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RESUMO

TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS DE AVES SILVESTRES DA ILHA
DA MARAMBAIA: IDENTIFICACAO DE NOVAS ESPECIES, GENOTIPOS,
HOSPEDEIROS, LOCALIDADES E PSEUDOPARASITISMO. 2020. 81p. Tese
(Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Animal). Instituto de Ciéncias Biologicas e da

Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

A Mata Atlantica é um dos biomas prioritarios do mundo para ser restaurado.
Aproximadamente 70% da populagdo brasileira depende dos servigos ecossistémicos desse
bioma, porém, ele encontra-se em alto grau de ameacga. A llha da Marambaia é uma area
conservada deste bioma, situada no litoral da Costa Verde, ao sul do Estado do Rio de
Janeiro. O conhecimento da ecologia das aves silvestres € de extrema importancia para
conservagdo da Mata Atlantica e, por conseguinte, da Ilha da Marambaia. Aves de vida livre
coexistem com indmeros parasitas em ambientes conservados, porém tendem a sofrer com
parasitoses, principalmente a coccidiose, quando em ambientes impactados. A coccidiose é
uma doenca causada por cromistas coccidios, os quais formam um grupo taxonémico
diversificado e complexo. A ordem Passeriformes é majoritariamente parasitada por coccidios
dos géneros Isospora e Eimeria, os quais pertencem a familia Eimeriidae. Neste contexto, o
presente estudo teve por objetivo identificar (de forma morfoldgica e molecular) e quantificar
coccidios parasitas de aves silvestres de diferentes espécies, familias e localidades dentro e
nas adjacéncias da llha da Marambaia. Neste sentido, esta tese apresenta uma revisao da
literatura cientifica nos temas de ecologia e taxonomia de coccidios de aves silvestres, e nos
capitulos I, 11 e 111, abordamos identificagdes morfoldgicas e moleculares de coccidios de aves
silvestres capturadas dentro e nas adjacéncias da Ilha da Marambaia, incluindo uma nova
espécie nomeada como Isospora juruviarae Andrade & Berto, 2023. Finalmente, o capitulo
IV abrange o levantamento e monitoramento das identificacdes e densidades dos coccidios
nas diferentes ordem e familias de aves silvestres capturadas dentro e nas adjacéncias da llha
da Marambaia no periodo de 2019 até 2023.

Palavras chave: oocistos, coccidios, Isospora, morfologia, sequenciamento, Passeriformes.



ABSTRACT

TAXONOMY AND ECOLOGY OF COCCIDIA OF WILD BIRDS FROM MARAMBAIA
ISLAND: IDENTIFICATION OF NEW SPECIES, GENOTYPES, HOSTS, LOCALITIES
AND PSEUDOPARASITISM. 2020. 81p. Thesis (Postgraduate Program in Animal Biology).
Institute of Biological and Health Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

The Atlantic Forest is one of the world's priority biomes for restoration.
Approximately 70% of the Brazilian population depends on the ecosystem services provided
by this biome, but it is highly threatened and at risk. Marambaia Island is a protected area of
this biome, located on the Costa Verde coast, south of the state of Rio de Janeiro. Knowledge
of the ecology of wild birds is extremely important for the conservation of the Atlantic Forest
and, by extension, Marambaia Island. Wild birds coexist with numerous parasites in protected
environments, but they tend to suffer from parasites, especially coccidiosis, when they are in
degraded environments. Coccidiosis is a disease caused by coccidia, which form a diverse and
complex taxonomic group. The order Passeriformes is mainly parasitized by coccidia of the
genera Isospora and Eimeria, which belong to the family Eimeriidae. In this context, the main
objective of the present study was to identify (morphologically and molecularly) and quantify
the parasitic coccidia of wild birds of different species, families and locations within and
adjacent to Marambaia Island. In this sense, this thesis presents a review of the scientific
literature on the topics of ecology and taxonomy of wild bird coccidia, and in chapters I, 11
and 111, morphological and molecular identifications of wild bird coccidia captured in and
around Marambaia Island, including a new species named Isospora juruviarae Andrade &
Berto, 2023. Finally, Chapter 1V covers the survey and monitoring of identifications and
densities of coccidia in the different orders and families of wild birds captured in and around
Marambaia Island in the period from 2019 to 2023.

Keywords: oocysts, coccidia, Isospora, morphology, sequencing, Passerines.
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INTRODUCAO GERAL

A variedade de vida no planeta, ou variacdo entre organismos e os sistemas ecolégicos
referem-se ao termo biodiversidade. Engloba as plantas, os animais, 0s microrganismos e os
processos ecolégicos em uma unidade funcional. Neste contexto, o Brasil ocupa posicdao de
destaque dentre os paises com maior biodiversidade por abrigar alguns dos biomas com a
maior riqueza de espécies da fauna mundial, cerca de 20% do total do planeta, e também, com
a mais alta taxa de endemismo. O territorio nacional é classificado como megadiverso, junto
com outras 15 nagdes abrigam aproximadamente 70 % de toda biodiversidade da Terra.

Uma das formas de se evitar a perda dessa biodiversidade é estudando-a, buscando
compreender quais 0s organismos existentes e quais sao os impactos das atividades humanas
sobre eles (FUJTHARA et al., 2009).

No meio a elevada biodiversidade de seres vivos encontrada nos diferentes biomas
brasileiros, podemos destacar a classe das aves. Atualmente sdo registradas 1971espécies de
aves, dessas, 84% sdo residentes ou nidificam no territério brasileiro. Ainda assim, muitas
espécies ainda precisam ser descritas ou acrescidas de novas ocorréncias. Destaca-se também
o elevado nimero de aves endémicas, um total de 293, colocando o Brasil na terceira
colocacdo entre os paises com mais espécies de aves endémicas do mundo (PACHECO et al.,
2021).

Dentre as adiferentes func¢des ecoldgicas, as aves silvestres desempenham importante
papel na manutenc¢ao da biodiversidade das comunidades florestais, tendo em vista que grande
parte das espécies vegetais sdo dispersadas por agentes bidticos, e a aves, através da
ornitocoria e da polinizagdo de flores, representam parcela significativa nesse processo
mutualistico (MARTINS et al., 2014).

Com relagdo as aves existentes na Mata Atlantica, esse grupo também possui elevada
riqueza de taxons e endemismos, 891 espécies apresentam ocorréncia regular no bioma, um
dos maiores grupos de vertebrados presentes neste bioma, sendo que grande parte destas aves

vivem em ambientes florestais. Ainda que a Mata Atlantica tenha um histérico consideravel



de investigagdo ornitologica, o conhecimento sobre a avifauna deste bioma esta distante de ser
considerado suficiente (MOREIRA-LIMA, 2013).

Juntamente com o Cerrado, o bioma Mata Atlantica estad relacionado na lista das 36
areas mais importantes para preservar a biodiversidade do planeta (REZENDE et al., 2018).
Em particular, a Mata Atlantica esta entre as cinco primeiras colocadas na lista dos hotspots
mundiais, pois, sua drea remanescente é inferior a 8% da sua extensdo original (SIMON et al.,
2008). Grande parte desse ecossistema encontra-se fragmentado, envolto de area degradadas,
urbanizadas e pouco protegidas.

Aproximadamente 70% da populacgao brasileira dependem dos servigos ecossistémicos
desse bioma, porém, ele encontra-se em alto grau de ameaca e risco. De acordo com o Atlas
dos Remanescentes Florestais da Mata Atlantica, o total de desmatamento deste bioma, no
periodo de 2020 a 2021, foi de 21.642 hectares, significando um aumento de 66% ao periodo
de 2019 a 2020. A perda das matas equivale 59 hectares por dia ou 2,5 hectares por hora (SOS
MA/IMPE, 2022).

Nestas areas remanescentes de Mata Atlantica, destacam-se alguns fragmentos, os
quais mantém conservados os habitats e nicho ecoldgicos das espécies. A Ilha da Marambaia
¢ um bom exemplo desses reftigios ambientais, ela esta situada no litoral da Costa Verde, ao
Sul do Estado do Rio de Janeiro, préximos aos municipios Mangaratiba e Itaguai, na entrada
da Baia de Sepetiba (Figura 1.). A ilha é considerada uma area de preservacao ambiental e de
seguranca nacional, ocupada pelo Comando Geral do Corpo de Fuzileiros Navais e, embora
antropizada, abriga uma grande biodiversidade de aves que representam uma amostragem das
espécies observadas nos biomas de Mata Atlantica, Restinga e Manguezal. A entrada na Ilha
da Marambaia é controlada pelo Comando Geral do Corpo de Fuzileiros Navais, o qual
possui, dentre as outras muitas fungdes, a protecdo ecolégica da ilha e o fornecimento
recursos e instalages para pesquisa cientifica (CADIM, 2022).

Neste contexto, surge a importancia do conhecimento da ecologia das aves silvestres,
as quais tém extrema importancia na conservacao da Ilha da Marambaia (BERTO & LOPES,
2013). O estudo da distribuicdo e densidade dos ectoparasitas e enteroparasitas das aves
silvestres capturadas em diferentes localidades e periodos na Ilha da Marambaia pode

evidenciar padrdes de prevaléncias e densidades especificas associadas com determinados
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aspectos dos hospedeiros e ambientes, como por exemplo habitos alimentares e nichos

ecoldgicos.
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Figura 1. Mapa com a localizacdo da Ilha da Marambaia. Extraido de CADIM (2022).

1. OBJETIVOS E DEMAIS OBSERVACOES

O presente estudo tem por objetivo, investigar as relacdes parasitarias que ocorrem
entre aves silvestres de diferentes espécies e os coccidios, através da identificacdo
(morofolégica e molecular) e quantificacdo dos oocistos, em localidades dentro e nas
adjacéncias da I1ha da Marambaia.

Os objetivos especificos sdo: (1) Isolar coccidios de amostras fecais de diferentes
espécies de aves silvestres e caracteriza-los morfologicamente e molecularmente; (2) Avaliar
e/ou comprovar a distribuicdo e dispersao de determinadas espécies de coccidios, através do
registro de novos de hospedeiros e/ou localidades, além do pseudoparasitismo associado a
dispersdao mecanica de oocistos; e (3) Avaliar a densidade das popula¢oes de coccidios através
da quantificacdao de seus oocistos obtidos de amostras fecais de diferentes ordens, familias e
espécies de aves silvestres.

Neste sentido, esta tese apresenta uma revisao da literatura cientifica sobre coccidios
de aves silvestres, e nos capitulos I, II e III, identificagdes morfolégicas e moleculares de
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coccidios de aves silvestres capturadas dentro e nas adjacéncias da Ilha da Marambaia,
incluindo uma nova espécie nomeada como Isospora juruviarae Andrade & Berto, 2023.
Finalmente, o capitulo IV abrange o levantamento e monitoramento das identificacoes e
densidades dos coccidios nas diferentes ordem e familias de aves silvestres capturadas dentro

e nas adjacéncias da Ilha da Marambaia no periodo de 2019 até 2023.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Parasitas

O conceito de relagcdes parasitarias pode apresentar diferentes interpretacdes. Segundo
Rey (2003), o parasitismo pode ser classificado como “relacdao ecolédgica, desenvolvida entre
individuos de espécies diferentes, em que se estabelece associacdo intima e duradoura e certo
grau de dependéncia metabélica entre os parceiros”. Todavia, é importante salientar que a
ocorréncia de parasitismo ndo necessariamente resulta em consequéncias deletérias para o
hospedeiro, a doenca parasitaria pode vir a acorrer ou ndo em eventual momento na relagao
parasita-hospedeiro (FERREIRA & ARAUJO, 2005).

Apesar do parasitismo ser uma relacdo ecolégica comumente observada em diferentes
taxons de animais, ainda existe uma extensa lacuna de conhecimento nesse campo de estudo.
Um elevado numero de parasitos de aves silvestres ainda ndo foi descrito taxonomicamente.
Alguns grupos, como artropodes ectoparasitas e protozoarios hemat6fagos, sao estudados
amplamente, porém, outros como protozoarios e helmintos ainda carecem de um maior
aprofundamento de estudos (WOBSER, 2008).

Assim como outros animais silvestres, as aves sao hospedeiras de diferentes grupos de
endoparasitas e ectoparasitas, podendo inclusive serem parasitadas por mais de uma espécie
de helmintos e coccidios. Em condi¢des de normalidade imunolégica, o hospedeiro mantém
um nivel de densidade parasitaria aceitavel, ndo comprometendo assim a sua satude. Os
coccidios tendem a parasitar aves de vida livre sem causar doenca, obtendo equilibrio entre as

reinfeccdes e niveis saudaveis de imunidade nas aves (GILL & PAPERNA, 2008).



No entanto, a coccidiose é a forma patoldgica da interagdo do coccidio com seu
hospedeiro, essa doenca é importante causa de enterite nas aves, perda de peso, e em caso
mais agudos podendo levar ao ébito (FREITAs et al. 2003; MAGALHAES-MATOS et al.,
2016). Aves em cativeiro estdo mais susceptiveis a desenvolverem a coccidiose,
principalmente quando os animais estdo submetidos a intenso estresse e higiene precaria. Com
relacdo a biopirataria, Godoy e Matushima (2010), constataram que a maioria das mortes de
passaros brasileiros, apreendidas do trafego ilegal em uma regido de Sdo Paulo, eram

causadas pela coccidiose.

2.2. Os coccidios

2.2.1. Classificagao

Os coccidios formam um grupo diversificado e complexo de parasitas, pertencem ao
infrafilo Apicomplexa. A caracteristica que melhor define este grupo de micro-organismos € o
oocisto resistente, dotado de uma parede protetora (BELI et al. 2006).

A ordem Passeriformes é parasitada majoritariamente por coccidios dos géneros
Isospora e Eimeria, pertencentes a familia Eimeriidae, sdo os géneros mais relevantes
encontrados nos estudos que abordam a parasitologia de aves. Os oocistos presentam como
caracteristicas principais os esporocistos e esporozoitos, presenca de corpos de Stieda e sub-
Stieda (complexo de Stieda) e ciclo homoxeno ou heteroxeno facultativo (BERTO et al.
2014). Estes géneros, segundo a classificacao proposta por Ruggiero et al. (2015), pertencem
ao Reino Chromista Cavalier-Smith, 1981, como observado a seguir:

Super-reino: Eukaryota Whittaker e Margulis, 1978

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
Geénero: Eimeria Schneider, 1875

Género: Isospora Schneider, 1881

2.2.2. Ciclo biolégico e morfologia

O ciclo evolutivo geral de desenvolvimento dos coccidios se divide em trés fases:
esporulacdo, infecdo e merogonia e, por ultimo, gametogonia e formacdao dos oocistos
(TAYLOR et al., 2017). Normalmente, Isospora e Eimeria infectam as células epiteliais do
trato intestinal, o seu ciclo de desenvolvimento inicia-se pela fase assexuada, ou esquizogonia,
através dos esporozoitos, que sao liberados dos oocistos esporulados a luz do intestino. Logo
apos, sao formados os esquizontes, unidade repleta de merozoitos. Processo chamado como
merogonia. Este ciclo assexuado é seguido por uma fase sexual, a gametogomia, em que 0s
merozoitos se desenvolvem em macrogametas ou microgamontes. Posteriormente, o
macrogameta é fecundado por um microgameta. Corpos formadores de parede no
macrogameta coalescem para formar uma parede ao redor do zigoto, que é entdo denominado

um oocisto (BALL et al., 1989) (Figura 1).
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Figura 2: Ilustracdo do esquema do ciclo bioldgico de Eimeria. Extraido de Gardiner et al. (1998).

Tradicionalmente a estrutura do oocisto esporulado, em especial o ntimero de
esporocistos e esporozoitos, é utilizado como caracteristica principal para diferenciar géneros
de coccidios. A familia Eimeriidae possui 16 géneros e aproximadamente 1.340 espécies
descritas (TAYLOR et al. 2017). Outra estrutura importante na classificacao, diferenciagdo e
desenvolvimento dos oocistos é a sua parede, ela oferece ao coccidio protecdo e resisténcia, e
diferencia-se quanto ao formato, textura e coloracdo (GARDINER et al., 1988; LEVINE,
1985). A parede do oocisto é constituida por duas camadas distintas, uma interna e outra
externa, envolvida por uma membrana externa, essa por sua vez € fina e se perde apds a saida
do oocisto da célula (BELLI et al., 2006).

Segundo Duszynki e Wilber (1997), para descrever as espécies dos géneros de
Isospora e Eimeria, deve-se atentar em especial as seguintes caracteristicas dos oocistos:
didmetros e indices morfométricos do oocisto e esporocisto; forma, textura e camadas da
parede do oocisto; presenca ou auséncia de micropila, capuz polar, residuo e granulo polar;
corpos de Stieda, sub- Stieda e para-Stieda no esporocisto; presenca ou auséncia de copo

refratil e nicleo no esporozoito.



Eimeria apresenta grande biodiversidade em Eucoccidiorida, classificacdao segundo
Upton (2000), anterior a Ruggiero et al. (2015). Sdo encontrados relatos de parasitismo em
invertebrados e em todas as classes de vertebrados (BERTO et al. 2014). Oocistos de Eimeria
spp. (Figura 2) sdo compostos por quatro esporocistos, contendo dois esporozoitos cada, suas
paredes podem apresentar micrépila. Dentro do oocisto pode conter granulo polar, residuo do
oocisto e residuo do esporocisto, estas estruturas sao originadas a partir da formacdo dos
esporocistos e esporozoitos. Os esporozoitos geralmente apresentam formato de virgula,

podendo conter um ou dois corpos refrateis (LEVINE, 1985).

Figura 3: Desenho em linhas compostas de um oocisto esporulado de Eimeria sp. recuperado de um
martim-pescador verde Chloroceryle americana (Gmelin, 1788). E possivel observar a camada interna
e externa da parede do oocisto; granulo polar; Corpos Stieda e sub-Stieda; residuo de esporocisto; e
corpo refratil. Barra de escala: 10 pm. Extraido de Andrade et al. (2022).

Representantes do género Isospora sao parasitas semelhantes em ciclo de vida geral e
estrutura para espécies de Eimeria, mas diferem-se na estrutura do oocisto (GARDINER et al.
1988). Os oocistos desse género (Figura 3) sdo dispdricos tetrazoicos, ou seja, possuem dois
esporocistos com quatro esporozoitos cada (LEVINE, 1985; GARCIA & BRUCKNER,

1997). Geralmente, 0 oocisto ndo possui corpo residual, de forma oposta que ocorre com as
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espécies do género Eimeria. Oocistos de Isospora spp. possuem paredes mais uniformes e
lisas, sendo necessario observar outras caracteristicas tais como corpo de Stieda e sub-Stieda

para identificar-se especificamente (BERENGUER, 2006; BERTO et al., 2014).

Figura 4. Desenho em linhas compostas de um oocisto esporulado de Isospora basileuterusi
recuperado da pula-pula Basileuterus culicivorus (Deppe, 1830). E possivel observar a camada interna
e externa da parede do oocisto; granulo polar; Corpos Stieda e sub-Stieda; residuo de esporocisto;
corpos refrateis posterior e anterior. Barra de escala: 10 um. Extraido de Mello et al. (2022).

2.2.3. Transmissao e dispersao

A forma como ocorre a transmissao dos coccidios se da através dos hospedeiros que
eliminam fezes contendo os oocistos, posteriormente, os oocistos ficam dispersos no
ambiente, expostos a futura ingestdo de um novo hospedeiro, que dara inicio a um novo ciclo
de transmissao (DOLNIK et al. 2010).

Ao menos trés fatores sao preponderantes para elevar a intensidade de transmissao de
coccidios em aves silvestres, sdo eles: a frequéncia que ocorrem as infec¢Ges, o nimero de
oocistos esporulados presentes nas fezes e o estado de imunidade do hospedeiro, que pode
variar de acordo com a sua idade (LONG 1982; DOLNIK 2002). Dolnik et al. (2010)

ressaltam que esses fatores irdo depender dos habitos de forrageamento e alimentar dos
9



hospedeiros, destaca também que familias de aves com habitos alimentares onivoros,
frugivoros e/ou granivoros apresentam maiores prevaléncia e densidade de coccidios. A
hipétese que justifica esse fato é a forma como ocorre a transmissao dos coccidios, que é feco-
oral, desta forma, as aves ao se alimentarem e defecarem na mesma regido aumentam a
probabilidade de ocorréncia de transmissdo. Enquanto que familias de aves que apresentam o
habito de coletar alimentos durante o voo, como insetivoras, em geral apresentam baixa
prevaléncia e densidade. Oliveira et al. (2017) também relaciona o habito frugivoro a maior
prevaléncia de coccidios eliminados de aves silvestres em areas de fragmentos da Mata

Atlantica.

2.2.4. Especificidade ao hospedeiro

Os estudos de Levine (1982) sobre coccidios trouxeram o conceito de especificidade
de hospedeiro em Passeriformes a nivel de género, fato importante para melhor compreensao
desse grupo de parasitos, pois, até aquele momento, mais de 100 espécies de Passeriformes
eram relatadas como hospedeiros de Isospora lacazei (LABBE, 1893), ocorréncia bem
improvavel de uma tnica espécie poder parasitar tantos hospedeiros.

Os estudos mais recentes trazem o conceito de especificidade a nivel intrafamiliar,
propostos por Duszynski & Wilber (1997), esse trabalho sugere que os coccidios devem ter
suas estruturas comparadas com espécies que se assemelham, morfometricamente e
morfologicamente, dentro da mesma familia. Estudos que corroboram com essa
especificidade (BERTO et al. 2010, 2011b; LOPES et al., 2013a, 2013b), encontraram
espécies diferentes de aves, pertencentes da mesma familia, porém com géneros diferentes,
sendo hospedeiras da mesma espécie de coccidio (BERTO et al., 2011a). Reconhece-se que as
espécies do género Isospora tém maior especificidade aos passaros, quando comparadas com

aquelas do género Eimeria.
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2.2.5. Periodicidade da eliminagdo de oocistos

As aves silvestres eliminam em suas fezes coccidios com ciclos circadianos bem
definidos, ou seja, a variacdo da taxa de dispersao de oocistos esta relacionada com os
periodos do dia. Essa constatacdo foi observada inicialmente por Grulet et al. (1986a,1986b,
1986¢), que consideram que a dessecacao, devido a luz solar, contendo calor e radiagao
ultravioleta (UV), pode reduzir a taxa de sobrevivéncia dos oocistos. Desta forma, locais
sombreados e umidos fornecem as condi¢Oes ideias para a conservacao e esporulacdao dos
oocistos (DOLNIK et al., 2010; MARTINAUD et al., 2009). De acordo com esses fatores,
acredita-se que os picos de descarga de oocistos acontecam no periodo da tarde como
estratégia adaptativa para evitar a exposicao a luz solar e consequente perda de agua, pois
garante assim que a maioria dos os oocistos esporulem até a manha do dia seguinte, quando
um novo pico alimentar dos hospedeiros se inicia (LOPEZ et al., 2007; MARTINAUD et al.,
2009; OLIVEIRA et al.,, 2017). Lépez et al. (2007), sugerem que os estudos que visam
estimar a prevaléncia de coccidios em Passeriformes devem levar em conta, no processo
metodoldgico, o ciclo circadiano destes parasitos.

Dolnik (1999), McQuistion (2000) e Misof (2004) sugeriram ainda uma segunda
hipotese para descrever a dinamica de eliminacdo oocistos de Isospora em Passeriformes,
nela, os picos de atividade de alimentacdo das aves, inicio da manha e final da tarde, estaria
relacionado com o periodo de eliminacdao dos oocistos. Nesse sentido, as aves, ao
compartilharem o mesmo local de alimentacdo, estariam mais susceptiveis a ingerirem 0s

oocistos durante o forrageio.

2.2.6. Coccidios como biomarcadores

Como visto anteriormente, aves mantidas em cativeiro estdo mais susceptiveis a
desenvolverem a coccidiose, no entanto, em populacdes de aves de vida livre a densidade e
prevaléncia de coccidios tendem a ser controlada. O monitoramento desses parametros pode
servir como bioindicadores de impacto ambiental. Ainda pouco se sabe sobre taxas de

infeccdo parasitdrias em Passeriformes silvestres no Brasil (BERTO et al., 2011a).
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Coccidios de Eimeria spp. e Isospora spp. sao alguns dos parasitas mais comuns de
passaros, especialmente Passeriformes, no entanto, a coccidiose em aves selvagens
imunocompetentes raramente é um problema significativo. Ambiente antropizados aumentam
a probabilidade de reducdo da imunidade das aves, devido ao estresse causado pelo
desmatamento, competicao intraespecifica, reducdo da disponibilidade de alimentos, poluicao,
entre outros. L.ogo, impactos ambientais podem alterar as taxas de densidade e prevaléncia de
coccidios em aves silvestres. Outro importante fator alterado pelas acdes antrépicas é a
morfometria dos oocistos, observa-se diferencas no padrao de tamanho dos oocistos em
algumas espécies de coccidios, de acordo com o acometimento ou ndo do sistema imune do
seu hospedeiro. Além de sinalizarem possiveis impactos ambientais antrépicos, o
monitoramento da diversidade de coccidios em uma localidade pode indicar padroes

biogeograficos, como migracdes e dispersoes de aves (BERTO & LOPES, 2020).
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CAPITULOI
Observacoes sobre uma espécie de Eimeria sp. (apicomplexa) do martim-pescador-
pequeno Chloroceryle americana (Gmelin, 1788) (Coraciiformes) no sudeste do Brasil:
Um exemplo de como os aspectos ecoldgicos do hospedeiro podem ser essenciais para a

identificacao de seus coccidios.

1. RESUMO

O parasitismo em martim-pescadores é muito pouco relatado e predominantemente
relacionado a hemoparasitas, helmintos e ectoparasitas. O presente estudo proporcionou um
estudo morfologico e genotipico de uma espécie de Eimeria sp. recuperada de um martim-
pescado-pequeno Chloroceryle americana (Gmelin, 1788) capturado na Ilha da Marambaia,
litoral do estado do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil. A densidade coccidiana, alguns aspectos
morfoldgicos de seus oocistos, os resultados moleculares e, principalmente, o nicho ecolégico
de C. americana no manguezal da Ilha da Marambaia sugerem que esta espécie de coccidio

seja um pseudoparasita.

2. INTRODUCAO

Martim-pescadores sdao aves coraciformes que pertencem a familia Alcedinidae, que
compreende 120 espécies em todo o mundo (IUCN 2021). Possuem ampla distribuicao
geografica, com a maioria das espécies ocorrendo em zonas tropicais e subtropicais, proximas
a ambientes aquaticos (SICK, 1997). No Brasil, existem cinco espécies, sendo quatro do
género Chloroceryle Kaup, 1848, mais o martim-pescador-grande Megaceryle torquata
(Linnaeus, 1766) (PACHECO et al. 2021).

O martim-pescador-pequeno Chloroceryle americana (Gmelin, 1788) é a ave
alcedinidea mais comum no Brasil, vivendo ao longo de rios, lagos, costas, manguezais e foz
de rios. Esta espécie se alimenta principalmente de peixes de 3 a 5,5 cm, no entanto, € uma
espécie muito generalista e também €é observada alimentando-se de pequenos vertebrados e

invertebrados (SICK 1997; WIKIAVES 2021).
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O parasitismo em C. americana é muito pouco relatado e restrito a hemoparasitas,
helmintos e ectoparasitas (RODA & FARIAS, 1999; LOPEZ-JIMENEZ et al., 2018;
CARVALHO et al., 2021), embora haja um relato de Eimeria de martim-pescador-pequeno
no Municipio de Rio Branco, no Estado do Acre, no Norte do Brasil (ALMEIDA BRITO et
al., 2017). Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo relatar oocistos de uma
espécie de Eimeria sp. recuperados de amostras fecais de C. americana capturadas no
manguezal da Ilha da Marambaia, litoral brasileiro, associando este achado a um possivel
pseudoparasitismo. Além disso, o presente estudo forneceu uma identificagdo genotipica,
além do estudo morfologico para esta Eimeria sp., via sequenciamento do gene mitocondrial

da subunidade 1 do citocromo c oxidase (COI).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de amostras

Duas expedicoes em junho de 2019 e novembro de 2021 foram realizadas no
manguezal da Ilha da Marambaia (23° 3’ 52,90 S, 43° 59’ 22,80” W), no litoral do estado do
Rio de Janeiro, sudeste do Brasil, onde cinco espécimes de C. americana foram capturadas
com redes de neblina (dois individuos em 2019 e trés em 2021) (Figura 1). Os martim-
pescadores foram mantidos em caixas individuais e as goticulas fecais foram coletadas
imediatamente apdés a defecacdo. Apés a identificacio das espécies, as aves foram
fotografadas e soltas e as amostras fecais foram colocadas em tubos de centrifuga contendo

solucdo de dicromato de potassio 2,5% (K,Cr,07) a 1:6 (v/v).
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Figura 1. Espécimes de C. americana, (A) macho e (B) fémea, capturados na Ilha da Marambaia, RJ.

