nets and collect
faecal samples. A total of seven yellow-olive flycatch-
ers T. sulphurescens were captured. In addition to the
Itatiaia National Park, an expedition in September
2014 was conducted on Maramabia Island
(23°3/38.86™'S, 43°58'47.56"W), on the coast of the
state of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil, where one
short-crested flycatcher M. ferox was captured. The
birds were kept in individual boxes and faeces
collected immediately after defecation. After identi-
fication of the species, the bird was photographed and
released and faecal samples were placed in centrifuge
tubes containing a potassium dichromate 2.5%
(K5>Cr,04) solution at 1:6 (v/v).

Morphological analyses

Samples were taken to the Laboratério de Biologia de
Coccidios, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ). Samples were incubated at room
temperature (25°C) for 10 days or until ~70% of the
oocysts were sporulated. Odeysts were isolated by
flotation in Sheather’s sugar saturated solution (speci-
fic gravity: 1.20) and examined microscopically using
the technique described by Duszynski & Wilber
(1997) and Berto et al. (2014). Morphological obser-
vations, line drawings, photomicrographs and mea-
surements were made using an Olympus BX binocular
microscope (Olympus Optical, Tokyo, Japan) coupled
to a digital camera Eurekam 5.0 (BEL Photonics,
Monza, Italy). Line drawings were edited using Corel
DRAW® and Corel PHOTO-PAINT (Corel Draw
Graphics Suite, Version 11.0, Corel Corporation,
Canada). All measurements are in micrometres and
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are given as the range followed by the mean in
parentheses.

Molecular analyses

An individual odcyst from a fecal sample of T.
sulphurescens was isolated from serial dilutions of the
odcysts in drops on a microscope slide using a sterile
micropipette. This isolated odeyst was resuspended in
PBS and washed by centrifuging until the supernatant
became clear (Dolnik et al., 2009). DNA was extracted
from the purified oocysts using the Qiagen DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen, Sao Paulo, Brazil)
according to the manufacturer$ instructions. In order
to fully lyse the oocyst, four freeze-thaw cycles were
applied prior to the DNA extraction. The PCR
amplification for the COI gene was carried out using
anested PCR, as previously described by Dolnik et al.
(2009) and Yang et al. (2015). The external primers
COIbF1 (5-GWT CAT TAG TAT GGG CAC ATC
A-3’) and COIbR1 (5-CCA AGA GAT AAT ACR
AAR TGG AA-3') produced a PCR product of 302 bp
in size. The internal primes COIbF2 (5'-GGG CAC
ATC ATA TGA TGA C-3’) and COIbR2 (5'-ATA
GTA TGT ATC ATG TAR WGC AA-3') produced an
amplicon of 257 bp in size. The PCR reaction
contained 10 pl of 5x Green GoTaq® Flexi Buffer,
3 ulof 25 mM MgCl,, 1 pul of 10 mM dNTPs, 0.4 uM
of each primer, 1.25 units of GoTaq® DNA poly-
merase, 3 pl of DNA (for primary reaction) or 3pl
primary PCR product (for the secondary reaction).
Both primary and secondary PCR were conducted
using the same cycling conditions: | cycle of 94°C for
5 min, followed by 35 cycles of 94°C for 30s5,47°C for
45 s, and 72°C for 1 min and a final extension of 72°C
for 5 min. The amplicons from the second round of
PCR were purified using the Qiagen MinElute PCR
Purification (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil). All PCR
products were sequenced using the PCR forward and
reverse primers by Ludwig Biotechnology, were an
ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems, Foster City, California) was used for Sanger
sequencing. The results of the sequencing reactions
were analyzed and edited using the program Chromas
2.6 (Technelysium Pty Ltd, Queensland Australia).

DNA sequence analyses

The newly generated sequence was compared to those
for Isospora spp. and other coccidian parasites avail-
able on the GenBank database using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Phylogenetic trees
were constructed for [Isospora spp. at the COI
sequences for additional isolates from GenBank.
Alignment and parsimony analyses were conducted
using MEGA version 7, using Clustal W as alignment
algorithm (Tamura et al.,, 2007). The evolutionary
history was inferred using the Neighbor-Joining (NJ)
and Maximum Likelihood (ML) methods and the
distances were computed using the Tamura-Nei
method based on model selection using ModelTest
in MEGA 7. Bootstrap analyses were conducted using
1,000 replicates to assess the reliability of inferred tree
topologies.

Obtaining the photosyntypes of 1sospora feroxis
Berto, Luz, Flausino, Ferreira & Lopes, 2009

The photosyntypes of [ feroxis from M. ferox
identified in Berto etal. (2009a), which were deposited
in the Parasitology Collection of the Laboratério de
Biologia de Coccidios (http://rl.ufrrj.br/labicoc/
colecao.html) at UFRRJ under repository number
P-30/2009, were required for morphological
comparison.

Results

Seven T. sulphurescens were examined and five of
them (7 1%), which were captured in the same location
in the Itatiaia National Park, known as “Trilha das
Borboletas™ or “Butterfly Trail” (22°26'57.007S.
44°36'25.00"W), were positive for coccidia. The
short-crested flycatcher M. ferox captured in Maram-
abia Island was also positive for coccidia. All observed
oocysts were morphologically identified as I feroxis.
This material is described below.

Eimeriidae Minchin, 1903
Isospora Schneider, 1881

Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira &
Lopes, 2009

fz"_] Springer
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Type-host: Myiarchus ferox (Gmelin) (Aves: Passer-
iformes: Tyranni: Tyrannoidea: Tyrannidae) short-
crested flycatcher.

Other host: Tolmomyias sulphurescens Spix (Aves:
Passeriformes: Tyranni: Tyrannoidea: Rhynchocycli-
dae) yellow-olive flycatcher (present study).
Type-locality: Marambaia Island (23°3'38.86™S,
43°58'47.56"W), Southeastern Brazil

Other locality: Parque Nacional do Itatiaia - Itatiaia
National Park (22°26'57.007S, 44°36'25.00"W),
Southeastern Brazil.

Type-specimens: Photosyntypes and line drawing are
deposited and available (http://rl.ufrrj.br/labicoc/
colecao.html) in the Parasitology Collection of the
Laboratorio de Biologia de Coccidios, at UFRRIJ,
under the repository number P-30/2009.

Other specimens ( present study). Photomicrographs, line
drawing, and oocysts in 2.5% K,Cr,O7 solution (Wil-
liams et al., 2010) from 7. sulphurescens are deposited at
the Museu de Zoologia at the Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Brazil, under accession number
MZURPTZ2020025. Photomicrographs are also depos-
ited and available (http://r1.ufirj.br/labicoc/colecao.html)
in the Parasitology Collection of the Laboratorio de
Biologia de Coccidios, at UFRRJ, under repository
numbers 108/2020 (7. sulphurescens) and 109/2020 (M.
ferox). Photovouchers of the host specimens are depos-
ited in the same collection.

