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RESUMO

DE OLIVEIRA, Luisa. Diversidade de hemosporideos (Plasmodium e Haemoproteus) em
aves Passeriformes da Mata Atlantica em Minas Gerais, Brasil: ecologia, morfologia,
taxonomia, filogenia e delimitagdo computacional de espécies. 2018. 104p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterindrias, Parasitologia Veterinaria) Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

Os hemosporideos dos géneros Plasmodium e Haemoproteus sdo parasitos comuns em aves.
Esses parasitos causam patologias sanguineas e teciduais, resultando em doencas severas
como a malaria aviaria. Recentemente numerosos estudos relataram sequéncias de DNA
desses hemoparasitos indicando que uma rica diversidade de espécies ainda esta por ser
descoberta. Entretanto, a maioria das linhagens permanece ndo identificada em nivel
especifico, sendo necessario investir em diversas ferramentas para conhecer a biodiversidade
destes parasitos. A Mata Atlantica brasileira apresenta uma das maiores avifaunas do mundo e
estudos sobre hemosporideos em aves de vida livre deste bioma s&o escassos. No presente
estudo foram examinadas 442 aves da familia Thraupidae e 28 da familia Passerellidae, de
fragmentos da Mata Atléntica de Minas Gerais para verificar a ocorréncia de espécies de
Plasmodium e Haemoproteus. A prevaléncia e intensidade de infec¢do foram registradas por
meio de analises microscopicas e comparadas em funcdo de fatores associados aos
hospedeiros e ao ambiente de captura das aves. Além disso, a analise do gene mitocondrial
citocromo b dos parasitos foi realizada para auxiliar na identificacdo de algumas espécies e
trabalhar a delimitacdo de espécie computacional, um novo método para area de
hemosporideos. A prevaléncia de hemosporideos em aves da familia Thraupidae foi alta
(60,4%), sendo que a maioria das infeccdes foi de Plasmodium spp. (99%). A parasitemia e a
prevaléncia variaram com alguns fatores ecoldgicos adotados. Em Passerellidae foi registrada
prevaléncia de 71%. O método computacional delimitou seis espécies de Plasmodium e uma
espécie de Haemoproteus parasitando aves Tachyphonus coratus. E uma espécie de
Haemoproteus foi detectada, por meio da caracterizacdo morfologica e molecular, parasitando
aves das espécies Tangara sayaca e Zonotrichia capensis. Esse estudo mostra que 0s
parasitos hemosporideos estdo presentes com intensidade nas aves da Mata Atlantica e que
isso pode esté relacionado com a alta diversidade dos hospedeiros e vetores no bioma, assim
como, a fatores ecoldgicos, bioldgicos e também com alteracGes ambientais. O novo método
de delimitacdo utilizado pode ajudar a compreender a distribuicdo dos hemosporideos pelo
mundo e a conhecer as espécies circulantes nas populacdes de aves silvestres. O estudo
mostra ainda a importancia de integrar metodologias para identificacdo das espécies destes
parasitos, o que ajudara na compreensao do papel potencial desses organismos como agentes
de doencas e sua influéncia sobre a ecologia das aves, questdes importantes para serem
trabalhadas na conservacgéo das espécies aviarias.

Palavras-chave: Aves silvestres, hemoparasitos, gene cytb, delimitacdo de especies,
evolugéo, conservacao.



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Luisa. Haemosporidian diversity (Plasmodium and Haemoproteus) in
Passerine birds of the Atlantic Forest in Minas Gerais, Brazil: ecology, morphology,
taxonomy, phylogeny and computational species delimitation. 2018. 104p. Thesis (Doctor
in Sciences, Veterinarian Parasitology) Instituto de Ciéncias Veterinarias, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Hemosporidian of the Plasmodium and Haemoproteus genus are common parasites in birds.
These parasites cause blood and tissue pathologies, resulting in severe diseases such as avian
malaria. Recently numerous studies have reported DNA sequences of these hemoparasites
indicating that a rich diversity of species is yet to be discovered. However, most of the
lineages remain unidentified at a specific level, and it is necessary to invest in several tools to
know the biodiversity of these parasites. The Brazilian Atlantic Forest presents one of the
largest avifauna in the world and studies on hemosporidian in free-living birds of this biome
are scarce. In the present study, 442 birds of the family Thraupidae and 28 of the family
Passerellidae, from fragments of the Atlantic Forest of Minas Gerais were examined to verify
the occurrence of species of Plasmodium and Haemoproteus. The prevalence and intensity of
infection were recorded through microscopic analysis and compared according to factors
associated with the hosts and the bird catching environment. In addition, analysis of the
mitochondrial cytochrome b gene of the parasites was performed to assist in the identification
of some species and to make the delimitation of computational species, a new method for the
area of haemosporidian. The prevalence in birds of the Thraupidae family was high (60.4%),
with the majority of infections being Plasmodium spp. (99%). Prevalence and infection
intensity varied with some ecological factors adopted. A prevalence of 71% was recorded in
Passerellidae. The computational method delimited six species of Plasmodium and one
species of Haemoproteus parasitizing Tachyphonus coratus. One species of Haemoproteus
was detected, through morphological and molecular characterization, parasitizing Tangara
sayaca and Zonotrichia capensis. This study shows that haemosporidian are present in birds
in the Atlantic Forest Forest and that this can be related to the high diversity of hosts and
vectors in the biome, as well as ecological, biological and also environmental changes. The
new method of delimitation used can help to understand the distribution of haemosporidian
around the world and to know the circulating species in the populations of wild birds. The
study also shows the importance of integrating methodologies to identify the species of
parasites, which will help in understanding the potential role of these organisms as agents of
diseases and their influence on bird’s ecology, important issues to be addressed in the
conservation of avian species.

Keywords: Wild birds, haemoparasites, cytb gene, species delimitation, evolution,
conservation.
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1 INTRODUCAO GERAL

A ordem Haemosporida (Apicomplexa) possui muitos parasitos de importancia
médica, incluindo as espécies de Plasmodium, causadoras da malaria (GARNHAM, 1966).
Conhecidos como hemosporideos, 0s parasitos dessa ordem podem ser de grande importancia
epidemioldgica por acarretar grandes prejuizos econdmicos para a saude publica e animal,
causando sérios agravos a saude, incluindo a morte do hospedeiro (TALISUNA et al., 2004).
Esses parasitos sdo protozoarios heteroxenos obrigatorios com merogonia em células de
tecidos e células sanguineas de mamiferos, aves, répteis e anfibios e a gametogonia ocorre nos
eritrécitos destes hospedeiros, j& o processo sexual e a esporogonia é desenvolvida em
dipteros hematéfagos (GARNHAM, 1966). Além das ameacas a saude humana, 0s
hemosporideos possuem importancia ecoldgica, principalmente para a conservacdo de
espeécies hospedeiras susceptiveis (ATKINSON et al., 2000).

Nos Ultimos 15 anos, estudos sobre a distribuicdo e a diversidade de parasitos
hemosporideos em hospedeiros silvestres cresceram acentuadamente, principalmente em
hospedeiros aviarios (CLARK et al.,, 2014; VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018). Aves do
mundo todo se encontram parasitadas com diversas espécies de Haemosporida, as quais estao
divididas em quatro familias: Haemoproteidae, Plasmodiidae, Garniidae e Leucocytozoidae
(VALKIUNAS, 2005). O género Haemoproteus da familia Haemoproteidae e o género
Plasmodium da familia Plasmodiidae contém a maior parte dos hemosporideos com
aproximadamente 140 e 55 espécies descritas, respectivamente (DIMITROV et al., 2014;
VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018).

Tradicionalmente, a identificacdo e a classificacdo destes parasitos séo realizadas por
meio da caracterizacdo morfoldgica das fases evolutivas circulantes no sangue dos
hospedeiros vertebrados, que sdo visualizadas em esfregacos sanguineos sob microscopia
Optica (GARNHAM, 1966). No entanto, essa ferramenta € um tanto limitada quando se trata
de aves silvestres, pois a maioria das aves capturadas apresenta baixa parasitemia o que
dificulta a caracterizagio (VALKIUNAS, 2005).

Com o desenvolvimento da biologia molecular, o estudo das sequéncias de DNA
tornou-se indispensavel para auxiliar na identificacdo das espécies de hemosporideos
(CLARK et al., 2015). Numerosas sequéncias de DNA sdo encontradas no MalAvi, banco de
dados criado para depositar somente linhagens do gene mitocondrial citocromo b (cyt b) dos
hemosporideos aviarios (BENSCH et al., 2009). A grande quantidade de sequéncias no
MalAvi indica uma rica diversidade genética e a possivel existéncia de muitas espécies ndo
descritas (VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018). No entanto, a maior parte das linhagens
depositadas ndo € identificada em nivel especifico e a caracterizagdo molecular ndo esta
disponivel para a maioria dos hemosporideos descritos (MalAvi database, BENSCH et al.,
2009). O acumulo de dados moleculares e a ambiguidade que se tem para determinar as
espécies de hemosporideos mostra que permanecemos em um territorio inexplorado no que
diz respeito a caracteres taxondmicos informativos para delimitar espécies (OUTLAW,;
RICKLEFS, 2014).

Vaérios critérios foram sugeridos para delimitar as espécies de hemosporideos,
incluindo a concordancia entre dados de sequencias multi-locus e niveis absolutos de
divergéncia genética ou diferencas fixas de nucleotideos (FALK et al., 2011; BENSCH et al.,
2007; OUTLAW; RICKLEFS, 2014). De acordo com Outlaw e Ricklefs (2014), a
concordancia dos dados multi-locus seria a melhor alternativa se ndo houvesse dificuldade em
amplificar o DNA mitocondrial dos parasitos e se 0s marcadores para 0s genomas nucleares e
do apicoplasto fossem adequados as analises filogenéticas e populacionais, uma vez que sdo
muito curtos e carecem de caracteres informativos. Desse modo, métodos alternativos para



estudos sobre delimitacdo de espécies na ordem Haemosporida devem ser utilizados a fim de
integrar informagdes e contribuir para melhorias na taxonomia do grupo.

A delimitacdo computacional de espécies € uma nova metodologia que utiliza
algoritmos computacionais para delimitar ou validar unidades evolutivas significantes (ESUS)
(RYDER, 1986). Essa ferramenta se baseia no conceito filogenético de espécie (ELDREDGE;
CRACRAFT, 1980) e tem sido valiosa para detectar os limites entre as especies de
procariontes e eucariontes (CARSTENS; DEWEY, 2010; YANG; RANNALA, 2010;
MEIER-KOLTHOFF et al., 2013; FUJISAWA et al., 2016; MELLO et al., 2018). Diante da
grande quantidade de informac6es sobre o gene mitocondrial cyt b de hemosporideos aviarios,
tal método pode ser uma ferramenta boa e pratica para compreender a distribuicdo da
diversidade genética deste grupo de parasitos.

No Brasil, embora haja poucos estudos com hemosporideos aviarios, dois deles
exemplificam a diversidade de Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. em varias espécies de
aves da regido Sudeste e da Amazonia, mostrando uma elevada riqueza de linhagens destes
parasitos (LACORTE et al., 2013; FECCHIO et al.,, 2017a). A riqueza de linhagens, a
diversidade de habitats e espécies hospedeiras sugerem uma biodiversidade oculta de
hemosporideos nas comunidades de aves do Brasil (MalAvi database, BRAGA et al., 2011).

A Mata Atlantica brasileira € um dos principais hotspots (areas que possuem grande
biodiversidade e concentracdo de espécies endémicas) do mundo, no entanto, sofre
constantemente com a agdo antropica e a destruicdo ambiental (MMA, 2002). O bioma possui
aproximadamente 850 espécies aviarias, sendo que a maioria € endémica e muitas estdo
ameagcadas de extingdo (CAMPANILI; SCHAFFER, 2010). O parasitismo é um dos fatores
que contribui para a perda da biodiversidade e particularmente, infec¢bes por hemosporideos
podem ser mais uma ameaca para as aves desse ecossistema, uma vez que estes parasitos
podem levar os hospedeiros a morte e em casos mais extremos levar a extingdo de espécies
susceptiveis (ATKINSON et al., 2000). Desse modo, compreender a diversidade, os padrdes
de distribuicdo e os aspectos evolutivos desses parasitos nos hospedeiros aviarios € importante
para a implementacdo e investimentos em programas de conservagao.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A Ordem Haemosporida

Os hemosporideos (Apicomplexa: Haemosporida) sdo protozoarios parasitos que se
desenvolvem no sangue e nos tecidos de animais como anfibios, répteis, aves, mamiferos, e
sdo transmitidos a estes hospedeiros por dipteros hematéfagos (GARNHAM, 1966). O ciclo
biolégico dos parasitos da ordem Haemosporida é semelhante e possui fase assexuada e
sexuada (GARNHAM, 1966). A presenca de macrogametdcitos e microgametocitos que se
desenvolvem independentemente, zigoto mével (ou oocineto), esporozoitos e esquizontes sao
as principais caracteristicas encontradas no desenvolvimento destes parasitos (GARNHAM,
1966; REMPLE, 2004).

Os estudos com hemosporideos em hospedeiros aviarios passaram a ter relevancia
apoOs a descoberta da similaridade destes parasitos com o0s agentes da malaria humana,
pertencentes ao género Plasmodium (SA, 2011). Em 1885, o bidlogo russo, Vassily
Danilewsky, encontrou véarios estadgios do desenvolvimento eritrocitico dos parasitos ao
examinar o sangue de anfibios, répteis e aves. Danilewsky estudou detalhadamente as formas
encontradas, ilustrando-as e descrevendo-as e observou que 0s parasitos de aves eram muito
semelhantes aos parasitos da maléria (VALKIUNAS, 2005; PERKINS, 2014).

As principais caracteristicas para a definicdo da ordem Haemosporida foram entéo
formuladas por Danilewsky (VALKIUNAS, 2005). Adicionalmente, Vvarios estudos
contribuiram para o melhor conhecimento do grupo apresentando informac@es importantes
como, a exflagelacdo e a formacdo do oocineto que foi observada no sangue de um corvo
infectado com Haemoproteus sp. na América do Norte em 1897 (MACCALLUM, 1898); a
producdo de esporos em mosquitos que alimentaram em aves infectadas por Plasmodium
relictum observada por Sir Ronald Ross em 1989 (MARZAL, 2012) e a fase exoeritrocitica
de Hemoproteus columbae no endotélio pulmonar de pombo no Brasil descoberta por Aragdo
(1907), que mostrou pela primeira vez a capacidade de um hemoparasito se multiplicar em
células do tecido (SA, 2011). Posteriormente, James e Tate (1937) descreveram merontes
exoeritrociticos de Plasmodium sp. e em 1943 o pesquisador brasileiro, Wladimir Lobato
Paraense, mostrou grandes avancos para o entendimento do desenvolvimento do ciclo
exoeritrocitico de Plasmodium gallinaceum em Gallus gallus (SA, 2011).