3.2. Analise morfologica

As amostras foram transportadas para o Laboratério de Biologia de Coccidios da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), incubadas a 23-28 °C e oxigenadas
regularmente por agitacao dos tubos de centrifuga por 7 dias. Os oocistos foram isolados por
flutuacdo em solucao de agucar 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 feitas
usando um microscopio binocular Olympus BX (Olympus Optical, Téquio, Japao) acoplado a
uma camera digital Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia). Os desenhos de linha foram
editados usando dois aplicativos de software do CorelDRAW® (Corel Draw Graphics Suite,
Versao 11.0, Corel Corporation, Canada), Corel DRAW e Corel PHOTO-PAINT. Todas as
medicOes estdo em micrometros e sdo dadas como a faixa seguida pela média entre

parénteses.
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3.3. Analise molecular

Doze oocistos do mesmo morfotipo através de microscopio de luz, que foram
recuperados de uma tnica gota fecal, foram isolados, ressuspensos em PBS e lavados por
centrifugacdo até que o sobrenadante se tornasse claro (DOLNIK et al., 2009).

O DNA foi extraido dos oocistos usando o Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Sao Paulo, Brasil) de acordo com as instrucoes do fabricante. A fim de lisar
completamente os oocistos, quatro ciclos de congelamento-descongelamento foram aplicados
antes da extracdo de DNA. A amplificagdo por PCR para o gene COI foi realizada conforme
descrito anteriormente por Genovez Oliveira et al.,, (2020). Os iniciadores: JAVF (5'-
CTGAATTTGGTTCAGGTGTTGGT-3") e JAVR (5'-
TACACCAGTAGTACCTCCAAGGG-3") produziram um tamanho de produto de PCR de ~
651pb. Para amplificacdo, uma reacdo de PCR de 25-pl foi preparada usando 3pL. de DNA
gendmico, 0,25 pL de cada Primer (0,2 pM) e 9 uL de Agua Livre de Nuclease. A PCR foi
conduzida usando as seguintes condicoes de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por 5 min, seguido de
35 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por 45 s e 72°C por 50s e uma extensdo final de 72°C
durante 5 min. As amplificagdes foram purificados usando o kit Qiagen MinElute PCR
(Qiagen, Sao Paulo, Brasil). O produto de PCR foi sequenciado usando os primers direto e
reverso de PCR pela biotecnologia Ludwig, onde um ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA) foi usado para o sequenciamento de Sanger.

Os resultados das reacoes de sequenciamento foram analisados e editados no programa
Chromas 2.6. As sequéncias foram comparadas com outros coccidios disponiveis no banco de
dados do GenBank usando a Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Basico (BLAST).
Arvores filogenéticas foram construidas para espécies de coccidios nas sequéncias COI
alinhadas com isolados adicionais do GenBank. Toxoplasma gondii (NICOLLE &
MANCEAUX, 1908) foi usado como grupo externo. As andlises de distancia e filogenias
foram realizadas usando MEGA X (KUMAR et al., 2018).

Resumidamente, arquivos de cromatograma de sequenciamento de Sanger foram

importados para MEGA X e as sequéncias de nucleotideos de cada regido génica foram
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curadas, analisadas e alinhadas com sequéncias de referéncia do GenBank usando Clustal W
(http://www.clustalw.genome.jp). Arvores de maxima verossimilhanca (ML) e de juncdo de
vizinhos (NJ) foram construidas e as distancias foram calculadas usando o método Tamura-
Nei com base na selecdo de modelos usando ModelTest no MEGA X.

As andlises de bootstrap foram conduzidas usando 1.000 réplicas para avaliar a confiabilidade

das topologias de arvore inferidas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos cinco martim-pescadores capturados, apenas um deles, capturado em junho de
2019, estava eliminando oocistos de coccidios em suas fezes. Mais precisamente, das cinco
goticulas fecais coletadas deste individuo, apenas duas apresentavam 8 e 12 oocistos. Esses
oocistos (Figura 1A-E) sdo subesféricos, 14,7 (14-15) x 13,8 (13-14), com relacdo
comprimento/largura (L/W) de 1,07 (1,0-1,1). Parede do oocisto em bicamada e lisa, com
cerca de 1,0 de espessura.

Micropila e residuo de oocisto estava ausente, com 1-2 pequenos granulos polares
presentes. Esporocistos irregularmente ovdides, 9,6 (9— 10) x 5,6 (5-6) pm, com relacdo L/W
de 1,72 (1,5- 1,9). Corpo de Stieda pequeno e achatado, 0,5 de altura x 1,0 de largura. Corpo
sub-Stieda arredondado, 1,0 de altura X 1,5 de largura. Corpo para-Stieda ausente.
Esporocistos residuais presentes, consistindo de numerosos granulos que parecem ser

delimitados por membranas. Esporozoitos com corpos refrateis anterior e posterior.
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Figura 2. Desenho de linhas (A) e fotomicrografias (B—E) de oocistos esporulados de Eimeria sp.
recuperado de um martim-pescador-pequeno Chloroceryle americana. Observe o granulo polar (pg);
Stieda e corpos sub-Stieda (sb/ssb); residuo de esporocisto (sr); e corpo refrétil (rb). Barra de escala:
10 pm.

Fotomicrografias, desenho de linhas e oocistos em solucdao de K2Cr207 a 2,5%
(WILLIAMS et al., 2010) estao depositados e disponiveis
(http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdao de Parasitologia do Laboratério de
Biologia de Coccidios, da UFRRJ, sob o repositério nimero 119/2021. Fotomicrografias do
espécime de C. americana estdo depositados na mesma colecao.

Os tnicos relatos descritivos de Eimeria spp. de aves Alcedinidae foram por Varghese
(1977) que descreveu Eimeria galateai Varghese, 1977 de Tanysiptera galatea Gray, 1859 e
Eimeria duncani Varghese, 1977 de Todiramphus sanctus (VIGORS & HORSFELD, 1827)
em Papua Nova Guiné. Eimeria galateai é semelhante em tamanho a Eimeria sp. deste estudo,
porém, diferencia-se por seus oocistos ovdides alongados com saliéncias nas extremidades.
Eimeria duncani possui oocistos ovoides truncados na extremidade mais estreita e é maior
que os oocistos deste estudo. Em Varghese (1977), os martim-pescadores foram mantidos em
gaiolas individuais, livres de coccidios, e alimentados com larvas e insetos adultos, reduzindo

o risco de contaminagdo e/ ou pseudoparasitismo por predacdo de presas parasitadas. Além

23



disso, amostras de fezes frescas foram obtidas com centenas de oocistos ndo esporulados que
garantiram a relacdo parasita-hospedeiro entre martim-pescador e Eimeria spp.

Alternativamente, alguns aspectos da descoberta desta Eimeria sp. de C. americana na
Ilha da Marambaia levantam duvidas se esta é uma verdadeira relacdo parasitaria. Primeiro, o
grupo de pesquisa do Prof. Bruno Pereira Berto vem pesquisando coccidios de aves na Ilha da
Marambaia desde 2007 (LOPES et al., 2013), onde desde entdo ja foram capturados mais de
uma centena de martim-pescadores-pequenos, todos, até o momento, negativos para
coccidios. A ilha possui trés biomas predominantes: Mata Atlantica, Restinga e Mangue; no
entanto, a grande maioria das expedices realizadas pelo grupo de pesquisa na ilha foi
realizada em dareas de Mata Atlantica, sendo apenas as expedicdes de junho de 2019 e
novembro de 2021 realizadas no mangue, onde a abundancia e diversidade de presas para C.
americana é bem diferente (SICK, 1997). Nesse contexto, do ponto de vista ecoldgico, é
bastante razoavel que esses oocistos sejam, de fato, parasitas de algumas presas de C.
americana no manguezal da Ilha da Marambaia, principalmente peixes, mas também outros
animais que podem ser ingeridos, digeridos e eliminados pelos martim-pescadores-pequenos.
Secundariamente, o baixo niimero de oocistos observado em menos da metade das goticulas
fecais coletadas e oocistos com paredes enrugadas (mesmo em pouco tempo em solucdao
saturada) sugere que esses 00cCistos possivelmente ndo sejam parasitas desse martim-
pescador-pequeno capturado em 2019. Essa hipotese de pseudoparasitismo é semelhante ao
abordado por Trefancova et al. (2019) para coccidios de Isospora sp. recuperados de roedores
que seriam seus pseudoparasitas e verdadeiros parasitas de Passeriformes.

Para tentar confirmar esta hipotese no presente estudo, na expedicdo no manguezal da
Ilha da Marambaia em 2021, seis espécimes de peixes poeciliideos foram capturados nos
corregos de mangue proximos as localidades onde os martim-pescadores-pequenos foram
capturados com redes de neblina, porém esses peixes foram negativos para coccidios.
Ressalta-se que, se esta hipdtese de pseudoparasitismo estiver correta, a identificacdo do
verdadeiro hospedeiro desta Eimeria sp. é bastante dificil, pois os héabitos alimentares do
martim-pescador-pequeno sao bastante generalistas, principalmente no manguezal da Ilha da

Marambaia, que oferece uma grande diversidade de peixes, anfibios, répteis, crustaceos e
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outros animais que sdo presas em potencial (SICK 1997; LUZ et al., 2008; SANTOS 2009;
WIKIAVES 2021).

Outra op¢ao para determinar se o martim-pescador-pequeno é o verdadeiro hospedeiro
desta Eimeria sp. é sacrificar um individuo e examinar o trato intestinal histologicamente em
busca de estagios endégenos do coccidio; porém, no Brasil, as aves nativas sdo protegidas por
lei e fiscalizadas pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis). De qualquer forma, a morfologia dos oocistos observados do martim-
pescador- pequeno neste estudo é tipica de Eimeria spp. dos peixes, tanto em relacdo ao
tamanho, pois os coccidios dos peixes tendem a apresentar oocistos pequenos, quanto a
morfologia da parede do oocisto, que tende a ser mais delicada e murchar facilmente
(MOLNAR & FERNANDO 1974; DYKOVA & LOM1981; MOLNAR 2000; COUSO-
PEREZ et al. 2019). Esta parede delicada também ¢é tipica de Goussia spp., que sdo
predominantemente relatadas de peixes (MOLNAR, 2000); entretanto, os oocistos do presente
estudo apresentaram constantes quatro esporocistos por oocisto, com corpos de Stieda e sub-
Stieda, caracteristicas inerentes ao género Eimeria.

A identificacdo molecular pelo gene COI (nimero de acesso GenBank: OL773690)
reforca a hipdtese de que esta Eimeria sp. esta distante de Eimeria spp. das aves, uma vez que
as maiores semelhancas genotipicas foram de apenas 93% com FEimeria spp. de roedores,
primatas, canideos, morcegos, psitaciformes e galiformes. Assim, a andlise filogenética
colocou esta Eimeria sp. de C. americana separada de um clado com Eimeria spp. de
mamiferos e aves (Fig. 2). Supde-se que Eimeria sp. deste estudo ndo foi molecularmente
proximo de Eimeria spp. de peixes por ndo haver depésitos de coccidios de peixes para o gene
COI no GenBank. Na verdade, Eimeria spp. de peixes depositadas no GenBank foram
sequenciadas predominantemente para genes ribossomais (MOLNAR et al. 2012) e, portanto,
no presente estudo, o sequenciamento para regioes génicas dos genes ribossomais 18S e 28S
também foi pretendido, mas as amplificacGes para esses genes nao foram bem sucedidas. De
qualquer forma, no estudo com genes ribossomais de Molnar et al. (2012), observou-se que
Eimeria spp. de peixes estdo relacionados com Eimeria spp. de mamiferos e aves, semelhante

ao observado na filogenia do presente estudo, ou seja, os cladogramas tém topologia
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semelhante nestes estudos mesmo utilizando genes diferentes, com os coccidios de peixes

agrupando-se préximos aos de Eimeria spp. de mamiferos e aves (Figura 3).

10099 f Eimeria sp. (KU255438) - Neomys fodiens (Mammalia: Eulipotyphla: Soricidae)

Eimeria sp. (MN184726) - Neomys fodiens (Mammalia: Eulipotyphla: Soricidae)

Eimeria sp. (JQ993710) - Sorex araneus (Mammalia: Eulipotyphla: Soricidae)

Eimeria irresidua (JQ993694) - Oryctolagus cuniculus (Mammalia: Lagomorpha: Leporidae)
Eimeria nkaka (JQ993697) - Phataginus tricuspis (Mammalia: Pholidota: Manidae)

Eimeria jerfinica (KU215480) - Apodemus agrarius (Mammalia: Rodentia: Muridae)

Eimeria macyi (MK284238) - Lasiurus borealis (Mammalia: Chiroptera: Vespertilionidae)

Eimeria syrichta (MH350859) - Carlito syrichta (Mammalia: Primates: Tarsiidae)

9898l Eimeria boholensis (MH350860) - Carlito syrichta (Mammalia: Primates: Tarsiidae)

o2 Eimeria dispersa (HG793048) - Meleagris gallopavo (Aves: Galliformes: Phasianidae)

Eimeria purpureicephali (KU140598) - Purpureicephalus spurius (Aves: Psittaciformes: Psittacidae)
Eimeria innocua (HG793049) - Meleagris gallopavo (Aves: Galliformes: Phasianidae)

976 || Eimeria sp. (MG595961) - Tetrao urogallus (Aves: Galliformes: Phasianidae)

w83k Eimeria sp. (MK315212) - Vulpes lagopus (Mammalia: Carnivora: Canidae)

Eimeria sp. (OL773690) - Chloroceryle americana (Aves: Coraciiformes: Alcedinidae)

— Eimeria mitis (FR796699) - Gallus gallus (Aves: Galliformes: Phasianidae)

Toxoplasma gondii (KM657810)

91,89

—d
0.05

Figura 3. Arvore de maxima verossimilhanca estimada a partir das sequéncias COI. Os niimeros nos
nés representam o suporte de bootstrap (1000 réplicas; apenas valores > 50% mostrados) para juncao
de vizinhos e mdxima probabilidade, respectivamente. A barra de escala representa o nimero de
substituicdes de nucleotideos por sitio.

Em conclusdo, o presente estudo identifica fortes evidéncias ecolégicas, morfologicas
e moleculares que sugerem um cendario de pseudoparasismo desta Eimeria sp. de C.
americana no manguezal da Ilha da Marambaia, cujo verdadeiro hospedeiro é um peixe ou

outra presa ingerida pelo martim-pescador-pequeno e depois eliminada em suas fezes.
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CAPITULO II
Identificacao molecular de Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes,
2010 (Chromista: Miozoa: Eimeriidae) de cambacicas Coereba flaveola (Linnaeus, 1758)

(Passeriformes: Thraupidae: Coerebinae) do Brasil.

1. RESUMO

Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes, 2010 é um coccidio, pertencente
ao grupo dos protozoarios, descrito a partir dos cambacicas Coereba flaveola (Linnaeus,
1758), na Ilha da Marambaia, localizada na costa sudeste do Brasil. Neste trabalho, I.
coerebae é identificado de C. flaveola em uma éarea protegida préxima a Ilha da Marambaia,
mas no continente, estabelecendo uma nova localizacao de parasitismo, além de fornecer uma
caracterizacdo genotipica preliminar via sequenciamento de duas regides do gene
mitocondrial da subunidade 1 do citocromo c oxidase (COI). Seus oocistos sdo subesféricos,
24,4 x 22,9 pm, com parede em bicamada e lisa, ~1,7 pm de espessura. Micrépila, granulos
polares e residuo de oocisto estdo ausentes. Os esporocistos sao ovoides e alongados, 17,6 X
10,5 pm. Corpo de Stieda proeminente e arredondado e corpo de sub-Stieda curto e largo. O
residuo de esporocisto é composto por granulos dispersos de diferentes tamanhos. Os
esporozoitos sdo vermiformes com um corpo refratil posterior proeminente. Os oocistos do
presente trabalho sdao morfologicamente equivalentes a descrigdo original de I. coerebae, que
possuem uma morfologia tipica e facilmente identificavel, principalmente nos corpos de
Stieda e Sub-Stieda. As duas regides génicas sequenciadas do gene COI aproximaram I.
coerebae de Isospora spp. do Sudeste do Brasil, mas também de Isospora spp. de
Passeriformes da América do Norte, Europa e Asia. Embora haja uma pequena sobreposigio
entre as duas regioes génicas sequenciadas no presente trabalho, estima-se que a sequéncia
COI mais longa, que foi recentemente desenhada e ainda ndo difundida, deve apresentar

melhores resultados filogenéticos no futuro.
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2. INTRODUCAO

Os coccidios sdo protozoarios intracelulares obrigatérios, parasitas do trato intestinal
de seus hospedeiros, com distribuicdo cosmopolita e ciclo biolégico composto por merogonia,
gametogonia e esporogonia (LEVINE, 1985). Esses protozoarios infectam uma ampla gama
de hospedeiros, de artrépodes a mamiferos (TENTER et al.,, 2002; GHEMIRI, 2010). Os
coccidios de Eimeriidae sdao monoxenos, sendo FEimeria Schneider, 1875 e Isospora
Schneider, 1881 os géneros mais representativos em aves (BERTO et al., 2011; BERTO &
LOPES 2013). Em geral, esses microrganismos possuem uma relacdo parasitaria enzootica,
sem grandes danos ao seu hospedeiro ou até mesmo nenhum. No entanto, também é
conhecido como agente causador da coccidiose, uma doenca parasitaria que afeta amplamente
os animais de criacdo, causando perdas economicas e estando fortemente associada ao
estresse ambiental e mas condicdes de manejo (FAYER, 1980; JUNIOR et al., 2009;
CHAPMAN et al., 2013).

A identificacdo dos coccidios é realizada principalmente através da identificacdo
morfologica dos oocistos, que sdo a estrutura exogena de resisténcia ambiental dos coccidios,
excretados nas fezes do hospedeiro e infectantes quando esporulados. No entanto, atualmente
os estudos moleculares tém sido cada vez mais necessarios para fornecer analises
filogenéticas moleculares e confirmar e/ou complementar a identificacio das espécies
(TENTER et al., 2002; OGEDENGBE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2021).

Nesse contexto, Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes, 2010 é um
coccidio descrito por estudos morfologicos e morfométricos de seus oocistos recuperados de
amostras fecais de cambacica Coereba flaveola (Linnaeus, 1758) na Ilha da Marambaia, no
litoral brasileiro. litoral (BERTO et al., 2010). Consequentemente, neste presente trabalho I.
coerebae é identificado de C. flaveola em uma area protegida proxima a Ilha da Marambaia,
mas no continente, estabelecendo uma nova localidade de parasitismo, além de fornecer uma
caracterizacdo genotipica preliminar via sequenciamento de duas regides do gene

mitocondrial da subunidade 1 do citocromo c oxidase (COI).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta de amostras

Um total de quatro expedicoes foram realizadas em uma area de protecdo ambiental,
estabelecida no Brasil como Reserva Particular do Patrim6nio Natural (RPPN), denominada
Porangaba, no Municipio de Itaguai, no Estado do Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil
(22°48'29,83"S; 43°49'38,77"W). Estas foram realizadas nos meses de julho, agosto, setembro
e outubro de 2018. Apenas um individuo de C. flaveola foi capturado com redes de neblina
(Figira 1). O cambacica foi mantido em caixas individuais e as fezes coletadas imediatamente
apos a defecacdo. Apds a identificacdo da espécie (SIGRIST, 2014), a ave foi fotografada e
solta e as amostras fecais foram colocadas em tubos de centrifuga contendo uma solugdo de

dicromato de potassio 2,5% (K2Cr207) a 1:6 (v/v).

£

Figura 1. Espécime de Coereba flaveola capturado na RPPN Porangaba, Itaguai — RJ.

3.2. Andlises morfolégicas

Amostras fecais foram levadas ao Laboratério de Biologia de Coccidios,
Departamento de Biologia Animal, Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satide, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), onde foram incubadas em temperatura ambiente

(20-25°C). por uma semana. Os oocistos foram recuperados por flotacdo em solucdo de
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actcar de Sheather (Gravidade especifica: 1,20) e examinados microscopicamente usando a
técnica descrita por Duszynski & Wilber (1997) e Berto et al. (2014). As observacdes
morfoldgicas, fotomicrografias e medidas foram feitas com o uso de um microscépio
binocular Olympus BX41 (Olympus Optical, Téquio, Japao) acoplado a uma camera digital
Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia) conectada a um computador rodando o software
BELView (Versao 6.2.3.0, BEL Engineering, Monza, Itdlia). Todas as medicdes estdo em

micrometros e sdo dadas como a faixa seguida pela média entre parénteses.

3.3. Isolamento individual do oocisto e extragdo de DNA

Um oocisto individual foi isolado de dilui¢des seriadas dos oocistos em gotas em uma
lamina de microscépio usando uma micropipeta estéril. Este oocisto isolado foi colocado em
suspensdo novamente em PBS e lavado por centrifugacdo até que o sobrenadante se tornasse
claro (DOLNIK et al. 2009). O DNA foi extraido do oocisto usando o Qiagen DNeasy Blood
and Tissue Kit (Qiagen, Sdo Paulo, Brasil) de acordo com as instru¢oes do fabricante. Para
lisar completamente os oocistos, quatro ciclos de congelamento-descongelamento foram

aplicados antes da extracao de DNA (YANG et al. 2014).

3.4. Amplificacdo de ~250 pb do gene COI (COI1)

A amplificacdo por PCR de aproximadamente 250 pb do gene COI (COI1) foi
realizada por nested PCR, conforme descrito anteriormente por Dolnik et al. (2009) e Yang et
al. (2015). Os primers externos: COIbF1 (5-GWTCATTAGTATGGGCACATCA-3") e
COIbR1 (5'-CCAAGAGA TAATACRAARTGGAA-3"), produziram um tamanho de produto
de PCR de ~302pb. Os primers internos: COIbF2 (5'- GGGCA CATCATATGATGAC-3) e
COIbR2 (5'- ATAGTATGTATCATGTARWGCAA-3") produziram sequéncias amplificadas
de 257 pb de tamanho. A reacdo de PCR continha 10pL de 5x Green GoTaq® Flexi Buffer,
3pL de 25mM MgCl2, 1pL. de 10mM dNTP’s, 0,4pM de cada primer, 1,25 unidades de
GoTaq® DNA polimerase, 3pL. de DNA (para reacdao primaria) ou 3puL. de produto de PCR
primadrio (para reacao secundaria). Ambas as PCRs primadrias e secundarias foram conduzidas

usando as mesmas condicdes de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de
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94°C por 30 segundos, 47°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e uma extensdo final de
72°C por 5min. As amplificacdes da segunda rodada de PCRs foram purificados usando o

Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen, Sao Paulo, Brasil).

3.5. Amplificacdo de ~650 pb do gene COI (COI2)

A amplificacdo por PCR de aproximadamente 650 pb do gene COI (COI2) foi
realizada conforme descrito anteriormente por Genovez-Oliveira et al. (2020). Os iniciadores:
JAVF (5-CTGAATTTGGTTCAGGTGTTGGT-3") e JAVR (5-
TACACCAGTAGTACCTCCAAGGG-3") produziram um tamanho de produto de PCR de
~651pb. Para amplificacdo, uma reacdo de PCR de 25 pl foi preparada usando 3 pL. de DNA
genomico (<1 pg), 12,5 pL de GoTag® G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega Labs)
(1X), 0,25 pL de cada Primer (0,2 pM) e 9uL de Agua Livre de Nuclease. A PCR foi
conduzida usando as seguintes condi¢oes de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos, seguido
por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 53°C por 45 segundos e 72°C por 50 segundos e uma
extensdo final de 72°C durante 5 min. As amplifica¢es foram purificadas usando o Qiagen

MinElute PCR Purification (Qiagen, Sao Paulo, Brasil).

3.5. Analises de sequéncias de DNA

Todos os produtos de PCR foram sequenciados usando os primers direto e reverso de
PCR da Ludwig Biotechnology, onde um ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, California) foi usado para o sequenciamento de Sanger. Os
resultados das reacdes de sequenciamento foram analisados e editados usando o programa
Chromas 2.6. As sequéncias foram comparadas com outros coccidios disponiveis no banco de
dados do GenBank usando a Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Basico (BLAST).
Os alinhamentos foram criados em MEGA v10.2.6 wusando Clustal W (http://
www.clustalw.genome.jp). As relagdes filogenéticas foram reconstruidas usando Inferéncia
Bayesiana no MrBayes v3.2.7 (RONQUIST et al. 2012) e usando o método de maxima
verossimilhanca no MEGA (KUMAR et al. 2018). A andlise de Inferéncia Bayesiana foi
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conduzida sob o modelo evolutivo GTR+G por 1.000.000 geragdes, e as arvores foram
resumidas apds a remocdo de 25% do burn-in. Os modelos evolutivos mais adequados para
todas as analises filogenéticas foram selecionados pela Selecdo de Modelos no MEGA. 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 no MrBayes e MEGA, exportadas no FigTree v1.4.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/) e editadas no Corel PHOTO-PAINT (Corel Draw Graphics Suite,
Versao 2020, Corel Corporation, Canada).

4. RESULTADOS

O individuo de C. flaveola capturado estava aparentemente saudavel e eliminou

oocistos de um unico morfotipo, que foi morfologicamente identificado da seguinte forma:

Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira e Lopes, 2010

Hospedeiro: Cambacica, Coereba flaveola (Linnaeus, 1758) (Passeriformes: Thraupidae:
Coerebinae) Localidade: Reserva Particular do Patrim6nio Natural Porangaba (22°48'29.83"S;
43°49'38.77"W), Municipio de Itaguai, Estado do Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil.
Amostras: As fotomicrografias estdo depositadas e disponiveis na Colecao de Parasitologia
do Laboratorio de Biologia de Coccidios, da UFRRJ, sob o nimero 115/2021. As fotografias
dos espécimes hospedeiros sao depositados na mesma colecdo
(http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao.html).

Sequéncia de DNA representativa: a amplificacdio de DNA das regides génicas COI1 e
COI2 mostrou bandas claras em torno de ~250 bp e ~650 bp, respectivamente. As sequéncias
representativas foram depositadas no banco de dados do GenBank sob os ntimeros de acesso:
OK194671 (COI1); e OK194672 (COI2).

Local de infec¢cdao: Desconhecido.

Prevaléncia: 100% (1/1).
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Esporulacao: Exogena. Todos os oocistos foram eliminados nas fezes ndo esporulados e
estavam totalmente esporulados no dia 7 em solucdo de K2Cr207 a temperatura ambiente
(20— 25°C).

Morfologia (Fig 1A-F): Oocisto (n = 15) subesférico, 22§27 x 22§25 (24,4 x 22,9); relacdo
comprimento/largura (L/W) 1,0-1,1 (1,07). Parede de duas camadas, parede externa lisa com
cerca de 2/3 da espessura total, 1,5-1,8 (1,7). Micrépila, granulos polares e residuo de oocisto
ausentes. Esporocisto alongado ovoidal, 16-19 x 10-11 (17,6 x 10,5); Razao L/W 1,6-1,8
(1,67). Corpo de Stieda presente, proeminente e arredondado, 1,3-1,5 x 1,9-2,3 (1,4 x 2,1).
Corpo de Sub-Stieda presente, curto e largo, 1,0-1,6 x 3,1-3,7 (1,3 x 3,5). Corpo de Para-
Stieda ausente. Corpo cristaldide as vezes presente no centro do esporocisto. Residuo de
esporocisto presente, composto por muitos granulos dispersos de diferentes tamanhos.

Esporozoitos vermiformes, com corpo refratil posterior proeminente.

Figura 2. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz,
Ferreira e Lopes, 2010, uma espécie de coccidio recuperada do cambacica Coereba flaveola
(Linnaeus, 1758) do Sudeste do Brasil. Observe o corpo refratil posterior (prb), corpo cristal6ide (cb),
camada interna (il) e externa (ol) da parede do oocisto, residuo do esporocisto (sr) e os corpos de
Stieda (sb) e sub-Stieda (ssb). Barra de escala = 10 pm.

Observacgoes: Os oocistos recuperados de cambacica no presente trabalho sao
morfologicamente equivalentes a descricdao original de I. coerebae, que possuem uma
morfologia tipica e facilmente identificavel, principalmente nos corpos de Stieda e Sub-Stieda

(BERTO et al. 2010). A Tabela 1 compara a morfologia e morfometria dos oocistos do
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presente trabalho com os da descri¢do original de I. coerebae. A morfologia tipica dos corpos
de Stieda e Sub-Stieda de I. coerebae é a base da diferenciacao de outra espécie congenérica,
Isospora cagasebi Berto, Flausino, Luz, Ferreira e Lopes, 2008, que possui os mesmos tipos
de hospedeiro e localidade: C. flaveola na Ilha da Marambaia (BERTO et al. 2008) (Tabela
1). No entanto, no presente trabalho nao foi observado nenhum oocisto de I. cagasebi, que
apesar de ser semelhante em algumas caracteristicas a I. coerebae, seus esporocistos possuem
corpo de Stieda em forma de botdo e corpo de Sub-Stieda proeminente, enquanto I. coerebae
tem corpo arredondado Corpo de Stieda e corpo de Sub-Stieda curto e largo (BERTO et al.
2010).
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Tabela 1. Morfologia comparativa de Isospora coerebae registrada em Coereba flaveola de diferentes localidades do Sudeste do Brasil.