Site in host: Unknown; odcysts recovered from faeces.
Prevalence: 75% (6/8) overall: 71% (5/7) for T.
sulphurescens; and 100% (1/1) for M. ferox.
Representative DNA sequence: Representative COIl
sequences of the odcysts from 7. sulphurescens were
deposited in the GenBank database under the acces-
sion number MT563402.

Description (Figs. 1, 2)
Sporulated oocyst

Odcysts (n = 81) subspheroidal, 18-23 x 18-23 (20.7
x 20.0); length/width (L/W) ratio 1.0-1.1 (1.04). Wall
bi-layered, 1.3-2.0 (1.7) thick, outer layer with min-
imal to moderate roughness, ¢.2/3 of total thickness.
Micropyle present, 4.4-9.2 (7.4) wide. Odocyst resi-
duum absent, but 1-3 (usuvally 2 bonded) polar
granules are present.

Sporocyst and sporozoites

Sporocysts (n=70) 2, ovoidal to ellipsoidal, 11-15 x
8-10 (13.4 x 9.2); L/W ratio 1.3-1.6 (1.45). Stieda
body present, flattened to half-moon-shaped, 0.5-0.7

a Springer

Fig. 1 Composite line drawing of the sporulated odcyst for
redescription of [Isospora feroxis from tyrant-flycatchers,
highlighting the outer layer of the odcyst wall with moderate
(A) or minimal (B) roughness. Scale-bar: 10 pm,

x 1.3-2.2 (0.6 x 1.7); substieda body present,
rounded to trapezoidal, 1.0-1.8 x 2.4-3.3 (1.3 x
2.9), infrequently with prominence resembling a
compartmentalized substieda; parastieda body absent;
sporocyst residuum present, composed of spherules of
different sizes. Sporozoites 4, vermiform, 10-11 x
3-4 (10.9 x 3.6), with posterior refractile body and
centrally located nucleus.

Remarks

Four Isospora spp. are recorded from New World
tyrant-flycatchers (Table 1). To date, 1. feroxis had the
smallest odcysts among these Isospora spp.: however,
in the present study, the wide addition of oocyst
measurements from two hosts increased the range of
odcysts measurements, making them compatible with
Isospora attilae Rodrigues, Silva, Lopes, Berto, Luz,
Ferreira & Lopes, 2015 and Isospora lopesi Silva-
Carvalho & Berto, 2018. However, L feroxis oocysts
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Fig. 2 Sporulated odcysts of Isospora feroxis from the photosyntypes (A, B) and from new samples of a short-crested flycatcher
Myiarchus ferox (C-G) and of yellow-olive flycatchers Tolmomyias sulphurescens (H-J). Note the inner (il) and rough outer (rol) layers
of the odcyst wall; micropyle (m); nucleus (n); polar granule (pg): Stieda (sb) and sub-Stieda bodies (ssb); sporocyst residuum (sr);

refractile body (rb). Scale-bar: 10 pm,

are differentiated from these Isospora spp. by the less
elongated shape of the sporocysts, smaller and more
delicate sub-Stieda body and, mainly, by the presence
of the micropyle and rough otcyst wall which were
added in the current redescription.

Phylogenetic analysis

DNA amplification of the odcyst of I feroxis showed a
clear band of ¢.250 bp. Phylogenetic analysis included
20 sequences for avian Isospora spp. available on
GenBank (Fig. 3). Toxoplasma gondii (Nicolle &
Manceaux, 1908) was used as the outgroup. Isospora
Sferoxis sat apart into a large clade containing Isospora
spp. from thrushes, warblers, honeyeaters, buntings,
longspurs, starlings, white-eyes, but also containing
Isospora spp. from suboscine hosts (Tyranni), whichis
the Suborder of 7. sulphurescens and M. ferox.
Isospora feroxis had the highest similarities of 97%
with Isospora massardi Lopes, Berto, Luz, Galvio,
Ferreira & Lopes, 2014 from the yellow-legged thrush
Turdus flavipes (Vieillot) and Isospora manorinae
Yang, Brice, Jian & Ryan, 2016 from the yellow-
throated miner Manorina flavigula (Gould).

Discussion

The description of coccidian species is fundamentally
based on the morphology of the oocysts: although
ecological, biogeographical, pathological and molec-
ular complementations are important for the charac-
terisation of a species (Duszynski & Wilber, 1997:
Tenter et al., 2002; Berto et al., 2014). In this context,
Duszynski & Wilber (1997) established that the
identifications must be based on the comparative
morphology between the coccidian species recorded
in the same family as the host. Since then, the most
complete and reliable studies on coccidian taxonomy
from wild birds have demonstrated specificity at the
host family level (Berto et al, 2013). however,
sometimes the number of coccidian species recorded
in a host-family is very low or non-existent (e.g.,
Cardinalidae), making it necessary to compare with
coccidian species described from higher taxonomic
levels of the host, such as Superfamily, Parvorder or
Infraorder. In addition, the divergences in the systems
of classification of Aves make it difficult to identify
coccidians based on host-family specificity. The
classifications of Del Hoyo & Collar (2016) and
Piacentini et al. (2015) that supported the present
study classify the tyrant-flycatchers as a Family and
Superfamily, respectively; therefore, despite this
divergence in level and classifications in different
families by Piacentini et al. (2015), there were no
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Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeri: Sturnidae)
85 sol/sospora butcherae (KY801687) - Zosterops lateralis (Passeri: Zosteropidae)
Isospora sp. isolate IPlen2AM (MHB698551) - Plectrophenax nivalis (Passeri: Calcariidae)
Isospora sp. isolate EmbCI1 PT (MK573834) - Emberiza citrinella (Passeri: Emberizidae)
Isospora sepetibensis (MK6826086) - Trichothraupis melanops (Passerl: Thraupidae)
Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga spp. (Tyranni: Conopophagidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannoidea: Platyrinchidae)
Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeri: Thraupidae)

Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC3 (KP688307) - Sylvia conspicillata (Passeri: Sylviidae)
4 "gl_‘isospora sp. JCI-2015 isolate ISC9 (KP688311) - Sylvia conspicillata (Passeri; Sylviidae)

47l Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC10 (KP688312) - Sylvia conspicillata (Passerni: Sylviidae)
Isospora feroxis (MT563402) - Tolmomyias sulphurescens (Tyranni: Tyrannoidea: Rhynchocyclidae)
Isospora massardi (MNB02626) - Turdus flavipes (Passeri: Turdidae)

75 53] | /sospora manoninae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeri: Meliphagidae)

Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeri: Turdidae)

Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)

Isospora sp. isolate TurMe1 L (MK573843) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)

— [sospora sp. isolate TroTr1 PT (MK573836) - Troglodytes troglodytes (Passeri: Troglodytidae)
Isospora pamaitatiaiensis (MT233550) - Dysithamnus mentalis (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora oliveiral (MT276845)- Schiffornis virescens (Tyranni: Tityridae)

Toxopl: gondii (KM657810)

Fig. 3 Maximum likelihood tree estimated from the COI sequences. Numbers at nodes represent bootstrap support (1,000 replicates;
only values > 40% shown) for Neighbor-Joining and Maximum Likelihood, respectively. The scale-bar represents the number of

nucleotide substitutions per site.

differences in the organization and comparison of
coccidians from tyrant-flycatchers that are tradition-
ally related (Berto et al., 2011).