Historicamente a classificacdo de Haemosporida foi bem dinamica, sendo que a
divisdo em familias, géneros e subgéneros foi feita diferentemente por varios autores.
GARNHAM (1966) defendeu a separacdo dos géneros em trés familias, Plasmodiidae Mesnil,
1903, Haemoproteiidae Doflein, 1916 e Leucocytozoidae Fallis e Bennett, 1961.
Posteriormente Lainson et al. (1971) propuseram a familia Garniidae Lainson, Landau e
Shaw, 1971. A classificagdo em familias foi realizada de acordo com caracteres observados
nas formas evolutivas encontradas no hospedeiro vertebrado, como a presenca do granulo de
pigmento e merogonia eritrocitica = Plasmodiidae; presenca de granulo de pigmento sem
merogonia eritrocitica = Haemoproteidae; auséncia de granulo de pigmento com merogonia
eritrocitica = Garniidae e auséncia de granulo de pigmento e sem merogonia eritrocitica =
Leucocytozoidae (LAINSON et al., 1971). Levine (1988) agrupou todas as familias e as
chamou de Plasmodiidae, mas a utilizacdo dessa classificagdo foi interrupta. Deste modo,
Valkitinas (2005) deu continuidade a classificacdo defendida por Garnham (1966) e Lainson
et al. (1971) e publicou um livro com todas as espécies das quatro familias, descritas com
base em caracteres morfologicos e taxon dos hospedeiros, o qual foi intitulado “Parasitos da
Maléria Aviaria e Outros Hemosporideos” e atualmente a maioria dos pesquisadores ou
especialistas segue essa convengao.



Antes que fossem agrupados em familias, os géneros, classificados de acordo com o0s
padrdes tradicionais, foram divididos em quatro: Haemoproteus Kruse, 1890, Plasmodium
Marchiafava & Celli, 1885, Fallisia Lainson, Landau & Shaw, 1974 e Leucocytozoon
Berestneff, 1904 (VALKIUNAS, 2005). A classificacdo genérica, no entanto, apresenta
muitas incongruéncias tanto em relacdo aos caracteres morfolégicos quanto aos tracos da
historia de vida e ao td&xon do hospedeiro (PERKINS, 2014). Dentre os muitos exemplos
dessas inconsisténcias, a auséncia de granulo de pigmento em Plasmodium azurophilum e
Plasmodium gemini confronta a classificagdo tradicional, uma vez que a presenca deste
caractere foi um dos parametros utilizados para separar as espécies e inclui-las no género
Plasmodium (PERKINS; SCHALL, 2002; PERKINS; AUSTIN, 2009).

A classificacao tradicional também levou a divisdo subgenérica que é amplamente
utilizada para a identificacdo das espécies de hemosporideos (VALKIUNAS; IEZHOVA,
2018). Inicialmente foram definidos quatro subgéneros de Plasmodium: Haemamoeba, Grassi
& Feletti, 1890; Novyella, Giovannolaia e Huffia Corradetti, Garnham & Laird, 1963
(CORRADETTI et al., 1963) e posteriormente dois subgéneros foram propostos: Bennettinia
criado por Valkitinas (1997) e Papernaia, criado por Landau et al. (2010). Este Gltimo foi
descrito para parasitos semelhantes aos do subgénero Novyella cujos merontes eritrociticos
ndo possuem glébulos, no entanto, a origem e fungdo deste caractere ndo foram esclarecidas,
fazendo com que Papernaia seja considerado sinénimo do subgénero Novyella até que
informagdes adicionais estejam disponiveis (VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018).

No género Haemoproteus sdo definidos os subgéneros Haemoproteus Kruse, 1890 e
Parahaemoproteus Bennett, Garnham & Fallis, 1965 (BENNETT et al., 1965). Os parasitos
foram separados nestes subgéneros de acordo com as espécies de seus vetores, sendo que no
subgénero Haemoproteus sdo incluidas as espécies transmitidas por moscas da familia
Hipoboscidae e em Parahaemoproteus sdo incluidas as espécies transmitidas por mosquitos
da familia Ceratopogonidae (KRIZANAUSKIENE et al., 2013).

O género Leucocytozoon foi divido nos subgéneros Leucocytozoon Berestneff, 1904
e Akiba Bennett, Garnham & Fallis, 1965, baseado nas espécies de vetores. Os vetores de
Akiba sdo mosquitos da familia Ceratopogonidae e para as espécies do subgénero
Leucocytozoon sdo moscas da familia Simuliidae (VALKIUNAS, 2005).

Deste modo, a seguinte classificacdo € aceita pelos taxonomistas atualmente:

Ordem: Haemosporida
Familia: Haemoproteidae
Género: Haemoproteus
Subgénero Parahaemoproteus
Subgénero Haemoproteus
Familia: Plasmodiidae
Género: Plasmodium
Subgénero Haemamoeba
Subgénero Giovannolaia
Subgénero Novyella
Subgénero Bennettinia
Subgénero Huffia
Familia: Garniidae
Género: Fallisia
Subgénero Plasmodioides
Familia: Leucocytozoidae
Género: Leucocytozoon
Subgénero Leucocytozoon
Subgénero Akiba



A classificacdo tradicional (caracteres morfoldgicos, tracos da histdria de vida e
tdxon do hospedeiro), levou a descricdo de mais de 132 espécies de Haemoproteus, 38
espécies de Plasmodium, 35 espécies de Leucocytozoon e uma espécie de Fallisia, as quais
foram encontradas em aproximadamente 4.000 espécies de aves estudadas mundialmente
(VALKIUNAS, 2005). Embora a regido Neotropical tenha poucas espécies de Haemosporida
registradas quando comparada com as regides temperadas, ha registros de 18 espécies de
Plasmodium, sendo Novyella e Giovannolaia os subgéneros mais abundantes e 28 espécies de
Haemoproteus, das quais, a maioria pertence ao subgénero Parahaemoproteus
(VALKIUNAS, 2005). No Brasil, o registro de espécies do género Plasmodium ¢é
substancialmente maior do que o nimero de espécies de Haemoproteus (VALKIUNAS,
2005). Em relacdo ao género Leucocytozoon, até 0 momento ndo havia registros em aves do
pais, no entanto, Fecchio et al. (2018a) apresentaram dados de sequéncias genéticas
apontando a presenca de Leucocytozoon spp. em aves da Amazonia, entretanto, essas
informagdes ndo sdo confirmadas por dados morfoldgicos (FECCHIO et al., 2018a). Da
mesma forma, ndo existe registro de Fallisia spp. em aves brasileiras e estudos direcionados
para investigacdo de espécies deste género seriam interessantes, uma vez que este parasito ja
foi registrado em lagartos do Brasil (LAINSON et al., 1974).

2.2 Ciclo Biologico de Plasmodium

Os parasitos da malaria (Plasmodium) sdo espécies generalistas encontrados em aves
do mundo todo. Os dipteros da familia Culicidae sdo os transmissores do agente patogénico
da maléria avidria e somente as fémeas desses insetos se alimentam de sangue e,
consequentemente, participam da propagacdo da infeccdo. (VALKIUNAS, 2005;
SANTIAGO-ALARCON et al., 2012). As caracteristicas do ciclo de vida de Plasmodium séo
apresentadas abaixo; e séo principalmente obtidas a partir de observagdes em Plasmodium
relictum, pois, essa € uma espécie amplamente distribuida em hospedeiros vertebrados pelo
mundo e ja foi muito bem estudada (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005).

O ciclo biolégico de Plasmodium apresenta trés estagios obrigatorios principais: 1-
merogonia exoeritrocitica (esquizogonia); 2- merogonia eritrocitica e producdo de
gametdcitos, os quais sdo infectantes para vetores; e 3- processo sexual e esporogonia que
ocorrem nos insetos dipteros, que injetam esporozoitos infecciosos e iniciam novas infeccbes
em hospedeiros vertebrados (Figura 1). A merogonia exoeritrocitica € dividida em primaria ou
pré-eritrocitica (I e Il) e secundaria ou pos-eritrocitica (IVV). A merogonia exoeritrocitica
primaria consiste em duas geracdes de merontes teciduais, que sdo chamados de criptozoitos
(2 e 3) e metacriptozoitos (5 e 6), respectivamente. A merogonia exoeritrocitica secundaria
incluem varias geracdes de merontes que sdo chamados de fanerozoitos (13 e 14)
(VALKIUNAS et al. 2005; 2018).

A merogonia eritrocitaria (I11) ocorre somente nas espécies de Plasmodium, essa fase
ndo acontece nos demais hemosporideos, o que é importante na identificacdo, patogenicidade
e na transmissdo experimental de Plasmodium, sendo possivel a transmissdo do parasito de
hospedeiros infectados para ndo-infectados por uma simples inoculacdo de sangue
(VALKIUNAS, 2005; MARZAL, 2012).

Na glandula salivar do vetor estdo presentes 0s esporozoitos (24), que sdo inoculados
nas aves durante o repasto-sanguineo e invadem as células endoteliais e mononucleares
fagociticas (1) dando origem a primeira geracdo de merontes exoeritrociticos ou criptozoitos
(2). Esses merontes produzem dezenas de merozoitos (3) que ainda ndo sdo capazes de
infectar os eritrdcitos circulantes. Essa fase é conhecida como merogonia exoeritrocitica
primaria (I). Entéo, os criptozoitos desenvolvem-se em metacriptozoitos (4) nos macrofagos
de diferentes 6rgdos, por exemplo, baco, pulmdo, figado e medula Gssea, por meio de
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reproducédo assexuada do parasito (5), liberando assim, grande quantidade de merozoitos (6) e
a segunda geracdo de parasitos da merogonia exoeritrocitica primaria € formada (11). Os
parasitos possuem morfologia semelhante nas duas fases anteriores, uma diferenca esta no
namero de metacriptozoitos formados que é bem maior do que de criptozoitos. Os merozoitos
liberados a partir dai ja sdo capazes de infectar os eritrocitos circulantes (7) dando origem a
gametocitos (8) e ocorre também a merogonia eritrocitaria (I11) onde merozoitos que
invadiram eritrocitos (9) se desenvolvem em merontes (10) e formam novos merozoitos que
sdo liberados quando os eritrdcitos se rompem (11) os quais vao invadir células endoteliais e
mononucleares fagociticas (12) ou vao infectar novos eritrocitos (15) onde se desenvolvem
em gametdcitos (16).

Parte dos merozoitos liberados na circulacdo pela merogonia exoeritrocitaria (6) pode
também invadir células endoteliais e mononucleares fagociticas em diversos tecidos (12) e se
desenvolver por reproducdo assexuada em fanerozoitos (ou merontes teciduais) (13), essa fase
é chamada de merogonia exoeritrocitaria secundaria (IV). Os merontes permanecem por
longos periodos nos tecidos e quando se rompem liberam grande quantidade de merozoitos
(14), realizando a manutencdo da infeccdo em fase cronica e a liberagdo de parasitos na
circulacdo durante as recaidas. Em geral, a maturacdo desta fase coincide com o aumento
significativo da parasitemia. E importante destacar que no momento que 0S MeErozoitos
invadem os eritrocitos (7, 9, 15) eles passam a ser chamados de trofozoitos, os quais
absorvem a hemoglobina e ap6s algum tempo, estara visivel o pigmento malarico ou
hemozoina, produto da digestdo dessa proteina (VALKIUNAS, 2005).

Os gametdcitos na circulagdo (8, 16) sdo ingeridos pelo vetor e rapidamente inicia o
processo de gametogénese, onde os gametdcitos assumem formato redondo e escapam dos
eritrécitos no intestino médio do vetor (17 e 18). A mudanca nos niveis de oxigénio e dioxido
de carbono é um dos principais estimulos para que isso aconteca. O macrogametocito produz
macrogametas arredondados (17), o microgametdcito sofre um processo de exflagelacdo que
da origem a oito microgametas moveis (18) e entdo ocorre a fertilizacdo do macrogameta (19)
em ambiente extracelular e o zigoto se transforma em um oocineto de formato arredondado
que penetra na membrana peritréfica (20) e atravessa a membrana epitelial do intestino. O
oocineto se transforma em oocisto que € circundado por uma espécie de capsula (21). Em
seguida, ocorre a esporogonia enquanto no oocisto se desenvolvem em Varios centros
germinativos, e numerosos corpos unicelulares alongados sé&o formados, denominados
esporozoitos (22). Quando o oocisto amadurece (23) os esporozoitos sdo liberados e se
movem pela hemocele até penetrarem nas glandulas salivares do vetor (24). Os esporozoitos
sdo as formas infectantes para as aves e sdo injetados no hospedeiro vertebrado durante o
repasto sanguineo. A taxa de esporogonia depende das peculiaridades das espécies de
parasitos e vetores, assim como da temperatura e outros fatores. A temperatura 6tima para o
desenvolvimento do parasito no vetor é aproximadamente 25°C para P. relictum. A
esporogonia dessa espécie no vetor Culex pipiens se completa sete dias apds a ingestdo de
gametocitos maduros. Se os mosquitos forem mantidos a temperaturas proximas a 4°C ocorre
a degeneracdo dos oocistos. No entanto, existem diversas temperaturas ideais e uma série de
particularidades nos ciclos de vida das diferentes espécies de parasitos (VALKIUNAS, 2005).



Figura 1. Representagdo do ciclo biol6gico de Plasmodium relictum, parte superior vetor
(17— 24), parte inferior ave (1-16). I, Il — merogonia exoeritrocitica primaria; 11l — merogonia
eritrocitica; IV — merogonia exoeritrocitica secundaria. 1 — esporozoitos nas células do
reticulo endotelial; 2, 3 — criptozoitos; 4 — merozoito em macrofago; 5, 6 — metacriptozoito; 7
— merozoitos nos eritrdcitos; 8 — gametocitos; 9 — merozoitos nos eritrocitos; 10, 11 —
merontes eritrocitarios; 12 — merozoito em células endoteliais de capilares; 13, 14 —
fanerozoitos; 15 — merozoitos em eritrécitos; 16 — gametdcitos; 17 — macrogameta; 18 —
exflagelacdo dos microgametas; 19 — fertilizacdo do macrogameta; 20 — oocineto penetrando
na membrana peritréfica; 21 — oocisto jovem; 22, 23 — esporogonia; 24 — esporozoitos nas
glandulas salivares do vetor (VALKIUNAS, 2005).



2.3 Ciclo Biologico de Haemoproteus

O ciclo de vida de Haemoproteus em aves foi estudado em mais ou menos 7% das
espécies do parasito conhecidas. Muito semelhante ao ciclo de vida de Plasmodium, as
principais diferencas estdo nas espécies de vetores e na merogonia eritrocitica que ndo ocorre
no ciclo de Haemoproteus. Os vetores de Haemoproteus spp. sdéo moscas da Familia
Hippoboscidae ou mosquitos da Familia Ceratopogonidae, Culicoides spp., estes conhecidos
como “mosquitos-pélvora”. Diferente dos mosquitos transmissores de Plasmodium e dos
Culicoides, tanto 0 macho quanto a fémea das moscas hipoboscideas alimentam-se de sangue
e sdo susceptiveis a infeccdo (VALKIUNAS, 2005; SANTIAGO-ALARCON et al., 2012). O
ciclo de vida de Haemoproteus € apresentado abaixo (Figura 2) e suas caracteristicas foram
baseadas no desenvolvimento da espécie Haemoproteus mansoni (VALKIUNAS, 2005).