Oocisto
Coccidia Hospedeiro Localidade Referéncia )
Corpo Com(lilrrlrrlr)lento Largura (pm) C/L Razdo Parede Residuo Micrépila Granulo polar
Isospora Millrl;?n(lj)iia Be(rztg 1e(';)al. s(fli)feesr;g:‘)icao 23-27 (24.7) 21-26 (23.3) 1.0-1.1(1.1) lisa ausente ausente ausente
coerebae Berto,
Flausino, Luz, Coereba -
Ferreira & flaveola RPPN presente estéricoa 5, 57a4)  2225(229) 1.0-1.1(107) lisa
Porangaba estudo subesférico
Lopes, 2010
Isospora
cagasebi Berto, L.
Flausino, Luz, gzsgzll’g Mgr}:r‘nizia Be(‘;%legal' Sif:;;ggjo 2327 (252)  23-25(24.5) 1.0-1.1(L1) lisa ausente ausente ausente
Ferreira &
Lopes, 2008
Continuagdo
Esporocisto
Coccidia Hospedeiro Localidade Referéncia Corpo Comprimento Largura (um)  C/L Razdo CorPo de CUI‘P? de Residuo
(pm) Stieda substieda
Isospora Ilha da Berto et al. alongado - _ . proeminente e N .
coerebae Berto, Cooreh Marambaia (2010) ovoidal 16-19 (17.7) 10-12 (10.9) 1.5-1.8(1.6) arredondado curto e largo  granulos presentes e dispersos
Flausino, Luz, ﬂzsef)h‘l]
Ferreira & RPPN presente alongado . . proeminente e granulos presentes e
Lopes, 2010 Porangaba estudo ovoidal 16-19 (17.6) 10-11 (10.5)  1.6-1.8 (1.67) arredondado <" ° largo dispersos
Isospora
cagasebi Berto,
Flausino, Luz, gzsgzl;g M;lrl:r‘nlljazia Be(l;%it)al' a(l)?;:fjgf 17-20 (18.7) 10-12 (11.4) 1.5-1.7(1.6) tipo botdo proeminente  granulos presentes e dispersos
Ferreira &
Lopes, 2008
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Analise filogenética: A andlise filogenética incluiu sequéncias de coccidios disponiveis no
GenBank (Figs. 2; 3). Toxoplasma gondii (NICOLLE E MANCEAUX, 1908) foi usado como
grupo externo. Na analise filogenética baseada no gene COI1 (Fig. 2), I. coerebae foi
recuperado em um clado com a maior similaridade de 99% com Isospora sepetibensis Berto,
Flausino, Luz, Ferreira e Lopes, 2008 de tiés-de-topete Trichothraupis melanops (Vieillot,
1818) do Parque Nacional do Itatiaia, localizado na regiao serrana do interior do Sudeste do
Brasil. Na analise filogenética baseada em COI2 (Fig. 3), I. coerebae inseriu-se em um grande
clado com Isospora spp. de passeriformes da América do Norte, Europa e Asia, com a maior
similaridade de 98% com Isospora greineri Hafeez, Stasiak, Delnatte, El-Sherry, Smith e
Barta, 2014 de soberbos estorninhos Lamprotornis superbus Riippell, 1845 no Toronto Zoo,

Toronto, Canada.

Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga spp. (Tyranni: Conopophagidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni. Thamnophilidae)
Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeri: Thraupidae)
Isospora massardi (MNB02625) - Turdus albicollis (Passen: Turdidae)
Isospora sepetibensis (MKB82606) - Trichothraupis melanops (Passeri: Thraupidae)
Isospora coerebae (OK194671) - Coereba flaveola (Passeri: Thraupidae)
Isospora sp. isolate EmbCi1 JT (MK573829) - Emberiza citrinella (Passeri. Emberizidae)
Isospora greineri (KR108208) - Lamprotornis superbus (Passeri: Sturnidae)
Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeri: Stumnidae)
Isospora Instis (KY344443) - Acridotheres tristis (Passen: Stumidae)
Isospora butcherae (KY801687) - Zosterops lateralis (Passern: Zosteropidae)

04987 |r /sospora sp. RY-2015¢ isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passeri: Meliphagidae)

0.436L jsospora coronoideae (MKBGTT78) - Corvus coronoides (Passeri: Corvidae)

Isospora feroxis (MT563402) - Tolmomyias sulphurescens (Tyranni: Rhynchocyclidae)
“149?59! Isospora striata (MW582619) - Dendrocincla turdina (Tyranni: Dendrocolaptidae)
'l_— Isospora parnaitatiaiensis - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sp. isolate EmbCi1 PT (MK573834) - Embenza citninella (Passer: Embenzidae)

— [sospora sp. ISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passen: Sylviidae)
— |sospora oliveiral (MT276845) - Schiffornis virescens (Tyranni: Tityndae)
Toxoplasma gondii (KMB57810)

|

Figura 3. Arvore de méaxima verossimilhanca estimada a partir das sequéncias do gene COI1 de
espécies de coccidios. Os nimeros nos nos mostram probabilidades posteriores sob a andlise de
Inferéncia Bayesiana/valores de bootstrap derivados da andlise de Maxima Verossimilhanca. A barra
de escala representa o nimero de substituicdes de nucleotideos por sitio.
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r Isospora sp. RY-2015¢ isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passen: Meliphagidae)
Isospora phyhdony (MW423631) - Phylidonyns hoflandiae (Passern: Meliphagidae)

Isospora coronoideae (MKBETTT8) - Corvus coronoides (Passen: Corvidae)

Isospora butcherae (KYB01687) - Zosterops lateralis (Passen: Zosteropidae)

st Isospora sp. MAH-2013b strain MTZ2 (KF648869) - Lamproformis superbus (Passen: Stumnidae)

I—h Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprotornis superbus {Passeri. Sturnidae)

0.59/55

Isospora sp. MAH-2013a strain MTZ1 (KFG48868) - Lamprotornis superbus (Passeri: Sturnidae)
0.80097) |sospara greineri (KR108298) - Lamprofornis superbus (Passen: Stumidae)
Isospora sp. isolate IPlen2AM (MHE98551) - Plecirophenax nivalis (Passen: Calcanidae)
Isospora sp. isolate EmbCi1 JT (MKS73829) - Embeniza cifrinefla (Passen. Embenzidae)

o527 Isospora sp. isolate IPlen2AM (MHG98551) - Pleclrophenax nivalis (Passen: Calcanidae)
Isospora coerebae (OK194672) - C ba fl; la (Passeri: Th idae)
I-__|—lsosparasp JCI-2015 isolate ISCO (KPG88311) - Sylvia (Passeri Sylvidae)
£2/55! Isospora (KT224377) - Manorina flavigula (Passeri. Meliphagidae)
Isospora sp. JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passen: Timalidae)
r- 391 Isospora lugensae (MW3035189) - Lugensa brevirostris (Procellaniformes: Procellaridae)
0.6.3/56)

sp. isolate TroTr1 PT (MK573836) - Troglodytes troglodytes (Passen. Troglodytidae)
Isospora sp. EnRu1 PT (MK573838) - Enthacus rubecula (Passen: Muscicapidae)
Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merida (Passen: Turdidae)
0.61m1 - /sospora sp. isolate TurPh1 JT (MKS73832) - Turdus phiomelos (Passeri: Turdidae)
0.6178. Isospora massardi (MNG02627) - Turdus flavipes (Passen: Turdidae)
Isospora sp. isolate PhoOc1 L (MK573842) - Phoenicurus ochruros (Passen: Muscicapidae)
Tc gondii (KMB57810)

[ —
s

Figura 4. Arvore de méaxima verossimilhanca estimada a partir das sequéncias do gene COI2 de espécies de
coccidios. Os niimeros nos n6s mostram probabilidades posteriores sob a analise de Inferéncia Bayesiana/valores
de bootstrap derivados da andlise de Maxima Verossimilhanga. A barra de escala representa o nimero de
substituicdes de nucleotideos por sitio.

4. DISCUSSAO

A abordagem molecular para o estudo de coccidios ainda apresenta muitas
inconsisténcias, exigindo mais sequenciamento de diferentes genes e regides génicas, e em
um numero maior de espécies. A esmagadora maioria das espécies de coccidios descritas na
literatura cientifica foi baseada no estudo morfolégico e morfométrico de oocistos. Isso se
justifica pelo fato de as técnicas moleculares serem um advento relativamente recente,
enquanto os coccidios eimeriideos ja foram descritos desde o século XIX (DUSZYNSKI &
WILBER 1997; TENTER et al., 2002; BERTO et al., 2014). Assim, muitos trabalhos recentes
mostram uma complementacdo molecular, e consequentemente uma analise filogenética, de
espécies ja conhecidas pela ciéncia, como as contribui¢cdes de Genovez-Oliveira et al. (2019,
2020); Ortuzar-Ferreira et al. (2021) e Oliveira et al. (2021). Outros trabalhos até promoveram
mudancas taxonOomicas baseadas em informacoes genéticas, como o rearranjo taxondmico de
Cryptosporidium (BARTA & THOMPSON 2006).

Segundo Barta (2001), ferramentas moleculares devem ser uteis, principalmente para

inferir relagdes evolutivas em parasitas protistas, considerando que as caracteristicas
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morfoldgicas se tornam limitadas em determinados grupos para distinguir espécies, ainda
mais para o entendimento da histéria evolutiva. Irradiacdes adaptativas e convergéncias
evolutivas sdo fendmenos que explicam a diversidade dos seres vivos, mas que também
podem se tornar confusos ou conflitantes sem uma abordagem genética (WILSON, 1995). Por
esta razdo, estudos moleculares tém sido amplamente aplicados nas ultimas décadas, ndo
como uma técnica substituta, mas para complementar os dados taxonomicos e filogenéticos da
espécie. Nesse sentido, vale ressaltar que a morfologia associada aos aspectos bioldgicos e
ecologicos de parasitas e hospedeiros continuam sendo elementares para qualquer estudo
taxondmico e/ou filogenético. Os estudos moleculares sdo, portanto, um complemento
excepcional para confirmar ou rejeitar hipoteses, delinear com mais precisdo a filogenia de
grupos (monofilias, parafilias, etc.), compreender aspectos evolutivos inerentes (polimorfismo
e variacao genética dentro de uma mesma espécie) e apoiar a descricdo de novas espécies
(HEWITT ET AL. 1991, GODFRAY & KNAPP 2004, DOLNIK et al., 2009).

Os genes comumente usados no sequenciamento de Isospora spp. sao 0s genes
ribossomicos e mitocondriais, sendo o 18s um dos mais utilizados. Enquanto os genes
ribossomais sdo mais conservados, os genes mitocondriais acumulam mais mudangas ao
longo do tempo e, portanto, sao menos conservados. Nesse sentido, os genes mitocondriais
permitem uma melhor abordagem para a separacao/identificacdo de espécies e para delimitar
eventos de especiacao recentes (SCHRENZEL et al., 2005; DOLNIK et al., 2009;
OGEDENGBE et al., 2018). Entre os genes mitocondriais sequenciados para o estudo de
Isospora spp., o COI tem sido amplamente utilizado, embora trabalhos recentes tenham
sequenciado outros genes mitocondriais visando o genoma mitocondrial completo
(OGEDENGBE et al. 2016; HAFEEZ et al. 2017; YANG et al., 2017).

No trabalho atual, a amplificacdo/sequenciamento de uma regido génica do 18S foi
tentada, mas ndo foi bem sucedida; em contraste, duas regides génicas do COI foram
amplificadas/sequenciadas. A regido génica aqui denominada COI1 é pioneira para Isospora
spp. de passeriformes (DOLNIK et al., 2019) e tem sido amplamente utilizado nos estudos
com identificacdo molecular de coccidios de passeriformes. No entanto, esta pequena regido
de ~250 bp (COI1) mostrou-se inadequada para estudos filogenéticos, pois ndao gerou clados

associados a morfologia, biologia e/ou ecologia da espécie (OLIVEIRA et al., 2021). Nesse
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sentido, o presente trabalho também utilizou primers que amplificam uma regido génica maior
do COI, com ~650 pb (COI2), que foi idealizado por Genovez-Oliveira et al. (2020).

Embora haja uma pequena sobreposicdo entre as regioes génicas COI1 e COI2, a
seqiiéencia mais longa de COI2 deve gerar melhores resultados filogenéticos, embora o
nimero muito pequeno de espécies sequenciadas para essa regido génica ndo permita maiores
conclusdes. Portanto, observando a arvore filogenética para a regido génica COI2 (Figura 3),
observa-se que I. coerebae estava préximo de Isospora spp. de passeriformes de fora da
regido Neotropical, que foram extensamente sequenciados para genes mitocondriais ou
tiveram o genoma mitocondrial completo, com apenas I. massardi Lopes, Berto, Luz, Galvao,
Ferreira e Lopes, 2014 sequenciados de Turdus spp. no Brasil para esta mesma regido génica.
Por outro lado, na arvore filogenética para COI1 (Figura 2), hd uma maior quantidade de
sequéncias de Isospora spp. de aves neotropicais, inclusive da mesma familia Thraupidae,
como tié-de-topete Trichothraupis melanops (Vieillot, 1818), cujo parasito I. sepetibensis foi
0 mais proximo de I. coerebae para a regidao génica COI1. No entanto, a arvore filogenética
para COI1 (Figura 2) ainda é inconclusiva, uma vez que espécies de coccidios com
caracteristicas ecologicas, bioldgicas e morfologicas proximas estavam distantes e/ou situadas
em clados distintos.

A identificacdo de I. coerebae na RPPN de Porangaba reforca a possibilidade de
dispersao de coccidios da Ilha da Marambaia para o continente. No trabalho de Rodrigues et
al. (2017), um coccidio originalmente descrito de Passeriformes da Ilha da Marambaia
também foi identificado em Passeriformes do continente. De fato, a ilha possui uma zona
arenosa com cerca de 40 km de extensdao (Restinga Costeira da Marambaia) ligada ao
continente, o que provavelmente permite a migracao de aves do continente para a ilha,
favorecendo a dispersdo de seus coccidios.

Finalmente, com base nas caracteristicas morfolégicas e moleculares descritas acima,
I. coerebae é relatada no presente trabalho, documentando uma nova localidade na Mata

Atlantica brasileira, a RPPN de Porangaba, sudeste do Brasil.
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CAPITULO III
Isospora juruviarae n. sp. (Apicomplexa: Eimeriidae) de juruviaras Vireo chivi (Vieillot,

1817) (Passeriformes: Vireonidae) na América do Sul

1. RESUMO

Juruviara Vireo chivi (Vieillot, 1817) sdo passeriformes amplamente distribuidos em todo o
Brasil, mas principalmenteobservados na Mata Atlantica das regides Sul e Sudeste do pais.
Neste contexto, o atual estudo identifica uma nova espécie de Isospora Schneider, 1881 de V.
chivi capturada na Ilha da Marambaia, no Litoral do Estado do Rio de Janeiro, Sudeste do
Brasil. Os oocistos de Isospora juruviarae Andrade & Berto n. sp. sdo subesféricos a ovais,
medindo em média 26 por 24 pm. A microdpila esta ausente ou imperceptivel. O residuo do
Oocisto esta ausente, mas granulos polares estdo presentes. Os esporocistos sdo elipsoidais
com extremidade posterior pontiaguda, medindo em média 17 por 11 pm. Os corpos de Stieda
e Sub-Stieda estdao presentes. O residuo de esporocisto esta presente entre 0S eSporozoitos
vermiformes, que possuem corpos e nucleos refrateis. Esta morfologia é diferente das outras
Isospora spp. registradas na mesma familia, superfamilia e parvorder do hospedeiro. A
identificacdo molecular foi realizada pela amplificacdo e sequenciamento de dois loci
diferentes do citocromo c oxidase mitocondrial, gene da subunidade 1 (cox1) e um locus do
gene 18S do RNA ribossomico da subunidade pequena (18S). Analises filogenéticas ndo
foram muito eficientes na formagao de grupos monofiléticos associados ao taxon hospedeiro,
regido zoogeografica ou carater taxondmico; no entanto, confirmaram a identificacdo como
uma nova espécie através da comparacdo com sequéncias de Isospora spp. de passeriformes
de vida livre. Finalmente, com base nas analises morfolégicas e moleculares de os oocistos
recuperados de V. chivi no presente trabalho, I. juruviarae é considerado novo para a ciéncia,
sendo a segunda espécie registrada na familia hospedeira Vireonidae e a primeira a receber

suplementacao por identificacdo molecular.

47



2. INTRODUCAO

Os ambientes tropicais apresentam uma grande diversidade de vida, observada em
suas mais variadas formas, desde animais e plantas até microorganismos. Apesar desta
biodiversidade conhecida, espécies parasitas como o0s protozoarios coccidianos sdo
subestimadas, principalmente em animais silvestres (DUSZYNSKI, 2021). Berto et al. (2021)
indicam esse cendrio ao relatar que apenas 2% das aves passeriformes do Novo Mundo
tiveram sua diversidade examinada quanto ao coccideos.

A Tlha da Marambaia, localizada na Baia de Sepetiba, litoral do Rio de Janeiro, é um
ambiente onde convergem varios tipos de biomas, como manguezais, restinga e Mata
Atlantica (BRAZ & AZEVEDO, 2016). Este também é o local de origem de mais de uma
duzia de espécies de coccideos, descritas em aves de diferentes espécies e familias (BERTO et
al., 2021).

Juruviara Vireo chivi (Vieillot, 1817) é uma espécie de aves pertencente aos
passeriformes, amplamente distribuida por todo o Brasil, habitando a camada intermediaria de
florestas, restingas e florestas urbanas, sendo conhecido pelo seu canto incessante,
principalmente na primavera e no verdo (SICK, 1997; MELLO et al., 2020). V. chivi é
derivado da antiga subespécie Vireo olivaceus chivi (Vieillot, 1817), que foi recentemente
elevada a categoria taxonomica de espécie (PACHECO et al., 2021).

Neste contexto, o presente estudo fornece uma descricdo e identificacdo molecular de
uma nova espécie de Isospora Schneider, 1881, que foi encontrada em V. chivi capturados na

Ilha da Marambaia, no litoral do Estado do Rio de Janeiro, Sudeste do Brasil.
3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta de amostras
Seis expedicoOes, entre 2019 e 2022, foram realizadas em trés areas com diferentes

biomas na Ilha da Marambaia, no litoral do estado do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil. Duas

destas expedicdes ocorreram numa area de manguezal (23°03'54”S, 43°59'21”W), duas numa
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rea de Mata Atlantica (23°03'39”S, 43°58'47”W) e duas em Area de Restinga (23°03'47”S,
43°59'18”W). Redes de neblina foram usadas para a captura dos pdassaros. Dezesseis
exemplares de V. chivi foram capturados em todos os trés biomas da Ilha da Marambaia
(Figura 1). As aves capturadas foram especificamente identificadas (MELLO et al., 2020;
RIDGELY et al.,, 2015), fotografadas e anilhadas com numeracdo em anéis de metal
fornecidos pela Agéncia Brasileira de Anilhagem de Aves (Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao de Aves Silvestres — CEMAVE) (SOUZA & SERAFNI, 2020). Posteriormente,
as aves foram alojadas em caixas individuais forradas com papel limpo até a defecagao, logo
em seguida eram liberadas no mesmo local de captura. Cada amostra fecal das aves era
colocada individualmente em um tubo de centrifuga com solucdo de dicromato de potassio

2,5% (K2Cr207) (DOLNIK, 2006).

Figura 1. Espécime de V. chivi capturado na Ilha da Marambaia, RJ.

3.2. Andlises morfolégicas

As amostras foram examinadas no Laboratério de Biologia de Coccideos da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Todas as amostras foram incubadas
em temperatura ambiente (25°C) por 7 dias. Os cistos de oocistos foram isolados por flotacao

em solucdo saturada de acicar de Sheather (gravidade especifica: 1,20) e examinados
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microscopicamente usando a técnica descrita por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al.
(2014). Observacoes morfoldgicas, desenhos em linha, fotomicrografias e as medi¢des foram
feitas usando um microscépio binocular Olympus BX (Olympus Optical, Toquio, Japao)
equipado com uma camera digital Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia). Desenhos em
linha, fotomicrografias e outras figuras foram editados usando dois softwares aplicativos
(Corel DRAW e Corel PHOTO-PAINT) do Corel DRAW® (Corel Draw Graphics Suite,
versao 2020, Corel Corporation, Canada). Todas as medicOes estdo em micrometros e sao

fornecidas como o intervalo, seguido pela média entre parénteses.

3.3. Andlises moleculares

Cem oocistos do mesmo morfotipo sob microscopia optica, que foram recuperados de
uma unica amostra fecal, foram isolados, ressuspensos em solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) 0,9% e lavados por centrifugacdo até que o sobrenadante ficasse limpido
(DOLNIK et al., 2009). O DNA foi extraido dos oocistos usando o Qiagen DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen, Sdo Paulo, Brasil) conforme instru¢des do fabricante. Quatro ciclos de
congelamento e descongelamento foram aplicados antes da extracdo do DNA para obter a lise
completa dos oocistos. A amplificacito do PCR de dois loci diferentes (parcialmente
sobrepostos) do gene mitocondrial da subunidade 1 do citocromo c oxidase (cox1) e um locus
do gene 18S de RNA ribossomico de subunidade pequena (18S) foi direcionada (Tabela 1).
Para a amplificacdo, uma reacao de PCR de 25 pl foi preparada usando 3 pl de DNA
genomico (<1 pg), 12,5 pl de GoTagq® G2 Hot Start Master Mix incolor (Promega Labs) (1x),
0,25 pl de cada Primer (0,2 pM) e 9 pl de Agua Livre de Nuclease. As amplificacdes por PCR
foram conduzidas usando as condig¢des de ciclagem mostradas na Tabela 1. Os amplicons

foram purificados usando o Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen, Sao Paulo, Brasil).
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Tabela 1. Primers e condicdes de ciclagem para amplificacdio por PCR mitocondrial da
subunidade 1 do citocromo c oxidase (cox1) e genes 18S de RNA ribossémico de subunidade pequena

(18S).
Gene Locus Primer Sequéncia de Pnmer C‘Elldi_d;ﬁﬁ:fr dos  Referdngia
ciclos ]
COIBf1
lextemal: 5 GWTCATTAGTATGGGCACATCA Y
forward) 35 giglos de
COIBrl i ; 94°C por 30 s,
(exsernal: $*C (J‘LAGAG.-‘&T;\;;..TA{“ RAARTGGAA 45°C por 45 5
COIBF reverse) e 72°C por 30 Dolok et
| COIBf2 seuna al., 2009
(intemal; 5" GGGCACATCATATGATGAC 3 extencio final
cox/ forward) de 72°C por §
(milocondria COIBr2 5\ | TAGTATGTATCATGTARWGCAA i
) (ntemal; »
reverse) .
AL o CTGAATTTGGTTCAGGTGTTIGGT 3 2o Sishas de 94
(forwand) *C por 30 s, 53
*Cpord4ise Genovez-
Jav . 72+Cpor50s  Oliveira et
ISVE 5 TACACCAGTAGTACCTCCAAGGG ¥ eumaextensdo  al. 2019
{reverse) final de 72 sC
INAL O 72
por 5 min.
INT o . . 35 ciclos de 94
(forward) S CAGGCTTGICGCCCTGAATA 3 +C por 30 s, 63
185 *Cporilse Genulvez-
(nelear) INF INt T2«Cpor50s Oliveira et
e § CTGGACCTGGTGAGTTTCCC 3'  euma extensdo  al., 2019
final de 72 =C
por S min.

4. RESULTADOS

4.1. Prevaléncia e descricdo

Nove dos dezesseis V. chivi capturados na Ilha da Marambaia foram positivos para

oocistos de coccidios. Dos dois exemplares capturados na area de floresta tropical atlantica,

um deles testou positivo. Na area de mangue, um dos dois V. chivi foi positivo. Na area de

restinga, seis dos doze V. chivi capturados apresentaram resultados positivos para oocistos de

coccidios. Os oocistos observados foram classificados no género Isospora; no entanto, eles

ndo compartilharam os mesmos caracteres taxondmicos com nenhum Isospora sp.
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previamente registrado em passeriformes do mesmo género ou familia de hospedeiro (Tabela
2). Este material é descrito a seguir.

Isospora juruviarae Andrade & Berto, n. sp. (Fig. 1, 2).

- 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: Isospora Schneider, 1881.
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Tabela 2. Morfologia comparativa de Isospora spp. registradas na Parvorder Corvida no Novo Mundo.

Qocistos Esporocistos
. Espécie hospedeira

Epeiede (Superfmila:  Referéncia _ — _

Familia) Ca Comprimento Largura C/L Parede Micrapilz Granulo Ca Comprimento  Largura CL  Corpede Corpode sub- Residuo

o (um) (um) razdo (um) polar po (um) ({um) rardo Stieda stieda

Isospora Corvus Wobester  subsesférico 15-25(20.4) 14-23 10— lisa, ~1.0 ausente presente elongade  14-20(162) 8-13 14— presente - disperse
brachyripmchi  brackyrkynchos & (189) 13 (10.6) 2.0
Wobester & Brehm, 1822 Cawthom (1.1) (1.6)
Cawthom, 1985 (Corvoldea: (1983}

Corvidag)
Isospora Cyanocorax Upton et al. 25-30(28.7) 2429 10— lisa, ~2.0 zusemte presente, ovoldal 17-21(193) 10-12 16~ prominente homogéneo agrupado
CYRHOCOTaCs chrysops Vieillot, (1993) subsesférico (26.8) 11 122 (114) 18
Upton, Current 1818 (Corvoldea: (1.1 n
& Clubb, 1985 Corvidae)
Isospora Cyamocorax Upton et al_ subsesférico 26-31(28.8) 23-29 1.0- levements ausente presente. ovoidal 18-22(201) 11-14 15- presente presents agrupado
calocitta Upton,  formosus (1893} (277} 11  enmugado, 123 (126 17
Langen & (Swainson, 1827) (1.0) 1520 (1.60)
Wright, 1995 (Corvoidea:

Corvidae)
Isospora Foulehaio Adamezvk ovoidal 25-32(28.9) 23-30 1.0- lisa zuzente  presente, ovoldal 16-18(17.1) 10-11 15- ample retangular agrupado
SaMogERs T carunculaius etal (26.1) 13 loul o0s 1.7
Adamezvk, Gmelin, 1788 (2004) (1.1) (1.6)
MeQuistion &  (Meliphagoidea:
LaPointe, 2004  Meliphagidae)
Isospora Cyclarhis Lopes et al. subsesférico 23-28 (26.8) 23-28 1.0— lisa, 1.3— ausente ausente amredondado 13-15(14.4)  10-13 1.2- achatado arredondado disperso
pitiguari Lopes, gufemensis Gmelin, (2014) 257 11 16(1.3) a 116y 13
Berto, Luz, 1789 (Corvoidea: (1.0) ligeiramente (12
Galvio, Femeira  Vireonidae) ovoldal
& Lopes, 2014
Isospora Firea chivi Presente  subsesférico 23-29(26.0) 23-26 1.0 lisa, 1.0— discreta presente, ellipseidal 14-19(16.8) 9-12 14— prominente, compartimentalizado, agrupado
Jjuruviarae (Vieillot, 1817) estudo 2 ovoidal, (243 12 20014 loul coma (10.6) 19  tipo-botfo  trapezoidal efon
Andrade & Berto (Corvoldea: {1.09) extremidade (1.63) dizperso
n. 3p. Vireonidae) posterior

pontiaguda
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Oocisto (n = 44) subesferoidal a ovoidal, 23-29 x 23-26 (26,0 x 24,3); relagdo L/W
1,0-1,2 (1,09). Parede em duas camadas, 1,0-2,0 (1,4) de espessura, camada externa lisa,
c.2/3 da espessura total. A micropila geralmente ndo é observada, mas parece imperceptivel e
irregular em alguns oocistos. Residuo de oocisto ausente, mas 1-2 granulos polares
subesferoidais, elipsoidais ou assimétricos estdo presentes.

Esporocisto (n = 44) elipsoidal com extremidade posterior pontiaguda, 14-19 x 9-12
(16,8 x 10,6); relacao L/W 1,4-1,9 (1,63). Corpo Stieda presente, proeminente, em forma de
botdo, 0,8-1,2 de altura x 1,6-1,8 de largura (1,0 x 1,7). Corpo sub-Stieda presente,
sutilmente compartimentado e mentalizado (pouco discernivel em alguns esporocistos), no
qual o centro, compartimento mais denso, de formato subesferoidal a retangular, é
diretamente conectado ao corpo Stieda, e o segundo compartimento, menos denso, completa a
forma trapezoidal do corpo sub-Stieda, 1,1-1,9 de altura x 2,2-3,0 de largura (1,6 x 2,5).
Corpo de Para-Stieda ausente. Residuo de esporocisto presente, consistindo de numerosos
granulos agrupados e/ou dispersos entre os esporozoitos. Esporozoitos vermiformes, com

partes posteriores e corpos refratéis anteriores e um nticleo central.

Figura 2 Desenho de linha composta do oocisto esporulado de Isospora juruviarae
de V. chivi no Sudeste do Brasil. Barra de escala: 10 pm.
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4.2. Diagnostico

Isospora juruviarae é a segunda espécie de coccidio registrada em Vireonidae. Os
caracteres taxonomicos tipicos nos oocistos de I. juruviarae sdo os corpos Stieda e sub-Stieda
e o formato do esporocisto. De entre as espécies de coccidios mais intimamente relacionadas
com I. juruviarae, deve ser mencionada a Isospora pitiguari Lopes, Berto, Luz, Galvao,
Ferreira & Lopes, 2014, que foi descrita a partir de um hospedeiro da mesma familia e
localidade tipo (LOPES et al., 2014). Isospora pitiguari pode ser facilmente distinguida de I.
juruviarae pela auséncia de granulos polares, esporocistos arredondados e diferentes formas

de corpos Stieda e sub-Stieda.

4.3. Resumo taxonomico

- Hospedeiro tipo: Vireo chivi (Vieillot, 1817) (Aves: Passeriformes: Passeri: Corvida:
Corvoidea: Vireonidae), juruviara.