The oocysts of the original description of . feroxis
and those of M. ferox and T. sulphurescens of the
present study differed in measures. These morphome-
tric differences were mainly observed from the low
number of oocysts measured from single hosts M.
Sferox, both in Berto et al. (2009a) and in present study
(Table 1). In contrast, the 71 measured odcysts from 5
T. sulphurescens reached a wide range of measures,
which is compatible with the largest and smallest
oocysts of M. ferox. Thus, it can be concluded that /.
feroxis has a wide range of measurements detected
when observing oocysts from several hosts. These
differences in the size of oocysts shed from different
hosts are natural and already established in the
scientific literature as a result of biological and
ecological factors (Duszynski, 1971: Fayer, 1981;
Berto & Lopes, 2020).

The redescription from the photosyntypes of 1.
ferox proposed in the present study is based on the
observation of oocysts with micropyle (Fig. 2a, b),
which were not identified in the original description by
Berto et al. (2009a). Probably, the low number of 10
odcysts observed in Berto et al. (2009a) must have
favored the non-observance of the micropyle, since

this characteristic feature is observed only in certain
positions of the odcysts (Fig. 2e—g, i, j), especially
when they are subspherical (Berto et al., 2014). Thus,
this redescription highlights the importance of prior-
itizing the description of coccidian species from a
large number of obcysts, preventing that certain
characteristic features are not observed for the
description. In this same sense, the original description
by Berto et al. (2009a), did not identify odcysts with a
rough wall. In fact, the obcysts observed in the current
study had a low to moderate roughness, and in one of
the hosts 7. sulphurescens, only oocysts with very low
roughness were predominantly observed, similar to
the photosyntypes of /. ferox. Therefore, these results
reinforce that the description of new coccidian species
from a single host specimen should be avoided,
ensuring that all possible details of a coccidian species
are observed.

Isospora feroxis is the sixth species identified from
suboscine birds to have a deposition of COI gene
sequence on the GenBank. Even so, few phylogenetic
conclusions are observed from the cladogram shown
in Fig. 3. Isospora feroxis was closer to Isospora spp.
from thrushes, honeyeaters and warblers than from
species of the same parvorder, such as Isospora
oliveirai Ortizar-Ferreira & Berto, 2020, and Super-
family/Family, such as I. lopesi. At the same time,
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Isospora feroxis was as close to coccidians from the
Neotropical region, such as I massardi, as well as to
coccidian species related to endemic birds in Oceania,
such as 1. manorinae. In fact, this 257 bp fragment of
the COI gene has not been totally suitable for the
delimitation of coccidian species of passerines, despite
that it was pioneered in the work of Dolnik et al.
(2009), it has the largest number of deposits at
GenBank and, until recently, it has been recommended
for phylogenetic studies (Yang et al,, 2015). In this
sense, the latest works on molecular characterisation
of coccidians of Passeriformes has shown that longer
sequences and multiple genes are more conclusive in
the phylogenetic analyses (Yang et al., 2021). In any
case, the molecular analysis confirmed the differences
already observed in the morphology of the oocysts of 1.
feroxis and I lopesi, since these species were geno-
typically different in 9 base pairs (4.4%) by the COI
sequences.

Finally, based on the morphological and molecular
features described above, I feroxis is redescribed in
the present study, documenting a new host, 7.
sulphurescens, and a new locality, the Itatiaia National
Park, in addition to the type-host M. ferox in the
Marambaia Island, southeastern Brazil.
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Abstract

Woodcreepers are passerines of the family Dendrocolaptidae, which have a high forest dependency. The current work aimed to
redescribe Isospora striata McQuistion et al. 1997, from two new hosts in protected areas in Brazil, revealing new localities of
parasitism, in addition to providing preliminary genotypic identifications via sequencing of the mitochondrial cytochrome ¢
oxidase subunit 1 (COI) gene from both host species. Isospora striata has oocysts that are subspheroidal to ovoidal, 19.4 x
16.8 um with smooth wall. Oocyst residuum is absent, but micropyle and polar granules are present. Sporocysts are ovoidal, 13.6
% 8.3 um, with both Stieda and sub-Stieda bodies. Sporocyst residuum is present and sporozoites with refractile body, nucleus,
and striations. The morphological study and the 100% similarity in sequencing of the COI gene between samples of different
dendrocolaptid species confirmed the identification of a single species, supporting the identification of /. striata in the Brazilian
Atlantic forest and consequently the wide distribution of this coccidian species in the Neotropical Region.

Keywords Taxonomy - Morphology - Sequencing - Coccidia - Oocysts - Passeriformes - Parque Nacional de Itatiaia - Parque

Nacional da Serra dos Orgéios - Brazil

Introduction

Woodcreepers are passerines of the family Dendrocolaptidae,
which brings together 52 species distributed predominantly in
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forest environments in the Neotropical Region (Marantz et al.
2003). Dependence on forest environments causes
dendrocolaptid species to suffer population decline and even
local extinction in altered forests and forest fragments
(Marantz et al. 2003; TUCN 2020). In the Atlantic Forest of
the Southeast and South of Brazil, several studies confirm this
vulnerability of the woodcreepers to anthropogenic changes,
notably forest fragmentation (Aleixo and Vielliard 1995:
Christiansen and Pitter 1997; Bornschein and Reinert 2000).
These birds feed predominantly on large insects, small verte-
brates, snails, and bird eggs that nest in tree cavities. They also
regularly follow mixed flocks and army ants, foraging in all strata
as dominant species (Sick 1997; Piacentini et al. 2015). This
predominantly insectivorous feeding habit potentially reduces
these birds the fecal-oral transmission of parasites, unlike frugiv-
orous birds (Dolnik et al. 2010). Among the various parasites in
this context, the coccidian protozoans can be highlighted due to
its great importance for biodiversity and conservation of birds.
To date, six coccidian species are recorded from Neotropical
woodcreepers, but none of them in Brazil. In this sense, the
current work aimed to redescribe Isospora striata McQuistion
et al. 1997, from two new hosts in protected areas in Brazil,
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revealing new localities and the wide distribution of this
coccidian species in the Neotropical Region. Additionally, the
present study will provide preliminary genotypic identifications
via sequencing of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase sub-
unit 1 (COI) gene from both host species.