O ciclo pode comecar quando os esporozoitos presentes nas glandulas salivares do
inseto sdo inoculados na ave e atingem as células endoteliais (1) desenvolvendo em merontes
exoeritrociticos de primeira geracdo (2,3). Isso ocorre em diferentes orgdos como, figado,
baco, rins, musculatura esquelética e mais frequentemente nos pulmdes. Os merontes formam
entdo merozoitos que possuem formas e tamanhos variaveis. Esses merozoitos podem infectar
novas células (4); em algumas espécies eles crescem e desenvolvem-se em megalomerontes
no tecido muscular ou cardiaco e nas células endoteliais dos capilares (5,6) podendo chegar a
400 um, se estendendo ao longo das fibras musculares e cercados por uma fina parede hialina.
Os merozoitos formados neste processo podem infectar as células sanguineas (7) e se
desenvolverem em gametdcitos (8). Além disso, os merozoitos de primeira geracdo infectam
as células reticuloendoteliais do baco (9), onde se desenvolverdo em merontes maduros no
baco (10,11) os quais irdo liberar merozoitos capazes de infectar as células sanguineas (12) e
se desenvolverem em gametdcitos (13). E importante ressaltar que pelo menos duas geragoes
teciduais acontecem antes do surgimento dos gametdcitos na circulacdo. A fase pré-patente
pode variar de 11 a 21 dias. Somente 0s gametdcitos se desenvolvem em eritrocitos e uma
célula pode ser parasitada por mais de um merozoito, mas somente um ou dois conseguem
atingir a maturidade. Os gametdcitos que sdo capazes de fazer a gametogénese aparecem com
2 a 6 dias ap6s 0s merozoitos infectarem os eritrocitos e a capacidade de produzir gametas
diminui apds esse periodo (VALKIUNAS, 2005).

Da mesma forma como ocorre para Plasmodium, assim que o inseto ingere o0s
gametdcitos durante o repasto sanguineo, a gametogénese inicia-se (14,15). Os gametocitos
assumem formato redondo e saem dos eritrécitos no intestino do vetor. Macrogametas
arredondados sdo produzidos pelo macrogametdcito e oito microgametas moveis sao
originados pela exflagelacdo do microgametdcito (15). Entdo, no ambiente extracelular ocorre
a fertilizacdo e formacéo do zigoto (16) o qual se transforma em oocineto mével. O oocineto
migra através da camada epitelial do intestino médio do vetor e arredondam-se debaixo da
lamina basal dando origem ao oocisto (18). O oocisto sofre esporogonia (19) e numerosos
esporozoitos (20) sdo formados. Apds a maturacdo do oocisto, 0s esporozoitos se movem pela
hemocele e penetram nas glandulas salivares do vetor (21). As formas infectantes para as aves
s80 esses esporozoitos que sdo injetados no hospedeiro vertebrado durante o repasto
sanguineo, fechando seu ciclo bioldgico. Sabe-se que as espécies de Haemoproteus que se
desenvolvem em Culicoides spp. levam entre sete e 10 dias para completar todo o ciclo no
vetor, e em Hippoboscidae levam mais de 10 dias, baseado nas espécies ja estudadas. Vale
ressaltar que,assim como em Plasmodium, ha formacdo de hemozoina nos gametocitos, além
disso, ha granulos de valutim em algumas espécies. Esses granulos podem ser de tons violeta
OuU azuis e sua natureza ainda ndo é compreendida.



Figura 2. Representacdo do ciclo biolégico de Haemoproteus mansoni, parte superior vetor
(14-21), parte inferior ave (1-13). 1 — esporozoito em células endoteliais; 2, 3 — merontes
exoeritrociticos primarios; 4 — merozoitos em células endoteliais; 5, 6 — crescimento e
megalomerontes maduros nos musculos esqueléticos, respectivamente; 7 - merozoitos em
eritrocitos; 8 — gametdcitos maduros; 9 — merozoitos na célula reticuloendotelial no baco; 10,
11 — crescimento e merontes maduros no bago, respectivamente; 12 — merozoitos em
eritrécitos; 13 — gametécitos maduros; 14 — macrogameta; 15 — exflagelacdo dos
microgametas; 16 — fertilizacdo do macrogameta; 17 — oocineto penetrando na membrana
peritrofica; 18 — oocisto jovem; 19, 20 — esporogonia; 21 — esporozoitos nas glandulas
salivares do vetor (VALKIUNAS, 2005).

2.4 Haemosporida em Aves Silvestres do Brasil

O Brasil apresenta grande diversidade de ecossistemas que compdem a segunda
avifauna mais rica do mundo, com aproximadamente 1919 espécies, ficando atras somente da
Colémbia (SAVE Brasil, 2018). As aves sdo conhecidas por abrigar grande quantidade de
hemoparasitos, no entanto, informagdes sobre hemosporideos em aves brasileiras sdo escassas
e isso dificulta realizar estimativas da diversidade desses parasitos no pais.



O estudo com hemosporideos em aves no Brasil teve inicio, com um grande marco
para a histéria do grupo, quando Aragdo (1907,1908) estudou o ciclo bioldgico de
Haemoproteus columbae e descobriu a fase exoeritrocitica no endotélio pulmonar de pombo.
Desde entdo, muitos registros de hemosporideos em aves brasileiras foram feitos e Lucena
(1941) publicou uma revisdo contendo aves infectadas por varias espécies de hemoparasitos
na regido Neotropical. As espécies registradas no Brasil foram Plasmodium vaughani,
Plasmodium cathemerium, Plasmodium elongatum, Plasmodium lutzi, Plasmodium
nucleophilum, Plasmodium praecox, Haemoproteus columbae, Haemaproteus danilewskyi,
além de muitos registros nos quais os parasitos foram identificados apenas em nivel de
género. Esses parasitos foram identificados com base em caracteres morfoldgicos ou de
acordo com a espécie do hospedeiro vertebrado e a maioria foi registrada no estado de S&o
Paulo. Deste modo, estudos sobre a prevaléncia de parasitos em aves comegaram a surgir e
alguns anos depois da publicacdo de Lucena (1941), Lainson et al. (1970) diagnosticaram
hemoparasitos em Passeriformes da regido Amazonica brasileira encontrando prevaléncia de
10%. Dois grandes estudos sobre hemoparasitos em aves silvestres da regido Sudeste do
Brasil foram realizados na década de 80. Bennett e Lopes (1980) estudaram 3.449 aves de 195
espécies e encontraram prevaléncia de 1,8% para Plasmodium spp. e 3,6% para
Haemoproteus spp., em seguida Woodworth-lynas et al. (1989) juntaram os dados do
trabalho de Bennett e Lopes (1980) a novos dados; estudando um total de 15.574 aves
silvestres, nas quais encontraram prevaléncia de 7,5% para o género Plasmodium e 39,9%
para 0 género Haemoproteus, esses resultados foram obtidos por meio da microscopia 6tica e
ndo houve identificagdo especifica.

Apbs o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular na década de 90, estudos
que utilizam a PCR como método de diagnostico de parasitos tornaram-se essenciais na
identificacdo de infec¢bes causadas por hemosporideos aviarios. No Brasil, Ribeiro et al.
(2005) utilizaram os métodos microscopico e molecular para comparar a prevaléncia de
Plasmodium spp. em aves da Mata Atlantica de Minas Gerais e registraram 16,5% e 39,6% de
prevaléncia paras os métodos, respectivamente. Utilizando somente a microscopia como
ferramenta de analise, Fecchio et al. (2007) registraram prevaléncia de 6,9% para Plasmodium
spp. € Haemoproteus spp. em aves do Cerrado brasileiro. Analisando esfregagos sanguineos
de aves da Mata Atlantica, Sebaio et al. (2010) detectaram prevaléncia de 9,2% para
Plasmodium spp. e 3,2% para Haemoproteus spp. Belo et al. (2011) também analisando aves
do Cerrado, encontraram 49% de prevaléncia para Plasmodium spp./ Haemoproteus spp.,
utilizando tanto a microscopia quanto a PCR para diagnoéstico, além disso, identificaram 21
linhagens mitocondriais, incluindo 11 de Plasmodium e 10 de Haemoproteus. Dando
continuidade aos estudos com aves do Cerrado, Fecchio et al. (2011) encontraram prevaléncia
de 7,1% para Haemoproteus e 3,6% para Plasmodium, utilizando apenas microscopia como
ferramenta de identificacdo. Leite et al. (2013) estudaram aves silvestres de uma area urbana
de Palmas no estado de Tocantins e registraram prevaléncia de 23,15% para Plasmodium spp.
e Haemoproteus spp. Em outro estudo realizado por Fecchio et al. (2013) com aves do
Cerrado, dessa vez utilizando métodos moleculares, foi encontrada prevaléncia de 21% para
Haemoproteus e Plasmodium e 18 linhagens distintas do gene mitocondrial citocromo b
foram registradas. Em 2018, Tostes et al. (2018) encontraram prevaléncia de 64,44% de
Plasmodium unalis ao estudarem uma populacdo de Turdus na Mata Atlantica de Minas
Gerais e detectaram sete novas linhagens deste parasito. Todos estes estudos tiveram como
foco principal, diagnosticar e registrar 0 quanto os parasitos dos géneros Haemoproteus e
Plasmodium s&o prevalentes nas aves silvestres pesquisadas.

No entanto, além de detectar a prevaléncia, ha estudos com aves no Brasil que focam
em verificar a diversidade genética de hemosporideos, baseando principalmente no gene
mitocondrial cytb dos parasitos. Villar et al. (2013) mostraram a diversidade genética de
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hemosporideos em diferentes regides do continente americano e no Brasil encontraram 10
diferentes linhagens de Plasmodium em aves migratdrias da espécie Mycteria americana.
Laccorte et al. (2013) caracterizaram a diversidade genética de linhagens de hemosporideos
encontrados em comunidades de aves de trés habitats diferentes no Sudeste do Brasil,
identificando 89 linhagens de Plasmodium e 22 de Haemoproteus, com 86% delas
identificadas pela primeira vez. Na Bacia amazonica, Roos et al. (2015) estudando a espécie
migratoria Rynchops niger, revelaram prevaléncia de 20% de hemosporideos e identificaram
por meio do sequenciamento genético do gene cytb, uma linhagem de Haemoproteus e duas
linhagens de Plasmodium. Estas linhagens ja tinham sido descritas em diferentes regifes do
continente americano, incluindo uma regido no sudeste do Brasil (LACCORTE et al., 2013).
Outro estudo realizado por Bosholn et al. (2016) revelou quatro linhagens de Plasmodium em
Lepidothrix coronata na Amazénia Central e nesse mesmo bioma, Fecchio et al. (2017a)
identificaram 265 linhagens de hemosporideos entre 2661 aves estudadas, revelando
prevaléncia de 15,3% para o género Plasmodium e 2,4% para o género Haemoproteus. Estes
estudos indicam que uma ampla gama de hemosporideos ainda estd por ser descoberta entre
as aves dos diversos biomas brasileiros.

2.5 Identificacéo e Delimitacao de Espécies em Haemosporida

Definir o que € espécie é indispensavel para estudar a biodiversidade do planeta. No
entanto, desde o surgimento da Teoria Sintética da Evolucdo na década de 1930 e o
estabelecimento da sistematica filogenética como método de classificacdo, os conceitos de
espécies sdo intensamente discutidos (CRACRAFT, 2000). Atualmente, existem mais de 24
conceitos distintos de espécies (MAYDEN, 1997), os quais sdo adotados de acordo com a
area de estudo ou com o objetivo do pesquisador.

De acordo com Perkins (2000) as definicdes de espécies podem ser agrupadas em
trés classes amplas: conceitos de similaridade de espécies que se baseiam em caracteristicas
fenotipicas Unicas dos organismos; conceitos de espécies bioldgicas ou reprodutivas que
avalia a capacidade da reproducdo sexual dos organismos para cruzar e produzir descendentes
férteis; e conceitos filogenéticos ou baseados em linhagens que enfatizam a historia evolutiva
compartilhada das populacdes (monofilia). Esse autor sugeriu ainda que o ideal seria abordar
cada um desses trés principais tipos de conceitos para as descri¢des de espécies.

Avaliar o conceito bioldgico em Haemosporida é dificil, pois devido ao fato dos
organismos deste grupo apresentarem um ciclo de vida complexo, faltam informacdes sobre o
isolamento reprodutivo entre as espécies definidas. Isso fez com que a maioria dos
pesquisadores utilizasse as variagdes nos conceitos de espécies morfolégicas e filogenéticas
(OUTLAW; RICKLEFS, 2014).

Desde a descoberta dos hemosporideos, ha mais de 130 anos, até o inicio do século
XXI, a classificacdo dos parasitos deste grupo foi realizada de acordo com os métodos
tradicionais que sdo baseados no conceito da similaridade morfoldgica. Assim, os caracteres
observados por microscopia como 0 numero de merozoitos por merontes, a forma dos
gametdcitos, a presenca ou auséncia de pigmento de hemozoina, o tipo de célula hospedeira
infectada, os danos causados nas células infectadas e a espécie de hospedeiro infectado foram
0s principais parametros utilizados para descrever as espécies e classificar os parasitos da
ordem Haemosporida (GARNHAM, 1966; PERKINS, 2000; VALKIUNAS, 2005). No
entanto, os parasitologistas comecaram a observar que esses tragcos poderiam ndo ser
confiaveis, pois a morfologia e a historia de vida dos parasitos podem variar de acordo com as
espécies hospedeiras e as caracteristicas morfologicas determinadas a partir de esfregacos
sanguineos, dependendo das técnicas utilizadas, podem ser alteradas e resultar em diferengas
significativas na aparéncia dos parasitos sob a microscopia de luz (PERKINS, 2000).
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Com o advento da biologia molecular, no inicio do século XXI, as informactes
obtidas a partir do sequenciamento genético passaram a revelar diferencas entre parasitos, que
antes eram classificados como uma mesma espécie com base na morfologia. As espécies que
eram indistinguiveis morfologicamente, mas que apresentavam diferencas no DNA, ficaram
conhecidas como espécies cripticas (BENSCH et al., 2004). Um exemplo importante foi
demonstrado por Perkins (2000), que ao trabalhar com o sequenciamento de linhagens de
hemosporideos de lagartos, descobriu que a espécie Plasmodium azurophilum, descrita
morfologicamente infectando globulos vermelhos e globulos brancos, era na verdade
composta por duas linhagens distintas, porém iguais vistas sob microscopia Optica. Desde
entdo, muitos casos de complexos de espécies cripticas em hemosporideos aviarios foram
descritos e um deles foi registrado em aves de rapina, em que a espécie Leucocytozoon toddi
apresentou 10,9% de divergéncia genética entre suas linhagens e os pesquisadores sugeriram
que L. toddi representava um conjunto de espécies cripticas (SEHGAL et al., 2006). Poucos
anos apos essa sugestdo, Valkitnas et al. (2010) fizeram uma andlise minuciosa das formas
citoplasmaticas desse mesmo organismo e observaram que na verdade havia duas espécies
que se distinguiam morfologicamente. Outro exemplo de espécie criptica foi registrado por
Palinauskas et al. (2015), que identificaram uma nova espécie, Plasmodium
homocircumflexum, a partir de Plamodium circumflexo, descrita anteriormente com base na
morfologia. Os autores chegaram a esse resultado por meio da andlise morfologica dos
estagios sanguineos e teciduais em combinacdo com a analise molecular de um fragmento do
gene mitocondrial citocromo (cytb).

Embora o desenvolvimento das técnicas moleculares tenha sido um grande avanco
para a taxonomia de Haemosporida, atualmente ha um acumulo de linhagens de parasitos do
grupo sem identificacdo especifica (BENSCH et al., 2009). Somente no MalAvi, banco de
dados criado para depositar linhagens do gene cytb de hemosporideos aviarios, ha mais de
3000 linhagens (MalAvi database, BENSH et al., 2009).