- Localidade tipo: Ilha da Marambaia (23°03'S, 43°59'W), litoral do estado do Rio de Janeiro,
Sudeste do Brasil.

- Material-tipo: fotossintipos, desenho em linha e oocistos em 2,5% A solucdao K2Cr207 [16]
estd depositada e disponivel (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo de
Parasitologia do Laboratorio de Biologia de Coccidios da UFRRJ, sob o numero de
repositorio P-133/2023. Fotografias do espécime hospedeiro-tipo (simbiétipo) estdo
depositadas na mesma colecado.

- Sequéncia de DNA representativa: amplificacio de DNA do COIBF1, loci JAV e INF
(Tabela 1) mostraram bandas claras em torno de ~250 pb, ~650 pb e ~ 444 pb,
respectivamente. Sequéncias representativas foram depositadas na base de dados GenBank
sob os niimeros de acesso: OR243295 (COIBF1); OR243296 (JAV); e OR231933 (1NF).

- Registro no ZooBank: para cumprir os regulamentos estabelecidos no Artigo 8.5 da versao
alterada de 2012 do Codigo Internacional de Os detalhes da Nomenclatura Zoologica (ICZN
2012) das novas espécies foram submetidos ao ZooBank. O Identificador de Ciéncias da Vida

(LSID) do o artigo ¢é urn:sid:zoobank.org:pub:71EED286-C9E3-4F61-ACF9-
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01C90C6DEG6E6. O LSID para o novo nome Isospora juruviarae Andrade & Berto n. sp. é
urn:lsid:zoobank.org:act:83DA2944-B329-4819-B212- 9A253705291D.

- Local de infeccao: Desconhecido, oocistos foram recuperados das fezes.

- Prevaléncia: 56% (9/16) no total; 100% (2/2) em area de Mata Atlantica; 50% (1/2) em area
de Mangue; e 50% (6/12) na area da Restinga.

- Etimologia: O nome especifico é derivado do nome comum local do hospedeiro, que é

‘juruviara’.

3.4. Analises moleculares

Andlises moleculares dos oocistos identificados morfologicamente como I. juruviarae
recuperado de V. chivi revelou a presenca sequéncias de eimeriid diferentes de outros
coccidios depositados na base de dados do GenBank. No locus COIBF1, I. juruviarae
apresentou as maiores similaridades de 97,3% com sequéncias depositadas para Isospora sp.
recuperado da palila Loxioides bailleui (Oustalet, 1877), que é um tentilhdo criticamente
ameacado de extingdo das ilhas havaianas (KUBISKI et al., 2022), e 96,8% com sequéncias
depositadas para Isospora massardi Lopes, Berto, Luz, Galvao, Ferreira & Lopes, 2014 de
tordos de sabid-una Turdus flavipes (Vieillot, 1818) e Isospora parnaitatiaiensis Silva,
Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira & Lopes, 2015 de antvireos simples Dysithamnus
mentalis (Temminck, 1823), ambos do Parque Nacional do Itatiaia, no sudeste do Brasil
(GENOVEZ-OLIVEIRA et al., 2020; SILVA-CARVALHO et al., 2020).

No locus JAV, I. juruviarae apresentou as maiores similaridades de 96,8% com
sequéncias depositadas para Isospora spp. recuperadas de palila L. bailleui e papagaios-de-
nuca preta Oriolus chinensis Linnaeus, 1766, que sdo distribuidos geograficamente entre
paises do Leste Asiatico (KUBISKI et al., 2022), e 96,7% com uma sequéncia depositada para
Isospora manorinae Yang, Brice, Jian & Ryan, 2016 da mineradora-de-garganta-amarela
Manorina flavigula (Gould,1840) da Australia (YANG et al., 2016).

No locus 1INF, I. juruviarae teve a maior similaridade de 99,0% com sequéncias
depositadas para Isospora canaria Box, 1975 (sin. Isospora serinuse Yang, Brice, Elliot &

Ryan, 2015) das ilhas candrias Serinus canaria (Linnaeus, 1758) (BERTO et al., 2023) e um
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Isospora sp. recuperado do americano-robins Turdus migratorius Linnaeus, 1766 no Canada

(dados ndo publicados; Numero de acesso do GenBank: MW649140).

3.5. Analises filogenéticas

A andlise filogenética baseada nos loci COIBF1, JAV e 1NF incluiu sequéncias de
coccidianos disponiveis no GenBank (Figs. 3-5). Eimeria tenella (Railliet & Lucet, 1891) foi
usada como grupo externo nas filogenias dos loci mitocondriais (Figs. 3, 4), e Toxoplasma
gondii (Nicolle & Manceaux, 1908) foi utilizado como grupo externo na analise filogenética
do locus 1NF do gene 18S (Fig. 5).

No cladograma referente a analise filogenética do locus COIBF1 (Fig. 3), I. juruviarae
apareceu em um clado com Isospora spp. de passeriformes de diferentes familias e subordens
na regido Neotropical, mas também de outras regides zoogeograficas distantes. No
cladograma do locus JAV (Fig. 4), I. juruviarae foi agrupado em um grupo monofilético com
um Isospora sp. de papagaios-de-nuca preta do Leste Asiatico (KUBISKI et al., 2022), dentro
de um clado maior com Isospora spp. de diferentes regides zoogeograficas do mundo. Os
unicos dois Isospora spp. da regido Neotropical desta analise filogenética, I. massardi e
Isospora coerebae Berto Flausino Luz Ferreira & Lopes 2010, foram agrupados em clados
separados (GENOVEZ-OLIVEIRA et al., 2020; ORTUZAR-FERREIRA et al., 2022).
Finalmente, na andlise filogenética do locus 1NF (Fig. 5), I. juruviarae foi agrupado em um
grande clado com Isospora spp. de Passeriformes e, mais distante, com Eimeria spp. de
Galiformes e Psittaciformes. Essas relacdes foram razoavelmente apoiadas em todas as

analises.
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Figura 3. Fotomicrografias de Isospora juruviarae recuperadas de V. chivi no Sudeste do Brasil.
Observe a micropila (m), niicleo (n), granulos polares (pg), corpo refratil (rb), residuo de esporocisto

(SI'),

corpo Stieda (sb) e corpos sub-stieda (ssb). Barra de escala: 10 pm.

Eimeria tenella (OP800499) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Isospora serini (ON584773) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)

- Isospora picoflavae (NC_065382) - Colaptes auratus (Piciformes: Picidae)

— /sospora massardi (MN602626) - Turdus flavipes (Passeriformes: Turdidae)

— /sospora sp. isolate EriRu1 PT (MK573838) - Erithacus rubecula (Passeriformes: Muscicapidae)

- Isospora sp. isolate COI-124 (OL999113) - Loxioides bailleui (Passeriformes: Fringillidae)

— [sospora similisi (OK631537) - Saltator similis (Passeriformes: Thraupidae)

07| [=Isospora parnaitatiaiensis (MT233550) - Dysithamnus mentalis (Passeriformes: Thamnophilidae)

26/

-

Y72l— |sospora juruviarae (OR243295) - Vireo chivi (Passeriformes: Vireonidae)

— Isospora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) Parus major (Passeriformes: Paridae)

— |sospora canaria (syn. Isospora serinuse) (KX276860) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)
77,0_9;2[ Isospora phylidonyrisae (MW423631) - Phylidonyris novaehollandiae (Passeriformes: Meliphagidae)

Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeriformes: Meliphagidae)
Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeriformes: Turdidae)

22/0,

'iI: Isospora striata (MW582620) - Xiphocolaptes albicollis (Passeriformes: Dendrocolaptidae)
. Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeri: Muscicapidae)

0.02

Figura 4. Relacdo filogenética de Isospora juruviarae de V. chivi inferida por anélise Bayesiana para

um

locus (COIBF1) dentro do gene cox1 do genoma mitocondrial. Os niimeros nos nés mostram

valores de bootstrap derivados da analise de maxima verossimilhanca/probabilidades posteriores sob a
inferéncia de andlise bayesiana. Somente suportes de bootstrap e probabilidades posteriores superiores
a 50% ou 0,50, respectivamente, sdo exibidos.
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho, V. chivi capturados nos diferentes biomas de Manguezal,
Restinga e Mata Atlantica na Ilha da Marambaia foram positivos para I. juruviarae com
diferentes prevaléncias, no entanto, ndo é possivel fazer inferéncias ecoldgicas devido ao
baixo nimero de V. chivi capturados, principalmente nas areas de Mata Atlantica e
Manguezal. Por outro lado, esta claro que esses biomas nao representam barreiras ecolégicas
a distribuicao e/ou dispersdao de I. juruviarae na Ilha da Marambaia. Nesse sentido, ao
observar a ampla distribuicdo geografica de V. chivi por toda a América do Sul, somada a
outras Vireo spp., que também estdo distribuidas na América Central e do Norte, pode-se
levantar a hipétese de que I. juruviarae tem potencial para se dispersar e ser distribuida por
todo o Novo Mundo, onde Vireo spp. estdo distribuidos geograficamente (BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2023; BERTO & LOPES, 2020). Além disso, as espécies congenéricas
de juruviara-boreal Vireo olivaceus (Linnaeus, 1766), vireo-de-olhos-brancos Vireo-griseus
(Boddaert, 1783), vireo-de-bigode-preto Vireo altiloquus (Vieil lot, 1808), vireo-de-garganta-
amarela Vireo flavifrons Vieillot, 1808 e philadelphia-vireo Vireo philadelphicus (Cassin,
1851), que sdo espécies errantes na Asia, Europa, Africa e Oceania, teriam possibilidade de
distribuicao/dispersao mundial de Isospora spp., mesmo que em uma probabilidade muito
baixa. Também vale a pena mencionar que, considerando a especificidade de Isospora spp. no
nivel da familia hospedeira, ha os erpornis-de-barriga-branca Erpornis zantholeuca (Blyth,
1844) e picancos-tagarelas Pteruthius spp., que sdo da familia Vireonidae e sdao nativos e
distribuidos na Asia (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2023; BERTO & LOPES, 2020).

O tnico Isospora sp. registrado na familia hospedeira Vireonidae é I. pitiguari (Tabela
1), que possui a mesma localidade tipo que I. juruviarae (LOPES et al., 2014). Nesse sentido,
I. juruviarae deve ser avaliada como proxima de I. pitiguari pelo menos ecologicamente,
mesmo que os seus hospedeiros ndo sejam congéneros. No entanto, os oocistos de I.
juruviarae sao morfologicamente distintos de I. pitiguari, em varios caracteres taxondmicos
(Tabela 2), apoiando a identificacdo como uma nova espécie. Além disso, visando ampliar o
estudo da comparagdo morfoldgica de I. juruviarae com outras espécies de coccideos, além de

I. pitiguari, Isospora spp. registrados em familias hospedeiras filogeneticamente pr6ximas aos
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Vireonidae foram comparadas morfologicamente para comprovar a nova espécie (Tabela 2).
Nesse sentido, Isospora spp. de outras familias (Corvidae e Meliphagidae) e superfamilias
(Corvoidea e Meliphagoidea) dentro da Parvorder Corvida foram adicionados para fins de
comparacdao morfoldgica na Tabela 2 (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2023; BRANDS,
2023).

Eimeria tenella (OPB00499) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
39/0.6 Isospora massardi (MNB02627) - Turdus flavipes (Passeriformes: Turdidae)
82/0.79) Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeriformes: Turdidae)
Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merula (Passeriformes: Turdidae)
60/0.5k sospora sp. isolate TurMe1 L (MK573843) - Turdus merula (Passeriformes: Turdidae)

Isospora coerebae (OK194672) - Coereba flaveola (Passeriformes: Thraupidae)

Isospora sp. isolate JRBarta-2021b (MW645337) - Passerina cyanea (Passeriformes: Cardinalidae)

Isospora sp. isolate EmbCi1 PT (MK573834) - Emberiza citrinella (Passeriformes: Emberizidae)

Isospora sp. isolate EmbCi2_JT (MK573831) - Emberiza citrinella (Passeriformes: Emberizidae)

Isospora serini (ON584773) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)

Isospora juruviarae (OR243296) - Vireo chivi (Passeriformes: Vireonidae)

Isospora sp. isolate COI-1 (OL999116) - Oriolus chinensis (Passeriformes: Oriolidae)
Isospora canaria (syn. Isospora serinuse) (KX276860) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)
Isospora sp. isolate TurMe1 PT (MK573835) - Turdus merula (Passeriformes: Turdidae)

741059 Ispspora sp. isolate JRBarta-2021¢ (MW645338) - Turdus migratorius (Passeriformes: Turdidae)

Isospora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) - Parus major (Passeriformes: Paridae)

Isospora manorinae (KT224377) - Manarina flavigula (Passeriformes: Meliphagidae)

Isospora picoflavae (NC_065382) - Colaptes auratus (Piciformes: Picidae)

Isospora phylidonyrisae (MW423631) - Phylidonyris novaehollandiae (Passeriformes: Meliphagidae)

Isospora sp. isolate JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passeriformes: Timaliidae)

Isospora sp. isolate PhoOc1 L (MK573842) - Phoenicurus ochruros (Passeriformes: Muscicapidae)

9/0.9

/0,58

0.02

Figura 5. Relacao filogenética de Isospora juruviarae de V. chivi inferida pela analise Bayesiana para
um locus (JAV) dentro do gene cox1 do genoma mitocondrial. Os nimeros nos nés mostram valores
de bootstrap derivados da andlise de maxima verossimilhanca/probabilidades posteriores sob a analise
de inferéncia bayesiana. Apenas suportes de bootstrap e probabilidades posteriores superiores a 50%
ou 0,50, respectivamente, sdo exibidos.

Os estudos moleculares dos loci sequenciados no presente trabalho ndao foram
conclusivos nas andlises filogenéticas (Figs. 3-5) porque ndo formam grupos monofiléticos
com Isospora spp. relacionados a algum taxon hospedeiro, regido zoogeografica ou carater
taxonomico. Esses resultados seriam esperados em uma compreensdao da coevolucdo entre
coccidios e seus hospedeiros em suas respectivas regioes zoogeograficas (BERTO & LOPES,
2020). Possivelmente o ainda baixo ntmero de depésitos de Isospora spp. no Genbank,
associado a diferentes loci mitocondriais e nucleares sequenciados para cada coccidio, estdao
dificultando andlises filogenéticas mais conclusivas. Somente na andlise do locus 1NF dos
neges nucleares 18S, que contém géneros coccidios, um agrupamento razoavel em grupos

monofiléticos associados aos taxons hospedeiros foi observado (Fig. 5). A razao para incluir
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espécies de taxons superiores, incluindo o grupo externo mais distante, na analise filogenética
do locus 1NF, reside no fato de que o gene 18S é conhecido por ser mais conservado do que
os genes mitocondriais (GENOVEZ-OLIVEIRA et al.,, 2020; BERTO et al., 2023;
ORTUZAR-FERREIRA et al., 2022), como pode ser visto pela alta similaridade de ~99%
com Isospora spp. e Eimeria spp., que sdo biolégica e morfologicamente bastante diferentes.
Nesse sentido, esses resultados reforcam que o sequenciamento dos loci de 18S é mais
adequado para andlises filogenéticas de tdxons mais elevados e menos adequado para

delimitacdo de espécies.

Toxoplasma gondii (L24381)
= Caryospora cheloniae (KT361640) - Chelonia mydas (Testudines: Cheloniidae)
= Eimeria bukidnonensis (AB769601) - Bos taurus (Cetartiodactyla: Bovidae)
Cyclospora cercopitheci (AF111185) - Chlorocebus aethiops (Primates: Cercopithecidae)
J0.64 Eimeria dispersa (KT184338) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)

Eimeria purpureicephali (KU140597) - Purpureicephalus spurius (Psittaciformes: Psittacidae)
Eimeria acervulina (EF210324) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria acervulina (KT184333) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria praecox (KT184352) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria brunetti (U67116) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Isospora juruviarae (OR231933) - Vireo chivi (Passeriformes: Vireonidae)
Isospora gryphoni (KF854254) - Carduelis tristis (Passeriformes: Fringillidae)
Isospora canaria (syn. Isospora serinuse) (KR477877) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)
Isospora butcherae (KY801685) - Zosterops lateralis (Passeriformes: Zosteropidae)

Isospora svecica (MK558092) - Cyanecula svecica (Passeriformes: Muscicapidae)
Isospora massardi (MN604690) - Turdus flavipes (Passeriformes: Turdidae)
Isospora phylidonyrisae (MW422271) - Phylidonyris novaehollandiae (Passeriformes: Meliphagidae)
Isospora sp. isolate JRBarta-2021¢c (MW649140) - Turdus migratorius (Passeriformes: Turdidae)
= Eimeria subspherica (LC271171) - Bos taurus (Cetartiodactyla: Bovidae)
= Cimeria rioarribaensis (LC371915) - Eptesicus nilssonii (Chiroptera: Vespertilionidae)
= Eimeria bovis (MN989893) - Bubalus arnee (Cetartiodactyla: Bovidae)
Cyclospora papionis (AF111187) - Papio anubis (Primates: Cercopithecidae)
Caryospora ernsti (KU180247) - Anolis carolinensis (Squamata: Dactyloidae)
Lankesterella kabeeni (MW727664) - Acrocephalus schoenobaenus (Passeriformes: Acrocephalidae)
Caryospora cf. bigenetica (KT184332) - Sistrurus catenatus (Squamata: Viperidae)
Lankesterella sp. isolate SBL_191 (MH459297) - Uta stansburiana (Squamata: Phrynosomatidae)

0.004

Figura 6. Relacdo filogenética de Isospora juruviarae de V. chivi inferida pela andlise Bayesiana para
um locus (INF) dentro do gene 18S do nuclear genoma. Os nimeros nos nds mostram valores de
bootstrap derivados da analise de maxima verossimilhanca/probabilidades posteriores sob a analise de
inferéncia bayesiana. Apenas suportes de bootstrap e probabilidades posteriores superiores a 50% ou
0,50, respectivamente, sdo exibidos.

Apesar da eficacia insuficiente da andlise filogenética de Isospora spp. de
passeriformes, é importante ressaltar que as sequéncias tém sido altamente eficazes na
delimitacdo e identificacdo de espécies de coccidios, principalmente nos loci mitocondriais. O
recente estudo de Berto et al. (2023) pode ser destacado neste sentido, onde identificaram

molecularmente I. canaria e Isospora serini (Aragdo, 1933) Box, 1975 a partir de sequéncias
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anteriormente relatadas como ‘Isospora extraintestinal’ e identificagdes especificas incorretas,
que se tornaram sindnimos juniores. Ao mesmo tempo, Hafeez et al. (2014) diferenciaram
dois Isospora spp. morfologicamente equivalentes por uma divergéncia genética de 1,7% no
gene cox1 e 0,6% no gene 18S. Outros eimeriideos, Eimeria tenella (Railliet & Lucet, 1891)
Fantham, 1909, e Eimeria necatrix Johnson, 1930, podem ser destacados, pois sdo 99,2%
idénticos em todo o genoma mitocondrial (ZHOU et al., 2023), embora sejam
morfologicamente e biologicamente distintos. Assim, as diferencas nas substituicdes de
nucleotideos, superiores a 3% para os loci mitocondriais e 1% para o locus do gene 18S,
comprovam a identificacdo de I. juruviarae como uma nova espécie em abordagem
molecular, pelo menos em comparacdo com as espécies de coccidios depositadas no

GenBank.

5. CONCLUSAO

Finalmente, com base nos dados morfolégicos e moleculares obtidos dos oocistos
isosporanos recuperados de V. chivi de trés diferentes biomas da Ilha da Marambaia, que
foram comparados com o Isospora spp. e registrado no mesmo Parvorder (Corvida) que o
hospedeiro, I. juruviarae é considerado novo para a Ciéncia, sendo a segunda espécie
registrado na familia hospedeira Vireonidae e o primeiro a ter suplementacdo por

identificacdo molecular.
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CAPITULO IV
Identificacao, densidade e distribuicdo de coccidios de aves silvestres capturadas dentro

e nas adjacéncias da Ilha da Marambaia no periodo de 2019 até 2023

1. RESUMO

As ves sdo hospedeiras de diferentes grupos de endoparasitas e ectoparasitas. Nesse contexto,
a ordem Passeriformes é parasitada majoritariamente por coccidios dos géneros Isospora e
Eimeria, pertencentes a familia Eimeriidae, sdo os géneros mais relevantes encontrados nos
estudos de aves. Desta forma, o presente estudo tem por objetivo identificar e quantificar
coccidios parasitas de aves silvestres de diferentes espécies, familias e localidades dentro e
nas adjacéncias da Ilha da Marambaia, RJ. A ordem Passeriformes foi a mais representativa,
com 15 familias ao total, 46 espécies e 229 espécimes contabilizadas. Identificou-se a
presenca de coccidios dos géneros Isospora e Eimeria nas amostras coletadas, com
prevaléncia geral de oocistos de 26,6% (73/274). Notavelmente, apenas 9 familias foram
positivas para infeccoes por coccidio, foram elas: Columbidae, Icteridae, Passeridae,
Thraupidae, Troglodytidae, Turdidae, Tyrannidae, Vireonidae e Alcedinidae (Eimeria sp.
pseudoparasita). A constatacdo de maior prevaléncia de eliminacdo de oocistos no periodo da
tarde esta de acordo com os dados observados em outros trabalhos. Apesar da pequena
urbanizacdo e antropizacdo da Ilha da Marambaia pelo Corpo de Fuzileiros Navais da
Marinha do Brasil, além da populagdo nativa da ilha, as aves parecem manter uma relacao

parasita-hospedeiro estavel que ndo alteram suas condi¢des de saude.

2. INTRODUCAO

A Mata Atlantica e o Cerrado estdo entre os principais biomas brasileiros, sendo
relacionados na lista dos 36 globais (areas mais importantes para preservar a biodiversidade
do planeta) (REZENDE et al., 2018). A Mata Atlantica é um dos biomas prioritarios do

mundo para ser restaurado, aproximadamente 70% da populagdo brasileira dependem dos
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servicos ecossistémicos desse bioma, porém, ele encontra-se em alto grau de ameaca e risco
(SOS MA/IMPE, 2022).

Com relacdo as aves existentes na Mata Atlantica, esse grupo também possui elevada
riqueza de taxons e endemismos, 891 espécies apresentam ocorréncia regular no bioma, um
dos maiores grupos de vertebrados presentes neste bioma, sendo que grande parte destas aves
vivem em ambientes florestais (MOREIRA-LIMA, 2013).

Nestas areas remanescentes de Mata Atlantica, destacam-se alguns fragmentos de
areas, os quais mantém conservados os habitats e nicho ecologicos das espécies. A Ilha da
Marambaia estd situada no litoral da Costa Verde, ao sul do Estado do Rio de Janeiro,
proximo a Mangaratiba e Itaguai, na entrada da Baia de Sepetiba.

Neste contexto, surge a importancia do conhecimento da ecologia das aves silvestres,
as quais tém extrema importancia na conservacao da Ilha da Marambaia (BERTO & LOPES,
2013).

Assim como outros animais silvestres, as aves sao hospedeiras de diferentes grupos de
endoparasitas e ectoparasitas, podendo inclusive serem parasitadas por mais de uma espécie
de helmintos e coccidios. Em condi¢des de normalidade imunolégica, o hospedeiro mantém
um nivel de densidade parasitaria aceitavel, ndo comprometendo assim a sua satde. Os
coccidios tendem a parasitar aves de vida livre sem causar doenca, obtendo equilibrio entre as
reinfeccdes e niveis saudaveis de imunidade nas aves (MAGALHAES-MATOS et al., 2016).

O estudo da distribuicdao e densidade dos ectoparasitas e enteroparasitas das aves
silvestres capturadas em diferentes localidades e periodos na Ilha da Marambaia pode
evidenciar padrdes de prevaléncias e densidades especificas associadas com determinados
aspectos dos hospedeiros e ambientes.

Assim sendo, o presente estudo tem por objetivo identificar (de forma morfologica e
molecular) e quantificar coccidios parasitas de aves silvestres de diferentes espécies, familias

e localidades dentro e nas adjacéncias da Ilha da Marambaia, RJ.
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3. MATERIAL E METODOS

A localidade selecionada para o desenvolvimento deste trabalho foi a Ilha da
Marambaia. A Ilha da Marambaia esta situada no litoral da Costa Verde, ao sul do Estado do
Rio de Janeiro, proximo a Mangaratiba e Itaguai, na entrada da Baia de Sepetiba. A entrada na
Ilha da Marambaia é controlada pelo Comando Geral do Corpo de Fuzileiros Navais, o qual
possui, dentre as outras muitas funcdes, a protecdo ecoldgica da ilha e o fornecimento
recursos e instalacoes para pesquisa cientifica (CADIM, 2019).

As expedicOes para captura de aves e coleta de amostras fecais foram realizadas em
trés localidades distintas da Ilha (Figura 1). Esses locais foram escolhidos a fim de representar
as diferentes fitofisionomias encontradas no bioma Mata Atlantica. Um ponto de
captura/coleta foi selecionado em area de manguezal (23°03'54”S, 43°59'21”W), outro em
area de Mata Atlantica (23°03'39”S, 43°58'47”W) e outro em area de Restinga (23°03'47”S,
43°59'18”W). Vale ressaltar que esses pontos de coleta estavam em regides préximas as

instalacdes do CADIM, em locais de livre acesso de civis.

Mata Atlantica

Manguezal
(]

Restinga

Figura 1. Mapa com os pontos de coleta em diferentes fitofisionomias da Ilha da Marambaia, RJ.
Fonte: Google Earth.
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As expedicOes ocorreram entre junho de 2019 e maio de 2023. Cada expedicdao durou
quatro dias ao todo, sendo que dois dias eram utilizados para o deslocamento até a Ilha da
Marambaia, tanto ida, quanto na volta. Nos outros dois dias, eram realizadas as capturas das
aves e coleta de suas amostras fecais. Foram realizadas oito expedi¢des, com dez horas de
redes abertas por dia, totalizando 180 horas de redes abertas.

Nos locais de capturas, foram utilizadas redes de neblina com tamanho total de 9m por
3m, 15m por 3m e 18m por 3m, dimensoes de malha de 20mm e 40mm e fixadas em hastes de
aluminio do tipo telescopica, objetivando a captura de aves de diversos portes (Figura 2). A
frequéncia de verificacdo das redes de neblina foi de, aproximadamente 20 minutos,
conduzindo-se em sequéncia com a retirada manual da ave, minimizando o estresse
(NASCIMENTO et al., 1994). Em seguida, as aves foram identificadas de acordo com os
guias de identificacdo de aves em campo de Sigrist (2014) e Ridgely et al. (2015),
fotografadas e registradas quanto aos seus dados biométricos, biologico e ecoldgicos
(NASCIMENTO et al., 1994) e anilhadas com anilhas do Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao de Aves Silvestres (CEMAVE) (Anilhador Sénior: Bruno Pereira Berto, registro
5967850; Anilhador Junior: Lucas de Assis Silva Andrade, registro 7161149) (Figura 3).
Apos este processamento inicial, as aves foram transferidas para caixas de papeldo que sdo
tradicionalmente utilizadas para o comércio de aves de pequeno e médio porte. Estas caixas
foram de diferentes dimensdes para acondicionar aves de diversos portes e previamente
forradas com papel absorvente objetivando-se obter as defecacdes isoladas para a
quantificacdo de OoPD (oocistos por defecacdo). Apds a obtengdo das amostras fecais, as
aves foram, em seguida, libertadas no préoprio ambiente de capturas. Em média, o tempo de

acondicionamento para a defecacdo variou entre 30min até 60min.
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Figura 2. Redes de neblina para captura de aves silvestre na Ilha da Marambaia.

Toda metodologia foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio) sob autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBIO) de n° 45200, 49605 e 54951 e Comissdo de Etica CEUA/UFRRJ
protocolos IV-036/2014, IB-008/2015 e IV-6606250616.
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Figura 3. Fotografia e anilhamento de aves silvestres na Ilha da Marambaia.

As amostras fecais foram transportadas para o Laboratério de Biologia de Coccidios
(LABICOC) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), e foram incubadas
em tubos de centrifuga e regularmente oxigenadas por agitacdo, a temperatura ambiente (~ 25
° C) por 10 dias ou até ~ 70% dos oocistos estarem esporulados. Os tubos de 15 ml continham
a relacdo de 1/6 de fezes para 5/6 de solucdao aquosa de dicromato de potassio (K2Cr207) a
2,5%. Este conservador prioriza o desenvolvimento e identificacdo de oocistos de coccidios, e
também permite a conservacdo e identificacdio de cistos de protozoarios flagelados e

ameboides e larvas e ovos de helmintos.
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Apos a esporulacdo dos oocistos, os parasitas foram separados da solugdo contendo as
fezes e 0 K2Cr207 pela técnica modificada de flutuacao com solucdo saturada de sacarose
(500g sacarose, 350ml &gua) via centrifugacdo (5min a 2.000 rpm) descrita por Sheather
(1923) e modificada por Duszynski e Wilber (1997) (Figura 4). As amostras fecais passam
pelo processo de suspensdao em agua destilada nos tubos de centrifuga, repetidamente, visando
retirar o excesso de dicromato de potassio. Apds esse procedimento, as amostras foram
diluidas em solucdo de sacarose e, novamente, foram centrifugadas. Depois da centrifugacao,
o conteudo do tubo é elevado com mais uma porgdo de solucdo de sacarose até o seu limite da
abertura, formado um menisco convergente, onde é depositada uma laminula por 5 a 10 min
(Figura 4). Através da diferenca de densidade contida na solucdo saturada de sacarose os
oocistos se deslocam para extremidade superior do tubo, entrando em contato com a laminula.
Apos este periodo, a laminula, contendo os oocistos, € retirada e colocada cuidadosamente na
superficie de uma lamina de microscépio. A visualizacdo e as fotomicrografias foram
realizadas utilizando microscépio binocular Olympus BX (Olympus Otico, Téquio, Japao)

acoplado a uma camera digital Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia), em objetiva de

100X com de 6leo de imersao (Figura 4).