Materials and methods
Sample collection

Eight expeditions were conducted in two Brazilian federal con-
servation units in Southeastern Brazil: (1) Itatiaia National Park,
a protected area with a high degree of vulnerability, located in
the Serra da Mantiqueira on the border of the States of Rio de
Janeiro, Minas Gerais, and Sao Paulo (ICMBIO 2020a); and (2)
Serra dos Orgdos National Park, another protected area created
for biodiversity conservation of the Serra do Mar in the moun-
tainous region of the State of Rio de Janeiro (ICMBIO 2020b).
The first six expeditions were conducted on March (22°27
40.3"S, 44°35'31.9"W) and April (22°27'52.0"S, 44°36'26.0"
W) 2015, October (22°27'40.3"S, 44°35'31.9"W) 2016, April
(22°2720.6"S, 44°36'28.6"W) 2017, and May (22°27'40.3"S,
44°35'31.9"W) and August (22°26'57.0"S, 44°36'25.0"W)
2018 in the Itatiaia National Park, and the last two expeditions
were conducted on February (22°2723.8"S, 42°59'58.7"W)
and August (22°2729.0"S, 43°00'08.8"W) 2019 in the Serra
dos Orgdos National Park. Mist nets were used for the capture
of the birds. Sixteen plain-winged woodcreepers Dendrocincla
turdina (Lichtenstein, 1820) in the Itatiaia National Park and
two white-throated woodcreepers Xiphocolaptes albicollis
(Vicillot, 1818) in the Serra dos Orgdos National Park were
captured. The captured birds were specifically identified
(Sigrist 2014) and photographed. Subsequently, the birds were
kept in individual boxes lined with clean paper until defecation,
when they were released at the same place of capture. Each
fresh droplet of feces from each individual bird was placed
individually in a centrifuge tube with a potassium dichromate
2.5% (K5Cr,05) solution.

Morphological analyses

Samples were transported to the Laboratorio de Biologia de
Coccidios, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). Samples were incubated in the centrifuge tubes
and regularly oxygenated by shaking, at room temperature
(~25 °C) for 10 days or until ~70% of the oocysts were spor-
ulated. Oocysts were isolated by flotation in Sheather’s sugar
solution (Specific gravity: 1.20) and examined microscopical-
ly using the technique described by Duszynski and Wilber
(1997) and Berto et al. (2014a). Morphological observations,
line drawings, photomicrographs, and measurements were
made using an Olympus BX binocular microscope

@ Springer

(Olympus Optical, Tokyo, Japan) coupled to a digital camera
Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italy). Line drawings
were edited using two software applications from
Corel DRAW® (Corel Draw Graphics Suite, Version 11.0,
Corel Corporation, Canada), i.e., Corel DRAW and Corel
PHOTO-PAINT. All measurements are in micrometers and
are given as the range followed by the mean in parentheses.

Molecular analyses

Individual oocysts identified with the same characteristic fea-
tures under light microscopy were isolated, resuspended in
PBS, and washed by centrifuging until the supernatant be-
came clear (Dolnik et al. 2009). DNA was extracted from
the oocysts using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Sao Paulo, Brazil) according to the manufacturer’s
instructions. In order to fully lyse the oocysts, four freeze-
thaw cycles were applied prior to the DNA extraction. The
PCR amplification for the COI gene was carried out using a
nested PCR, as previously described by Dolnik et al. (2009)
and Yang et al. (2015). The external primers COIbF1 (5'-
GWT CAT TAG TAT GGG CAC ATC A-3') and COIbR]
(5'-CCA AGA GAT AAT ACR AAR TGG AA-3') produced
a PCR product of 302 bp in size. The internal primes COIbF2
(5'-GGG CAC ATC ATA TGA TGA C-3') and COIbR2 (5'-
ATA GTA TGT ATC ATG TAR WGC AA-3') produced an
amplicon of 257 bp in size. The PCR reaction contained 12.5
pL of GoTaq® G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega)
(1x), 0.25 pL of each primer (0.2 pM), 3 pL. of DNA (for
primary reaction) or 3 pL of primary PCR product (for the
secondary reaction), and 9 puL of nuclease-free water. Both
primary and secondary PCR were conducted using the same
cycling conditions: 1 cycle 0f94 °C for 5 min, followed by 35
cycles of 94 °C for 30,47 °C for 45 s, and 72 °C for 1 min
and a final extension of 72 °C for 5 min. The amplicons from
the second round of PCR were purified using the Qiagen
MinElute PCR Purfication (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil).

DNA sequence analyses

All PCR products were sequenced using the PCR forward and
reverse primers by Ludwig Biotechnology, using an ABI-
Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, California) for Sanger sequencing. The results of the
sequencing reactions were analyzed and edited using the pro-
gram Chromas 2.6. Sequences were compared to each other
and with other coccidian parasites available on the GenBank
database using the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Phylogenetic trees were constructed for coccidian
species at the COI sequences for additional isolates from
GenBank. Alignment and parsimony analyses were conduct-
ed using MEGA version 7 (Tamura et al. 2007). The evolu-
tionary history was inferred using the neighbor joining (NJ)
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and maximum likelihood (ML) methods, and the distances
were computed using the Tamura-Nei method based on model
selection using ModelTest in MEGA 7. Initial trees for the
heuristic search were obtained automatically by applying
neighbor joining and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise
distances estimated using the maximum composite likelihood
approach and then selecting the topology with superior log
likelihood value. Bootstrap analyses were conducted using
1000 replicates to assess the reliability of inferred tree
topologies.

Results
Prevalence and identification

Sixteen D. turdina from the Itatiaia National Park were exam-
ined, and 9 were positive for coccidian oocysts. The two
X. albicollis captured in the Serra dos Orgdos National Park
were also positive. These oocysts from both host species, after
sporulation, were morphologically identified as 1. striata. This
material is described below.

«  Isospora striata McQuistion et al. 1997 (Figs. 1 and 2a—j)
*  Kingdom: Chromista Cavalier-Smith, 1981

*  Phylum: Miozoa Cavalier-Smith, 1987

* Infraphylum: Apicomplexa Levine, 1970

* Class: Coccidiomorphea Doflein, 1901

*  Subclass: Coccidia Leuckart, 1879

* Family: Eimeriidae Minchin, 1903

*  Genus: Isospora Schneider, 1881

Qocyst (n = 88) subspheroidal to ovoidal, 16-23 x 13—
21 (1944 x 16.8); length/width (/W) ratio 1.0-1.4 (1.16).
Wall bi-layered, 1.1-1.5 (1.3) thick, outer layer smooth,
¢.2/3 of total thickness. Micropyle delicate or inconspicu-
ous, 2.8-7.1 (4.2) wide. Oocyst residuum is absent, but 1—
3 polar granules are present. Sporocyst ovoidal, 11-16 x
6-10 (13.6 x 8.3); L/W ratio 1.5-2.0 (1.64). Stieda body
is present, protruding, rounded to knob-like, 1.1-2.1 high
% 1.2-1.6 wide (1.3 x 1.4). Sub-Stieda body is present,
rectangular to rounded. and lying directly beneath the
Stieda body, 1.0-1.4 high x 1.4-2.2 wide (1.2 * 1.9).
Para-Stieda body is absent. Sporocyst residuum is present,
consisting of granules partially bound and/or diffused.
Sporozoites vermiform, with posterior refractile body, cen-
tral nucleus, and striations.