Com o objetivo de descrever novas espécies a partir das linhagens do cytb, Hellgren
et al. (2007) sugeriram o0 uso da porcentagem genética, em que 5% de divergéncia seria a taxa
limite para a diferenciacdo. Segundo os autores, uma vez que as linhagens apresentem valores
de divergéncia acima desse limite elas sdo distintas morfologicamente. No entanto, existem
numerosos exemplos de espécies bem estabelecidas que diferem em menos do que 1% no
gene cytb e que sdo facilmente distinguiveis morfologicamente, como por exemplo,
Haemoproteus jenniae e Haemoproteus iwa, Haemoproteus pallidus e Haemoproteus
minutus. Estas espécies apresentaram divergéncia de 0,6% entre as linhagens do gene
citocromo b (LEVIN et al., 2012; HELLGREN et al., 2007).

No cenério atual, ndo existem critérios e nem consenso sobre qual conceito se basear
para a descricdo de espécies em Haemosporida. Embora seja comum encontrar trabalhos que
descrevam espécies baseando-se somente na similaridade morfologica (VALKIUNAS, 2005;
ZEHTINDJIEV et al., 2012) ou trabalhos que utilizam apenas a caracterizacdo molecular
(MERINO et al.,, 2012; VALKIUNAS et al., 2011); o uso de ambas as metodologias
concomitantemente tem sido a abordagem mais aceita (PALINAUSKAS et al.,, 2007;
MANTILLA et al., 2016; TOSTES et al., 2018; VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018).
Entretanto, combinar caracterizagcdo morfoldgica e molecular em estudos com aves silvestres,
ndo tem sido uma tarefa facil. Primeiro porque a grande maioria das aves capturadas apresenta
baixa parasitemia muitas vezes impossibilitando o detalhamento morfologico (VALKIUNAS,
2005). E segundo, devido a alta taxa de coinfec¢do, em que as aves sdo infectadas por mais de
uma espécie de hemosporideos. Esse € um grande problema para a caracterizacdo molecular,
uma vez que os protocolos de PCR tendem a favorecer a amplificacdo de sequéncias de DNA
dos parasitos com a maior parasitemia (CHAGAS et al., 2013) ou 0s “primers” podem melhor
corresponder a uma espécie, do que outras (ZEHTINDJIEV et al., 2012).
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Desse modo, métodos adicionais sdo necessarios para descrever novas espécies e
conhecer a biodiversidade dos hemosporideos aviarios, o que podera futuramente auxiliar os
estudos de conservacdo. Segundo Frankham et al. (2004) o estabelecimento do status
taxondmico dos organismos de acordo com a maior diversidade de caracteres possivel é uma
das premissas da genética da conservacao, pois nao se pode proteger 0 que nao se conhece.

2.6 Delimitacdo Computacional de Espécies

Com a dificuldade encontrada em estabelecer espécies morfologicas, principalmente
devido a diversidade criptica, e com a grande quantidade de dados moleculares acumulados
nos ultimos anos, o conceito filogenético pode conduzir alternativas objetivas e rapidas para
descrever as espécies de hemosporideos (OUTLAW; RICKLEFS, 2014). O conceito
filogenético de espécies define as espécies como um agrupamento de organismos com
padroes de ancestralidade e descendéncia, os quais o diferem de outros agrupamentos
(ELDREDGE; CRACRAFT, 1980).

Na dltima década, com base no conceito filogenético de espécie, foram
desenvolvidos algoritmos computacionais para a delimitacdo de espécies. A delimitacao
computacional utiliza sequéncias moleculares para delimitar ou validar unidades evolutivas
significativas (ESUs) (RYDER, 1986). E muitas abordagens computacionais utilizam a Teoria
da Coalescéncia com o objetivo de identificar a transicdo de um processo coalescente em
nivel de populacdo para um processo de especiacdo macroevolutivo na arvore filogenética
(MELLO etal., 2018).

Métodos de delimitacdo de espécies coalescentes tém sido amplamente utilizados
(ENCE; CARSTENS, 2011; YANG; RANNALA, 2010) e aplicados com sucesso pra muitos
taxons, particularmente vertebrados (CARSTENS; DEWEY, 2010; SMITH et al., 2013;
MUSHER; CRACRAFT, 2018; MELLO et al., 2018) e insetos (PONS et al., 2006; HUANG;
KNOWLES, 2016). Embora essa abordagem seja menos frequente em protozoarios, esse
grupo pode ser altamente diversificado (BOENIGK et al., 2012; ZHAO et al., 2016). Em
Haemosporida essa metodologia € incipiente e apenas um estudo foi realizado com o objetivo
de delimitar espécies no género Leucocytozoon em aves do Alasca (GALEN et al., 2018). Os
pesquisadores utilizaram algoritmos computacionais de delimitacdo multi-locus (GMYC e
BPP), e estes mostraram que 0 género Leucocytozoon é altamente rico de espécies no local
estudado, sugerindo a existéncia de uma diversidade extraordinaria em nivel especifico em
todo o mundo.

Além das metodologias multi-locus, abordagens computacionais de locus Unico
também sdo Uteis para estabelecer ESUs. Um dos principais € o algoritmo PTP (Poisson tree
process) que se baseia no critério da maxima verossimilhanca sendo fundamentado na teoria
da coalescéncia visando encontrar diferencas significativas entre as relacBes reconstruidas
entre e dentro das espécies, as quais sao refletidas pelo comprimento de ramos na topologia da
arvore (ZHANG et al., 2013). Como o comprimento de ramo representa 0 numero médio
esperado de substituicdes por sitio, o PTP assume que o numero de substituicdes entre as
especies é maior que o numero de substituicdes dentro das espécies (ZHANG et al., 2013). Na
mesma linha segue o algoritmo MPTP (Multi-rate Poisson Tree Process), versdo do PTP que
melhora a estimativa em filogenias que possuem diferentes taxas inter e intraespecificas. A
taxa de especiacdo pode ser constante entre espécies irmas, porém a taxa de coalescéncia
intraespecifica e a diversidade genética podem variar significativamente mesmo entre
especies irmas, de modo que o MPTP permite explicar as diferentes taxas de eventos de
ramificacdo dentro de cada espécie delimitada (KAPLI et al., 2017).

Desse modo, os diversos métodos de delimitacdo computacional podem auxiliar na
descricdo de espécies e ser relevante principalmente na area da parasitologia, uma vez que
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doencas infecciosas frequentemente emergem de grupos patogénicos (ATKINSON; VAN
RIPER I1l, 1991), para os quais é fundamental a delimitacdo de uma linhagem evolutiva
independente para 0 manejo de conservacao.

2.7 Parasitismo, Ecologia e Conservacgdo da Avifauna

A Mata Atlantica é um bioma brasileiro altamente degradado pela acdo antropica e
atualmente apresenta apenas 7% da cobertura vegetal original (SOSMA; INPE, 2015). Apesar
disso, a fauna e a flora da mata é uma das maiores e mais diversas do mundo (LIMA, 2014) o
que chama atencéo para estudos de conservacao bioldgica.

A introducdo de agentes patogénicos e a proliferacdo de doencas infecciosas tém sido
ligadas a acBes antrdpicas, composicao ambiental e mudancas climéticas (LOGIUDICE et al.,
2003), e a medida que o contato entre espécies silvestres aumenta, eleva-se o risco de
infeccbes (WEISS; MICHAEL, 2004). Em ambientes que possuem grande diversidade de
hospedeiros e vetores, 0s parasitos sdo capazes de infectar espécies residentes e migratorias, o
que lhes permite colonizar novas areas, as quais podem abrigar hospedeiros suscetiveis
suficientes e vetores circulantes adequados, ampliando o alcance geografico dos parasitos
(HELLGREN et al., 2009).

A viruléncia de hemosporideos aviarios ira depender da sensibilidade dos
hospedeiros e da linhagem dos parasitos, podendo desempenhar importante papel como fator
limitante na distribuicdo, abundancia e sobrevivéncia de aves nativas em determinados
ambientes (BENSCH et al., 2000). A introducdo de uma infeccdo ou doenca de uma
populacdo resistente em uma populacdo susceptivel pode causar declinio rapido de
populagcdes e diminuir a biodiversidade, uma vez que doencas e parasitos tem sido
provavelmente responsaveis por um numero consideravel de extingdes de espécies silvestres
(DOBSON; MAY, 1986; MCCALLUM; DOBSON, 1995). Um exemplo disso aconteceu no
Havai, onde a introducdo de uma linhagem de Plasmodium relictum e seu vetor, em algumas
florestas da ilha, resultou no declinio de populacbes e até mesmo a extincdo de espécies
nativas (VAN RIPER Il et al., 1986, ATKINSON et al., 2000).

Estudos abrangentes sobre a dindmica parasito-hospedeiro e fatores ambientais
podem ser altamente relevantes para a conservacdo e para a compreensdo da complexidade
dos sistemas ambientais, onde a variedade de vetores e parasitos, bem como, as acdes
antropicas dificultam a avaliacdo dos efeitos ecoldgicos sobre a aptiddo dos hospedeiros
(KNOWLES et al., 2011, SEHGAL et al. 2012, LAPOINTE et al. 2012). Na Mata Atlantica
brasileira pouco se conhece sobre o papel que os hemosporideos exercem nas populacdes
avidrias. Estudos que abordam esse tema sdo importantes para investimentos em conservacao,
principalmente, neste bioma que sofre com o desmatamento constante e muitas espécies sao
alvo do tréfico de animais silvestres.
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CAPITULO |

3 HEMOSPORIDEOS (Plasmodium spp. e Haemoproteus spp.) EM AVES
DA FAMILIA THRAUPIDAE (PASSERIFORMES) DA MATA
ATLANTICA DE MINAS GERAIS, BRASIL: INFLUENCIA DAS
CARACTERISTICAS DOS HOSPEDEIROS E AMBIENTAIS NA TAXA
DE INFECCAO
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RESUMO

A Mata Atlantica é considerada um dos maiores hotspot do mundo. No entanto, € um bioma
que vem sofrendo constante degradacéo desde a colonizagéo, o que resultou na perda de mais
de 90% da sua cobertura vegetal. Ainda assim, aves e dipteros hemat6fagos sdo encontrados
em abundancia no bioma, podendo abrigar alta variedade de parasitos. Os hemosporideos sao
parasitos encontrados em varias espécies de aves no mundo e sd@o conhecidos por causarem
prejuizos aos seus hospedeiros. A infeccdo pode variar de acordo com a composi¢do
ambiental, mudancas climaticas e com as caracteristicas dos hospedeiros. O objetivo deste
estudo foi avaliar a prevaléncia e a parasitemia de hemosporideos (Plasmodium e
Haemoproteus) em aves da familia Thraupidae de fragmentos de Mata Atlantica da Zona da
Mata mineira, bem como relacionar a variagdo da prevaléncia com os locais e época de coleta,
sexo e idade dos hospedeiros. Redes de neblina foram utilizadas para capturar as aves, a partir
das quais foram obtidas amostras de sangue para producdo de esfregacos sanguineos. Estes
foram examinados sob microscopia Optica para calculo de prevaléncia e parasitemia e analises
estatisticas foram realizadas para estimar a variacdo da prevaléncia. Foram examinadas 442
aves representantes de 21 espécies. Destas, 267 (60,4%) estavam infectadas por
hemosporideos, sendo o género Plasmodium o mais prevalente (99,25%) seguido por
Haemoproteus (1,12%). Foi registrada coinfeccdo (Plasmodium e Haemoproteus) em apenas
uma ave (0,37%). A prevaléncia de infeccdo por Plasmodium spp. apresentou variagao
significativa somente em relacdo ao local de captura de captura das aves, em que aves
capturadas em areas abertas estavam mais infectadas do que as aves capturadas em areas
florestais. Quanto aos grupos etarios e ao sexo dos hospedeiros ndo houve diferenca
significativa para a prevaléncia de Plasmodium spp. A parasitemia foi muito baixa para a
maioria das aves examinadas (0,01% a 0,09%). A prevaléncia total encontrada no presente
estudo € alta quando comparado com outros trabalhos realizados no Brasil e na regido
neotropical. A variacdo da prevaléncia na comunidade de aves estudadas pode ser explicada
pelas diferencas do habitat. Embora a relacdo da prevaléncia com a estacdo de captura das
aves, a idade e 0 sexo ndo tenha sido significativa, varios estudos demonstraram que existe
influéncia desses fatores sobre as infeccGes de hemosporideos aviarios. Estes resultados sdo
importantes para compreender a distribuicdo e quais fatores estdo ligados a proliferacdo de
doencas parasitarias na vida selvagem. Ainda mais em ambientes com alta diversidade de
hospedeiros e vetores e com mudancas ambientais constantes, como é o caso da Mata
Atlantica.

Palavras-chave: Hemosporideos, prevaléncia, parasitemia, aves, Thraupidae, Mata Atlantica.
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ABSTRACT

The Atlantic Forest is considered one of the largest hotspots in the world. However, it is a
biome that has undergone constant degradation since colonization, which has resulted in the
loss of more than 90% of its vegetation cover. Nevertheless, birds and hematophagous diptera
are found in abundance in the biome, being able to harbor a high variety of parasites.
Haemosporidian are parasites found in several bird species in the world and are known to
cause damage to their hosts. The infection can vary according to the environmental
composition, climatic changes and the characteristics of the hosts. The aim of this study was
to evaluate the prevalence and parasitemia of haemosporidian (Plasmodium and
Haemoproteus) in birds of the family Thraupidae of Atlantic Forest fragments of the Zona da
Mata mineira, as well as to relate the prevalence variation with the sites and time of
collection, sex and age of hosts. Mist nets were used to capture the birds, from which blood
samples were obtained for the production of blood smears. These were examined under
optical microscopy to calculate prevalence and parasitaemia and statistical analyzes were
performed to estimate prevalence variation. A total of 442 birds representing 21 species were
examined. Of these, 267 (60.4%) were infected with hemosporidian, the genus Plasmodium
being the most prevalent (99.25%) followed by Haemoproteus (1.12%). Coinfection
(Plasmodium and Haemoproteus) was recorded in only one bird (0.37%). The prevalence of
Plasmodium spp. presented significant variation only in relation to the capture site of birds, in
which birds captured in open areas were more infected than the birds captured in forest areas.
Regarding the age groups and hosts sex, there was no significant difference in the prevalence
of Plasmodium spp. The parasitaemia was very low for most birds examined (0.01% to
0.09%). The total prevalence found in the present study is high when compared to other
studies performed in Brazil and in the Neotropical region. The prevalence variation in the
studied avian community can be explained by habitat differences. Although the prevalence
relationship with the catchment season, age and host sex were not significant, several studies
have demonstrated that these factors influence avian hemosporidian infections.These results
are important in understanding the distribution and what factors are linked to the proliferation
of parasitic diseases in wildlife. Still more in environments with high diversity of hosts and
vectors and with constant environmental changes, as is the case of the Atlantic Forest.

Keywords: Haemosporidian, prevalence, parasitaemia, avian, Thraupidae, Atlantic Forest.
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3.1 INTRODUCAO

Hemosporideos sdo protozoarios pertencentes a ordem Haemosporida, filo
Apicomplexa, que parasitam diversas espécies de vertebrados. As aves sdo os hospedeiros
mais bem estudados e apresentam distribuicdo global destes parasitos (GARNHAM, 1966).
Os parasitos do género Plasmodium, conhecidos como os agentes causadores da malaria, € 0s
parasitos do género Haemoproteus tem o maior nimero de espécies registradas em aves. De
acordo com Valkitinas (2005) a maior ocorréncia de parasitos do género Haemoproteus pode
estar relacionado com a abundancia dos vetores. Dipteros hematdfagos da familia Culicidae
sdo conhecidos como vetores das espécies de Plasmodium e dipteros das familias
Hippoboscidae e Ceratopogonidae como o0s vetores das espécies de Haemoproteus.
Entretanto, o papel potencial desses organismos como agentes de doencas e sua influéncia
sobre a ecologia dos hospedeiros ndo sdo completamente compreendidos (ATKINSON; VAN
RIPER 111, 1991).