Figura 4. Processamento para recuperagao, observacao e fotomicrografia (da esquerda para a direita)
de oocistos de coccidios de amostras fecais de aves silvestres capturadas na Ilha da Marambaia, RJ.

Apods os oocistos serem fotomicrografados, iniciou-se a etapa de identificacdao das

espécies, utilizou-se como base as diretrizes e estudos morfologicos e morfométricos
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destacados por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al. (2014) que auxiliam na classificacao
dos oocistos esporulados de coccidios. As caracteristicas morfologicas utilizadas para a
identificacdo e organizacdo sistematica dos géneros Isospora e Eimeria sdo: presenca e
niamero de esporocistos e esporozoitos; parede do oocisto; micropila e/ou capuz polar;
granulo polar e/ou residuo do oocisto; corpos de Stieda, sub-Stieda e para-Stieda; residuo do
esporocisto; corpo refratil, nicleo e estrias no esporozoito. Dentre as caracteristicas
morfométricas destacamos o didmetro maior/menor do oocisto e do esporocisto e indices
morfométricos, como média do didametro do oocisto e do esporocisto, média de espessura da

parede e indice morfométrico.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aves capturadas e prevaléncia de coccidios

Durante as expedicOes realizadas na Ilha da Marambaia, foram capturadas e
identificadas 274 aves, divididas em 23 familias e 59 espécies (Figura 5). A Tabela 1
apresenta a relacdo completa das aves capturadas e identificadas, com suas respectivas
prevaléncias e densidades de oocistos nas amostras fecais, organizadas por ordens, familias e
espécies hospedeiras e periodo de coleta.

A ordem Passeriformes foi a mais representativa, com 15 familias ao total, 46 espécies
e 229 espécimes contabilizadas. Do total de aves capturadas as familias com maior
representatividade foram Thraupidae com 27,4% (75/274), seguida pelas familias Tyrannidae
que obtiveram 21,2% (58/274), Turdidae com 16,4% (45/274), Columbidae com 8,4%
(23/274), Vireonidae com 7,7% (21/274) e Alcedinidae com 5,1% (14/274). O restante das
familias obteve representatividade menor do que 5% da totalidade das aves capturadas (Figura
5).

Ao todo foram identificadas 26 espécies de coccidios ja descritas na literatura e 10

morfotipos com possiblidades de descri¢des de novas espécies.
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A ocorréncia dessas aves na regidao de Mata Atlantica na [lha da Marambaia pode ser
atribuida ao seu comportamento alimentar predominantemente insetivoro, conforme
observado nas familias deste estudo (SICK, 1997; DOLNIK, 2010). A maioria das areas onde
as aves foram capturadas e coletadas estava cercada por arvores da Mata Atlantica, que foram
alvo de reflorestamento. Além disso, a presenca abundante de insetos, como as formigas de

correicdo, pode favorecer o habito alimentar dessas espécies.

Figura 5. Espécimes de aves capturados na Ilha da Marambaia, RJ. A. Vireo chivi; B. Troglodytes
musculus; C. Ramphocelus bresilia; D. Turdus rufiventris; E. Leptotila rufaxilla; F. Myiarchus ferox;
G. Psarocolius decumanus; H. Passer domesticus.
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Tabela 1. Prevaléncia e densidade de coccidios dos géneros Eimeria ou Isospora em amostras fecais
de aves silvestres capturadas na Ilha da Marambaia, RJ, organizados por ordem, familia e espécie e

periodo de coleta.

Eimeria ou Isospora

Ordens/ Familias/ Espécies Positivo* Negativo  Total
Manha** Tarde Manha Tarde
Apodiformes: Trochilidae
Chrysuronia versicolor (Vieillot, 1818) 0 0 1 0 1
Subtotais: 0 0 1 0 1
Columbiformes: Columbidae
Columbina talpacoti (Temminck, 1811) 0 0 3 3 6
Leptotila rufaxilla (Richard & Bernard, 1792) 0 0 0 4 4
Leptotila verreauxi Bonaparte, 1855 1 (190) 4 (261+329) 1 7 13
Subtotais: 1 (190) 4 (261+329) 4 14 23
Coraciiformes: Alcedinidae
Chloroceryle amazona (Latham, 1790) 0 0 0 1 1
Chloroceryle americana (Gmelin, 1788) 0 1 (12)*** 3 8 12
Megaceryle torquata (Linnaeus, 1766) 0 0 0 1 1
Subtotais: 0 1(12) 3 10 14
Cuculiformes: Cuculidae
Crotophaga ani (Linnaeus, 1758) 0 0 1 1 2
Subtotais: 0 0 1 1 2
Passeriformes: Dendrocolaptidae
Lepidocolaptes angustirostris (Vieillot, 1818) 0 0 0 1 1
Subtotais: 0 0 0 1 1
Passeriformes: Furnariidae
Furnarius figulus (Lichtenstein, 1823) 0 0 0 1 1
Subtotais: 0 0 0 1 1
Passeriformes: Hirundinidae
Progne chalybea (Gmelin, 1789) 0 0 5 0 5
Subtotais: 0 0 5 0 5
Passeriformes: Icteridae
Molothrus bonariensis (Gmelin, 1789) 1(30) 0 0 0 1
Psarocolius decumanus (Pallas, 1769) 0 1(362) 0 0 1
Subtotais: 1 (30) 1 (362) 0 0 2
Passeriformes: Passerellidae
Zonotrichia capensis (Statius Muller, 1776) 0 0 1 0 1
Subtotais: 0 0 1 0 1
Passeriformes: Passeridae
Passer domesticus (Linnaeus, 1758) 0 2 (93183) 0 0 2
Subtotais: 0 2 (93+83) 0 0 2
Passeriformes: Pipridae
Chiroxiphia caudata (Shaw & Nodder, 1793) 0 0 1 5 6
Manacus manacus (Linnaeus, 1766) 0 0 0 1 1
Subtotais: 0 0 1 6 7
Passeriformes: Rhynchocyclidae
Leptopogon amaurocephalus Tschudi, 1846 0 0 0 1 1
Mionectes rufiventris Cabanis, 1846 0 0 0 3 3
Subtotais: 0 0 0 4 4

Passeriformes: Thamnophilidae
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Herpsilochmus rufimarginatus (Temminck, 1822) 0 0 0 1 1
Subtotais: 0 0 0 1 1

Passeriformes: Thraupidae
Coereba flaveola Linnaeus, 1758 0 2 (66+36) 1 3 6
Dacnis cayana (Linnaeus, 1766) 0 5 (190+217) 0 7 12
Emberizoides herbicola (Vieillot, 1817) 0 1(5) 0 0 1
Ramphocelus bresilia (Linnaeus, 1766) 0 19 (296+726) 7 12 38
Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766) 1(13) 1(35) 2 0 4
Tachyphonus coronatus (Vieillot, 1822) 0 1(4) 0 0 1
Thraupis palmarum (Wied, 1821) 0 3 (127+200) 1 3 7
Thraupis sayaca (Linnaeus, 1766) 0 4 (3118+5596) 0 0 4
Volatinia jacarina (Linnaeus, 1766) 0 1(51) 0 1 2
Subtotais: 1 (13) 37 (531+1930) 11 26 75

Passeriformes: Tityridae
Pachyramphus polychopterus (Vieillot, 1818) 0 0 1 2 3
Subtotais: 0 0 1 2 3
Passeriformes: Troglodytidae
Troglodytes musculus Naumann, 1823 1(154) 0 0 2 3
Subtotais: 1 (154) 0 0 2 3
Passeriformes: Turdidae

Turdus albicollis Vieillot, 1818 0 1(46) 0 0 1
Turdus amaurochalinus Cabanis, 1850 0 1(4) 1 8 10
Turdus flavipes Vieillot, 1818 0 0 3 1 4
Turdus leucomelas Vieillot, 1818 0 4 (18+20) 3 4 11
Turdus rufiventris Vieillot, 1818 0 2 (45157) 3 14 19
Subtotais: 0 8 (27+30) 10 27 45

Passeriformes: Tyrannidae
Attila rufus (Vieillot, 1819) 0 0 0 2 2
Camptostoma obsoletum (Temminck, 1824) 0 0 1 0 1
Elaenia chiriquensis Lawrence, 1865 0 0 0 1 1
Elaenia flavogaster (Thunberg, 1822) 0 0 2 3 5
Elaenia mesoleuca (Deppe, 1830) 0 0 1 1 2
Empidonomus varius (Vieillot, 1818) 0 0 1 0 1
Fluvicola nengeta (Linnaeus, 1766) 0 0 0 1 1
Lathrotriccus euleri (Cabanis, 1868) 0 0 0 1 1
Myiarchus ferox (Gmelin, 1789) 0 2 (368+518) 9 8 19
Myiodynastes maculatus (Statius Muller, 1776) 0 0 0 2 2
Myiozetetes cayanensis (Linnaeus, 1766) 0 0 1 0 1
Myiozetetes similis (Spix, 1825) 1(1) 1(1) 1 2 5
Phyllomyias fasciatus (Thunberg, 1822) 0 0 0 3 3
Phyllomyias virescens (Temminck, 1824) 0 0 0 2 2
Pitangus sulphuratus (Linnaeus, 1766) 0 0 1 8 9
Tyrannus melancholicus Vieillot, 1819 0 0 1 2 3
Subtotais: 1 3 (246+423) 18 36 58

Passeriformes: Vireonidae
Cyclarhis gujanensis (Gmelin, 1789) 0 0 0 1 1
Vireo chivi (Vieillot, 1817) 5 (52165) 7 (48+60) 4 4 20
Subtotais: 5 (52+65) 7 (48+60) 4 5 21

Pelecaniformes: Ardeidae
Egretta thula (Molina, 1782) 0 0 0 1 1
Subtotais: 0 0 0 1 1
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Piciformes: Picidae

Veniliornis maculifrons (Spix, 1824) 0 0 1 0 1
Subtotais: 0 0 1 0 1
Strigiformes: Strigidae
Athene cunicularia (Molina, 1782) 0 0 2 0 2
Subtotais: 0 0 2 0 2
Trogoniformes: Trogonidae
Trogon viridis Linnaeus, 1766 0 0 0 1 1
Subtotais: 0 0 0 1 1
Total: 10 (65+74) 63 (358+1491) 64 137 274

*Numero de positivos seguido de densidade média e desvio padrdo entre parénteses; **Periodo de coleta de
amostras fecais pela manhd (6h-12h) ou tarde (13h-18h); ****Amostra positiva por pseudoparasitismo de

Eimeria sp.
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Trogoniformes: Trogonidae
Strigiformes: Strigidae
Piciformes: Picidae
Pelecaniformes: Ardeidae
Passeriformes: Vireonidae
Passeriformes: Tyrannidae
Passeriformes: Turdidae
Passeriformes: Troglodytidae
Passeriformes: Tityridae
Passeriformes: Thraupidae
Passeriformes: Thamnophilidae
Passeriformes: Rhynchocyclidae
Passeriformes: Pipridae
Passeriformes: Passeridae
Passeriformes: Passerellidae
Passeriformes: Icteridae
Passeriformes: Hirundinidae
Passeriformes: Furnariidae
Passeriformes: Dendrocolaptidae
Cuculiformes: Cuculidae
Coraciiformes: Alcedinidae

Columbiformes: Columbidae

r'”,

Apodiformes: Trochilidae

00 50 100 150 20,0 250 30,0

B Prevaléncia ® Representatividade

Figura 6. Representatividade das familias de aves (azul) com suas respectivas prevaléncias de
coccidios (laranja) (ambos em porcentagem) na Ilha da Marambaia, RJ.
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Apds a coleta e analise das amostras provenientes das 274 aves, identificou-se a
presenca de coccidios dos géneros Isospora e Eimeria em algumas delas (Tabela 1). E
relevante notar que as aves capturadas aparentavam estar em bom estado de satde, inclusive
aquelas que estavam parasitadas por coccidios.

A prevaléncia geral de oocistos encontrados nas amostras coletadas foi de 26,6%
(73/274). Notavelmente, dentre as 23 familias distintas de aves cujas espécimes foram
capturadas e identificadas na Ilha da Marambaia, apenas 9 foram positivas para infec¢des por
coccidios, liberando oocistos dos géneros Isospora ou Eimeria. A maior prevaléncia foi
observada na familia Vireonidae com 57,1% (12/21), seguida das familias Thraupidae com
50,7% (38/75), Columbidae com 21,7% (5/23), Turdidae com 17,8% (8/45), Alcedinidae com
7,1% (1/14) e Tyrannidae com 6,9% (4/58). Nesta constatacdo, nao foram consideradas as
familias que tiveram apenas dois espécimes capturados, as quais foram as familias
Troglodytidae, Passeridae e Icteridae. As demais familias ndo apresentaram espécimes
positivos para coccidio.

A figura 5 mostra um grafico com a representatividade das familias de aves capturadas
juntamente com suas respectivas prevaléncias. E possivel notar que, embora algumas familias
apresentem elevada prevaléncia de positivos, ao mesmo tempo, foram pouco representativas
em numero de espécimes capturados, como no caso de Vireonidae, Troglodytidae, Passeridae

e Icteridae.

4.2. Distribuicdo dos coccidios nas familias de aves

As familias posivas para coccidios de Eimeria e Isospora foram Columbidae, da
ordem Columbiformes, e Icteridae, Passeridae, Thraupidae, Turdidae, Tyrannidae e
Vireonidae, de Passeriformes. A figura 6 mostra fotomicrografias de oocistos esporulados de
coccidios identificados de amostras fecais de aves capturadas na Ilha da Marambaia. A
familia dos martins-pescadores Alcedinidae, de Coraciiformes, foi positiva para um Eimeria
sp. pseudoparasita, potencialmente parasita de um peixe ou invertebrado ingerido por C.

americana, conforme abordado no capitulo dois deste trabalho.
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Figura 7. Fotomicrografias de oocistos esporulados de coccidios identificados de amostras fecais de
aves capturadas na Ilha da Marambaia, RJ: A. Isospora cadimi de Ramphocelus bresilia; B. Isospora
navarroi de R. bresilia; C. Isospora ramphoceli de R. bresilia; D. Isospora sepetibensis de R. bresilia;
E. Isospora sepetibensis de Emberizoides herbicola; F. Isospora pitiguari de Vireo chivi; G. Isospora
juruviarae de V. chivi; H. Isospora graceannae de Molothrus bonariensis; 1. Isospora spratti de
Passer domesticus; J. Isospora fatiguei de P. domesticus; K. Isospora michaelbakeri de P. domesticus;
L. Isospora gonnetae de P. domesticus; M. Isospora cetasiensis de Sicalis flaveola; N. Isospora
massardi de Turdus albicollis; O. Isospora feroxis de Myiarchus ferox; P. Eimeria ferreirai de
Leptotila verreauxi. Magnificacao de 1000x.
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Os topicos a seguir trazem as identificacdes especificas em cada familia de aves

positivas.

4.2.1. Columbidae

Das trés espécies capturadas de Columbidae, apenas Leptotila verreauxi Bonaparte,
1855 foi positiva para Eimeria ferreirai Oliveira & Berto, 2020, a qual é uma espécie
recemente descrita na Ilha da Maramabia por Oliveira et al. (2020) (Tabela 2). Além desta,
um morfotipo ndo relacionado na literatura cientifica foi também observado em uma das
amostras de L. verreauxi (Tabela 2), o qual foi codificado como “morfotipo c122m4” até que

se proceda com a confirmacao e descricao de nova espécie.

Tabela 2. Relacdao das espécies coccidianas identificadas em aves silvestres da familia
Columbidae capturadas na Ilha da Marambaia, RJ.

Espécies coccidianas

Hospedeiros Eimeria sp. E. ferreirai Total'
(morfotipo c122m4) )
L. verreauxi 1 4 2
Total? 1 4

'Total de espécies coccidianas (diversidade) identificada em cada espécie hospedeira.
*Total de amostras positivas por espécies coccidana.

4.2.2. Icteridae

Os dois icterideos capturados no presente trabalho foram positivos para Isospora spp.
A maior diversidade foi observada em um chupim M. bonariensis, o qual foi positivo para
oocistos morfologicamente compativeis com a espécie Isospora graceannae Upton &
Whitaker, 2000 e Isospora bellicosa Upton, Stamper & Whitaker, 1995 (Tabela 3). Isospora
bellicosa foi recentemente relatada de guaxes Cacicus haemorrhous (Linnaeus, 1766) no
Parque Nacional do Itatiaia, no sudeste do Brasil (Silva et al. 2017), tornando esta
identificacdo ecologicamente fundamentada. Em contrapartida, I. graceannae foi unicamente
relatada na sua descricdo original em cativeiro no Aquario Nacional de Maryland, USA. Seu
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hospedeiro-tipo, Icterus graceannae Cassin, 1867, distribui-se naturalmente de forma restrita
na regido transandina, no Equador e Peru. Neste sentido, em decorréncia da dispersao
antropica de I. graceannae em cativeiro, além das varias espécies de Icteridae de ampla
distribuicdo geografica na regido neotropical, a identificagcdo de I. graceannae neste trabalho
torna-se sustentada (Silva et al. 2017; Berto & Lopes, 2020). O segundo hospedeiro icterideo
deste trabalho foi o japu Psarocolius decumanus (Pallas, 1769), o qual também foi positivo

para I. bellicosa (Tabela 3).

Tabela 3. Relacdo das espécies coccidianas identificadas em aves silvestres da familia Icteridae
capturadas na Ilha da Marambaia, RJ.

Espécies coccidianas

Hospedeiros
L. graceannae I bellicosa Total'
M. bonariensis 1 1 2
P. decumanus 0 1 1
Total® 1 2

'Total de espécies coccidianas (diversidade) identificada em cada espécie hospedeira.
*Total de amostras positivas por espécies coccidana.

4.2.3. Passeridae

Um pardal Passer domesticus (Linnaeus, 1758) capturado na Ilha da Marambaia foi
positivo para sete das 12 espécies pioneiramente descritas por Grulet et al. (1982). Neste
trabalho, os coccidios de P. domesticus, na Franca, foram morfologicamente estudados em
detalhes minuciosos, os quais fundamentaram os estudos taxonOmicos posteriores dos
coccidios de Eimeriidae.

Apesar do numero limitado de oocistos observados em apenas duas amostras positivas
(152 e 34 oocistos) (Tabela 1), foi possivel identificar oocistos compativeis com Isospora
fatiguei Grulet, Landau e Baccam, 1982, Isospora gonnetae Grulet, Landau e Baccam, 1982,
Isospora spratti Grulet, Landau e Baccam, 1982, Isospora michaelbakeri Grulet, Landau e
Baccam, 1982, Isospora boxae Grulet, Landau e Baccam, 1982, Isospora kouyatei Grulet,

Landau e Baccam, 1982 e Isospora frenkeli Grulet, Landau e Baccam, 1982 (Tabela 4).
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Tabela 4. Relacao das espécies coccidianas identificadas em aves silvestres da familia Passeridae
capturadas na Ilha da Marambaia, RJ.

Espécies coccidianas
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- L - 2 = —
Hospedeiros g g g S S 5 =
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= = S, S = o
& o %) <~ e -g &
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~ _ £ — ~
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P. domesticus 1 1 1 1 1 1 1 8
Total? 1 1 1 1 1 1 1

'Total de espécies coccidianas (diversidade) identificada em cada espécie hospedeira.
*Total de amostras positivas por espécies coccidana.

4.2.4. Thraupidae

Os traupideos foram as aves com maior diversidade de espécies coccidianas
observadas. Além fato dos traupideos serem essencialmente frugivoros, o qual é o habito que
mais susceptibiliza a transmissdo feco-oral dos oocistos de coccidios (DOLNIK et al., 2010),
esta familia abriga uma grande quantidade de espécies que sdo subclassificadas em
subfamilias.

Em geral, Isospora spp. que sao majoritariamente estudadas como especificas em
nivel de familia de Passeriformes, tem se mostrado especificas em nivel de subfamilia dentro
da familia Thraupidae (BERTO et al., 2011a). Isto pode ser observado na tabela 5, onde, por
exemplo, Isospora cagasebi Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes, 2008 e Isospora
coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes, 2010, sdo restritas de cambacica Coereba
flaveola (Linnaeus, 1758) que pertence a subfamilia Coerebinae (BERTO et al., 2008; 2011b;
ORTUZAR-FERREIRA et al., 2022). O mesmo é observado para Isospora cetasiensis
Coelho, Berto, Neves, Oliveira, Flausino, Lopes, 2011 e Isospora sicalisi Coelho, Berto,
Neves, Oliveira, Flausino, Lopes, 2011, especificos de canarios-da-terra Sicalis flaveola
(Linnaeus, 1766) da subfamilia Diglossinae (COELHO et al. 2011). Em contra-partida,

algumas espécies, como Isospora sepetibensis Berto, Flausino, Luz, Ferreira and Lopes, 2008,

que foi a espécie coccidiana mais prevalente neste estudo, presente em 20 das 38 amostras
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positivas dos traupideos (52,6%) e 20 das 73 amostras positivas em geral (27,4%), foi
identificada das subfamilias Dacninae, Emberizoidinae e Tachyphoninae.

O tié-sangue Ramphocelus bresilia (Linnaeus, 1766) foi a ave mais representativa
neste estudo, com 38 espécimes capturadas. Também foi a espécie com maior prevaléncia e
diversidade de coccidios, com 19 espécimes positivos com quatro Isospora spp. distintas: I.
sepetibensis, Isospora ramphoceli Berto, Flausino, Luz, Ferreira, Lopes, 2010, Isospora
cadimi Berto, Flausino, Luz, Ferreira e Lopes, 2009 e Isospora navarroi Berto, Flausino, Luz,
Ferreira e Lopes, 2009. Em compara¢do, em um levantamento de coccidios de traupideos na
[lha da Marambaia, R. bresilia foi relacionado como hospedeiro de seis Isospora spp.
distintas, duas a mais que o trabalho presente (BERTO et al. 2011c).

Quatro oocistos de morfotipos distintos ndo relacionados na literatura cientifica foram
observados de C. flaveola, Dacnis cayana (Linnaeus, 1766), Emberizoides herbicola
(Vieillot, 1817), Thraupis palmarum (Wied, 1821), Thraupis sayaca (Linnaeus, 1766) e
Volatinia jacarina (Linnaeus, 1766). Estes morfotipos precisam de maior estudo morfolégico

para potenciamente serem descritos como novas espécies.
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Tabela 5. Relacdao das espécies coccidianas identificadas em aves silvestres da familia

Thraupidae capturadas na Ilha da Marambaia, RJ.

Espécies coccidianas
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'Total de espécies coccidianas (diversidade) identificada em cada espécie hospedeira.
*Total de amostras positivas por espécies coccidana.

4.2.5. Troglodytidae

A familia Troglodytidae foi representada por apenas uma espécie durante as capturas,
Troglodytes musculus Naumann, 1823, sendo que dos trés espécimes capturados, apenas um
estava positivo para Isospora sp. (morfotipo 122 m3). Apesar de Lopes et al. (2016) terem
descritos Isospora corruira, também na Ilha da Marambaia, os oocistos observados

apresentavam morfologias distintas, sugerindo uma possivel nova espécie.

4.2.6. Turdidae

Quatro das cinco espécies de sabids capturadas foram positivas para coccidios.
Isospora massardi Lopes, Berto, Luz, Galvao, Ferreira & Lopes, 2014 foi a espécie mais
prevalente nos sabias, sendo observada de Turdus albicollis Vieillot, 1818, Turdus
amaurochalinus Cabanis, 1850, Turdus leucomelas Vieillot, 1818 e Turdus rufiventris
Vieillot, 1818. Isospora spp. de sabias sdao razoavelmente bem estudadas através dos trabalhos

de Berto et al. (2014), Pinho et al. (2017a; 2017b; 2018), Genovez-Oliveira et al. (2019) e
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Oliveira et al. (2019); no entanto, um morfotipo ndo relacionado na literatura cientifica foi

observado de sabias-coleira T. albicollis, o qual potencialmente deve ser uma nova espécie.

Tabela 6. Relacdo das espécies coccidianas identificadas em aves silvestres da familia Turdidae
capturadas na Ilha da Marambaia, RJ.

Espécies coccidianas

Hospedeiros (m{)i(f)(s)ﬁ;;acsf 417) I. massardi L albicollis L. sabiai Total'
T. albicollis 1 1 0 0 2
T. amaurochalinus 0 1 1 1 3
T. leucomelas 0 2 0 2 2
T. rufiventris 0 2 0 1 2
Total? 1 6 1 4

'Total de espécies coccidianas (diversidade) identificada em cada espécie hospedeira.
*Total de amostras positivas por espécies coccidana.

4.2.7. Tyrannidae

Apesar da maior diversidade de aves ter sido observada na familia Tyrannidae, a
prevaléncia nesta familia foi muito baixa. Conforme, ja explanado na literatura cientifica, o
habito predominantemente insetivoro desta familia pode estar associado a sua frequente baixa
prevaléncia de coccidios. O habito de comer insetos, principalmente durante o voo, €é
desfavoravel para a transmissdao feco-oral dos oocistos de coccidios. Das 16 espécies de
tiranideos capturadas, apenas duas foram positivas: Myiarchus ferox (Gmelin, 1789) e
Myiozetetes similis (Spix, 1825).

Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira & Lopes, 2009 foi bem detalhada na
literatura cientifica (BERTO et al. 2009; ORTUZAR-FERREIRA et al. 2021); entretanto,
Isospora attilae Rodrigues, Silva, Lopes, Berto, Luz, Ferreira & Lopes, 2015 foi apenas
originalmente descrita de Attila rufus (Vieillot, 1819) na Ilha da Marambaia e, portanto, M.
ferox torna-se um novo hospedeiro para esta espécie coccidiana.

Dois bentevizinhos-de-penacho-vermelho M. similis foram positivos para oocistos de

Isospora sp. com uma morfologia na relatada previamente, a qual foi codificada como
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“morfotipo c124m30”. Portanto, este morfotipo deve potencialmente tratar-se de uma nova

espécie.

Tabela 7. Relacao das espécies coccidianas identificadas em aves silvestres da familia
Tyrannidae capturadas na Ilha da Marambaia, RJ.

Espécies coccidianas

Hospedeiros - - -
I feroxis L attilae Isospora sp. (morfotipo ¢124m30) Total'
M. ferox 1 1 0 2
M. similis 0 0 2 1
Total® 1 1 2

'Total de espécies coccidianas (diversidade) identificada em cada espécie hospedeira.
*Total de amostras positivas por espécies coccidana.

4.2.8. Vireonidae

A juruviara V. chivi foi amplamente abordada no capitulo 3 desta tese, através da
descricdo da nova espécie Isospora juruviarae Andrade & Berto, 2023 (ANDRADE et al.
2024). No entanto, além desta, foram observados oocistos compativeis com Isospora pitiguari
Lopes, Berto, Luz, Galvao, Ferreira & Lopes, 2014 em 5 juruviaras, tornando V. chivi como

um novo hospedeiro para esta espécie coccidiana (LOPES et al. 2014).

Tabela 8. Relacdo das espécies coccidianas identificadas em aves silvestres da familia Vireonidae
capturadas na Ilha da Marambaia, RJ.

Espécies coccidianas

Hospedeiros — - - -
L. pitiguari I juruviarae Total!
V. chivi 5 9 2
Total? 5 9

'Total de espécies coccidianas (diversidade) identificada em cada espécie hospedeira.
*Total de amostras positivas por espécies coccidana.

4.3. Densidades de coccidios e periodicidade de eliminagdo dos oocistos

ApoOs a contagem dos oocistos das amostras positivas pela técnica de OoPD

(DOLNIK, 2006), observou-se as maiores densidades de um sanhaco-cinzento T. sayaca e um
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tié-sangue R. bresilia, onde foram obtidas amostras com OoPD de 11.500 e 3.100. Mesmo
nestas maiores densidades de oocistos, as respectivas aves foram aparentemente saudaveis.
Conforme mencionado anteriormente, essas aves que tém habito de alimentacdo de frugivoria
tém maior susceptibilidade a transmissdao de coccidios, o que deve estar associado a essas
densidades mais altas (DOLNIK et al., 2010).

Em comparacdo com aves silvestres em ambientes impactados, mantidas em cativeiro
ou recuperadas do trafico ilegal, onde a coccidiose tende a ser severa e as densidades bastante
altas, pode-se considerar que as densidades obtidas neste estudo sdao baixas ou moderadas
(BERTO & LOPES, 2020). Desta forma, pensa-se que apesar da pequena urbanizacdo e
antropizacao da Ilha da Marambaia pelo Corpo de Fuzileiros Navais da Marinha do Brasil,
além da populacdo nativa da ilha, a qual poderia predispor as aves a sinais clinicos e altas
densidades de coccidios, as aves parecem manter uma relacdo parasita-hospedeiro estavel que
ndo alteram suas condi¢Ges de sadde.