Taxonomic summary

Hosts: Dendrocincla turdina (Lichtenstein, 1820) (Aves:
Passeriformes: Tyranni: Dendrocolaptidae: Sittasominae),

Fig.1 Composite line drawing of'the sporulated oocyst for redescription
of Isospora striata from woodcreepers in the Brazilian Atlantic forest.
Scale bar: 10 um

plain-winged woodcreeper: Xiphocolaptes albicollis
(Vieillot, 1818) (Aves: Passeriformes: Tyranni:
Dendrocolaptidae: Dendrocolaptinae), white-throated
woodcreeper.

Localities: Itatiaia National Park (22°27'S, 44°35'W) and
Serra dos Orgﬁos National Park (22°27'S, 43°00'W), both
from Southeastern Brazil.

Specimens: Photomicrographs, line drawing, and oo-
cysts in 2.5% K,Cr,O; solution (Williams et al. 2010)
are deposited at the Museu de Zoologia at the
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brazil, un-
der accession numbers MZURPTZ2020026 (D. twrdina)
and MZURPTZ2020027 (X. albicollis). Photomicrographs
arc also deposited and available (http:/rl.ufirj.br/labicoc/
colecao.html) in the Parasitology Collection of the
Laboratorio de Biologia de Coccidios, at UFRRJ, under
repository numbers 110/2020 (D. twrdina) and 111/2020
(X. albicollis). Photovouchers of the host specimens are
deposited in the same collection.

Representative DNA sequence: DNA amplification of the
COI gene showed clear bands around ~250 bp. Representative
sequences were deposited in the GenBank database under the
accession numbers MW 582619 (D. turdina) and MW582620
(X. albicollis).

Site of infection: Unknown.

Prevalence: 61% (11/18) in total; 56% (9/16) for
D. turdina; and 100% (2/2) for X. albicollis.

@ Springer

157



Parasitol Res (2021) 120:2585-2593

Fig. 2 Photomicrographs of Isospora striata recovered from plain-
winged woodcreepers Dendrocincla turdina (a—¢) and white-throated
woodcereepers Xiphocolaptes albicollis (f-j). Note the inner (i) and the
smooth outer (sol) layer of the oocyst wall, micropy le (m), nucleous (n),

Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis based on the COI gene included se-
quences from coccidians available in GenBank (Fig. 3).
Eimeria tenella (Railliet and Lucet, 1891) was used as the
outgroup. fsospora striata from D. turdina and X. albicollis
were 100% identical and sat in a clade with the similarity of
99% with Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira, and
Lopes, 2009, which is a parasite of tyrant-flycatchers

polar granules (pg), refractile body (rb), sporocyst residuum (sr), Stieda
body (sb), and sub-stieda (ssb) bodies and striations (str). Scale bar: 10
um

(Tyranni: Tyrannoidea) in Brazil (Ortizar-Ferreira et al.
2021). Isospora striata was also close to other Isospora spp.
of neotropical suboscine passerines (Tyranni), such as
Isospora saggitulae McQuistion and Capparella, 1992, of
antbirds (Thamnophilidae) with 96% similarity (Silva-
Carvalho et al. 2018) but also with neotropical oscine passer-
ines (Passeri), such as Isospora massardi Lopes, Berto, Luz,
Galvio, Ferreira and Lopes, 2014, of thrushes (Turdidae) with
97% similarity (Genovez-Oliveira et al. 2020), in addition to

Fig. 3 Maximum likelihood tree Isospora bwﬂ'ﬂ’: sﬁ?mmmssre) . (Passeri: st (, .
estimated from the CO1 gene ) P :"" hu(xmoazsa) i (Paoserk S "“: o
sequences of [sospora species. 5858 fsospora sp. RY-2015¢ isolate RBF (KT224378) - flavigula (Passeri: Meliphagid
Numbers at nodes represent Isospora coronoideas (MKBE7778) - Corvus dos (Passeri: Corvidae)
bootstrap support 1000 replicates Isospara sp. isolate EmbCi1 PT (MK573834) - Emberiza citrinella (Passeri: E
(> 509 ) for neighbor joining (N.J) Isospora sepetibensis (MKE82608) - Trichothraupis melanops (Passeri: Thraupidae)
and maximum likelihood (ML), !Wolmwonhﬂae(lmﬁ(:‘&-’:)- o7 ‘P"“(" L ';nwme % "
respectively. Scale bm:mpmsems ipesdo m:m* l“ms) Erlms 2 plaspiza unjco °T "") S
the “l.'ml:’er of nuc'leoude — /sospora fopesi (MFA438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
substitutions per site l—— Isospara borbal (MK057528) - Conopophaga spp. (Tyranni: Conopophagidae)
Isospora sagittulae (MF981005) - Willisomis poecill {Tyranni: Tt P
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophllidao)
Isospora feroxis (MT563402) - To i (Tyranni: Rh
L] Lo striata (MW582620) - )aphoconpmmmsmmm n.numnpmm)
hocpou striata (uwsszcm - (Ty Dendrocolaptidae)
Isospora manoninae (KT224377) - A flavigula (Passeri:
Isospora enthacl (MK573839) - Erithacus rubeculs 2
L—— /sospora sp. isolate ParMat1 PT (MKS573833) - Parus major (Passeri: Passerida: Paridas)
. | Isospora sp. ISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeri: Sylviidae)
Isospora sp. isolate PhoOc1 L (MK573842) - Ph (Passeri:
ty (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeri: Muscicapidae)
Isospora panm'lab’adanda (MT233550) - Dysith (Tyranni: Tt ilidas)
Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus (Passeri: T )
Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)
Isospora sennuse (KX276860) - Seninus canarla (Passer; Fringlillidae)
Isospora sp. isolate TurMe1 PT (MK573835) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)
Isospora pamaitatiaiensis (MT233551) - Pyrig ptera (Tyranni: Th P
Isospora oliveirai (MT276845) - Schiffornis virescens (Tyranni: Tityridae)
Eimena tenella (FJ236398)
0—03‘—9
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Table 1 (continued)

IS

Present, 1
posterior

Compact or
diffused

Rectangular to
rounded

to knob-like

Nipple-like

Protruding,
rounded

ellipsoidal,
1-3

Ovoid

Walden and Caparella,  Subspherical to

1997

pringer

Present. 1 Present  Absent

Composed

Absent

14-16 (14.8)  9-11 (10.1) 1.36-1.67

Ovoidal

Isospora ubique

posterior

(1.46)

McQuistion

and Caparella, 1997

Isospora dendrocinclae

Absent

Subspherical Present, 1 Present

Slightly larger

Small and

1.6-1.8(1.7)

7-10

12-14

Ovoid

Subspherical

posterior

and subglobular

knob-like

MecQuistion, Galewsky
and Caparella, 2010

other Isospora spp. from other distant zoogeographic regions,
such as Isospora coronoideae Liu et al. 2019, from Australian
ravens Corvus coronoides Vigors and Horsfield, 1827
(Passeri: Corvidae) from Australia with 95% similarity (Liu
et al. 2019).