A prevaléncia de hemosporideos € um dos fatores mais estudados para aves das
diversas regides do mundo. Os estudos mostram uma alta variagdo nas taxas de prevaléncia
entre as espécies de aves de uma comunidade (zero a 100%) (GREINER et al., 1975; WHITE
et al., 1978; LATTA; RICKLEFS, 2010; HAM-DUENAS et al., 2017). As causas dessa
variacdo podem estar relacionadas tanto aos tracos da historia de vida e aos fatores evolutivos
dos hospedeiros (HAMILTON; ZUK, 1982; FECCHIO et al., 2011, DIMITROV et al., 2018),
guanto as condicBes climaticas, estrutura do habitat e exposicdo aos vetores (HESS et al.,
2001; FECCHIO et al., 2013; FERREIRA-JUNIOR et al., 2016). Além disso, as mudangas
ambientais induzidas pelo homem, como desmatamento e fragmentacdo de habitats podem
influenciar nas interagdes parasito-hospedeiro e causar variagdes na prevaléncia (BENNETT
et al., 1992; CHASAR et al., 2009; REINOSO-PEREZ et al. 2016; FERREIRA-JUNIOR et
al., 2017). Dessa forma, estudos sobre a prevaléncia de hemosporideos sdo importantes para
compreender as causas ecoldgicas e evolutivas das variacdes dessas infeccBes nas diversas
populagdes e comunidades de aves silvestres.

No Brasil, estudos com a prevaléncia de hemoparasitos ja foram realizados para aves
silvestres do Cerrado, Caatinga, Amazonia e Mata Atlantica (BENNETT,; LOPES, 1980;
WOODWORTH-LYNAS et al., 1989; RIBEIRO et al., 2005, FECCHIO et al., 2007, 2011,
2017; LEITE et al., 2013; SEBAIO et al., 2012; TOSTES et al., 2017; FERREIRA-JUNIOR
et al., 2017). Os métodos de identificacdo de hemosporideos utilizados nestes estudos foram
microscopia oOptica e/ou andlise molecular, os quais revelaram valores de prevaléncia entre
4,58% e 64,4% (BENNETT; LOPES, 1980; TOSTES et al., 2017).

As infeccOes de parasitos sdo consideradas como umas das mais importantes
pressdes seletivas sobre aves (SEEGAR et al., 1976; ARRIERO et al., 2008). Para explicar a
variacdo da prevaléncia de hemoparasitos entre as espécies aviarias, algumas hipoteses que
associam fatores ecoldgicos, evolutivos e a historia de vida dos hospedeiros foram formuladas
e testadas. A hipotese de Hamilton e Zuk (1982) é uma das mais famosas, esta postula que
parasitos e patdgenos sdo um dos fatores responsaveis pela evolucdo e manutencdo das
caracteristicas sexuais secundarias em aves, como por exemplo, a coloragdo da plumagem.
Além disso, o sistema de acasalamento, assim como o desenvolvimento embrionario também
ja foram utilizados para explicar a variacdo da prevaléncia entre as espécies de aves em
determinadas localidades (READ, 1991; RICKLEFS, 1992). Outras hipoteses como a
sazonalidade, abundéancia dos vetores, modificagdo do hébitat, altura dos ninhos, sexo, idade e
massa corporal dos hospedeiros, ja foram testadas para explicar a variacdo da prevaléncia de
hemoparasitos em aves de diversas regides do mundo (HAM-DUENAS et al., 2017).
Entretanto, na Mata Atlantica brasileira pouco se conhece sobre quais fatores estdo
influenciando nas taxas de prevaléncia e parasitemia nas populagées de aves.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia e a parasitemia de Plasmodium spp.
e Haemoproteus spp. em diversas espécies de aves da familia Thraupidae, que foram
capturadas em fragmentos de Mata Atlantica na Zona da Mata de Minas Gerais. Além disso,
as caracteristicas dos hospedeiros como a idade e 0 sexo, e as caracteristicas do habitat como
local de captura e época de coleta foram analisadas para testar suas influéncias sobre as taxas
de prevaléncia de Plasmodium spp. Os valores de parasitemia média de Plasmodium spp.
foram analisados de acordo com o sexo dos hospedeiros e com as estacfes seca e chuvosa.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Locais de coleta

As coletas foram realizadas em fragmentos de Mata Atlantica e em locais proximos a
esses fragmentos que estdo localizados no municipio de Juiz de Fora na Zona da Mata de
Minas Gerais, Brasil. Os locais sdao: Sitio Paraiso da Barra, Chacara, 21° 68" S, 43°22' W,
elevacdo de 796 m; Sitio Vista Alegre, Caeté/ Juiz de Fora, 21° 48' S, 43° 15" W, elevacao de
494m; Granja Passarada, Juiz de Fora, 21° 48" S, 43° 19' W, elevacdo de 615m; Jardim
Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais, 21 °
44’ S, 43° 32> W, elevagao de 715m e Fazenda Volta Grande, Santa Barbara do Monte Verde,
21° 58' S, 43° 41' W, elevacdo de 798m. Os pontos de coleta do Jardim Botanico/UFJF e da
Fazenda Volta Grande situavam-se dentro dos fragmentos da Mata Atlantica, os quais
apresentam arvores de médio e grande porte, formando uma floresta fechada e densa. Em
meio a esses fragmentos encontram-se corpos de agua como cérregos e lagos. Os pontos de
coleta das demais localidades foram fixados em ambientes abertos como bordas de
fragmentos de floresta. O clima da regido é do tipo Cwa (subtropical de altitude) segundo a
classificacdo de Koppen (1970), com estacdo fria e seca entre os meses de maio a setembro
(estacdo seca) e estacdo quente e imida entre 0s meses de outubro a abril (estacdo chuvosa).
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Figura 1. Pontos de captura das aves e coleta de sangue em cinco locais da regido de Juiz de
Fora, Zona da Mata, Minas Gerais. CAE (Sitio Vista Alegre), CHA (Sitio Paraiso da Barra),
JB (Jardim Botanico-UFJF), PASS (Granja Passarada) e SBMV (Fazenda Volta Grande).

3.2.2 Captura das aves e coleta de sangue

As coletas foram realizadas mensalmente com duracdo de trés a cinco dias
consecutivos, entre abril de 2013 e dezembro de 2015. Para a captura das aves, foram
utilizadas 10 redes de neblina, de 12 m de comprimento por 3m de altura e malha de 36 mm.
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As redes permaneciam abertas por 8h aproximadamente, desde o nascer do sol até o final da
tarde, totalizando 12.672 hm? de esforco amostral. As redes foram vistoriadas em intervalos
de 20-30 minutos para a retirada das aves, as quais foram marcadas com anilhas para que ndo
houvesse reamostragem. As aves capturadas foram examinadas fisicamente e as seguintes
informacbes foram registradas: data de captura, idade, sexo, massa corporal, medidas
morfométricas e caracteristicas fenotipicas, como cor da plumagem, morfologia do bico e
pernas, sendo realizada a identificacdo das espécies de acordo com Ridgely et al. (2009) e
Sigrist (2014).

Amostras de sangue foram obtidas com seringas e agulhas a partir da punc¢éo da veia
braquial em uma das asas e mantidas em caixas térmicas com gelo até o final da tarde, quando
foram levadas para o Laboratorio de Protozoologia da Universidade Federal de Juiz Fora.
Estas amostras foram armazenadas em freezer (-20° C) para estudos futuros. Em média, trés
esfregacos sanguineos por individuo foram preparados em campo diretamente do sangue
extravasado apds a puncéo da veia braquial. O volume de sangue coletado ndo excedeu 1% do
peso total do animal. Apds os procedimentos de amostragem, as aves foram liberadas
imediatamente. Todos os procedimentos e métodos de amostragem foram avaliados e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal Juiz de
Fora (protocolo n° 042/2012) e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacgdo sobre
Biodiversidade (SISBIO) (n° 29268-3 e 29268-4).

3.2.3 Analises microscopicas

Os esfregacos de sangue foram secados ao ar logo apds sua preparacao e em seguida
foram fixados em metanol absoluto por 3 min, no mesmo local de coleta. No Laboratério de
Protozoologia da UFJF, os esfregacos foram corados com Giemsa (Merck, Darmstadt,
Alemanha) diluido em &gua destilada na proporcdo de 1:9. Para o exame microscopico foi
utilizado um microscépio de luz Olympus BX-51 (Olympus, Tokyo, Japan), equipado com
uma camera digital Olympus Evolt E-330, para registrar as formas evolutivas dos parasitos.
As laminas foram examinadas sob 0 aumento de 600X por 20 min para detec¢do de parasitos.
Em seguida 100 campos microscopicos foram observados em ampliacdo de 1000X para
calculo da parasitemia.

3.2.4 Analises dos dados

Os valores de prevaléncia foram calculados segundo Bush et al. (1997), que define
prevaléncia como o numero de hospedeiros infectados com determinado parasito dividido
pelo nimero total de hospedeiros examinados, com o valor dado em porcentagem. E o célculo
da parasitemia (intensidade da infeccéo) foi feito seguindo o método de Godfrey et al. (1987),
no qual é quantificado o ndmero de formas de parasitos encontrado em 100 campos
microscopicos do esfregaco sanguineo de cada ave.

A normalidade dos dados da parasitemia foi avaliada por meio do teste “Lilliefors”, a
5% de significancia. A analise de “Kruscall-Wallis”, a 5% de significancia, foi utilizada para
os dados que ndo apresentaram normalidade (ndo paramétrico) confrontando os dados de
parasitemia da seguinte forma: fémea estagcdo seca x fémea esta¢do chuvosa; macho estacdo
seca X macho estacdo chuvosa; fémea estacdo chuvosa X macho estagdo chuvosa; fémea
estacdo seca x macho estacdo seca. As andlises foram realizadas por meio do programa
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).

Uma andlise descritiva dos valores de prevaléncia de infeccdo por Plasmodium spp.
foi realizada considerando um intervalo de confianga de 95% de significancia. As
caracteristicas das aves (sexo e idade) e ambientais (localidade e estagdo do ano) foram
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comparadas em funcdo da prevaléncia, por meio do teste Qui-quadrado com correcdo de
Yates em nivel de 5% de significancia. Para estas analises utilizou-se o programa R v.3.5.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2018). As aves que nao tiveram o0 sexo e a idade
determinada e/ou ndo registrada foram excluidas das analises estatisticas, bem como as aves
com infeccdo exclusiva por Haemoproteus spp.
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Espécies de aves examinadas

Foram analisadas 442 aves pertencentes a 21 espécies da familia Thraupidae da
ordem Passeriformes (Figura 2).

Asemospiza fuliginosa Coereba flaveola Conirostrum speciosum
(4/14) (8/20) (0/1)

o

- Dacnis cayana
Coryphospingus pileatus (19/25) Haplospiza unicolor

(2/2) (1/1)

0 Pipraeidea melanonota >,
Nemosia pileata (2/3) Ramphocelus bresilius

(1/1) (6/13)

Sicalis flaveola

(42/55) Sporophila caerulescens
(23/34)

Saltator similis

(3/5)

Figura 2. Espécies de aves da familia Thraupidae. Os nimeros entre parénteses representam
(numero de individuos infectados/nimero de individuos examinados). Individuos do sexo
masculino séo apresentados (imagens adaptadas de DEL HOYO et al., 2018).
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Continuacao

‘ Tangara cyanoventris
Tachyphonus coronatus (2/6) Tangara flava
(64/114) (4/8)
e
‘ <%

Tangara ornata Tangarapalmarum Tangara sayaca
(3/3) (3/9) (22/35)

Trichothraupis melanops
Tersina viridis (42/70)

(2/6)

Volatinia jacarina
(11/17)

Figura 2. Espécies de aves da familia Thraupidae. Os nimeros entre parénteses representam
(nimero de individuos infectados/nimero de individuos examinados). Individuos do sexo
masculino séo apresentados (imagens adaptadas de DEL HOYO et al., 2018).

3.3.2 Prevaléncia e parasitemia

Das 442 aves examinadas 267 individuos (60,4%) estavam parasitados por
hemosporideos (Plasmodium e Haemoproteus). O género Plasmodium foi o mais abundante
sendo encontrado em 265 aves (99,25%) e o género Haemoproteus foi registrado somente em
trés aves (1,12%), sendo uma delas pertencente a espécie Tangara sayaca e as outras duas a
espécie Tachyphonus coronatus. Em um individuo (0,37%) da espécie T. coronatus foi
registrada infeccdo mista (Plasmodium e Haemoproteus). Se levarmos em consideracdo as
espécies de aves com n amostral acima de 10 individuos, Sicalis flaveola foi a espécie mais
parasitada com 42 individuos (76,3%) infectados dos 55 capturados e Asemospiza fuliginosa
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foi a espécie menos parasitada com quatro individuos (28,5%) infectados dos 14 espécimes
examinados (Figura 2 e 3).

As espécies de aves em que pelo menos um individuo apresentou gametdcitos entre
0s estagios evolutivos nas Iaminas examinadas foram: Dacnis cayana, Sicalis flaveola,
Tachyphonus coronatus, Tangara sayaca, Trichothraupis melanops e Volatinia jacarina.
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Figura 3. Prevaléncia de hemosporideos (Plasmodium/Haemoproteus) por espécie de ave
estudada. Os nimeros em cima das barras indicam o numero total de aves. As barras cinza
escuro indicam as espécies de aves que tiveram o “n” amostral maior do que 10. Os asteriscos
indicam as espécies de aves que apresentaram gametocitos nos esfregacos sanguineos. Os
triangulos indicam as duas espécies de aves que apresentaram individuo infectado por
Haemoproteus spp.

A prevaléncia de infeccdo por Plasmodium spp. ndo apresentou diferencas
significativas (p > 0,05) entre os sexos (machos 63,8% e fémeas 63,4%) e as idades (jovens
53,3% e adultos 62,0%). Em relacdo a prevaléncia de infeccdo de Plasmodium spp. em cada
sexo por estacdo do ano (seca e chuvosa) também ndo foi encontrada diferenca significativa
(p > 0,05) (Tabela 1). Entretanto, verificou-se diferenca significativa (p < 0,05) na infeccéo
por Plasmodium spp. quando a prevaléncia registrada em individuos capturados em regido
aberta (73,0%) foi comparada com a prevaléncia registrada em individuos capturados em
regido florestal (55,8%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Andlise descritiva e bivariada das caracteristicas ambientais e caracteristicas das
aves infectadas por Plasmodium spp., diagnosticadas por meio da leitura de esfregacos
sanguineos sob microscopia optica.