Além dessas observacdes sobre as maiores prevaléncias e densidades em certas aves,
observou-se que a maioria das amostras positivas e com densidades mais elevadas foram
coletadas no periodo da tarde (13h até 18h). Apoés a avaliagao estatistica, a maior prevaléncia
no periodo da tarde foi significativamente confirmada, com uma probabilidade de obter-se
amostras positivas para coccidios no periodo da tarde trés vezes maior do que no periodo da

manha (6h até 12h) (Tabela 9).

Tabela 9. Prevaléncia de coccidios dos géneros Eimeria ou Isospora de aves silvestres capturadas na
ITha da Marambaia, RJ, em relacdo ao periodo de coleta de amostras fecais.

Prevaléncia* de coccidios (Eimeria ou Isospora)

Periodo /N (%) OR 1C95% Db-valor
Manha (6h até 12h) 10/74 (13,5%) Ref.
Tarde (13h até 18h) 63/137 (46,0%) 2,9431 1,4180-6,1084 0,0046

Comparagdes estatisticas feitas pela Odds Ratio*. +: Numero de animais positivos; N: niimero de
amostras; OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca de 95%; Ref.: variavel usada como valor de
referéncia
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Em contraste, as maiores densidades observadas no periodo da tarde ndo foram
significativamente diferentes do periodo da manha. Essa ndo significdncia pode estar

relacionada ao baixo nimero de amostras positivas coletadas pela manha (Tabela 10).

Tabela 10. Densidade de coccidios dos géneros Eimeria ou Isospora de aves silvestres capturadas na
ITha da Marambaia, RJ, em relacdo ao periodo de coleta de amostras fecais.

Densidade* de coccidios (Eimeria ou Isospora)

Periodo Meédia DP p-valor
Manha (6h até 12h) 65 74 0.4953
Tarde (13h até 18h) 358 1491 ’

Comparacdes estatisticas feitas pelo teste de Mann-Whitney*. DP: desvio padrdo

Essas observacoes estdao de acordo com os estudos de Lopez et al.(2007), Martinaud et
al. (2009), Dolnik et al. (2010), Morin-Adeline et al.(2011) e Biard et al. (2022) que relatam
que os coccidios de passaros tém uma periodicidade de eliminacdo de oocistos, tendendo a
eliminar mais oocistos nas ultimas horas do dia. Até o presente momento, esta dinamica de
eliminacdo de oocistos tem sido associada as vantagens da transmissdao durante o pico da
atividade alimentar da tarde e a protecdo da radiacdo solar ultravioleta (LOPEZ et al., 2007;

MARTINAUD et al., 2009; BIARD et al. 2022).
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CONCLUSAO GERAL

Ap0s a obtencdo dos resultados dessa tese, pode-se concluir o seguinte:

1. O presente estudo identifica fortes evidéncias ecolégicas, morfolégicas e moleculares
que sugerem um cenario de pseudoparasismo desta Eimeria sp. de C. americana no
manguezal da Ilha da Marambaia, cujo verdadeiro hospedeiro é um peixe ou outra

presa ingerida pelo martim-pescador-pequeno e depois eliminada em suas fezes.

2. Com base nas caracteristicas morfolégicas e moleculares descritas, I. coerebae é
relatada no presente trabalho, documentando uma nova localidade na Mata Atlantica
brasileira, a RPPN de Porangaba, sudeste do Brasil. Fornecemos também a
caracterizacdo genotipica preliminar via sequenciamento de duas regides do gene

mitocondrial da subunidade 1 do citocromo c oxidase (COI).

3. Com base nos dados morfologicos e moleculares obtidos dos oocistos isosporanos
recuperados de V. chivi de trés diferentes biomas da Ilha da Marambaia, I. juruviarae é
considerado novo para a Ciéncia, sendo a segunda espécie registrado na familia

hospedeira Vireonidae e o primeiro a ter suplementacao por identificacdo molecular.

4. A prevaléncia geral de oocistos encontrados nas amostras coletadas em aves na Ilha da
Marambaia foi de 26,6% (73/274). Apesar da pequena urbanizacdo e antropizacao da
Ilha da Marambaia pelo Corpo de Fuzileiros Navais da Marinha do Brasil, além da
populacdo nativa da ilha, as aves parecem manter uma relacdo parasita-hospedeiro

estavel que ndo alteram suas condicoes de satide.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS DE AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO",
protocolada sob o CEUA n2 6606250616, sob a responsabilidade de Bruno Pereira Berto e equipe; Irlane Faria de Pinho; Lidiane
Maria da Silva; Mariana Borges Rodrigues, Hermes Ribeiro Luz - que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR)) na reunido de 17/10/2016.

We certify that the proposal "TAXONOMY AND ECOLOGY OF COCCIDIA FROM WILD BIRDS FROM SOUTHEASTERN BRAZIL", utilizing
500 Birds (males and females), protocol number CEUA 6606250616, under the responsibility of Bruno Pereira Berto and team;
Irlane Faria de Pinho; Lidiane Maria da Silva, Mariana Borges Rodrigues; Hermes Ribeiro Luz - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) in the meeting of
10/17/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 09/2016 a 08/2019 Area: Biologia Animal

Origem: N&o aplicavel biotério

Espécie: Aves sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 240 meses N: 500
Linhagem: nao se aplica Peso: 10 a10000g

Resumo: A Mata Atlantica é um dos biomas mais importantes para ser preservado na biodiversidade do planeta, sendo as regides
das baixadas do litoral do Sudeste brasileiro, onde estd inserido o Estado do Rio de Janeiro, as mais prioritarias para conservagdo. A
perda e fragmentacdo de habitats e a biopirataria sdo as principais ameacas, as quais, além dos impactos diretos a fauna, flora e
microbiota, indiretamente favorecem a transmissao de parasitas e a susceptibilidade das aves. Neste contexto, surge a
importancia do conhecimento dos parasitas de aves silvestres, principalmente de alguns grupos pouco estudados, como os
protozoarios coccidios (Apicomplexa: Eucoccidiorida), os quais sdao de extrema importancia, tanto em termos de biodiversidade,
guanto em sua dinamica e especificidade. Neste sentido, este projeto visa identificar e quantificar as espécies de coccidios de aves
silvestres em areas de Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro, os quais fomentardo estudos complementares sobre a dinamica
do parasitismo entre familias, habitos, condicdes ambientais, etc. As expectativas sdo que os estudos dos oocistos revelem
espécies novas, redescricdes e novos hospedeiros, verificando a transmissdo de coccidios entre aves de familias distintas e
possibilitando a elaboracao de chaves dicotdmicas de identificacdo. As distintas caracteristicas ambientais e diferentes nichos
ecolégicos poderdo influenciar na distribuicdo das espécies de coccidios, densidades e nas morfologia e morfometria dos oocistos.
Desta forma, espécies distintas, padrées morfométricos e/ou morfoldgicos dos oocistos, e densidades serdo associadas a cada
condicao ambiental, dado biométrico/bioldgico e nicho ecolégico da ave hospedeira. Finalmente, as identificacdes e/ou elevadas
densidades em determinada familia, espécie ameacada/endémica ou aves em determinado ambiente poderao orientar ou priorizar
a conservacao de determinada ave e/ou localidade.

Local do experimento: Ambiente Silvestre

Seropédica, 17 de outubro de 2016
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DECLARAGAO DE APROVAGAO

Declaramos para os devidos fins que foi APROVADO o protocolo de nimero 021/2019 intitulado
«“TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
ESPECIES EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO”, encaminhado pelo pesquisador Dr.
Bruno Pereira Berto do Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). Informamos que este parecer foi emitido em reunido ordinaria da CEUA | UNIGRANRIO realizada
no dia 28 de agosto de 2019, apés avaliagéo do plenario da referida Comisséo.

Vigéncia: Setembro/2019 a Agosto/2022
Atividade: Captura e coleta de amostras fecais
Namero SISBIO: 42798-2

Grupo animal: Aves silvestres (varias espécies)

DECLARATION OF APPROVAL

We hereby declare that protocol number 021/2019 entitted “TAXONOMY AND ECOLOGY OF COCCIDIANS:
MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF SPECIES IN WILD BIRDS IN SOUTHEASTERN
BRAZIL” has been APPROVED. This protocol was sent by Dr. Bruno Pereira Berto, Department of Animal Biology,
Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ). Please be informed that this opinion was delivered at the regular
meeting of CEUA | UNIGRANRIO held on August 28, 2019, after evaluation by the plenary of that Committee.
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3 | Estudo estatistico 09/2020 09/2022
4 | Identificagdo morfolégica e molecular 10/2019 09/2022
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Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto |CPF: 103.532.617-50
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AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

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

Observacdes e ressalvas

1 A autorizagdo n&o eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietério, arrendatério, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas

em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacéo federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso; Il) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa
forem executadas em area indispensavel a seguranca nacional; V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do
Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploracéo de depésitos fossiliferos ou a extragdo de espécimes fosseis; VI) do érgéo gestor da

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

2 Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugdo Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema Nacional de Anilhamento

de Aves Silvestres.

3 Deve-se observar as as recomendagdes de prevencédo contra a COVID-19 das autoridades sanitarias locais e das Unidades de Conservagédo a serem acessadas.

4 Esta autorizagdo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotéxico e/ou inseticida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
as exigéncias e obter as autorizagdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotéxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 de

janeiro de 2002, entre outros).

5 Esta autorizagdo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotéxico e/ou inseticida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
as exigéncias e obter as autorizagdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotdxicos (Lei n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 de

janeiro de 2002, entre outros)

6 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizacéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

7 O titular de licenga ou autorizagé@o e os membros da sua equipe deveréo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de populagdes do grupo

taxondmico de interesse em condig&o in situ.

8 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugédo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta
Autorizagéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado deveré ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambito do ensino superior.

9 Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagdo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo federal cujo processo de regularizagio

fundiaria encontra-se em curso.

10 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedicdes, as condicdes para realizagdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

11 | O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagao vigente, ou quando da inadequac&o, omissdo ou
falsa descri¢do de informagGes relevantes que subsidiaram a expedigdo do ato, poderd, mediante decisdo motivada, ter a autorizacédo ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
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Observacdes e ressalvas

12 | Este documento nédo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Outras ressalvas

1 1. Esta autorizag&o ndo exime seu titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugcdo Normativa Ibama n°® 27/2002, CEMAVE Cabedelo-PB
que regulamenta o Sistema Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres. E obrigatério ao pesquisador portar autorizagéo de
anilhamento durante as expedi¢cdes de campo que envolvam essa atividade.

2. O intervalo maximo de tempo para a vistoria de cada rede nao pode ultrapassar 20 minutos, se a area for ensolarada. Caso a
area seja bem sombreada, os intervalos devem ser de 45 minutos, no maximo, de modo a evitar maior estresse aos animais.

3. O nimero méximo de redes armadas n&o deve ultrapassar 10 unidades para cada vistoriador experiente presente.

2 - Comunicar ao PARNA S. Bocaina, com antecedéncia de 15 dias, quando serdo feitas coletas/registros/amostragens de dados e PARNA da Serra da Bocaina
informagdes no interior do Parque e em que localidade; e para solicitar apoio/alojamento, entrar em contato com o Parque com 03
semanas de antecedéncia.

- Encaminhar listagem com a localizagéo georreferenciada dos taxons ou dados coletados/registrados no PARNA S. Bocaina,
indicando data das coletas/registros.

- Encaminhar ao PARNA S. Bocaina cépia (fisica ou digital) das publicacdes decorrentes desta pesquisa, com enderego na

rede mundial de computadores de onde podem ser encontradas.

- Solicita-se a disponibilizacéo de imagens registradas a fim de serem utilizadas em atividades do PARNA S. Bocaina,
garantindo-se a indicagéo da autoria na veiculagao.

Todas as informagdes solicitadas e publicagdes resultantes da execugédo do projeto no interior do PARNA S. Bocaina

deverdo ser encaminhadas por meio eletronico para: pesquisa.pnbocaina@icmbio.gov.br

3 - Em qualquer trilha utilizada durante a realizagéo da pesquisa o pesquisador devera fixar uma fita em uma arvore contendo o REBIO Unigo
nimero da pesquisa no SISBIO;

- Ao final da pesquisa o pesquisador devera remover todas as fitas colocadas nas trilhas e outros objetos colocados em meio a
floresta;

- Todos os pontos, areas e/ou caminhos de pesquisas deveréo ser georreferenciados e os arquivos espaciais deverédo ser
fornecidos a equipe da REBIO Uni&o, por email (rebiouniao@gmail.com). Neste caso, o pesquisador devera fornecer o arquivo
georreferenciado do local onde as cameras serédo colocadas, bem como as trilhas de acesso a elas;

- Caso o pesquisador néo identifique as trilhas utilizadas e forneca os arquivos espaciais das areas de pesquisas, a pesquisa
podera ser suspensa no SISBIO e as marcagdes ou objetos das pesquisas serem retirados da mata;

- Em todas os trabalhos de campo na REBIO Uni&o a equipe de pesquisa devera comunicar previamente a gestdo da UC em

quais locais andara durante a permanéncia na UC.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ndmero: 70132-6 | Data da Emisséo: 08/11/2021 18:11:24 Data da Revalidag&o*: 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 deverd 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

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

Outras ressalvas

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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4 "Ressalvas do PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS:

COVID-19: O pesquisador somente podera realizar atividade de campo apdés o término do estado de emergéncia devido a
COVID-19, assim declarado por ato da autoridade competente. Recomendamos a leitura do Guia Elaborado pelo ICMBIO ,
Biodiversidade e COVID19 através do link:
https://www.icmbio.gov.br/portal/images/stories/comunicacao/publicacoes/publicacoes-diversas/recomenadacoes_biodiversidade_e_

covid19_ucs_e_outros_ambientes_naturais.pdf

CONTATO PREVIO: dado o grande nimero de pesquisas em curso no Parque, a grande sobreposicéo espacial das mesmas
e a potencial sobreposicéo nos focos de coleta da dados, sugerimos que a/o titular da autorizagéo faca contato prévio
<pesquisa.parnaso@icmbio.gov.br>, assim que recebé-la. Isso visa minimizar perda de tempo durante as expedi¢des de campo

e um melhor planejamento espacial da coleta de dados, evitando todas as possiveis interferéncias matuas.

AGENDAMENTO CAMPO / USO DE ESTRUTURAS: mensagem para < alojamento.icmbioteresopolis@icmbio.gov.br> com 15 dias
antecedéncia. Informar n° autorizagéo, total pessoas, datas (chegada e saida), necessidade ou ndo de alojamento,

laboratorio, salas etc.

ATIVIDADES DIDATICAS: os locais de coleta devem ser informados para a Coordenagéo de Pesquisa do PARNASO de forma
que néo se sobreponham com outras pesquisas em andamento no Parque. N&o esta autorizada a coleta de espécimes da

fauna e flora ameacadas de extingéo para atividades didaticas.

ALTERACOES EM CAMPO: devem ser discretas e no relatério final deve constar que "'todo o material da pesquisa foi

retirado?.

REGISTROS DE ESPECIES DE INTERESSE PARA A CONSERVAGAO (ex: ameagadas, novos taxons, interesse comercial,
cinegético etc.) localizados em areas de visitagéo devem ser informados a gestéo do Parque para privilegiar sua

protecgao.

PESSOAS E ATIVIDADES ESTRANHAS (ex: cacadores, visitantes fora da &rea adequada etc.): devem ser reportadas

imediatamente a gestéo do Parque (Chefia ou Coordenacéo de Pesquisa).

UTILIZAGAO DE MAQUINAS/MOTORES: devem ser feitos todos os esforgos para minimizar a poluig&o visual e sonora.

N&o é permitido o uso de motores que derramem, mesmo que em quantidades pequenas, combustivel ou 6leo.

PROCESSAMENTO/ARMAZENAMENTO DE MATERIAL: todo o material de coleta deve ser processado ou em campo ou no
laboratério, jamais no alojamento, auditério ou refeitério! Materiais que exalem odores ou que obstruam passagem ou locais de

assento devem ser retirados imediatamente e ndo podem ser armazenados também do lado de fora das estruturas por conta do

acesso de animais nativos que circulam (ex: quatis, primatas, serpentes, artropodes).
Esté documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenficagdo abaixo, qualquer cidaddo

podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.
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ANIMAIS CAPTURADOS/COLETADOS: O manejo de animais vivos ou mortos devem ser evitados em areas de

visitag&o/turismo. S6 deve ser feito em campo (area sem visitagdo) ou no laboratério de apoio do Parque.

PLANTAS COLETADAS: duplicatas devem ser depositadas no JBRJ e no Herbario do PARNASO (conforme Plano de Manejo, mas

recomenda-se antes consultar Coordenagéo de Pesquisa do Parque).

DEFESA PUBLICAS: solicitamos que todas as defesas publicas (graduag&o, especializagdo, mestrado e doutorado, além
de apresentacdes em eventos) relacionadas a esta autorizagdo sejam, quando possivel, comunicadas a gestéo do Parque
para que gestores possam conhecimento dos debates acerca dos dados que estdo sendo produzidos pelas pesquisas feitas no

PARNASO. Pedimos que as mensagens sejam enviadas para: pesquisa.parnaso@icmbio.gov.br, parnaso@icmbio.gov.br"

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Locais onde as atividades de campo serdo executadas

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

1 |llha da Marambaia Mangaratiba-RJ Mata Atlantica N&o Fora de UC Federal

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

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

4 | Area de Relevante Interesse Ecoldgico Volta Redonda-RJ Mata Atlantica Né&o Dentro de UC Estadual
Floresta da Cicuta

5 |[RPPN Reserva Porangaba Itaguai-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 N&o Fora de UC Federal

8 | Fragmentos de Mata Atlantica no distrito de Barra Mansa-RJ Mata Atlantica Néo Fora de UC Federal
Santa Rita de Céssia

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

10 [ Campus UFRRJ Seropédica Rio de Janeiro-RJ Mata Atlantica N&o Fora de UC Federal

11 | Parque Nacional da Serra dos Orgéos RJ Mata Atlantica Néo Dentro de UC Federal

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

Atividades

# |[Atividade Grupo de Atividade

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

2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas 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 [Marcacgao de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

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

Atividades X Taxons

# |[Atividade Téxon Qtde.

1 |Marcagédo de animais silvestres in situ Aves -

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

3 | Captura de animais silvestres in situ Aves -

A quantidade prevista s6 é obrigatéria para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ”". Essa quantidade abrange uma porgéo
territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservagéo Federal ou um Municipio.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxon6mico) Materiais

1 |Amostras biol6gicas (Aves) Ectoparasita, Fezes, Penas

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

3 [ Método de marcagéo (Aves) Anilha de Aluminio (padrdo CEMAVE), Anilha metalica (padrdo
CEMAVE)

Destino do material biol6gico 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 autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrugdo Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo 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 relatdrio de atividades. O transporte do material biol6gico ou
do substrato deverda ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material
biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em
colecéo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢des Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Cronograma de atividades

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

Observacfes e ressalvas

1 A autorizacdo néo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas

em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacéo federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso; Il) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o 6rgéo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa
forem executadas em area indispensavel a seguranca nacional; 1V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do
Departamento Nacional da Produg&o Mineral, quando a pesquisa visar a exploracéo de depoésitos fossiliferos ou a extragdo de espécimes fosseis; VI) do érgéo gestor da

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

2 O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagéo da legislagéo vigente, ou quando da inadequag&o, omisséo ou
falsa descricéo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislacao brasileira em vigor.

3 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizacéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

4 O titular de licenga ou autorizac@o e os membros da sua equipe dever&o optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de populagdes do grupo

taxondmico de interesse em condig&o in situ.

5 Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagdo
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo federal cujo processo de regularizagao

fundiaria encontra-se em curso.

6 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta
Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambito do ensino superior.

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizag&o devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedi¢des, as condicdes para realizacéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

8 Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# |Descricéo 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 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Aves -
Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxon6mico) Materiais

1 |Amostras biol6gicas (Aves) Fezes

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

Destino do material bioldgico coletado

Nome local destino
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Abstract

Parasitism in kingfishers is very little reported and predominantly related to hemoparasites, helminths, and ectoparasites. The
present study provided a morphological and genotypic study of an Eimeria sp. recovered from a green kingfisher Chlorocer-
yle americana (Gmelin, 1788) captured in the Marambaia Island, on the coast of the state of Rio de Janeiro, Southeastern
Brazil. The coccidial density, some morphological aspects of its oocysts, the molecular results, and, mainly, the ecological
niche of C. americana in the mangrove of the Marambaia Island suggest that this coccidian species is a pseudoparasite.

Keywords Pseudoparasitism - Fish coccidia - Oocysts - Morphology - Sequencing - Marambaia Island

Introduction

Kingfishers are coraciiform birds that belong to the Alcedini-
dae family, which comprises 120 species worldwide (IUCN
2021). They have a wide geographic distribution, with most
species occurring in tropical and subtropical zones, close to
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aquatic environments (Sick 1997). In Brazil, there are five
species, four of the genus Chloroceryle Kaup, 1848 plus
the ringed kingfisher Megaceryle torquata (Linnaeus, 1766)
(Pacheco et al. 2021).

The green kingfisher Chloroceryle americana (Gmelin,
1788) is the most common alcedinid bird in Brazil, where
it lives along rivers, lakes, coastlines, mangroves, and river
mouths. This species feeds mainly on fish from 3 to 5.5 cm;
however, it is a very generalist species and is also observed
feeding on small vertebrates and invertebrates (Sick 1997;
WikiAves 2021).

Parasitism in C. americana is very little reported and
restricted to hemoparasites, helminths, and ectoparasites
(Roda and Farias, 1999; Lopez-Jiménez et al. 2018; Car-
valho et al. 2021), although there is a report of an Eimeria
sp. from green kingfishers in the Municipality of Rio
Branco in the State of Acre in Northern Brazil (Almeida-
Brito et al., 2017). In this context, the present study aims
to report oocysts from an Eimeria sp. recovered from fecal
samples of a C. americana captured in the mangrove of
Marambaia Island, on the Brazilian coast, associating this
finding with a possible pseudoparasitism. Additionally, the
present study provided a genotypic identification, in addition
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to morphological study for this Eimeria sp., via sequencing
of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI)
gene.

Materials and methods
Sample collection

Two expeditions in June 2019 and November 2021 were con-
ducted in the mangrove of Marambaia Island (23°3'52.90"S,
43°5922.80"W), on the coast of the state of Rio de Janeiro,
Southeastern Brazil, where five C. americana were captured
with mist nets (two in 2019 and three in 2021). The king-
fishers were kept in individual boxes and fecal droplets col-
lected immediately after defecation. After identification of
the species, the birds were photographed and released and
fecal droplets were placed in centrifuge tubes containing a
potassium dichromate 2.5% (K,Cr,0,) solution at 1:6 (v/v).

Morphological analysis

Samples were transported to the Laboratério de Biologia de
Coccidios, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), incubated at 23-28 °C, and regularly oxygenated
by shaking of the centrifuge tubes for 7 days. Oocysts were
isolated by flotation in Sheather’s sugar solution (Specific
gravity: 1.20) and examined microscopically using the tech-
nique described by Duszynski and Wilber (1997) and Berto
et al. (2014). Morphological observations, line drawings,
photomicrographs, and measurements 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 two software applications from CoreDRAW® (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 analysis

Twelve oocysts of the same morphotype under light micros-
copy, which were recovered from a single fecal droplet, were
isolated, resuspended in PBS, and washed by centrifuging
until the supernatant became clear (Dolnik et al. 2009).
DNA was extracted from the oocysts using the Qiagen
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Sdo 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 as previously described by Genovez-
Oliveira et al. (2020). The primers: JAVF (5-CTGAATTTG
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GTTCAGGTGTTGGT-3") and JAVR (5'-TACACCAGT
AGTACCTCCAAGGG-3") produced a PCR product size
of ~651pb. For amplification, a 25-pl PCR reaction was
prepared using 3uL of genomic DNA (<1 pg), 12.5uL of
GoTag® G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega Labs)
(1X), 0.25 uL of each Primer (0.2 uM), and 9uL of Nuclease
Free Water. PCR was conducted using the following cycling
conditions: 1 cycle of 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles
of 94 °C for 30 s, 53 °C for 45 s, and 72 °C for 50 s and a
final extension of 72 °C for 5 min. The amplicons were puri-
fied using the Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen,
Séo Paulo, Brazil). The PCR product was sequenced using
the PCR forward and reverse primers by Ludwig Biotechnol-
ogy, where an ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) was used for Sanger sequenc-
ing. The results of the sequencing reactions were analyzed
and edited using the program Chromas 2.6. Sequences were
compared 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 aligned with addi-
tional isolates from GenBank. Toxoplasma gondii (Nicolle &
Manceaux, 1908) was used as the outgroup. Distance analy-
ses and phylogenies were conducted using MEGA X (Kumar
et al. 2018). Briefly, Sanger sequencing chromatogram files
were imported into MEGA X and the nucleotide sequences
of each genic region were curated, analyzed, and aligned
with reference sequences from GenBank using Clustal W
(http://www.clustalw.genome.jp). Maximum likelihood
(ML) and neighbor-joining (NJ) trees were constructed and
the distances were computed using the Tamura-Nei method
based on model selection using ModelTest in MEGA X.
Bootstrap analyses were conducted using 1000 replicates to
assess the reliability of inferred tree topologies.

Results and discussion

Of the five green kingfishers examined, only one of them
captured in June 2019 was passing coccidian oocysts in their
feces. More precisely, of the five fecal droplets collected
from this kingfisher, only two had 8 and 12 oocysts. These
oocysts (Fig. 1A—E) are subspherical, 14.7 (14—-15)x 13.8
(13-14), with length/width (L/W) ratio of 1.07 (1.0-1.1).
Oocyst wall bi-layered and smooth, about 1.0 thick. Micro-
pyle, oocyst residuum is absent, but 1-2 small polar granules
are present. Sporocysts irregularly ovoidal, 9.6 (9-10)x 5.6
(5-6) um, with L/W ratio of 1.72 (1.5-1.9). Stieda body thin
and flattened, 0.5 high X 1.0 wide. Substieda body rounded,
1.0 highx 1.5 wide. Parastieda body absent. Sporocyst resid-
uum present, consisting of numerous granules that appear
to be membrane-bounded. Sporozoites with anterior and
posterior refractile bodies.
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Fig.1 Composite line drawing (A) and photomicrographs (B-E) of
sporulated oocysts of an Eimeria sp. recovered from a green king-
fisher Chloroceryle americana. Note the polar granule (pg); Stieda

Photomicrographs, line drawing, and oocysts in 2.5%
K,Cr,0; solution (Williams et al. 2010) are deposited and
available (http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) in the
Parasitology Collection of the Laboratério de Biologia de
Coccidios, at UFRRIJ, under repository number 119/2021.
Photovouchers of the C. americana specimen are deposited
in the same collection.

The only descriptive reports of Eimeria spp. from alcedi-
nid birds were by Varghese (1977) who described Eimeria
galateai Varghese, 1977 from common paradise-kingfishers
Tanysiptera galatea Gray, 1859 and Eimeria duncani Var-
ghese, 1977 from sacred kingfishers Todiramphus sanctus
(Vigors & Horsfeld, 1827) in Papua New Guinea. Eimeria
galateai is similar in size to Eimeria sp. of this study; how-
ever, it is different for its elongate ovoidal oocysts with pro-
trusions on the ends. Eimeria duncani has ovoidal oocysts
truncated at the narrower end and is larger than the oocysts
of this study. In Varghese (1977), kingfishers were kept in
individual, coccidia-free cages, and fed on larval and adult
insects, reducing the risk of contamination and/or pseudo-
parasitism by predation on parasitized prey. Furthermore,
fresh fecal samples were obtained with hundreds of unspor-
ulated oocysts that ensured the host-parasite relationship
between kingfishers and Eimeria spp.

Alternately, some aspects of the finding of this Eimeria
sp. from C. americana on Marambaia Island raise doubts
whether this is a true parasitic relationship. First, the

and sub-Stieda bodies (sb/ssb); sporocyst residuum (sr); and refractile
body (prb). Scale bar: 10 um

research group of Prof. Bruno Pereira Berto has been
researching coccidia of birds on Marambaia Island since
2007 (Lopes et al. 2013), where more than a hundred green
kingfishers have been captured since then, all of which,
to date, were coccidia-negative. The island has three pre-
dominant biomes: Atlantic Forest, Restinga, and mangrove;
however, the vast majority of expeditions conducted by the
research group on the island were carried out in areas of
Atlantic Forest, with only the June 2019 and November 2021
expeditions being carried out in the mangrove, where the
abundance and diversity of prey for C. americana is quite
different (Sick 1997). In this context, from an ecological
point of view, it is very reasonable that these oocysts are, in
fact, parasites of some prey of C. americana in the mangrove
of Marambaia Island, mainly fish, but also other animals that
may be ingested, digested, and eliminated by green king-
fishers. Secondarily, the low number of oocysts observed
in less than half of the collected fecal droplets and oocysts
with shriveled walls (even in short time in saturated solu-
tion) suggests that these oocysts are possibly not parasites
of this green kingfisher captured in 2019. This hypothesis of
pseudoparasitism is similar to that addressed by Trefancova
et al. (2019) for isosporan coccidia recovered from rodents
that would be their pseudoparasites and true parasites of
passerines.