Discussion

In Brazil, Passeriformes brings together 37 families distribut-
ed in all Brazilian biomes (Atlantic Forest, Amazon, Pantanal,
Caatinga, Cerrado, and Pampa), comprising more than half of
all birds. Dentrocolaptidae comprises 14 genera and 43 spe-
cies known as “arapacus” in Brazil (Piacentini et al. 2015).
Despite this great diversity, the current work reports for the
first time an fsospora sp. from Brazilian woodcreepers. The
low density and prevalence expected from insectivorous birds
(Dolnik et al. 2010) could justify this first report in Brazilian
woodcreepers only in 2020: however, contrary to what was
expected, the prevalence was reasonably high in the current
study (61%), even with the low number of woodcreepers
analyzed.

Isospora striata was originally described from ocellated
woodcreepers Xiphorhynchus ocellatus (Spix, 1824) in the
province of Morona-Santiago, about 5 km southwest of
Taisha, in Ecuador (McQuiston et al. 1997). The oocysts iden-
tified in the current study were morphologically compatible
with this original description by McQuistion et al. (1997);
with the exception of the presence of the micropyle and other
minor differences in size and shape of some characteristic
features (Table 1). The micropyle identified in the oocysts of
the current work is delicate and inconspicuous, being difficult
to observe in most oocysts: therefore, it must have been un-
observed by McQuistion et al. (1997). The differences in the
morphometry might be justified by the greater number of 0o-
cysts measured in the current study, in addition to the greater
number of host species and specimens (Sampaio 2002; Berto
and Lopes 2020). The morphometric comparison batween the
oocysts of the two hosts of the current work was suppressed,
due to the low number of oocysts and hosts X. albicollis in
relation to D. turdina, which would weaken any statistical
analysis. In any case, the morphometric differences between
current and original work of McQuistion et al. (1997) were
mainly associated with the measured ranges, while the means
were closer. In fact, the main characteristic features that guid-
ed the identification as /. striata in the current work were the
striations in the sporozoites and the rectangular sub-Stieda
body, which were exceptionally highlighted by McQuistion
et al. (1997) for being the main distinctive features of /. striata
in comparison to the other /sospora spp. recorded from
Dencrocolaptidae (Table 1).

The hosts of the current study, D. turdina and X. albicollis,
and the host of the original description of [ striata,
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Fig. 4 Geographic range of the dendrocolaptid hosts of lsospora striata
in the Neotropical Region [based on data from IUCN 2020].
Xiphorhynchus chunchotambo and Xiphorhynchus ocellatus are
distributed in the Amazon. The news hosts Xiphocolapies albicollis and
Dendrocincla mrdina have geographic ranges in the Altlantic Forest in

o

X. ocellatus, are not sympatric. In fact, the original host iden-
tified by McQuistion et al. (1997) is potentially the current
Tschudi’s woodcreeper Xiphorhynchus chunchotambo (von
Tschudi, 1844), which was previously classified as a subspe-
cies of X. ocellatus. Nevertheless, currently, only
X. chunchotambo has distribution in Ecuador, while
X. ocellatus is restricted to the Brazilian and Peruvian
Amazon, being slightly sympatric with X. chunchotambo in
the Brazilian States of Acre and Rondonia (Fig. 4). At the
opposite end in South America, D. turdina and X. albicollis
are distributed strictly in the Atlantic Forest.

Thus, the non-sympatry of these hosts could be incompat-
ible with the identification of /. striata in the current study,
since the transmission of Isospora spp. is fecal-oral and, there-
fore, depends on the minimum sympatry for there to be
transmission/dispersion of its oocysts: however, as assumed
in the studies by Berto et al. (2014b), Silva et al. (2017), and
Silva-Carvalho et al. (2018), susceptible hosts with wide geo-
graphic distributions in South America could transmit
I striata to a wide range of sympatric susceptible hosts. In
this way, the eastern olivaceous woodcreeper Sittasomus
griseicapillus (Vieillot, 1818) and straight-billed woodcreeper
Dendroplex picus (Gmelin, 1788) can be potential
transmitters/dispersers of I swiata in South America, since
they have wide geographical distributions and are sympatric
with X, ocellatus/X. chunchotambo, D. turdina, and
X. albicollis (Fig. 4). It is worth mentioning that this

W Sittasomus griseicapillus
Andes Mountains

i

<

2P

W Dendropiex picus
£5 Andes Mountains

southeastern Brazil (a). Sittasomus griseicapillus (b) and Dendroplex
picus (¢) are examples of woodcreepers with wide Neotropical
geographic ranges that are sympatric with X. chunchotambo,
X. ocellatus, X. albicollis, and D. nrdina

assumption is based on the concept of specificity at the host
family level, which has been widely accepted in the numerous
studies of coccidian taxonomy (Duszynski and Wilber 1997;
Berto etal. 2011).

The genotypic similarity of 100% at the COI gene between
the samples of D. nwdina and X. albicollis confirms the iden-
tification of a single species of these hosts and reinforces the
identification of /. striata in the Brazilian Atlantic forest, be-
cause if this species can parasitize woodcreepers of different
species, potentially this species must be widely distributed
within the geographic ranges of neotropical woodcreepers
(Fig. 4) (Berto and Lopes 2020).