Caracteristicas das aves e Analise descritiva Analise bivariada
ambientais N (%) IC de 95% v P
Sexo
Macho 177 63,8 (56,71 - 70,88) 0.146 0.702
Fémea 155 63,4 (55,81 — 70,98) ’ '
Idade
Jovem 60 53,3 (40,67 — 65,92) 1318 0.250
Adulto 372 62,0 (57,06 — 66,93) ’ ’
Localidade
Aberta 115 73,0 (64,88 — 81,11) 9.819 0.001*
Florestal 326 55,8 (50,40 — 61,19) ' ’
Estacdo
Machos
Chuvosa 74 63,5 (52,53 — 74,46) 1.239 1,000
Seca 103 64,0 (54,73 - 73,26)
Fémeas
Chuvosa 53 67,9 (55,33 - 80,46) 0.010 0.919
Seca 102 65,6 (56,38 — 74,81) ’ '

N: numero total de aves examinadas; (%) prevaléncia de infecgdo; y: Teste Qui-quadrado; P:
p-valor; IC: Intervalo de Confianca. Aberta: CAE (Sitio Vista Alegre), CHA (Sitio Paraiso da
Barra), PASS (Granja Passarada); Florestal: JB (Jardim Botanico-UFJF) e SBMV (Fazenda
Volta Grande).

Com relacdo a parasitemia de hemosporideos (Plasmodium/Haemoproteus), a
maioria das espécies de aves apresentou parasitemia muito baixa (entre 0,01% e 0,09%). As
maiores parasitemias de Plasmodium spp. foram registradas em um Unico individuo das
espécies Sicalis flaveola (0,17%), Tachyphonus coronatus (0,3%), Saltator similis (0,4%) e
Trichothraupis melanops (0,54%) e a maior parasitemia de Haemoproteus spp. foi encontrada
em um individuo de Tangara sayaca (0,2%). As parasitemias de Plasmodium spp. em machos
e fémeas durante as estacOes seca e chuvosa estdo apresentadas na Tabela 2. Os resultados
mostram que ndo houve diferencas estatisticas para as parasitemias dos grupos analisados.
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Tabela 2. Parasitemia média total de Plasmodium spp. em aves machos e fémeas positivas em
laminas de esfregaco sanguineo, coletadas na estacdo seca e chuvosa. A analise de varidncia
foi utilizada na comparacéo dos valores médios de parasitemia, comparando-se 0s grupos de
aves positivas por sexo em cada estagdo do ano de coleta.

Sexo das aves e estacdo do ano N Parasitemia média total (%0) P
Fémea
Estacdo
chuvosa 36 0,063 0,8017
seca 67 0,042
Macho
Estacéo
chuvosa 47 0,036 0,5097
seca 66 0,053
Estacéo chuvosa
Sexo
Fémea 36 0,063 0,1527
Macho 47 0,036
Estacao seca
Sexo
Fémea 67 0,042 0,2419
Macho 66 0,053

N: nimero total de aves examinadas; P: p-valor pelo teste Kruscall-Wallis a 5% de
significancia (p<0,05).
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3.4 DISCUSSAO

A alta prevaléncia de hemosporideos (60,4%) registrada no presente estudo diverge
dos baixos valores de prevaléncia encontrados em outros estudos com passeriformes da Mata
Atlantica e de outros biomas brasileiros, assim como estudos realizados na regido neotropical
(WHITE et al., 1978; SEBAIO et al., 2010; 2012; FECCHIO et al., 2007; 2011). Em trabalho
realizado com aves da Mata Atlantica de Sao Paulo, na década de 1980, foi registrado 9,8%
de infeccdo por Plasmodium spp. e Haemoproteus spp., uma das prevaléncias mais baixas
encontradas no Brasil (WOODWORTH-LYNAS et al., 1989). Ribeiro et al. (2005) e
SEBAIO et al. (2012) registraram prevaléncias de 16% e 12% de infeccdo em aves da Mata
Atlantica de Minas Gerais, os dados analisados em ambos os trabalhos foram de amostras
coletadas em 2000 e 2001. Outros estudos que relataram baixa prevaléncia de hemosporideos
aviarios foram os realizados por Lainson et al. (1970) na Amazonia brasileira e por Fecchio et
al. (2011) no Cerrado, os quais registraram taxas de 10% e 10,7%, respectivamente.
Recentemente, TOSTES et al. (2018) registraram prevaléncia de 64,4% de infeccdo por
Plasmodium spp. em aves da familia Turdidae, sendo o unico trabalho com taxa de
prevaléncia comparavel a taxa registrada no presente estudo. As aves estudadas por Tostes et
al. (2018) foram capturadas nos mesmos locais e época que as aves deste trabalho. E
importante destacar que a maioria dos estudos, que apresentaram baixa taxa de prevaléncia,
foi realizada ha mais de 10 anos. Isso indica que as infec¢des ndo seguem um padréo e podem
estar relacionadas a fatores de exposicdo das aves aos vetores e parasitos, uma vez que tanto o
vetor quanto as populacfes de parasitos podem flutuar consideravelmente entre os anos e de
acordo com as condicdes ambientais e caracteristicas do habitat (HELLGREN et al., 2013).

A prevaléncia de Plasmodium spp. expressivamente maior que a prevaléncia de
Haemoproteus spp. encontrada neste estudo, mostra similaridade com os resultados obtidos
em estudos realizados na Mata Atlantica de Minas Gerais (RIBEIRO et al., 2001; SEBAIO et
al., 2012). No entanto, Fecchio et al. (2011) encontraram prevaléncia de 7,1% para infeccdes
por Haemoproteus spp. e 3,6% de infeccdo por Plasmodium spp. em aves do Cerrado. Uma
vez que as taxas de infeccbes podem ser explicadas pela exposicdo dos hospedeiros aos
vetores, pode ser que a distribuicdo e abundancia de dipteros das familias Hippoboscidae e
Ceratopogonidae seja menor na Mata Atlantica do que no Cerrado. De acordo com Sol et al.
(2000) evidéncias experimentais suportam a visdo de que a abundancia dos vetores é o
principal fator a influenciar a variacdo espacial na prevaléncia de hemoparasitos. Além disso,
Plasmodium spp. foram registradas nas 21 espécies de aves sugerindo que 0 género possui
baixa especificidade pelo hospedeiro, como também foi encontrado por Bennett et al. (1982) e
Sebaio et al. (2012) Embora o género Haemoproteus tenha o maior nimero de espécies
descritas, muitos estudos mostraram que estes parasitos sdo restritos a algumas espécies de
aves mostrando maior especificidade pelo hospedeiro (ATKINSON et al., 1986;
VALKIUNAS, 2005).

A prevaléncia de Plasmodium spp. hemosporideos ndo variou entre os individuos
jovens e adultos. A interpretacdo desse parametro deve ser vista com cuidado, uma vez que o
tamanho da amostra para individuos jovens € muito pequeno, 0 que pode mostrar incerteza
nas probabilidades estatisticas. Apesar disso, 0s resultados do presente trabalho sao
semelhantes aos estudos realizados em outras comunidades aviarias de regi6es temperada e
tropical (RICKLEFS et al., 2005; LATTA; RICKLEFS, 2010) e a um estudo realizado com
passeriformes também da Mata Atlantica (RIBEIRO et al., 2005). Em muitas comunidades
aviarias, no entanto, foi observado aumento da prevaléncia de parasitos sanguineos em
relacdo a idade do hospedeiro (WEATHERHEAD; BENNETT 1991; KNOWLES et al.,
2011; WOOD et al., 2013; FECCHIO et al., 2015, DIMITROV et al., 2018) e em outros
sistemas aviarios foi registrada a reducdo da prevaléncia com o aumento da idade das aves
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(HUDSON; DOBSON, 1997; SOL et al., 2003; VAN OERS et al., 2010). De acordo com
Valkitinas (2005) a infecgdo especifica da idade com hemosporideos depende de numerosos
fatores que interagem de uma maneira complexa, incluindo as peculiaridades da biologia
populacional de hospedeiros vertebrados e vetores, bem como condi¢Ges ambientais abidticas.

No presente estudo ndo foi encontrada diferenca estatistica para a prevaléncia
registrada entre machos e fémeas. Esse resultado esta de acordo com outros estudos realizados
na Mata Atlantica (RIBEIRO et al., 2005) e no Cerrado (FECCHIO et al., 2015), os quais nao
encontraram relacdo entre a prevaléncia de hemosporideos e 0 sexo dos hospedeiros
passeriformes. Diferencas na prevaléncia ou intensidade de infeccdo entre machos e fémeas
sdo frequentemente observadas na natureza (POULIN, 1996; ZUK; MCKEAN, 1996). Essas
diferencas podem resultar de fatores ecoldgicos e fisioldgicos que agem diferentemente em
machos e fémeas. Os fatores ecoldgicos podem incluir a exposicao diferencial aos parasitos
devido ao comportamento especifico do sexo, incluindo a incubacdo e a morfologia como o
tamanho e peso. Os fatores fisioldgicos incluem os efeitos do estresse e dos horménios na
funcdo imune dos hospedeiros (ZUK; MCKEAN, 1996). A prevaléncia de hemosporideos
maior nas fémeas geralmente é associada ao aumento do investimento e gasto energético com
a reproducdo e a maior exposicdo aos vetores devido ao tempo de permanéncia das fémeas
nos ninhos. Entretanto, esse é outro fator que deve ser analisado individualmente para cada
espécie de ave, uma vez que dependendo do tipo de acasalamento, os machos participam
ativamente do cuidado com a prole.

Entre as estacbes seca e chuvosa também ndo houve diferenca significativa para a
prevaléncia de Plasmodium spp. Entretanto, o n amostral nos meses de dezembro e novembro
(estacdo chuvosa) foi muito baixo, isso pode ter influenciado no resultado. Outros estudos
realizados no Brasil registraram valores maiores de prevaléncia na estacdo chuvosa
(BENNETT; LOPES, 1980; WOODWORTH-LYNAS et al., 1989; RIBEIRO et al., 2005;
SEBAIO et al., 2012; LEITE et al., 2013). No entanto, a auséncia de sazonalidade sobre a
prevaléncia é frequentemente observada nos tropicos e subtrépicos (GABALDON; ULLOA,
1980; FECCHIO et al., 2007). Segundo Valkitinas (2005) estas regides tém temperatura
amena e clima umido, onde os vetores sdo ativos durante o ano todo e as aves sao residentes
permanentes, o que resultaria numa taxa de infec¢éo constante.

De todas as caracteristicas analisadas para prevaléncia de Plasmodium spp. observou-
se diferenca significativa apenas entre os locais de captura das aves, em que aves de
ambientes com fotofisionomia caracterizada como area “aberta” (CAE, CHA e PASS)
tiveram maior prevaléncia do que em aves capturadas nos ambientes classificados como
“fechado” (JB e SBVM). Areas abertas sdo ambientes em bordas de fragmentos da Mata
Atlantica e as aves sdo pouco dependentes de florestas, o que ndo é observado nos locais
fechados, os quais apresentam arvores de médio e grande porte, formando floresta fechada e
densa. Resultados semelhantes foram encontrados por Svoboda et al. (2014), estes autores
registraram infeccdo por hemosporideos quatro vezes maior em aves independentes de
florestas do que em outras aves. Em contrapartida, alguns estudos tém registrado elevada
prevaléncia em florestas com maior cobertura de arvores (BONNEAUD et al., 2009;
LOISEAU et al., 2010). Os parasitos hemosporideos sdo transmitidos por dipteros de
diferentes espécies e o ciclo de vida desses vetores pode ser influenciado de acordo com
fatores locais e condigdes microcliméticas, o que pode estar atuando na dindmica ecoldgica
desses sistemas parasitos-hospedeiros (KNOWLES et al., 2014).

A baixa intensidade parasitaria encontrada na maioria das aves analisadas corrobora
0 que € comumente observado em estudos com aves de vida livre. Geralmente, as aves
naturalmente infectadas por hemosporideos encontram-se na fase cronica da infec¢do que é
caracterizada pela presenca de poucos parasitos intraeritrociticos e pela baixa patogenicidade.
Isso pode ser uma consequéncia dos métodos de amostragem como a utilizacdo das redes de
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neblina, uma vez que estas podem selecionar individuos saudaveis que se movem ativamente
devido a baixa parasitemia (VALKIUNAS, 2005; DIMITROV et al., 2014).

O presente estudo mostra que os hemosporideos estdo intensamente disseminados
nas aves da Mata Atlantica, e que tanto fatores ecoldgicos quanto fisiolégicos podem
influenciar na dinamica destes parasitos no bioma. A Mata Atlantica é considerada um dos
biomas mais importantes do mundo, pois, abriga elevada diversidade de espécies,
principalmente de aves. Muitas destas espécies estdo ameacadas de extincdo e estudos como
este, sobre os fatores que podem levar a perda da biodiversidade, sdo importantes para que
sejam investidos esfor¢os na conservacao das espécies.
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3.5 CONCLUSOES

1. A prevaléncia de Plasmodium spp. em Thraupidae da Mata Atlantica da Zona da Mata de
Minas Gerais é alta ao se comparar com estudos realizados em outras localidades do mesmo
bioma, em outras regides brasileiras e na regido neotropical.

2. Assim como a maioria dos estudos sobre hemosporideos no Brasil infeccdes por
Plasmodium spp. € mais frequente do que infeccdes por Haemoproteus spp.

3. Os valores de prevaléncia encontrados mostram que os fatores ambientais e fisiologicos dos
hospedeiros influenciam na taxa parasitaria.

4. A parasitemia em aves silvestres, no geral, € muito baixa. Esse padrdo pode esta
relacionado ao método de amostragem.
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CAPITULO 11

4 ALTA DIVERSIDADE DE HEMO§PORTDEOS EM Tachyphonus
coronatus, AVE ENDEMICA DA AMERICA DO SUL, BASEADA NA
DELIMITACAO COMPUTACIONAL DE ESPECIES
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RESUMO

Hemoproteus spp. e Plasmodium spp. sdo parasitos do sangue encontrados em aves em todo o
mundo. Delimitar as espécies deste grupo é complexo, especialmente em aves silvestres que
apresentam baixa parasitemia quando capturadas, impossibilitando a identificacdo
morfologica. Assim, o uso de ferramentas alternativas para identificar espécies pode ser Util
para entender a distribuicdo de parasitos que circulam em populagdes de aves. O objetivo
deste estudo foi determinar a prevaléncia, a intensidade parasitaria, a agregacdo e a
sazonalidade das infeccbes em aves da Mata Atlantica, bem como avaliar a riqueza,
distribuicdo e especificidade dos parasitos por um método computacional de delimitagdo de
espéecies. Amostras de sangue foram coletadas de 117 aves da espécie Tachyphonus
coronatus. Foram realizadas analises microscopicas, PCR, sequenciamento do gene
mitocondrial citocromo b, analise filogenética e delimitacdo computacional das espécies dos
hemosporideos  registrados. A prevaléncia de hemosporideos (Plasmodium  spp.
e Haemoproteus spp.) foi de 56,4% e a parasitemia média foi de 3,9%. N&o houve influéncia
da sazonalidade nos resultados obtidos. Houve diferenca significativa na intensidade
parasitaria sobre o sexo do hospedeiro, em que as fémeas foram mais parasitadas do que os
machos. Vinte e seis linhagens de Plasmodium e duas de Haemoproteus foram recuperadas. O
método computacional delimitou seis espécies diferentes entre as linhagens de Plasmodium e
uma espécie de Haemoproteus. As espécies sugeridas sdo amplamente distribuidas e ja foram
encontradas em 23 ordens de aves que, juntas, habitam todos os continentes. O método
computacional de delimitagdo mostrou-se eficaz e a aplicacdo desta ferramenta pode ser Util
na caracterizacdo de linhagens de bancos de dados, bem como auxiliar na descricdo das
espécies de hemosporideos.