In order to confirm this hypothesis in the present study,
in the expedition in the mangrove of the Marambaia Island
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Fig.2 Maximum likelihood tree estimated from the COI sequences.
Numbers at nodes represent bootstrap support (1000 replicates; only
values >50% shown) for neighbor-joining and maximum likelihood,

in 2021, some poeciliid fish were caught in the mangrove
streams close to the localities where the green kingfishers
were captured with mist nets, but these fish were coccidia-
negative. It is noteworthy that, if this pseudoparasitism
hypothesis is correct, the identification of the true host of
this Eimeria sp. is quite difficult, as the feeding habits of
green kingfishers can be quite generalist, especially in the
mangrove of the Marambaia Island, which offers a great
diversity of fish, amphibians, reptiles, crustaceans, and other
animals that are potential prey (Sick 1997; Luz et al. 2008;
Santos 2009; WikiAves 2021). Another option to determine
if the kingfishers are the true hosts of this Eimeria sp. is to
euthanize the kingfishers and examine the intestinal tract his-
tologically for endogenous stages of the coccidian; however,
in Brazil, the native birds are protected by law and super-
vised by IBAMA (Brazilian Institute of the Environment and
Natural Renewable Resources). In any case, the morphology
of the oocysts observed from the green kingfisher in this
study is typical of Eimeria spp. of fish, both in relation to
size, since fish coccidia tend to have small oocysts, as well
as the morphology of the oocyst wall, which tends to be
more delicate and shrivel easily (Molnar and Fernando 1974;
Dykova and Lom 1981; Molnar 2000; Couso-Pérez et al.
2019). This delicate wall is also typical of Goussia spp.,
which are predominantly reported from fish (Molnar 2000);
however, the oocysts in the present study had constant four
sporocysts per oocyst, with Stieda and sub-Stieda bodies,
which are inherent characteristics of the Eimeria genus.
Molecular identification by the COI gene (GenBank
accession number: OL773690) reinforces the hypothesis
that this Eimeria sp. is distant from Eimeria spp. of birds,
since the highest genotypic similarities were only 93%
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100,99 f Eimeria sp. (KU255438) - Neomys fodiens (Mammalia: Eulipotyphla: Soricidae)
Eimeria sp. (MN184726) - Neomys fodiens (Mammalia: Eulipotyphla: Soricidae)
Eimeria sp. (JQ993710) - Sorex araneus (Mammalia: Eulipotyphla: Soricidae)
Eimeria irresidua (JQ993694) - Oryctolagus cuniculus (Mammalia: Lagomorpha: Leporidae)
Eimeria nkaka (JQ993697) - Phataginus tricuspis (Mammalia: Pholidota: Manidae)
Eimeria jerfinica (KU215480) - Apodemus agrarius (Mammalia: Rodentia: Muridae)
Eimeria macyi (MK284238) - Lasiurus borealis (Mammalia: Chiroptera: Vespertilionidae)
Eimeria syrichta (MH350859) - Carlito syrichta (Mammalia: Primates: Tarsiidae)
98981 Eimeria boholensis (MH350860) - Carlito syrichta (Mammalia: Primates: Tarsiidae)
ss92F Eimeria dispersa (HG793048) - Meleagris gallopavo (Aves: Galliformes: Phasianidae)
Eimeria purpureicephali (KU140598) - Purpureicephalus spurius (Aves: Psittaciformes: Psittacidae)
99,99 | = Eimeria innocua (HG793049) - Meleagris gallopavo (Aves: Galliformes: Phasianidae)
I'liEimeria sp. (MG595961) - Tetrao urogallus (Aves: Galliformes: Phasianidae)
Eimeria sp. (MK315212) - Vulpes lagopus (Mammalia: Carnivora: Canidae)
Eimeria sp. (OL773690) - Chloroceryle americana (Aves: Coraciiformes: Alcedinidae)
— Eimeria mitis (FR796699) - Gallus gallus (Aves: Galliformes: Phasianidae)
Toxoplasma gondii (KM657810)

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

with Eimeria spp. of rodents, primates, canids, bats, psit-
taciforms, and galliforms. Thus, the phylogenetic analysis
placed this Eimeria sp. of C. americana separated from a
clade with Eimeria spp. of mammals and birds (Fig. 2). It is
assumed that Eimeria sp. of this study was not molecularly
close to Eimeria spp. of fish due to not having deposits of
fish coccidia for COI gene in GenBank. In fact, Eimeria
spp. from fish deposited in GenBank were predominantly
sequenced for ribosomal genes (Molnar et al. 2012) and,
therefore, in the present study, sequencing for genic regions
of the 18S and 28S ribosomal genes was also intended,
but the amplifications for these genes were not success-
ful. Anyway, in the study with ribosomal genes by Molnar
et al. (2012), it was observed that Eimeria spp. of fish are
related to Eimeria spp. of mammals and birds, similarly to
what was observed in the phylogeny of the present study;
that is, the phylograms have similar topology in these studies
even using different genes, with the fish coccidia clustering
adjacent to the Eimeria spp. of mammals and birds (Fig. 2).

In conclusion, the present study identifies strong ecologi-
cal, morphological, and molecular evidence that suggest a
pseudoparasism scenario of this Eimeria sp. from C. ameri-
cana in the mangrove of Ilha da Marambaia, which true host
is a fish or other prey item ingested by the kingfisher and
then shed in its feces.
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Abstract

Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes, 2010 is a coccidian protozoan described from bananaquits
Coereba flaveola (Linnaeus, 1758), on Marambaia Island, which is located on the southeastern Brazilian coast. In this
current work, I. coerebae is identified from C. flaveola in a protected area close to Marambaia Island, but on the mainland,
establishing a new location of parasitism, in addition to providing a preliminary genotypic characterization via sequencing
of two regions of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) gene. Its oocysts are sub-spherical, 24.4 x 22.9
pum, with smooth, bilayered wall, ~1.7 um thick. Micropyle, polar granules and oocyst residuum are absent. Sporocysts
are elongate ovoidal, 17.6 x 10.5 pm. Stieda body prominent and rounded and sub-Stieda body short and wide. Sporocyst
residuum is composed of scattered granules of different sizes. Sporozoites are vermiform with a prominent posterior
refractile body. The oocysts of the current work are morphologically equivalent to the original description of I. coerebae,
which have a typical and easily identifiable morphology, mainly in the Stieda and Sub-Stieda bodies. The two sequenced
gene regions of the COI gene approximated /. coerebae to Isospora spp. from Southeastern Brazil, but also from Isospora
spp. from passerines of North America, Europe and Asia. Although there is a small overlap between the two genic regions
sequenced in the current work, it is estimated that the longer COI sequence, which was recently designed and still not
widespread, should show better phylogenetic results in the future.

Key words: taxonomy, genotypic characterization, sequencing, coccidia, Isospora, oocysts, Passeriformes, COI

Introduction

Coccidia are obligate intracellular protozoa, parasites of the intestinal tract of its hosts, with a cosmopolitan distribu-
tion and a biological cycle consisting of merogony, gametogony and sporogony (Levine 1985). These protozoans
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infect a wide range of hosts, from arthropods to mammals (Tenter et al. 2002; Ghemiri 2010). Coccidians of Ei-
meriidae are monoxenes, with Eimeria Schneider, 1875 and Isospora Schneider, 1881 (Berto et al. 2011; Berto &
Lopes 2013) being the most representative genera in birds (Berto et al. 2011; Berto & Lopes 2013). In general, these
microorganisms have an enzootic parasitic relationship, without major harm to its host or none at all. However, it
is also known as the causative agents of coccidiosis, a parasitic disease that widely affects farm animals, causing
economic losses and being strongly associated with environmental stress and poor management conditions (Fayer
1980; Jinior et al. 2009; Chapman et al. 2013).

The identification of coccidians is primarily conducted through the morphological identification of the oocysts,
which are the exogenous structure of environmental resistance of the coccidians, shed in the feces of the host and
infective when sporulated. However, currently the molecular studies have been increasingly required to provide mo-
lecular phylogenetic analysis and confirm and/or complement species identification (Tenter ef al. 2002; Ogedengbe
et al. 2011; Oliveira et al. 2021).

In this context, Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes, 2010 is a coccidian described by
morphological and morphometric studies of their oocysts recovered from fecal samples of bananaquits Coereba
flaveola (Linnaeus, 1758) in the Marambaia Island, on the Brazilian coast (Berto et al. 2010). Consequently, in this
current work 1. coerebae is identified from C. flaveola in a protected area close to Marambaia Island, but on the
mainland, establishing a new parasitism locality, as well as providing a preliminary genotypic characterization via
sequencing of two regions of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) gene.

Material and methods

Sample collection. A total of four expeditions were conducted in an environmental protection area, established
in Brazil as a Private Natural Heritage Reserve (Reserva Particular do Patrimonio Natural - RPPN), named as
Porangaba, in the Municipality of Itaguai, in the State of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil (22°48°29.83”’S;
43°49°38.77”W). These were carried out in the months of July, August, September and October 2018. Only one
bananaquit C. flaveola was captured with mist nets. The bananaquit was kept in individual boxes and feces col-
lected immediately after defecation. After identification of the species (Sigrist 2014), the bird was photographed
and released and fecal samples were placed in centrifuge tubes containing a potassium dichromate 2.5% (K,Cr,0.)
solution at 1:6 (v/v). Field-collecting permits were issued to B. P. Berto by SISBIO/ICMBio (license 42798) and
CEUA/UFRRI (protocol IV-6606250616).

Morphological analyses. Fecal samples were taken to the Laboratorio de Biologia de Coccidios, Departamento
de Biologia Animal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), where they were incubated at room temperature (20-25°C) for one week. Oocysts were recovered by
flotation in Sheather’s sugar solution (Specific gravity: 1.20) and examined microscopically using the technique
described by Duszynski & Wilber (1997) and Berto et al. (2014). Morphological observations, photomicrographs,
and measurements were made with the use of an Olympus BX41 binocular microscope (Olympus Optical, Tokyo,
Japan) coupled to a digital camera Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italy) connected to a computer running the
software BELView (Version 6.2.3.0, BEL Engineering, Monza, Italy). All measurements are in micrometers and are
given as the range followed by the mean in parentheses.

Isolation of an individual oocyst and DNA extraction. An individual oocyst was isolated from serial dilutions of
the oocysts in drops on a microscope slide using a sterile micropipette. This isolated oocyst was resuspended in PBS
and washed by centrifuging until the supernatant became clear (Dolnik et al. 2009). DNA was extracted from the
oocyst using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Sdo 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
(Yang et al. 2014).

Amplification of ~250 bp of the COI gene (COIl). The PCR amplification of approximately 250 bp of the COI
gene (COI1) 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’-GWTCATTAGTATGGGCACATCA-3’) and COIbR1 (5’-CCAAGAGA-
TAATACRAARTGGAA-3’), produced a PCR product size of ~302pb. The internal primes: COIbF2 (5’-GGGCA-
CATCATATGATGAC-3’) and COIbR2 (5’-ATAGTATGTATCATGTARWGCAA-3’) produced an amplicon of 257
bp in size. The PCR reaction contained 10uL of 5x Green GoTaq® Flexi Buffer, 3 uL of 25mM MgCl, 1 pL of
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10mM dNTP’s, 0,4uM of each primer, 1.25 units of GoTaq® DNA polymerase, 3 uL of DNA (for primary reaction)
or 3uL primary PCR product (for secondary reaction). Both primary and secondary PCR’s were conducted using the
same cycling conditions: 1 cycle of 94°C for 5 min, followed by 35 cycles of 94°C for 30 sec, 47°C for 45 sec, and
72°C for 1min and a final extension of 72°C for Smin. The amplicons from the second round PCRs were purified
using the Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil).

Amplification of ~650 bp of the COI gene (COI12). The PCR amplification of approximately 650 bp of the COI
gene (COI2) was carried out as previously described by Genovez-Oliveira ef al. (2020). The primers: JAVF (5°-CT-
GAATTTGGTTCAGGTGTTGGT-3") and JAVR (5’-TACACCAGTAGTACCTCCAAGGG-3’) produced a PCR
product size of ~651pb. For amplification, a 25 pl PCR reaction was prepared using 3uL of genomic DNA (<1 pug),
12.5uL of GoTaq® G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega Labs) (1X), 0,25 uL of each Primer (0.2uM) and
9uL of Nuclease Free Water. PCR was conducted using the following cycling conditions: 1 cycle of 94°C for 5 min,
followed by 35 cycles of 94°C for 30 sec, 53°C for 45 sec, and 72°C for 50 sec and a final extension of 72°C for 5
min. The amplicons were purified using the Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil).

DNA sequence analyses. All PCR products were sequenced using the PCR forward and reverse primers by
Ludwig Biotechnology, where an ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California)
was used for Sanger sequencing. The results of the sequencing reactions were analyzed and edited using the pro-
gram Chromas 2.6. Sequences were compared with other coccidian parasites available on the GenBank database
using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Alignments were created in MEGA v10.2.6 using Clustal
W (http://www.clustalw.genome.jp). Phylogenetic relationships were reconstructed using Bayesian Inference in the
MrBayes v3.2.7 (Ronquist ef al. 2012) and using Maximum likelihood method in the MEGA (Kumar et al. 2018).
The best fitting evolutionary models for all phylogenetic analyses was selected by the Model Selection in MEGA.
Bayesian Inference analysis was conducted under the GTR+G evolutionary model for 1,000,000 generations, and
the trees were summarized after removing 25% of burn-in. Maximum likelihood analysis was conducted under the
TN93+G evolutionary model, and the bootstrap values were calculated by 1,000 replicates. The resultant phyloge-
netic trees were visualized in the MrBayes and MEGA, exported in FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/), and
edited in Corel PHOTO-PAINT (Corel Draw Graphics Suite, Version 2020, Corel Corporation, Canada).

Results

The captured bananaquit C. flaveola was apparently healthy and eliminated oocysts of a single morphotype, which
was morphologically identified as follows:

Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira and Lopes, 2010

Host: Bananaquit Coereba flaveola (Linnaeus, 1758) (Passeriformes: Thraupidae: Coerebinae)

Locality: Private Natural Heritage Reserve of Porangaba (22°48°29.83”’S; 43°49°38.77°W), Municipality of
Itaguai, State of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil.

Specimens: Photomicrographs are deposited and available (http://r1.ufirj.br/labicoc/colecao.html) in the Para-
sitology Collection of the Laboratorio de Biologia de Coccidios, at UFRRJ, under repository number 115/2021.
Photovouchers of the host specimens are deposited in the same collection.

Representative DNA sequence: DNA amplification of the COI1 and COI2 genic regions showed clear bands
around ~250 bp and ~650 bp, respectively. Representative sequences were deposited in the GenBank database under
the accession numbers: OK194671 (COI1); and OK194672 (COI2).

Site of infection: Unknown.

Prevalence: 100% (1/1).

Sporulation: Exogenous. All oocysts were passed in the feces unsporulated and were fully sporulated by day 7
in K Cr,O, solution at room temperature (20-25°C).

Morphology (Fig 1A-F): Oocyst (n = 15) sub-spherical, 22—27 x 22-25 (24.4 x 22.9); length/width (L/W)
ratio 1.0—1.1 (1.07). Wall bi-layered, smooth outer wall about 2/3 total thickness, 1.5—1.8 (1.7). Micropyle, polar
granules and oocyst residuum absent. Sporocyst elongate ovoidal, 16—19 x 10—11 (17.6 x 10.5); L/W ratio 1.6—1.8
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(1.67). Stieda body present, prominent and rounded, 1.3—1.5 x 1.9-2.3 (1.4 x 2.1). Sub-Stieda body present, short
and wide, 1.0-1.6 x 3.1-3.7 (1.3 x 3.5). Para-Stieda body absent. Crystalloid body sometimes present in the center
of the sporocyst. Sporocyst residuum present, composed of many scattered granules of different sizes. Sporozoites
vermiform, with a prominent posterior refractile body.

EU: F

FIGURE 1. Photomicrographs of sporulated oocysts of Isospora coerebae, a coccidium species recovered from the bananaquit
Coereba flaveola from Southeastern Brazil. Note the posterior refractile body (prb), crystalloid body (cb), inner (il) and outer
(ol) layer of the oocyst wall, sporocyst residuum (sr) and the Stieda (sb) and sub-Stieda (ssb) bodies. Scale-bar = 10 um.

Remarks: The oocysts recovered from the bananaquit in the current work are morphologically equivalent to
the original description of 1. coerebae, which have a typical and easily identifiable morphology, mainly in the Stieda
and Sub-Stieda bodies (Berto et al. 2010). Table 1 compares the morphology and morphometry of the oocysts from
the current work with those from the original description of 1. coerebae. The typical morphology of the Stieda and
Sub-Stieda bodies of . coerebae are the basis of differentiation from another congeneric species, Isospora cagas-
ebi Berto, Flausino, Luz, Ferreira and Lopes, 2008, which has the same host- and locality-types: C. flaveola in the
Marambaia Island (Berto et al. 2008) (Table 1). However, in the current work no oocyst of /. cagasebi was observed,
which, despite being similar in some characteristic features to . coerebae, their sporocysts have knob-like Stieda
body and prominent Sub-Stieda body, while I. coerebae has rounded Stieda body and short and wide Sub-Stieda
body (Berto et al. 2010).

Phylogenetic analysis: Phylogenetic analysis included sequences from coccidians available in GenBank (Figs.
2; 3). Toxoplasma gondii (Nicolle and Manceaux, 1908) was used as the outgroup. In the phylogenetic analysis
based on the COIl gene (Fig. 2), I. coerebae was recovered in a clade with the highest similarity of 99% with
Isospora sepetibensis Berto, Flausino, Luz, Ferreira and Lopes, 2008 from black-goggled tanagers Trichothraupis
melanops (Vieillot, 1818) of the Itatiaia National Park, which is located in the mountainous region in the interior of
Southeastern Brazil. In the COI2 based phylogenetic analysis (Fig. 3), I. coerebae sat in a large clade with Isospora
spp. from passerines of North America, Europe and Asia, with the highest similarity of 98% with Isospora greineri
Hafeez, Stasiak, Delnatte, El-Sherry, Smith and Barta, 2014 from superb starlings Lamprotornis superbus Riippell,
1845 at the Toronto Zoo, Toronto, Canada.
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Isospora lopesi (MF438267) - Platyninchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga spp. (Tyranni. Conopophagidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospara sporophilae (WVH464545) - Sporophila frontalis (Passeri- Thraupidae)
Isospara massardi (MNB02625) - Turdus albicollis (Passeri- Turdidae)
Isospora sepelibensis (MK682606) - Trichothraupis melanops (Passeri: Thraupidae)
Isospora coerebae (OK194671) - Coereba flaveola (Passeri: Thraupidae)
Isospora sp. isolate EmbCi1 JT (MK573829) - Emberiza citrinella (Passen: Emberizidae)
Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis stiperbus (Passeri: Sturnidae)
Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprafornis superbus (Passeri: Sturnidae)
Isospora Iristis (KY344443) - Acridotheres Iristis (Passeri: Sturnidae)
Isospora butcherae (KY801687) - Zosterops lateralis (Passeri: Zosteropidae)
Isospora sp. RY-2015c isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passeri: Meliphagidae)
Isaspora coronoideae (MKBET778) - Corvus coronoides (Passeri: Corvidae)
r Isospora feroxis (MT563402) - Tolmomyias sulphurescens (Tyranni: Rhynchocyclidae)
0.49/691 jsospora striata (MW582619) - Dendrocincla turdina (Tyranni: Dendrocolaptidae)
Isospora parnaitatiaiensis - Pyriglena leucopfera (Tyranni: Thamnophilidae)

Isospora sp. isolate EmbCi1 PT (MK573834) - Emberiza citrinella (Passeri: Emberizidae)
— [sospora sp. iISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeri: Sylviidae)
— |sospora oliveirai (MT276845) - Schiffornis virescens (Tyranni: Tityridae)
Toxoplasma gondii (KM657810)

]
0.050

FIGURE 2. Maximum likelihood tree estimated from the COI1 gene sequences of coccidian species. Numbers at the nodes
show posterior probabilities under the Bayesian Inference analysis/bootstrap values derived from Maximum Likelihood analy-
sis. Scale bar represents the number of nucleotide substitutions per site.

- Isospora sp. RY-2015c¢ isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passeri: Meliphagidae)
Isospora phylidonyrisae (MW423631) - Phylidonyris novaehollandiae (Passeri: Meliphagidae)
Isospora coronoideae (MK867778) - Corvus coronoides (Passeri: Corvidae)
Isospora butcherae (KY801687) - Zosterops lateralis (Passeri: Zosteropidae)
nml’]_;'.'ismlgl Isospora sp. MAH-2013b strain MTZ2 (KF648869) - Lamprotornis superbus (Passeri: Stumidae)
Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeri: Sturnidae)
I_ll Isospora sp. MAH-2013a strain MTZ1 (KF648868) - Lamprotornis superbus (Passeri: Sturnidae)
0.60971 jsaspora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeri: Sturnidae)
Isospora sp. isolate IPlen2AM (MHB98551) - Plectrophenax nivalis (Passeri: Calcariidae)
Isospora sp. isolate EmbCi1 JT (MK573829) - Emberiza cilrinella (Passeri: Emberizidae)
Isospora sp. isolate IPlen2AM (MHB98551) - Plectrophenax nivalis (Passeri: Calcariidae)
Isospora coerebae (OK194672) - Coereba flaveola (Passeri: Thraupidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC9 (KP688311) - Sylvia conspicillata (Passeri: Sylviidae)
.62/55 Isospora manorinae (KT224377) - Manorina favigula (Passeri: Meliphagidae)
_i [Lfsospora sp. JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passeri: Timaliidae)
.63/91 Isospora lugensae (MW303519) - Lugensa brevirostris (Procellariiformes: Procellariidae)
Isospora sp. isolate TroTr1 PT (MK573836) - Troglodytes troglodytes (Passeri: Troglodytidae)
Isospora sp. EriRu1 PT (MK573838) - Erithacus rubecula (Passeri: Muscicapidae)
0.63/72 Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)
Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeri: Turdidae)
Isospora massardi (MNG02627) - Turdus flavipes (Passeri: Turdidae)
Isospora sp. isolate PhoOc1 L (MK573842) - Phoenicurus ochruros (Passeri: Muscicapidae)
Toxoplasma gondii (KM657810)

0.59/55,

—_—
0.050

FIGURE 3. Maximum likelihood tree estimated from the COI2 gene sequences of coccidian species. Numbers at the nodes

show posterior probabilities under the Bayesian Inference analysis/bootstrap values derived from Maximum Likelihood analy-

sis. Scale bar represents the number of nucleotide substitutions per site.

Discussion

The molecular approach to the study of coccidia still has many inconsistencies, requiring more sequencing of dif-
ferent genes e genic regions, and in a larger number of species. The overwhelming majority of coccidian species
described in the scientific literature were based on the morphological and morphometric study of oocysts. This is
justified by the fact that molecular techniques are a relatively recent advent, whereas eimerid coccidians have been
described since the 19th century (Duszynski & Wilber 1997; Tenter et al. 2002; Berto et al. 2014). Thus, many re-
cent works show a molecular complementation, and consequently a phylogenetic analysis, of species already known
to science, such as the contributions of Genovez-Oliveira et al. (2019); Genovez-Oliveira et al. (2020); Ortizar-Fer-
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reira et al. (2021) and Oliveira et al. (2021). Other works have even promoted taxonomic changes based on genetic
information, such as the taxonomic rearrangement of Cryptosporidium (Barta & Thompson 2006).

According to Barta (2001) molecular tools should be useful, mainly to infer evolutionary relationships in
protist parasites, considering that the morphological characteristics become limited in certain groups to distinguish
species, even more for the understanding of evolutionary history. Adaptive irradiations and evolutionary conver-
gences are phenomena that explain the diversity of living beings, but that can also become confusing or conflicting
without a genetic approach (Wilson 1995). For this reason, molecular studies have been widely applied in recent
decades, not as a substitute technique, but to complement the taxonomic and phylogenetic data of the species. In this
sense, it is noteworthy that the morphology associated with the biological and ecological aspects of parasites and
hosts continue to be elementary for any taxonomic and/or phylogenetic study. Molecular studies are, therefore, an
exceptional complement to confirm or reject hypotheses, delineate more precisely the phylogeny of groups (mono-
phylies, paraphylies, etc.), understand inherent evolutionary aspects (polymorphism and genetic variation within the
same species) and support the description of new species (Hewitt ez al. 1991, Godfray & Knapp 2004, Dolnik et al.
2009).

The genes commonly used in the sequencing of Isospora spp. are the ribosomal and mitochondrial genes, with
18s being one of the most widely used. While ribosomal genes are more conserved, mitochondrial genes accumu-
late more changes over time and are therefore less conserved. In this sense, mitochondrial genes allow for a better
approach to species separation/identification and to delimit recent speciation events (Schrenzel et al. 2005; Dolnik
et al. 2009; Ogedengbe et al. 2018). Among the mitochondrial genes sequenced for the study of Isospora spp., COI
has been widely used, although recent work has sequenced other mitochondrial genes aiming at the complete mito-
chondrial genome (Ogedengbe et al. 2016; Hafeez et al. 2017; Yang et al. 2017).

In the current work, amplification/sequencing of a genic region of the 18S has been attempted, but has not
been successful; in contrast, two genic regions of the COI were amplified/sequenced. The genic region named here
as COI1 is pioneer for Isospora spp. from passerines (Dolnik et al. 2019) and has been widely used in the studies
with molecular identification of coccidia of passerine birds. However, this small region of ~250 bp (COI1) has been
shown to be unsuitable for phylogenetic studies, as it has not generated clades associated with the morphology,
biology and/or ecology of the species (Oliveira ef al. 2021). In this sense, the current work also used primers that
amplify a larger genic region of COI, with ~650 bp (COI2), which was designed by Genovez-Oliveira et al. (2020).
Although there is a small overlap between the COI1 and COI2 genic regions, the longer COI2 sequence should
generate better phylogenetic results, although the very small number of species sequenced for this genic region
does not allow for further conclusions. Therefore, observing the phylogenetic tree for the COI2 genic region (Figure
3), it is observed that /. coerebae was close to Isospora spp. from passerines from outside the Neotropical region,
which were extensively sequenced for mitochondrial genes or had the mitochondrial genome completed, with only
1. massardi Lopes, Berto, Luz, Galvao, Ferreira and Lopes, 2014 sequenced from thrushes Turdus spp. in Brazil for
this same genic region. On the other hand, in the phylogenetic tree for COI1 (Figure 2), there is a greater amount of
sequences of Isospora spp. from neotropical birds, including from the same Thraupidae family, such as the black-
goggled tanager, which its parasite /. sepetibensis was the closest to . coerebae for the COI1 genic region. However,
the phylogenetic tree for COI1 (Figure 2) is still inconclusive, since coccidian species with close ecological, biologi-
cal and morphological characteristics were distant and/or sat in distinct clades.

The identification of /. coerebae in the RPPN of Porangaba reinforces the possibility of the dispersion of coccid-
ians from Marambaia Island to the mainland. In the work of Rodrigues et al. (2017), a coccidian originally described
from passerines of the Marambaia Island was also identified in passerines in the mainland. In fact, the island has a
sand zone of around 40 km in extension (Marambaia Coastal Restinga) connected to the mainland, which probably
allows the migration of birds from the mainland to the island, favoring the dispersal of their coccidia.

Finally, based on the morphological and molecular features described above, 1. coerebae is reported in the
current work, documenting a new locality in the Brazilian Atlantic forest, the RPPN of Porangaba, Southeastern
Brazil.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Chivi vireos Vireo chivi (Vieillot, 1817) are passerine birds widely distributed throughout Brazil, but mainly
Coccidia observed in the Atlantic Forest of the South and Southeast regions of the country. In this context, the current
Oocysts

study identifies a new species of Isospora Schneider, 1881 from V. chivi captured in the Marambaia Island, on the

I;A;?:;:;’gy coast of the State of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil. The oocysts of Isospora juruviarae Andrade & Berto n. sp.
SequenciZg are subspheroidal to ovoidal, measuring on average 26 by 24 pm. Micropyle is absent or inconspicuous. Oocyst

Phylogeny residuum absent, but polar granules are present. Sporocysts are ellipsoidal with pointed posterior end, measuring

Neotropical birds
Marambaia Island
Brazil

on average 17 by x 11 pm. Stieda and Sub-Stieda bodies are present. Sporocyst residuum is present among the
vermiform sporozoites, which have refractile bodies and nucleus. This morphology was different from the other
Isospora spp. recorded in the same family, superfamily and parvorder as the host. Molecular identification was
targeted by the amplification and sequencing of two different loci of the mitochondrial cytochrome c oxidase
subunit 1 (cox1) gene and one locus of the 18S small subunit ribosomal RNA (18S) gene. Phylogenetic analyses
were not very efficient in forming monophyletic groups associated with host taxon, zoogeographical region or
taxonomic character; however, they confirmed the identification as a new species through comparison with
sequences from Isospora spp. of wild passerines. Finally, based on the morphological and molecular analyses of
the oocysts recovered from the chivi vireo V. chivi in the current work, I juruviarae is considered new to science,
being the second species recorded in the host family Vireonidae and the first to have a supplementation by

molecular identification.

1. Introduction

Tropical environments have a great diversity of life, observed in its
most varied forms, from animals and plants to microorganisms. Despite
this known biodiversity, parasitic species such as coccidian Protozoa are
underestimated, mainly from wild animals [1]. Berto et al. [2] indicate
this scenario by reporting that only 2% of New World passerine birds
diversity has been examined for coccidian parasites.