The phylogenetic analysis of Fig. 3 does not allow further
conclusions about the origin or aspects of monophyletic
groups, since Isospora spp. from passerines of different fam-
ilies and suborders, from different and distant zoogeographic
regions and with different characteristics sat in the same
clades. Indeed, the use of a single gene for genotypic identifi-
cation of Isospora spp. does not allow a more detailed phylo-
genetic characterization (Yang et al. 2021); in any case, the
COI gene has been the most indicated for species confirmation
(Ogedengbe et al. 2011, Yang et al. 2015, Silva-Carvalho
etal. 2018) and the most used for genotypic and phylogenetic
studies of Isospora spp., possibly due to the favorable extrac-
tion and amplification of mitochondrial genes, which are in a
greater number of copies, from individual oocysts (Dolnik
et al. 2009).
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Finally, based on the morphological and molecular features
described above, I striata is redescribed in the current work,
documenting two new hosts, D. turdina and X. albicollis, and
new localities in the Brazilian Atlantic forest, the Itatiaia
National Park and the Serra dos Orgéios National Park.
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Isospora leptopogoni n. sp. (Apicomplexa: Eimeriidae)
from the sepia-capped flycatcher Leptopogon
amaurocephalus Tschudi, 1846 (Passeriformes:
Rhynchocyclidae) in South America
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Abstract Coccidian protozoan species recorded
from flycatchers are few, but they have been described
with a certain frequency in recent years. In this
context, the present study describes a new Isospora sp.
from sepia-capped flycatchers Leptopogon amauro-
cephalus Tschudi, 1846 captured in the Itatiaia
National Park and in a reforestation area which is
about 60 km away from the park boundaries, in
addition to providing a molecular identification via
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sequencing of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase
subunit 1 gene. Isospora leptopogoni n. sp. has
odcysts that are subspheroidal to ovoidal, measuring
on average 22.0 x 19.7 um, with a smooth, bi-layered
wall, ¢.1.7 pum thick. The micropyle is delicate or
inconspicuous. Odcyst residuum is absent, but one to
three polar granules are present. Sporocysts are lemon-
shaped, measuring on average 14.7 x 9.3 pm, with a
knob-like Stieda body and a rectangular to rounded
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sub-Stieda body. Sporocyst residuum is present,
consisting of compactly bounded granules. Sporo-
zoites are vermiform, with refractile bodies and
nucleus. Isospora leptopogoni is different from other
Isospora spp. mainly due to its lemon-shaped sporo-
cysts, the presence of micropyle and details of Stieda
and sub-Stieda bodies. Phylogenetic analysis placed /.
leptopogoni close to other Isospora spp. recorded from
phylogenetically related hosts and from the same
biogeographic region. Finally, the recurrent finding of
this coccidian species in the same L. amaurocephalus
specimen in a specific locality in the Itatiaia National
Park suggests that the dispersion of 1. leptopogoni
needs continuous transmissions between susceptible
passerines as the area of movement of each L.
amaurocephalus specimen appears to be quite small.

Introduction

Parvorder Tyrannida comprises 320 species of passer-
ines distributed in 10 different families in Brazil:
Pipridae, Cotingidae, Tityridae, Oxyruncidae, Ony-
chorhynchidae, Pipritidae, Platyrinchidae, Tachurisi-
dae, Rhynchocyclidae and Tyrannidae (Pacheco et al.,
2021). In addition to Brazil, the geographic distribu-
tion of this parvorder extends throughout the Amer-
icas, however, they are more predominant in the
Neotropical Region (BirdLife International, 2022).

The sepia-capped flycatcher Leptopogon amaiuro-
cephalus Tschudi is a rhynchocyclid passerine com-
monly named as ‘cabecudo’ in Brazil (Pacheco et al.,
2021). This species occurs in almost the entire
Neotropical region, on both c¢is- and trans-Andean
sides. In Brazil it is mainly observed in the Atlantic
Forest biome, in the South and Southeast regions
(BirdLife International, 2022). It lives alone or in
pairs, perching on vines and thin branches in exposed
areas of the inner part of the forest (Sick, 1997).
Although it often lives far from the ground and is an
insectivorous bird, therefore being less predisposed to
enteroparasites of faecal-oral transmission (Dolnik
et al., 2010), there is a report of enteroparasitism by
coccidian protozoa (Lopes et al., 2013).

Coccidians comprise many genera and species of
parasites of domestic and wild animals, causing
morbidity and mortality mainly in conditions of
imbalance between host and environment (Berto &

) Springer

Lopes, 2020). From Tyrannida some coccidian species
are recorded from the families Cotingidae, Tityridae,
Platyrinchidae, Rhynchocyclidae and Tyrannidae. In
this context, the present study provides a description
and molecular identification of a new species of
Isospora from sepia-capped flycatchers L. amauro-
cephalus captured in different localities in the Médio
Paraiba region of the State of Rio de Janeiro,
Southeastern Brazil.

Materials and methods
Sample collection

A total of nine expeditions were conducted in two
different localities in the Médio Paraiba Region in the
State of the Rio de Janeiro, Southeastern Brazil, which
are about 60 km apart from each other: (1) Itatiaia
National Park, a Brazilian federal conservation unit
with a high degree of vulnerability, located in the Serra
da Mantiqueira on the border of the States of Rio de
Janeiro, Minas Gerais and Sdao Paulo (ICMBIO, 2022);
and (2) a reforestation area of 37 ha within the campus
Pinheiral of the Instituto Federal de Educagao, Ciéncia
e Tecnologia do Rio de Janeiro — IFRJ, which is
identified as Espago Ecoldgico Educativo — EEcoE
(Educational Ecological Space), at the municipality of
Pinheiral in the State of the Rio de Janeiro, South-
eastern Brazil. The first eight expeditions were
conducted on November (22°26'57"S. 44°36'25"W)
and December (22°27'20"S, 44°36'28"W) 2014,

March  (22°27'40"S, 44°35'32"W) and April
(22°27'52"S, 44°36'26"W) 2015, October (22°27
40"S, 44°35'32"W) 2016, June (22°27'4"S,

44°36'51"W) and November (22°26'57"S, 44°36
25"W) 2017, and August (22°26'57"S, 44°36'25"W)
2018, in the Itatiaia National Park. The last expedition
was conducted on January (22°31'37”S, 43°59'45"W)
2019 in the EEcoE/IFRJ. Mist nets were used for the
capture of the birds. Eleven sepia-capped flycatchers
L. amaurocephalus in the Itatiaia National Park and
one in the EEcoE/IFRJ were captured. The birds were
specifically identified (Ridgely et al., 2015), pho-
tographed and banded with numbered metal rings
provided by the Brazilian bird-ringing agency (Centro
Nacional de Pesquisa e Conservagcao de Aves Sil-
vestres — CEMAVE). Subsequently, the birds were
kept in individual boxes lined with clean paper until
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defecation, when they were released at the same place
of capture. Each fresh droplet of faeces (¢.0.1 g) from
each individual bird was placed individually in a
centrifuge tube with a potassium dichromate 2.5%
(K,Cr»05) solution (Dolnik, 2006).

Morphological analyses

Samples were taken to the Laboratério de Biologia de
Coccidios, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), where they were incubated in the
centrifuge tubes, and regularly oxygenated by shaking,
at room temperature (~25°C) for 7 days. Obcysts
were recovered by the Sheather’s method and identi-
fied microscopically according Duszynski & Wilber
(1997) and Berto et al. (2014). Morphological obser-
vations, line drawings, photomicrographs and mea-
surements were made using an Olympus BX binocular
microscope (Olympus Optical, Tokyo, Japan)
equipped with a Eurekam 5.0 digital camera (BEL
Photonics, Monza, Italy). Line drawings were edited
using two software applications (Corel DRAW and
Corel PHOTO-PAINT) from CorelDRAW® (Corel
Draw Graphics Suite, Version 2020, Corel Corpora-
tion, Ontario, Canada). All measurements are in
micrometres and are given as the range followed by
the mean in parentheses.