Palavras-chave: Conservacao, diversidade molecular, hemosporideos aviarios, gene cytb,
Tachyphonus coronatus.
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ABSTRACT

Haemoproteus spp. and Plasmodium spp. are blood parasites found in birds worldwide.
Delimiting the species within this group is complex, especially in wild birds that present low
parasitemia when captured, making morphological identification impossible. Thus, the use of
alternative tools to identify species may be useful to understand the distribution of parasites
that circulate in bird populations. The objective of this study was to determine the prevalence,
parasite intensity, aggregation and seasonality of infections in birds of the Atlantic Forest,
Brazil, as well as evaluate the richness, distribution and specificity of the parasites by a
computational method of delimiting species. Blood samples were collected from
117 Tachyphonus coronatus. Microscopic analysis, PCR, sequencing of the mitochondrial b
gene, phylogenetic analysis and computational delimitation of species were performed. The
prevalence of Plasmodium spp. and Haemoproteus spp. was 56.4%, the mean parasitemia was
3.9%, there wasn’t influence of seasonality on the obtained results. There was a significant
difference in the parasite intensity on the host gender, in which the females were more
parasitized than the males. Twenty-six Plasmodium and two Haemoproteus lineages were
recovered. The computational method delimited six different species among Plasmodium
lineages and one Haemoproteus species. The suggested species are widely distributed and has
already been found in 23 orders of birds that, all together, inhabit every continent. The
computational method of delimitation proved to be effective. The application of this tool can
be useful in the characterization of lineages of databases as well as aiding in the description of
the Haemosporidian species.

Keywords: Plasmodium, Haemoproteus, cytb gene, molecular diversity, Tachyphonus
coronatus, conservation.
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4.1 INTRODUCAO

Os protozoarios da ordem Haemosporida sdo parasitos encontrados em aves por todo
mundo. As espécies dos géneros Plasmodium e Haemoproteus sdo as mais bem estudadas
(VALKIUNAS, 2005). Esses parasitos possuem um ciclo complexo com fase assexuada, que
ocorre no hospedeiro vertebrado e a fase sexuada em dipteros hemat6fagos (Insecta: Diptera)
(GARNHAM, 1966). Caracteres morfoldgicos, como presenca de pigmentos, formato dos
gametocitos, deslocamento do nucleo da célula do hospedeiro, a posicdo dos parasitos nas
células, o tipo de esquizogonia exo-eritrocitica e o hospedeiro vertebrado, foram
tradicionalmente utilizados para descrever espécies neste grupo. Este método levou a
descricdo de 55 espécies de Plasmodium e mais de 140 de Haemoproteus (DIMITROV et al.,
2014; VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018).

Nos ultimos anos, 0 numero de sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (cytb)
de hemosporideos aviarios que estd sendo acumulada em bancos de dados, tem levantado
discussdo acerca do nimero real de espécies existentes. No banco de dados MalAvi, criado
para parasitos hemosporideos de aves, aproximadamente 2000 linhagens de Plasmodium e
Haemoproteus baseadas no gene cytb (MalAvi database, BENSCH et al., 2009) estdo
depositadas, das quais a maioria ndo estd atribuida a espécies caracterizadas
morfologicamente.

Um consenso sobre como delimitar as espécies de hemosporideos com base em
sequéncias genéticas ainda ndo existe (PERKINS, 2014), mas 0s pesquisadores sugerem que a
interacdo dos conceitos de espécie deve ser utilizada. Perkins (2000) agrupou os conceitos de
espécies existentes em trés classes principais: conceitos de similaridade morfolégica de
espécies, conceitos de espécies bioldgicas e conceitos filogenéticos. Este autor afirma que o
cenario ideal é a integracdo dessas trés classes para identificacdo em nivel especifico. Em
Haemosporida, embora o conceito de similaridade morfoldgica tenha sido utilizado por
muitos anos (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005), a identificagdo das espécies tem sido
complicada pela distorcdo dos caracteres morfoldgicos em esfregacos sanguineos, pela
ocorréncia de espécies cripticas e pela baixa intensidade de infeccdo de muitas linhagens de
hemosporideos de aves silvestres. O conceito de espécies bioldgicas é dificil de utilizar
devido ao ciclo complexo desses parasitos e a falta de informacgdes sobre o isolamento
reprodutivo entre espécies definidas (PERKINS, 2000; OUTLAW,; RICKLEFS, 2014). No
entanto, o conceito filogenético tem sido amplamente utilizado, principalmente para
identificar espécies cripticas em estudos com aves silvestres, em que a parasitemia é
geralmente baixa e a recaptura do hospedeiro vertebrado ndo é possivel (VALKIUNAS et al.,
2010b; 2017; PALINAUSKAS et al., 2013; 2015). O conceito filogenético de espécies define
as espécies como um agrupamento de organismos com padrdes de ancestralidade e
descendéncia, os quais diferem de outros agrupamentos (ELDREDGE; CRACRAFT, 1980).
Este conceito pode ser considerado uma alternativa objetiva e rapida para descrever espécies e
compreender a diversidade, distribuicdo e evolucdo de hemosporideos aviarios (OUTLAW,;
RICKLEFS, 2014).

A distribuicdo de parasitos da ordem Haemosporida depende da diversidade de seus
hospedeiros vertebrados e invertebrados, bem como de fatores comportamentais, biolégicos e
ecologicos do ambiente em que seus hospedeiros estdo inseridos. Desse modo, ha espécies
que apresentam comportamento generalista e sdo encontradas parasitando diversas espécies
de hospedeiros e outras que sdo espécies especialistas (VALKIUNAS, 2005). A Mata
Atlantica brasileira apresenta elevada biodiversidade, com aproximadamente 891 espécies de
aves (LIMA, 2014) e uma grande variedade de dipteros hematéfagos (BONA; NAVARRO-
SILVA, 2008), os quais podem abrigar uma grande diversidade de hemosporideos,
favorecendo a dispersdo de espécies destes parasitos entre as aves do bioma. Embora existam
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alguns estudos sobre hemosporideos em aves da Mata Atlantica, apenas Lacorte et al. (2013)
analisaram a diversidade de linhagens de hemosporideos, enquanto os demais focaram no
diagnostico microscopico ou molecular (RIBEIRO et al., 2005; SEBAIO et al., 2010). Deste
modo, estabelecer as espécies de hemosporideos que circulam nas aves desse ecossistema é
importante para entender sua distribuicdo. Este € o primeiro passo para que as estratégias de
conservagao possam ser implementadas, uma vez que estes parasitos podem causar Sérios
danos na populacéo hospedeira (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005; VANSTREELS et
al., 2015; ILGUNAS et al., 2016).

A prevaléncia, a intensidade parasitaria, a agregacdo e a sazonalidade das infeccOes
foram avaliadas com o objetivo de conhecer a dinamica de hemosporideos em uma populacao
de tié-preto, Tachyphonus coronatus Vieillot, 1822 (Passeriformes: Thraupidae) na Mata
Atlantica de Minas Gerais. Também foram utilizados métodos computacionais de delimitagdo
de espécies a partir de informacGes do gene cytb dos parasitos para avaliar a riqueza,
distribuicdo e especificidade das espécies de Plasmodium e Haemoproteus encontrados nessas
aves.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Descricdo da area estudada e coleta de sangue

As aves foram capturadas no municipio de Juiz de Fora, na Mata Atlantica de Minas
Gerais no sudeste do Brasil (21° 45 ‘51 “S, 43 21 ‘01” W), entre os anos de 2013 e 2015 (36
meses). O clima de regido é classificado como CWA segundo Kdppen (1970), com estacdo
fria e seca entre 0os meses de maio a setembro e estacdo quente e Umida entre 0s meses de
outubro a abril. Redes de neblina foram utilizadas para capturar as aves, as quais foram
marcadas com anilhas para evitar a reamostragem e em seguida, pesadas. A identificacdo das
espécies foi realizada de acordo com Ridgely et al. (2009) e Sigrist (2014) com base em
analises morfomeétricas e caracteristicas fenotipicas, como tamanho, cor de plumagem, bico e
penas. Amostras de sangue de 117 individuos da espécie Tachyphonus coronatus (tié-preto)
foram coletadas por puncéo da veia braquial e utilizadas para a preparacdo de esfregacos de
sangue para analises microscopicas. Aproximadamente 30ul foram armazenados a -20°C para
analise molecular. Apds os procedimentos de amostragem, as aves foram liberadas
imediatamente. Todos os procedimentos e métodos de amostragem foram avaliados e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal Juiz de
Fora (protocolo n° 042/2012) e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo sobre
Biodiversidade (SISBIO) (n° 29268-3 e 29268-4).

4.2.2 Andlises microscépicas

Esfregacos de sangue foram preparados para cada ave coletada para calculo de
prevaléncia e intensidade de infeccdo. Os esfregagos foram fixados em metanol absoluto por 3
minutos, no local de coleta e corados com Giemsa (Merck, Darmstadt, Alemanha) no
laboratdrio, de acordo com Valkitnas et al. (2008b). Um microscépio de luz Olympus BX-51
(Olympus, Tokyo, Japan), equipado com uma camera digital Olympus Evolt E-330, foi usado
para examinar as laminas em uma ampliacdo de 600 X por 20 min e 100 campos
microscopicos foram observados em ampliacdo de 1000X para estimar a prevaléncia de
infeccdo (BUSH et al., 1997). A parasitemia (intensidade da infeccdo) foi calculada seguindo
0 método de Godfrey et al. (1987).

4.2.3 Analises dos dados

Os descritores ecoldgicos (prevaléncia, agregacdo e intensidade média) seguem
definicdo de Bush et al. (1997) e foram calculados usando o software Qpweb 1.0.8
(REICZIGEL et al., 2014). A prevaléncia de infeccdo de hemosporideos nas estagdes seca e
chuvosa foi comparada utilizando o teste Qui-quadrado. A comparacdo entre os valores de
intensidade parasitaria nas estacfes seca e chuvosa foi realizada pelo teste Mann-Whitney, no
programa BioEstat 5.3. A agregacdo dos parasitos na populacdo hospedeira foi estimada
usando o indice de discrepancia (ID). Esse indice varia de zero (quando todos os hospedeiros
possuem 0 mesmo numero de parasitos) a um (quando todos 0s parasitos estdo em um
hospedeiro) como proposto por Poulin (1993).

4.2.4 Extracgdo do acido nucleico (DNA)

O DNA total foi extraido de 20 pl de amostra de sangue de cada ave usando um Kit
de Purificagdo de DNA Wizard® Genomic (Promega®, Sao Paulo, Brasil) de acordo com as
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recomendacdes do fabricante. Apds a extracdo, o DNA total foi quantificado em um
espectrofotobmetro (Nanodrop ND-2000 ®, Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) e
padronizado para uma concentracdo de 100ng/uL. As amostras foram armazenadas em
triplicata a -20°C até a analise molecular.

4.2.5 Detecgao molecular

Os testes moleculares foram realizados a partir da amplificagéo de 618 pares de bases
(pb) do gene mitocondrial citocromo b (cytb) dos parasitos hemosporideos pela nested PCR.
Na primeira reacdo utilizaram-se os “primers” HaemFNI (5’-CATATATTAAGAGAAI
TATGGAG-3’) e HaemNR3 (5’-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3’) para amplificar
0 gene cytb de Plasmodium spp., Haemoproteus spp. e Leucocytozoon spp. (HELLGREN et
al., 2004). A reacdo foi realizada em um volume final de 25uL, utilizando 1X Go Taq Green
Master Mix (Promega, MA, EUA), 2,5uL de agua ultra-pura, 2,5uL de cada “primer” [10
puM] e 5uL (20-100ng) de DNA gendmico. Na segunda reagdo os “primers” HaemF (5’-
ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’) e HaemR2 (5-
GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’), que amplifica o gene cytb (aproximadamente
525 pb) de Plasmodium/Haemoproteus foram usados (BENSCH et al., 2000). A reacédo foi
realizada em um volume final de 25uL, contendo: 1X Go Taq Green Master Mix, 1uL de
cada “primer” [LOuM] e 2uL da primeira reagdo. As condi¢des de termociclagem de ambas as
reacOes foram: 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos,
72° C por 45 segundos e extens&o final a 72°C durante 10 minutos.

No caso de co-infeccBes observadas no exame microscopico, foi realizada outra
nested PCR utilizando os “primers” 3760F (5’-ATGGAGTGGGTGTTTTAGAT-3’) e
4292Rw (5’-TGGAATAACATGTARAGGAGT-3’) na primeira reacdo e na segunda reacdo
utilizou-se o0s “primers” HML (5’-GCTACTGGTGCTACATTTGT-3’) ¢ HMR (5'-
CCTAAAGGATTAGAGCTACC-3’) que amplifica 600 pb e 367 pb do gene cytb,
respectivamente (MERINO et al., 2008). A primeira reacdo foi realizada em um volume final
de 25uL, contendo: 1X Go Taq Green Master Mix (Promega, MA, EUA), 2,5uL e 2,2ul dos
“primers” 3760F e 4292Rw, respectivamente, 2,8uL de &dgua ultra-pura e 5uL (20-100 ng) de
DNA total. A segunda reacdo foi realizada nas mesmas condicGes, modificando apenas 0s
“primers” € 0 DNA molde. Nesta reacdo, 1uL [10puM] dos “primers” HMR e HML e 1uL da
primeira reacdo foram utilizados. As condi¢des de termociclagem podem ser encontradas em
MERINO et al. (2008). Agua ultra-pura foi usada como controle negativo. O DNA genémico
de Plasmodium gallinaceum foi extraido de cultura celular e utilizado como controle positivo.
Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com
Blue Green Loading Dye | (Biotecnologia LGC, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) e visualizados sob
luz ultravioleta.

4.2.6 Sequenciamento

Os produtos amplificados foram purificados usando o Kit QIAquick® Purification
(Qiagen®, Sdo Paulo, Brasil) e submetidos ao sequenciamento bidirecional com os
iniciadores HaemF/HaemR2, HML/HMR (BENSCH et al., 2000; MERINO et al., 2008), no
sequenciador 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, Carlsbad, California),
seguindo as instrucdes do fabricante.

4.2.7 Analises filogenéticas
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As reconstrucdes filogenéticas foram realizadas utilizando um conjunto de dados
contendo 28 sequéncias do gene cytb de hemosporideos obtidas no presente trabalho e um
conjunto de sequéncias de morfoespécies de Plasmodium e Haemoproteus disponiveis no
banco de sequéncias MalAvi (n=181), em abril de 2018 (BENSCH et al., 2009). As espécies
Leucocytozoon buteonis, Leucocytozoon fringillinarum, Leucocytozoon quynzae, foram
escolhidas como grupo externo. As sequéncias foram alinhadas no programa MAFFT
(KATOH et al., 2017) com opcdes padrdo e, em seguida, inspecionadas visualmente. Apds
remover posi¢gdes mal alinhadas com o Gblocks (TALAVERA; CASTRESANA, 2007),
obteve-se uma matriz com 479 pb. A inferéncia da filogenia de Haemosporida foi conduzida
sob uma analise de Maxima Verossimilhanga (ML) implementada no programa RaxML
(STAMATAKIS, 2014), utilizando o modelo GTR + GAMMA + | com 4 categorias gama
(TAVARE, 1986; YANG, 1994), que foi escolhido como o melhor modelo de substituicdo no
JmodelTest implementado no MEGA7 (KUMAR et al., 2016). Os valores suporte dos clados
foram avaliados com o critério de auto-convergéncia de bootstrap do RaxML
(STAMATAKIS, 2014) com 500 pseudo-replicatas.