Marambaia Island, located in Sepetiba Bay, on the coast of Rio de
Janeiro, is an environment where several types of biomes converge, such
as Mangroves, Restinga and Atlantic Rainforest [3]. This is also the type
locality of more than a dozen coccidian species, described from birds of

* Corresponding author.
E-mail address: bertobp@ufrrj.br (B.P. Berto).

https://doi.org/10.1016/j.parint.2023.102806

different species and families [2].

The chivi vireo Vireo chivi (Vieillot, 1817) is a passerine bird
distributed throughout Brazil that inhabits the intermediate layer of
forests, cyclamen forests, coastal sandbanks and urban forests, known
for its incessant song, mainly in spring and summer [4,5]. Vireo chivi is
derived from the former subspecies Vireo olivaceus chivi (Vieillot, 1817),
which was recently elevated to the taxonomic category of species [6].

In this context, the present study provides a description and molec-
ular identification of a new species of Isospora Schneider, 1881 from
chivi vireos V. chivi captured in the Marambaia Island, on the coast of the
State of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil.
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2. Materials and methods
2.1. Sample collection Tj Tg
) L
- © ©
Six expeditions, between 2019 and 2022, were conducted in three E :‘;’ §
areas with different biomes on the Marambaia Island, on the coast of g :‘ij ? ?
the state of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil. Two of these expe- g = -
ditions were in a Mangrove area (23°03'54”S, 43°59'21”W), two in an ﬁ T:: § g g g
Atlantic Rainforest area (23°03'39”S, 43°58'47”W) and two in a
Restinga area (23°03'47”S, 43°59'18”W). Mist nets were used for the £ s £
capture of the birds. Sixteen specimens of V. chivi were captured in all uE> uE> uE)
three biomes of the Marambaia Island. The captured birds were spe- & & &
cifically identified [5,7], photographed and banded with numbered : : :
metal rings provided by the Brazilian bird-ringing agency (Centro “ % % %
Nacional de Pesquisa e Conservacao de Aves Silvestres - CEMAVE) % 8 § §
[8]. Subsequently, the birds were kept in individual boxes lined with Py g g g
clean paper until defecation, when they were released at the same § E E §
place of capture. Each fresh droplet of feces from each individual bird = g & £
was placed individually in a centrifuge tube with a potassium di- z £ s =
chromate 2.5% (K2Cr>0) solution [9]. TE“ § § §
3 8 8 R
2.2. Morphological analyses 3 “E “E i}
E ~ NN
Samples were examined at the Laboratério de Biologia de Cocci- 2 S 5 08
dios, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). All E § § §
samples were incubated at room temperature (25 °C) for 7 days. Oo- TE" Q e 8
cysts were isolated by flotation in Sheather’s sugar saturated solution o 8 g &
(specific gravity: 1.20) and examined microscopically using the E z : i
technique described by Duszynski and Wilber [10] and Berto et al. = b cos
[11]. Morphological observations, line drawings, photomicrographs o) % % %
and measurements were made using an Olympus BX binocular mi- S 2 8 8 “3
croscope (Olympus Optical, Tokyo, Japan) equipped with a digital = |8 < S %
camera Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italy). Line drawings, ;é; ;g % % %
photomicrographs and other figures were edited using two software 2| w0 8 8 3
applications (Corel DRAW and Corel PHOTO-PAINT) from Corel- § —5 % % %
DRAW® (Corel Draw Graphics Suite, Version 2020, Corel Corpora- S c 8 LS
tion, Canada). All measurements are in micrometres and are given as § Cm ma
the range followed by the mean in parentheses. g o S = g g
2| | E8n8g%:]
2.3. Molecular analyses § é %ﬂ g ; n:a § 5 é
| § E55852E
One hundred oocysts of the same morphotype under light micro- ,T:v § [55) ; % t:z E’ g %
scopy, which were recovered from a single fecal droplet, were iso- 2. g sg 25985
lated, resuspended in 0.9% phosphate buffered saline (PBS) and % g 2 5 E cE E 5 cE g
washed by centrifuging until the supernatant became clear [12]. DNA £ ng % S2E < § g2
was extracted from oocysts using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue ﬁ é E g é g o :: § §
Kit (Qiagen, Sao Paulo, Brazil) according to the manufacturer’s in- g £ Sj x 1?: ; ‘L; : 5.:; ‘L;
structions. Four freeze-thaw cycles were applied prior to DNA =
extraction in order to achieve complete lysis of the oocysts. PCR = 953
amplification of two different (partially overlapped) loci of the mito- 2 Z;‘j g g
chondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) gene and one locus of '% PO f E
the 18S small subunit ribosomal RNA (18S) gene were targeted = E § § %e D~
o . . . = 8 L3I EELTETY
(Table 1). For amplification, a 25 pl PCR reaction was prepared using g 5 _BE g ) % 4
3 pl of genomic DNA (<1 pg), 12.5 pl of GoTaq® G2 Hot Start SlslzEz aq :3%@ g
Colorless Master Mix (Promega Labs) (1x), 0.25 pl of each Primer 9 E % g % % % Z2E 5
(0.2 pM) and 9 pl of Nuclease Free Water. PCR amplifications were Pl CELCLLOn s m-
conducted using the cycling conditions shown in Table 1. Amplicons Z’ =
were purified using the Qiagen MinElute PCR Purfication (Qiagen, Sao :g § % R
Paulo, Brazil). g = © ~
o 3
2.4. DNA sequence analyses TE) ;g
z ] =
All PCR products were sequenced using the PCR forward and E g %
reverse primers by Ludwig Biotechnology, where an ABI-Prism 3500 -l E g
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California) was % qg) g P 4
used for Sanger sequencing. The results of the sequencing reactions g & ° -



Table 2
Comparative morphology of Isospora spp. recorded from Parvorder Corvida in New World.
Coccidian species Host species Reference Oocysts Sporocysts
(Superfamily: - K . K K K
Family) Shape Length Width L/YV Wall Micropyle Polar Shape Length  Width L/W Stieda body Substieda body Residuum
(pm) (pm) ratio (pm) granule (pm) (pm) ratio
Isospora Corvus Wobester & subspheroidal 15-25 14-23 1.0-1.3 smooth, absent present  elongate 14-20 8-13 1.4-2.0 present - scattered
brachyrhynchi brachyrhynchos Cawthorn (20.4) (189 (1.1) ~1.0 (16.2) (10.6) (1.6)
Wobester & Brehm, 1822 [26]
Cawthorn, (Corvoidea:
1985 Corvidae)
Isospora Cyanocorax chrysops Upton et al. subspheroidal 25-30 24-29 1.0-1.1 smooth, absent present, ovoidal 17-21 10-12 1.6-1.8 prominent homogeneous clustered
cyanocoracis Vieillot, 1818 [27]1 (28.7) (26.8) (1.1) ~2.0 lor2 (19.3) (@114 @@.7)
Upton, Current (Corvoidea:
& Clubb, 1985 Corvidae)
Isospora calocitta Cyanocorax formosus Upton et al. subspheroidal 26-31 25-29 1.0-1.1 lightly absent present, ovoidal 19-22  11-14 1.5-1.7 present present scattered
Upton, Langen (Swainson, 1827) [28] (28.8) (27.7) (1.0) pitted, 1to3 (20.1) (12.6) (1.60)
& Wright, 1995 (Corvoidea: 1.5-2.0
Corvidae)
Isospora Foulehaio Adamczyk  ovoidal 25-32  23-30 1.0-1.3 smooth  absent present, ovoidal 16-18 10-11 1.5-1.7 large retangular clustered
samoaensis carunculatus Gmelin, et al. [29] (28.9) (26.1) (1.1) 1or2 (17.1) (10.9) (1.6)
Adamczyk, 1788
McQuistion & (Meliphagoidea:
LaPointe, 2004 Meliphagidae)
Isospora pitiguari Cyclarhis gujanensis ~ Lopes et al.  subspheroidal =~ 23-28  23-28 1.0-1.1 smooth, absent absent rounded to  13-15 10-13 1.2-1.3 flattened rounded scattered
Lopes, Berto, Gmelin, 1789 [15] (26.8) (25.7) (1.0) 1.3-1.6 slightly (14.4) (@11.6) @1.2)
Luz, Galvao, (Corvoidea: (1.5) ovoidal
Ferreira & Vireonidae)
Lopes, 2014
Isospora juruviarae ~ Vireo chivi (Vieillot, current subspheroidal 23-29 23-26 1.0-1.2 smooth, inconspicuous present, ellipsoidal 14-19 9-12 1.4-1.9 prominent, compartmentalized, clustered
Andrade & 1817) (Corvoidea: study to ovoidal, (26.0) (24.3) (1.09) 1.0-2.0 1or2 with pointed (16.8) (10.6) (1.63) knob-like trapezoidal and/or
Berto n. sp. Vireonidae) 1.4 posterior scattered
end

v 32 2ppipuy 'SV
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Fig. 1. Composite line drawing of the sporulated oocyst of Isospora juruviarae
from chivi vireos V. chivi in Southeastern Brazil. Scale-bar: 10 pm.

were analyzed and edited in the Chromas 2.6 program. Sequences were
compared with other coccidian parasites available on the GenBank
database using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Align-
ments were created in MEGA v10.2.6 using Clustal W (http://www.
clustalw.genome.jp). Phylogenetic relationships were reconstructed
using Bayesian Inference in the MrBayes v3.2.7 [13] and using
Maximum likelihood method in the MEGA [14]. The best fitting
evolutionary models for all phylogenetic analyses was selected by the
Model Selection in MEGA. Bayesian Inference analysis was conducted
under the GTR + G evolutionary model for 1000,000 generations, and
the trees were summarized after removing 25% of burn-in. Maximum
likelihood analysis was conducted under the TN93 + G evolutionary
model, and the bootstrap values were calculated by 1000 replicates. The
resultant phylogenetic trees were visualized in the MrBayes and MEGA
and exported in FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/).

3. Results
3.1. Prevalence and description

Nine of 16 V. chivi captured in the Marambaia Island were positive
for coccidian oocysts. The two specimens captured in the Atlantic
Rainforest area were positive; One of the two V. chivi was positive in the
Mangrove area; and six of the twelve V. chivi captured in the Restinga
area were positive. The observed coccidian oocysts were classified in the
genus Isospora; however, they did not share the same taxonomic char-
acters with any Isospora sp. previously recorded from passerines of the
same genus or family as the host (Table 2). This material is described
below.

Parasitology International 98 (2024) 102806

Isospora juruviarae Andrade & Berto n. sp. (Figs. 1, 2).

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.

Oocyst (n = 44) subspheroidal to ovoidal, 23-29 x 23-26 (26.0 x
24.3); L/W ratio 1.0-1.2 (1.09). Wall bi-layered, 1.0-2.0 (1.4) thick,
outer layer smooth, c.2/3 of total thickness. Micropyle is not generally
observed, but appears inconspicuous and irregular in some oocysts.
Oocyst residuum absent, but 1-2 polar granules subspheroidal, ellip-
soidal or asymmetrical are present. Sporocyst (n = 44) ellipsoidal with
pointed posterior end, 14-19 x 9-12 (16.8 x 10.6); L/W ratio 1.4-1.9
(1.63). Stieda body present, prominent, knob-like, 0.8-1.2 high x
1.6-1.8 wide (1.0 x 1.7). Sub-Stieda body present, subtly compart-
mentalized (barely discernible in some sporocysts), in which the central,
denser compartment, subspheroidal to rectangular in shape, is directly
connected to the Stieda body, and the second compartment, less dense,
completes the trapezoid shape of the sub-Stieda body, 1.1-1.9 high x
2.2-3.0 wide (1.6 x 2.5). Para-Stieda body absent. Sporocyst residuum
present, consisting of numerous granules clustered and/or scattered
among the sporozoites. Sporozoites vermiform, with posterior and
anterior refractile bodies and a central nucleus.

3.2. Diagnosis

Isospora juruviarae is the second coccidian species recorded from
Vireonidae. The typical taxonomic characters in the oocysts of
I juruviarae are the Stieda and sub-Stieda bodies and sporocyst shape. Of
the more reasonably related coccidian species, I juruviarae is the only
one to have a prominent knob-like Stieda body, compartmentalized sub-
Stieda body and sporocysts with a pointed posterior end (Table 2). The
inconspicuous presence of micropyle observed in some oocysts of
L juruviarae also typifies the species, distinguishing it from the others
(Table 2). The coccidian species most closely related to I juruviarae
should be Isospora pitiguari Lopes, Berto, Luz, Galvao, Ferreira & Lopes,
2014, which was described from a host of the same family and type-
locality [15]. Isospora pitiguari can be easily distinguished from
I. juruviarae by the absence of polar granules, rounded sporocysts and
different shapes of Stieda and sub-Stieda bodies.

3.3. Taxonomic summary

Type host: Vireo chivi (Vieillot, 1817) (Aves: Passeriformes: Passeri:
Corvida: Corvoidea: Vireonidae), chivi vireo.

Type locality: Marambaia Island (23°03'S, 43°59'W), coast of the
state of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil.

Type-material: Photosyntypes, line drawing and oocysts in 2.5%
K5Cr07 solution [16] are deposited and available (http://r1.ufrrj.br/1
abicoc/colecao.html) in the Parasitology Collection of the Laboratério
de Biologia de Coccidios, at UFRRJ, under the repository number P-133/
2023. Photographs of the type-host specimen (symbiotype) are depos-
ited in the same collection.

Representative DNA sequence: DNA amplification of the COIBF1,
JAV and 1NF loci (Table 1) showed clear bands around ~250 bp, ~650
bp and ~ 444 bp, respectively. Representative sequences were deposited
in the GenBank database under the accession numbers: OR243295
(COIBF1); OR243296 (JAV); and OR231933 (1NF).

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:71EED286-C9E3-4F61-ACF9-
01C90C6DE6E6. The LSID for the new name Isospora juruviarae Andrade
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Fig. 2. Photomicrographs of Isospora juruviarae recovered from chivi vireos V. chivi in Southeastern Brazil. Note the micropyle (m), nucleus (n), polar granules (pg),
refractile body (rb), sporocyst residuum (sr), Stieda body (sb) and sub-stieda (ssb) bodies. Scale-bar: 10 pm.

Eimeria tenella (OP800499) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Isospora serini (ON584773) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)

- Isospora picoflavae (NC_065382) - Colaptes auratus (Piciformes: Picidae)

- |sospora massardi (MN602626) - Turdus flavipes (Passeriformes: Turdidae)

— Isospora sp. isolate EriRu1 PT (MK573838) - Erithacus rubecula (Passeriformes: Muscicapidae)

- Isospora sp. isolate COI-124 (OL999113) - Loxioides bailleui (Passeriformes: Fringillidae)

— [sospora similisi (OK631537) - Saltator similis (Passeriformes: Thraupidae)

107l —Isospora parnaitatiaiensis (MT233550) - Dysithamnus mentalis (Passeriformes: Thamnophilidae)
/47— |sospora juruviarae (OR243295) - Vireo chivi (Passeriformes: Vireonidae)

— [sospora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) Parus major (Passeriformes: Paridae)

— [sospora canaria (syn. Isospora serinuse) (KX276860) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)
710,008 ISOSpora phylidonyrisae (MW423631) - Phylidonyris novaehollandiae (Passeriformes: Meliphagidae)
.68| [

26/ Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeriformes: Meliphagidae)

Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeriformes: Turdidae)
_|: Isospora striata (MW582620) - Xiphocolaptes albicollis (Passeriformes: Dendrocolaptidae)
61 /

sospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeri: Muscicapidae)

22/0,

0.02

Fig. 3. Phylogenetic relationship of Isospora juruviarae from chivi vireos V. chivi inferred by Bayesian analysis for a locus (COIBF1) within cox1 gene of the mito-
chondrial genome. Numbers at the nodes show bootstrap values derived from Maximum likelihood analysis/posterior probabilities under the Bayesian Inference
analysis. Only bootstrap supports and posterior probabilities higher than 50% or 0.50, respectively, are displayed.
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& Berto n. sp. is urn:Isid:zoobank.org:act:83DA2944-B329-4819-B212-
9A253705291D.
Site of infection: Unknown, oocysts were recovered from feces.
Prevalence: 56% (9/16) in total; 100% (2/2) in Atlantic Rainforest
area; 50% (1/2) in Mangrove area; and 50% (6/12) in Restinga area.
Etymology: The specific name is derived from the common local
name for the host, which is ‘juruviara’.

3.4. Molecular analyses

Molecular analyses of the oocysts morphologically identified as
I juruviarae recovered from V. chivi revealed the presence of eimeriid
sequences differing from other coccidians deposited in the GenBank
database.

At COIBF1 locus, I juruviarae had the highest similarities of 97.3%
with sequences deposited for an Isospora sp. recovered from the palila
Loxioides bailleui (Oustalet, 1877), which is a critically endangered finch
from the Hawaiian Islands [17], and 96.8% with sequences deposited for
Isospora massardi Lopes, Berto, Luz, Galvao, Ferreira & Lopes, 2014 from
yellow-legged thrushes Turdus flavipes (Vieillot, 1818) and Isospora
parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira & Lopes,
2015 from plain antvireos Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823), both
from Parque Nacional do Itatiaia in southeastern Brazil [18,19].

At JAV locus, I juruviarae had the highest similarities of 96.8% with
sequences deposited for Isospora spp. recovered from palila L. bailleui
and black-naped orioles Oriolus chinensis Linnaeus, 1766, which are
geographically distributed across countries in East Asia [17], and 96.7%
with a sequence deposited for Isospora manorinae Yang, Brice, Jian &
Ryan, 2016 from the yellow-throated miner Manorina flavigula (Gould,
1840) of Australia [20].

At INF locus, I. juruviarae had the highest similarity of 99.0% with
sequences deposited for Isospora canaria Box, 1975 (syn. Isospora serinuse
Yang, Brice, Elliot & Ryan, 2015) from island canaries Serinus canaria
(Linnaeus, 1758) [21] and an Isospora sp. recovered from American
robins Turdus migratorius Linnaeus, 1766 in Canada (unpublished data;
GenBank accession number: MW649140).

/0.58]

0.02
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3.5. Phylogenetic analyses

Phylogenetic analysis based on the COIBF1, JAV and 1NF loci
included sequences from coccidians available in GenBank (Figs. 3-5).
Eimeria tenella (Railliet & Lucet, 1891) was used as the outgroup in the
phylogenies of the mitochondrial loci (Figs. 3, 4) and Toxoplasma gondii
(Nicolle & Manceaux, 1908) was used as the outgroup in the phyloge-
netic analysis of the 1NF locus of the 18S gene (Fig. 5).

In the cladogram referring to the phylogenetic analysis of the COIBF1
locus (Fig. 3), L juruviarae sat in a clade with Isospora spp. of passerines
from different families and suborders, in the Neotropical region, but also
from other distant zoogeographical regions. In the cladogram of the JAV
locus (Fig. 4), L juruviarae sat in monophyly with an Isospora sp. from
black-naped orioles of East Asia [17], within a larger clade with Isospora
spp. from different zoogeographical regions of the world. The only two
Isospora spp. from the Neotropical region of this phylogenetic analysis,
L. massardi and Isospora coerebae Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes,
2010, sat in separate clades [18,22]. Finally, in the phylogenetic anal-
ysis of the 1NF locus (Fig. 5), L juruviarae sat in a large clade with Iso-
spora spp. of Passeriformes and, more distantly, of Eimeria spp. of
Galliformes and Psittaciformes. These relationships were reasonably
supported in all analyses.

4. Discussion

In the current work, the chivi vireos captured in the different biomes
of Mangrove, Restinga and Atlantic Rainforest in Ilha da Marambaia
were positive for I. juruviarae with different prevalences; however, it is
not possible to make ecological inferences due to the low number of
captured chivi vireos, mainly in the Atlantic Rainforest and Mangrove
areas. On the other hand, it is clear that these biomes are not ecological
barriers to the distribution and/or dispersion of I juruviarae on Mar-
ambaia Island. In this sense, when observing the wide geographic dis-
tribution of V. chivi throughout South America, added to other Vireo spp.
which are also distributed in Central and North America, it can be hy-
pothesized that I juruviarae has the potential to disperse and be
distributed throughout the New World, where Vireo spp. are geograph-
ically distributed [23,24]. In addition, the congeneric species of red-
eyed vireos Vireo olivaceus (Linnaeus, 1766), white-eyed vireos Vireo

Eimeria tenella (OP800499) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Isospora massardi (MN602627) - Turdus flavipes (Passeriformes: Turdidae)

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

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

60/0.6k [sospora sp. isolate TurMe1 L (MK573843) - Turdus merula (Passeriformes: Turdidae)

Isospora coerebae (OK194672) - Coereba flaveola (Passeriformes: Thraupidae)

Isospora sp. isolate JRBarta-2021b (MW645337) - Passerina cyanea (Passeriformes: Cardinalidae)
Isospora sp. isolate EmbCi1 PT (MK573834) - Emberiza citrinella (Passeriformes: Emberizidae)
Isospora sp. isolate EmbCi2_JT (MK573831) - Emberiza citrinella (Passeriformes: Emberizidae)
Isospora serini (ON584773) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)

Isospora juruviarae (OR243296) - Vireo chivi (Passeriformes: Vireonidae)

Isospora sp. isolate COI-1 (OL999116) - Oriolus chinensis (Passeriformes: Oriolidae)
— Isospora canaria (syn. Isospora serinuse) (KX276860) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)
_qlsospora sp. isolate TurMe1 PT (MK573835) - Turdus merula (Passeriformes: Turdidae)

74/0.8%% |sospora sp. isolate JRBarta-2021¢c (MW645338) - Turdus migratorius (Passeriformes: Turdidae)
Isospora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) - Parus major (Passeriformes: Paridae)
Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeriformes: Meliphagidae)
Isospora picoflavae (NC_065382) - Colaptes auratus (Piciformes: Picidae)
Isospora phylidonyrisae (MW423631) - Phylidonyris novaehollandiae (Passeriformes: Meliphagidae)
Isospora sp. isolate JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passeriformes: Timaliidae)
Isospora sp. isolate PhoOc1 L (MK573842) - Phoenicurus ochruros (Passeriformes: Muscicapidae)

Fig. 4. Phylogenetic relationship of Isospora juruviarae from chivi vireos V. chivi inferred by Bayesian analysis for a locus (JAV) within cox1 gene of the mitochondrial
genome. Numbers at the nodes show bootstrap values derived from Maximum likelihood analysis/posterior probabilities under the Bayesian Inference analysis. Only
bootstrap supports and posterior probabilities higher than 50% or 0.50, respectively, are displayed.
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Toxoplasma gondii (L24381)
= Caryospora cheloniae (KT361640) - Chelonia mydas (Testudines: Cheloniidae)
= Eimeria bukidnonensis (AB769601) - Bos taurus (Cetartiodactyla: Bovidae)
Cyclospora cercopitheci (AF111185) - Chlorocebus aethiops (Primates: Cercopithecidae)
[OL2L Fimeria dispersa (KT184338) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)

Eimeria purpureicephali (KU140597) - Purpureicephalus spurius (Psittaciformes: Psittacidae)
Eimeria acervulina (EF210324) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria acervulina (KT184333) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria praecox (KT184352) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria brunetti (U67116) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Isospora juruviarae (OR231933) - Vireo chivi (Passeriformes: Vireonidae)
Isospora gryphoni (KF854254) - Carduelis tristis (Passeriformes: Fringillidae)
Isospora canaria (syn. Isospora serinuse) (KR477877) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)
Isospora butcherae (KY801685) - Zosterops lateralis (Passeriformes: Zosteropidae)

Isospora svecica (MK559092) - Cyanecula svecica (Passeriformes: Muscicapidae)
Isospora massardi (MN604690) - Turdus flavipes (Passeriformes: Turdidae)
Isospora phylidonyrisae (MW422271) - Phylidonyris novaehollandiae (Passeriformes: Meliphagidae)
Isospora sp. isolate JRBarta-2021c (MW649140) - Turdus migratorius (Passeriformes: Turdidae)
= Eimeria subspherica (LC271171) - Bos taurus (Cetartiodactyla: Bovidae)
= Eimeria rioarribaensis (LC371915) - Eptesicus nilssonii (Chiroptera: Vespertilionidae)
== Eimeria bovis (MN989893) - Bubalus arnee (Cetartiodactyla: Bovidae)
== Cyclospora papionis (AF111187) - Papio anubis (Primates: Cercopithecidae)
Caryospora ernsti (KU180247) - Anolis carolinensis (Squamata: Dactyloidae)
Lankesterella kabeeni (MW727664) - Acrocephalus schoenobaenus (Passeriformes: Acrocephalidae)
Caryospora cf. bigenetica (KT184332) - Sistrurus catenatus (Squamata: Viperidae)
Lankesterella sp. isolate SBL_191 (MH459297) - Uta stansburiana (Squamata: Phrynosomatidae)

Fig. 5. Phylogenetic relationship of Isospora juruviarae from chivi vireos V. chivi inferred by Bayesian analysis for a locus (1NF) within 18S gene of the nuclear
genome. Numbers at the nodes show bootstrap values derived from Maximum likelihood analysis/posterior probabilities under the Bayesian Inference analysis. Only
bootstrap supports and posterior probabilities higher than 50% or 0.50, respectively, are displayed.

griseus (Boddaert, 1783), black-whiskered vireos Vireo altiloquus (Vieil-
lot, 1808), yellow-throated vireos Vireo flavifrons Vieillot, 1808 and
Philadelphia vireos Vireo philadelphicus (Cassin, 1851), which are
vagrant species in Asia, Europe, Africa and Oceania, would have the
possibility of worldwide distribution/dispersion of Isospora spp., even if
in a very low probability [23,24]. It is also worth mentioning that,
considering the specificity of Isospora spp. at the host family level, there
are the white-bellied erpornis Erpornis zantholeuca (Blyth, 1844) and
shrike-babblers Pteruthius spp., which are of the family Vireonidae and
are native and distributed in Asia [23,24].

The only Isospora sp. recorded in the host family Vireonidae is
I pitiguari (Table 1), which has the same type locality as I juruviarae
[15]. In this sense, L. juruviarae should be evaluated as close to I. pitiguari,
at least ecologically, even if their hosts are not congeneric. However, the
oocysts of I juruviarae are morphologically distinct from I pitiguari, in
several taxonomic characters (Table 2), supporting the identification as
a new species. Additionally, aiming to expand the study of comparative
morphology of I. juruviarae with other coccidian species, in addition to
I pitiguari, Isospora spp. recorded in host families phylogenetically close
to the Vireonidae were compared to morphologically prove the new
species (Table 2). In this sense, Isospora spp. from other families (Cor-
vidae and Meliphagidae) and superfamilies (Corvoidea and Melipha-
goidea) within Parvorder Corvida were added for morphological
comparison in Table 2 [23,25].

Molecular studies of the loci sequenced in the current work were not
conclusive in the phylogenetic analyses (Figs. 3-5) because they do not
form monophyletic groups with Isospora ssp. related to some host taxon,
zoogeographical region or taxonomic character. These results would be
expected in an understanding of coevolution between coccidia and their
hosts in their respective zoogeographic regions [24]. Possibly the still
low number of deposits of Isospora spp. in Genbank, associated with the
different mitochondrial and nuclear loci sequenced for each coccidian
species in the different studies, are hindering more conclusive phylo-
genetic analyses. Only in the analysis of the locus 1NF of the nuclear

gene 18S, which added other coccidian genera, a reasonable grouping in
monophyletic groups associated with host taxa was observed (Fig. 5).
The reason for including species from higher taxa, including the most
distant outgroup, in the phylogenetic analysis of the locus 1NF lies in the
fact that the 18S gene is known to be a more conserved gene than the
mitochondrial genes [18,21,22], as can be verified by the high similarity
~99% with Isospora spp. and Eimeria spp., which are biologically and
morphologically quite different. In this sense, these results reinforce that
the sequencing of the loci of 18S are more suitable for the phylogenetic
analysis of higher taxa, and less suitable for species delimitation.
Despite the insufficient effectiveness of the phylogenetic analysis of
Isospora spp. from passerine birds, it is important to emphasize that the
sequences have been highly efficient in the delimitation and identifi-
cation of coccidian species, mainly at the mitochondrial loci. The recent
study by Berto et al. [21] can be highlighted in this sense, which iden-
tified molecularly I. canaria and Isospora serini (Aragao, 1933) Box, 1975
from sequences reported as ‘extraintestinal Isospora’ and specific mis-
identifications, which became junior synonyms. At the same time,
Hafeez et al. [30] differentiated two morphologically equivalent Iso-
spora spp. by a genetic divergence of 1.7% at the cox1 gene and 0.6% at
the 18S gene. From other eimeriid genera, Eimeria tenella (Raillet &
Lucet, 1891) Fantham, 1909 and Eimeria necatrix Johnson, 1930 can be
highlighted, which are 99.2% identical throughout the mitochondrial
genome [31], although they are morphologically and biologically
distinct. Thus, the differences by nucleotide substitution, in >3% for the
mitochondrial loci and 1% for the locus of the gene 18S, prove the
identification of I. juruviarae as a new species in a molecular approach, at
least in a comparison with the coccidian species deposited in GenBank.

5. Conclusion
Finally, based on the morphological and molecular data obtained

from the isosporan oocysts recovered from chivi vireos from three
different biomes of Marambaia Island, which were compared with the
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closest Isospora spp. and recorded in the same Parvorder (Corvida) as the
host, L. juruviarae is considered new to Science, being the second species
recorded in the host family Vireonidae and the first to have a supple-
mentation by molecular identification.
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