Molecular analyses

An individual obcyst from each sample was isolated
from serial dilutions of the oodcysts in drops on a
microscope slide using a sterile micropipette. The
isolated odcyst was resuspended in PBS and washed
by centrifuging until the supernatant became clear
(Dolnik et al., 2009). DNA was extracted from the
odcyst using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Sao Paulo, Brazil) according to the manu-
facturer$ instructions. Four freeze-thaw cycles were
applied prior to DNA extraction in order to achieve
complete lysis of the odcysts. PCR amplification of a
partial fragment of the mitochondrial cytochrome
¢ oxidase subunit 1 (COI) gene (¢.250 bp) was carried
out using nested PCR, as previously described by
Dolnik et al. (2009) and Yang et al. (2015). The nested
PCR amplicons were purified using the Qiagen
MinElute PCR Purification (Qiagen, Sao Paulo,
Brazil).

DNA sequence analyses

Nested PCR amplicons were sequenced using an ABI-
Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, California). The newly generated
sequence was compared to those for Isospora spp.
available in the GenBank database using the Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). The phylo-
genetic tree was constructed using the newly gener-
ated COI sequence aligned with Isospora spp.
available on GenBank. Alignments, distance analyses
and phylogenies were conducted using Clustal W
(http://www.clustalw.genome.jp) in MEGA X (Kumar
et al., 2018). Maximum likelihood (ML) and Neigh-
bor-Joining (NJ) trees were constructed, and the dis-
tances computed using the Tamura-Nei method based
on model selection using ModelTest in MEGA X.
Bootstrap analyses were conducted using 1000 repli-
cates to assess the reliability of inferred tree
topologies.

Results

Nine of the eleven (84%) sepia-capped flycatchers L.
amaurocephalus captured in the Itatiaia National Park
were positive for coccidian oocysts. The sepia-capped
flycatcher captured in the EEcoE/IFRJ was also
positive. These oocysts have a distinct morphotype
from those coccidian species recorded as parasites of
Tyrannida. This material is described below.

Family Eimeriidae Minchin, 1903
Genus Isospora Schneider, 1881

Isospora leptopogoni Melo & Berto n. sp.
Type-host:  Leptopogon amaurocephalus Tschudi
(Passeriformes: Tyranni: Tyrannides: Tyrannida:
Rhynchocyclidae: Pipromorphinae), sepia-capped
flycatcher.

Type-locality:  Parque  Nacional do Itatiaia
(22°27'20"'S, 44°36'28”W), southeastern Brazil.
Other  locality: Espagco Ecoldgico Educativo
(22°31'37"S, 43°59'45”"W), Instituto Federal de Edu-
cacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro,
campus Pinheiral, southeastern Brazil.
Type-material: Photosyntypes, line drawing and
odeysts in 2.5% K,Cr,0O7 solution (Williams et al.,

@ Springer
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2010) are deposited and available (http://rl.ufrrj.br/
labicoc/colecao.html) in the Parasitology Collection
of the Laboratério de Biologia de Coccidios, at
UFRRIJ, under the repository number P-127/2022.
Photographs of the type-host specimen (symbiotype)
are deposited in the same collection.

Site in host: Unknown.

Prevalence: 84% (10 out of 12 birds examined).
Representative DNA sequence: One representative
COlI sequence was deposited in the GenBank database
under the accession number OMS568833.

ZooBank registration: To comply with the regulations
set out in Article 8.5 of the amended 2012 version of
the International Code of Zoological Nomenclature
(ICZN, 2012) details of the new species have been
submitted to ZooBank. The Life Science Identifier
(LSID) of the article is urn:lsid:-
zoobank.org:pub:3E3A9902-B7AE-407E-89AA-
8A4624080B49. The LSID for the new name Isospora
leptopogoni Melo & Berto n. sp. is urn:lsid:-
zoobank.org:act: 14DAD073-D779-4762-A92 A-
AB88F5D6D253.

Etymology: The specific name is derived from the
genus name of the type-host.

Description (Figs. 1, 2A-F)

Odbcyst (n = 63) subspheroidal to ovoidal, 19-25 x
18-23(22.0 x 19.7); length/width (L/W) ratio 1.0-1.3
(1.12). Wall bi-layered, 1.5-1.9 (1.7) thick, outer layer
smooth, ¢.2/3 of total thickness. Micropyle delicate or
inconspicuous, 2.3-5.0 (3.8) wide. Oocyst residuum
absent, but 1-3 polar granules are present. Sporocyst
lemon-shaped, 12-17 x 8-11 (14.7 x 9.3); L/W ratio
1.3-1.8 (1.58). Stieda body present, knob-like, 0.9-1.3
high x 1.6-2.2 wide (1.1 x 1.8). Sub-Stieda body
present, rectangular to rounded, 1.3-2.2 high x
1.4-2.8 wide (1.6 x 2.1). Para-Stieda body absent.
Sporocyst residuum present, consisting of compactly
bounded granules. 4.1-7.3 x 3.7-6.8 (5.6 x 5.1).
Sporozoites vermiform, with anterior and posterior
refractile bodies and a central nucleus.

Phylogenetic analysis
DNA amplification of the oGcysts of 1. leptopogoni n.

sp. showed a clear band of ¢.250 bp. Sequences of two
individual oocysts from two different samples/birds

@ Springer

Fig. 1 Composite line drawing of the sporulated oteyst of
Isospora leptopogoni from sepia-capped flycatchers in South
America. Scale-bar: 10 pm.

were obtained and were 100% identical to each other.
Phylogenetic analysis included 25 sequences for
Isospora spp. available on GenBank (Fig. 3). Toxo-
plasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1908) was used
as the outgroup. Isospora leptopogoni n. sp. was
recovered within a small monophyletic group with
Isospora borbai Silva-Carvalho & Berto, 2019,
Isospora lopesi Silva-Carvalho & Berto, 2018 and
Isospora sagittulae McQuistion and Capparella, 1992,
which are also parasites of suboscines passerines
(Tyranni) from the Neotropical Region (Silva-Car-
valho et al., 2018a, 2018b, 2019). This group of these
three coccidians from suboscines was included within
a larger clade with /sospora massardi Lopes. Berto,
Luz, Galvao, Ferreira & Lopes, 2014, Isospora
sporophilae Carvalho-Filho, Meireles, Ribeiro &
Lopes, 2005, Isospora sepetibensis Berto, Flausino,
Luz, Ferreira & Lopes, 2008 and Isospora coerebae
Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes, 2010, which
are also parasites of passerines from the Neotropical
Region, although these are oscines passerines
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Fig. 2 Photomicrographs of Isospora leptopogoni recovered from sepia-capped flycatchers in South America. Note the inner (il) and
the smooth outer (sol) layer of the odeyst wall, micropyle (m), nucleous (n), polar granule (pg), refractile body (rb), sporocyst residuum
(sr), and Stieda body (sb) and sub-stieda (ssb) bodies. Scale-bar: 10 pm.
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