4.2.8 Delimitacdo de espécies

O status taxonémico das linhagens obtidas a partir de T. coronatus foi avaliado pelo
método de delimitacdo de espécie Multi-rate Poisson Tree Process (MPTP), uma versao do
algoritmo PTP (KAPLI et al., 2017). O modelo proposto pelo algoritmo PTP é baseado no
critério de maxima verossimilhanca, fundamentado na teoria da coalescéncia e visa encontrar
diferengas significativas entre as relacdes reconstruidas entre e dentro das espécies, as quais
sdo refletidas pelo comprimento de ramos na topologia (ZHANG et al., 2013). Como o
comprimento de ramo representa 0 nimero médio esperado de substituicdes por sitio, o PTP
assume que o numero de substituicbes entre as espécies € maior que o0 numero de
substituicdes dentro das espécies (ZHANG et al., 2013). O MPTP melhora a estimativa em
filogenias que possuem diferentes taxas inter e intraespecificas, permitindo explicar as
diferentes taxas de eventos de ramificacdo dentro de cada espécie delimitada (KAPLI et al.,
2017). No presente trabalho, um amplo conjunto de dados utilizado para delimitar as espécies
de hemosporideos foi montado a fim de evitar viés amostral e, portanto, as analises para
Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. foram realizadas separadamente. Todas as sequéncias
acima de 430 pb do gene cytb depositadas no MalAvi, foram utilizadas juntamente com as
novas sequéncias produzidas no presente estudo. O conjunto de dados de Plasmodium spp.
consistiu em 906 sequéncias (26 do presente estudo e 880 disponiveis na base de dados
MalAuvi), enquanto o conjunto de dados de Haemoproteus spp. apresentou 984 sequéncias (02
do presente estudo e 982 na base de dados MalAvi). As espécies L. buteonis, L.
fringillinarum, L. quynzae, foram escolhidas como grupo externo de ambos 0s conjuntos de
dados. As sequéncias foram alinhadas no programa MAFFT (KATOH et al.,, 2017) com
opcdes padrdo e, em seguida, inspecionadas visualmente. Apds a remocdo de posicGes mal
alinhadas com Gblocks (TALAVERA; CASTRESANA, 2007), uma matriz com 477 pb foi
obtida para Plasmodium e 479 pb para Haemoproteus. A inferéncia da filogenia de
Haemosporida foi conduzida sob analise de Maxima Verossimilhanga (ML) implementada no
RaxML (STAMATAKIS, 2014), utilizando o modelo GTR + GAMMA + | com 4 categorias
gama (TAVARE, 1986; YANG, 1994), que foi escolhido como o melhor modelo de
substituicdo por meio do algoritmo JmodelTest implementado no MEGA7 (KUMAR et al.,
2016). A estimativa de delimitacdo especifica foi conduzida no servidor online do programa
MPTP (disponivel em: http: //mptpt.h-its.org), utilizando a filogenia obtida no RaxML como
input, remocao do grupo externo e opgdes padrdo do programa.
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4.3 RESULTADOS
4.3.1 Prevaléncia, intensidade parasitaria, sazonalidade e agregacao

Foram coletadas amostras de 117 espécimes de Tachyphonus coronatus (tié-preto)
entre 0s anos de 2013 e 2015 na Mata Atlantica de Minas Gerais. Sessenta e duas (53%)
amostras foram coletadas durante a estacdo seca e cinquenta e cinco (47%) durante a estacédo
chuvosa. No geral, a prevaléncia Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. em T. coronatus foi
de 56,4%. A prevaléncia na estacdo seca foi 58,06% (n = 36) e na estacdo chuvosa foi 54,55%
(n = 30), ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05). A intensidade média parasitaria
total foi 3,86%, a parasitemia minima foi 0,01 e a maxima 0,30%. A maioria das aves
infectadas (60%) apresentou baixa intensidade parasitaria (0,01-0,05%) e somente 13%
apresentaram intensidade parasitaria maior que 0,1%. A intensidade parasitaria media na
estacdo seca foi 0,0622% + 0.05 e na estacdo chuvosa foi 0,0540% + 0,05, ndo havendo
diferenca significativa (p>0,05). O indice de agregacdo de hemosporideos durante as estacdes
foi ID = 0,703 na chuvosa e ID = 0,658 na seca, ndo apresentando diferenca na distribuigédo
dos parasitos. Em relacdo ao sexo das aves, 59 individuos eram machos, 42 fémeas e 16 nédo
tiveram o sexo determinado. Os parasitos foram encontrados em 55,93% dos machos e
57,14% das fémeas, esses valores ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). A
intensidade média de parasitos em machos e fémeas foi 0,047% + 0,04 e 0,0771% + 0,07
respectivamente, mostrando diferenca significativa (p = 0,04).

4.3.2 Reconstrucao filogenética

Das amostras positivas no exame microscépico (n = 66), 28 sequéncias do gene cytb
de parasitos hemosporideos de 27 espécimes de T. coronatus foram obtidas, duas delas foram
obtidas de um individuo com co-infeccdo. Nao foi possivel sequenciamento genético das
demais amostras positivas devido & escassez de material biolégico para extragdo de DNA e
resultados insatisfatorios na PCR.

A reconstrucdo filogenética, a partir do conjunto de dados com sequéncias de
morfoespécies disponiveis no MalAvi, mostrou que 26 linhagens do presente trabalho
agruparam com as linhagens de Plasmodium spp. e duas com linhagens de Haemoproteus
spp. (Figura 1). O género Haemoproteus nao foi recuperado como monofilético, uma vez que
0 clado composto por Haemoproteus antigonis foi o primeiro a divergir entre 0s outros
Haemosporida. As demais espécies de Haemoproteus foram recuperadas como grupo irméo
de representantes do género Plasmodium que parasitam aves. As linhagens de parasitos do tié-
preto formaram sete agrupamentos com diferentes espécies de Plasmodium (Figura 1). O
primeiro agrupamento (clado 1) teve como grupo irmao a espécie Plasmodium elongatum, o
segundo (clado 2) apresentou Plasmodium matutinum e Plasmodium lutzi como grupos
irmdos e o terceiro (clado 3) teve Plasmodium unalis como grupo irm&o. O quarto clado
(clado 4) ndo se agrupou com sequéncias de morfoespécies conhecidas, enquanto o quinto
clado (clado 5) se agrupou com Plasmodium nucleophilum. O sexto agrupamento (clado 6)
surgiu como grupo irmdo de Plasmodium cathemerium e o sétimo (clado 7) como grupo
irmdo de Plasmodium gallinaceum. As duas linhagens que se agruparam ao género
Haemoproteus (clado 8) obteve Haemoproteus ilanparpernai como grupo irmao (Figura 1).
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Figura 1. Relagdes evolutivas entre linhagens do gene mitocondrial citocromo b das
morfoespécies de hemosporideos estimadas pela analise de Maxima Verossimilhanga (ML).
Leucocytozoon spp. foram usados como grupo externo. NGs com valores suportes > 50% sdo
indicados proximos aos clados. As sequéncias do presente estudo estdo em negrito. Barra
representa 4 substitui¢fes por 100 posic¢Ges de nucleotideos.
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4.3.3 Delimitacao das espécies

A inferéncia de unidades evolutivas significativas por meio do MPTP delimitou seis
diferentes espécies entre as linhagens de Plasmodium (Figura 2), o que ressalta alta
diversidade de hemosporideos em tiés-pretos coletados em apenas uma regido da Mata
Atlantica. Na espécie 1, foram agrupados uma linhagem encontrada parasitando o tié-preto
(TCCA94), uma linhagem de Plasmodium elongatum e outras linhagens que ndo estdo
associadas a morfoespécies determinadas. Na espécie 2 se agruparam onze linhagens
encontradas no tié-preto (TCJB57, TCCH216, TCJB617, TCJB642, TCJB730, TCJB904,
TCJB1011, TCSB1070, TCJB1596, TCJB1789, TCJB1821), Plasmodium nucleophilum,
Plasmodium paranucleophilum, Plasmodium ashfordi, Plasmodium delichoni e linhagens que
ndo estdo associadas a morfoespécies determinadas. Na espécie 3 agrupou uma linhagem
encontrada no tié-preto (TCJB79-2), Plasmodium unalis, Plasmodium vaughani e outras
linhagens que ndo estdo associadas a morfoespécies determinadas. Na espécie 4 se agruparam
duas linhagens encontradas no tié-preto (TCJB79-1, TCJB1650), Plasmodium cathemerium e
linhagens sem identificacdo em nivel especifico. Na espécie 5 se agrupou uma linhagem
encontrada no tié-preto (TCJB438), proxima a Plasmodium gallinaceum e linhagens nédo
identificadas morfologicamente. Na espécie 6 se agruparam dez linhagens encontradas no tié-
preto (TCJB29, TCJB53, TCJB161, TCJB472, TCJB851, TCJB1021, TCSB1033, TCIJB1569,
TCJB1855, TCJB1952), Plasmodium lutzi, Plasmodium matutinum, Plasmodium tejerai e
linhagens sem identificacdo em nivel especifico (Figura 2). Entre as linhagens de
Haemoproteus o0 MPTP delimitou uma espécie (espécie 7), a qual foi agrupada duas linhagens
do tié-preto (TCJB20, TCJIB75), linhagens de Haemoproteus syrnii e linhagens que ndo estdo
associadas a morfoespécies determinadas (Figura 3).
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Figura 2. Espécies de Plasmodium encontradas em Tachyphonus coronatus e delimitadas
pelo método MPTP. Foram evidenciadas somente as linhagens do presente trabalho (em
negrito) e as morfoespécies que se agruparam a elas.
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Figura 3. Espécie de Haemoproteus encontrada em Tachyphonus corronatus e delimitada
pelo método MPTP. Foi evidenciado somente o clado que contem as linhagens do presente
trabalho (em negrito) e as morfoespécies que se agruparam a elas.
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4.3.4 Distribuicao das especies em hospedeiros aviarios no mundo

As sete espécies delimitadas (Plasmodium/Haemoproteus) foram registradas em 23
ordens de aves (Figura 4) que estdo distribuidas em todos os continentes, exceto na Antartica
(Figura 5). A ordem Passeriformes tem o maior nimero de registro de parasitos e foi a Unica
que apresentou todas as espécies delimitadas neste trabalho. A América do Sul foi o
continente com o maior namero de registro das seis espécies de Plasmodium, cujas espécies
foram registradas principalmente nas regides Norte e Sudeste do Brasil (Figura 5). A América
do Norte foi a regido com a maior ocorréncia da espécie 7 (Haemoproteus), a qual ja foi
registrada na regido Norte do Brasil. As sete espécies aqui delimitadas foram registradas tanto
em aves cativas quanto em aves silvestres.
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Figura 4. Grafico representando as ordens de aves parasitadas pelas espécies delimitadas no
presente trabalho pelo MPTP. Cada cor representa uma espécie de hemosporideo, “n”
representa o numero de vezes que aquela espécie foi registrada no geral. Os nimeros entre
parénteses mostram quantas vezes cada espécie foi registrada nas ordens das aves.
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Figura 5. Mapa da distribuicdo geogréafica das espécies de parasitos delimitadas no presente
estudo pelo MPTP.
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4.4 DISCUSSAO

Hemosporideos foram previamente registrados em Tachyphonus coronatus de uma
regido de S&o Paulo e na Mata Atlantica de Minas Gerais apenas em estudos para diagnéstico
(BENNET; LOPES, 1980; WOODWORTH-LYNAS et al., 1989; RIBEIRO et al., 2005).
Deste modo informagGes sobre a diversidade de espécies, relagdes ecoldgicas e filogenéticas
foram pela primeira vez investigadas pelo presente estudo.

A prevaléncia encontrada é considerada alta quando comparada a outros estudos com
aves silvestres da regido neotropical (FECCHIO et al., 2011; SEBAIO et al., 2012; MIJARES
et al., 2012; FECCHIO et al., 2017a), o que pode estar relacionado ao hébito, a genética dos
hospedeiros, a exposicdo aos vetores, a distribuicdo, competéncia e a capacidade vetorial dos
vetores (BENSCH et al., 2007; GLAIZOT et al., 2012). O tié-preto é uma ave de habito
generalista encontrado em varias regides do Sudeste, Centro-Oeste e Sul do Brasil, Argentina
e Paraguai (SICK, 1997; SIGRIST 2014). E comumente encontrado na Mata Atlantica, onde a
diversidade de aves e dipteros € elevada (LIMA, 2014; GUEDES, 2012) e isso contribui para
o amplo e diversificado contato com outras espécies de hospedeiros aviarios e vetores de
hemosporideos.

Auséncia de sazonalidade sobre a prevaléncia geralmente é observada nos trépicos e
subtropicos. Estas regides tém temperatura amena e clima umido, onde os vetores sdo ativos
ao longo do ano e as aves sdo residentes permanentes (VALKIUNAS, 2005). A transmissio
de hemosporideos durante todo o ano também foi observada na Venezuela (GABALDON,;
ULLOA, 1980) e no Cerrado brasileiro (FECCHIO et al., 2007). No entanto, outros estudos
realizados no Brasil registraram valores maiores de prevaléncia na estacdo chuvosa
(BENNETT,; LOPES, 1980; WOODWORTH-LYNAS et al., 1989; RIBEIRO et al., 2005;
SEBAIO et al., 2012; LEITE et al., 2013). Com base nestes estudos, podemos sugerir que
além de fatores imunoldgicos, genéticos e relagbes co-evolutivas parasito-hospedeiro
condigdes ambientais também estdo envolvidas na transmissdo dos parasitos (FALLON et al.,
2004; FECCHIO et al., 2015).

O indice de agregacédo revela homogeneidade na distribuicdo de hemosporideos ao
longo das estacdes. Hernandez-Lara et al. (2017) também ndo encontraram distribuicéo
sazonal do indice de agregacdo de espécies de hemosporideos em aves do México. Embora
ndo seja um fator ecoldégico comumente utilizado em estudos com hemosporideos de aves, é
um parametro a ser considerado para melhor entendimento da dindmica parasito-hospedeiro
nos sistemas estudados. Como no presente estudo, varios outros mostraram que as fémeas
tendem a ter maior intensidade parasitaria que os machos (BENTZ et al., 2006;
HASSELQUIST et al., 2007; ASGHAR et al., 2011). De acordo com Asghar et al. (2011), o
alto nivel de estresse fisioldgico adquirido durante a fase de reproducdo pode elevar a
intensidade de infeccdo cronica nas fémeas. Além disso, a menor intensidade de infeccdo nos
machos pode ser um indicador de resisténcia genética aos parasitos. Em populacGes de aves
isto € um sinal importante para selecdo sexual, uma vez que a alta qualidade genética aumenta
a viabilidade da prole (HAMILTON; POULIN, 1997).

A reconstrucdo filogenética com as 26 linhagens de Plasmodium e duas de
Haemoproteus identificadas no tié-preto sugere que a diversidade de parasitos hemosporideos
nesta populacéo de aves é alta. O agrupamento da maioria das linhagens aos clados contendo
as especies P. matutinum e P. lutzi (clado 2) e P. nucleophilum (clado 6), indica que estas
linhagens estdo bem difundidas na regido. Além disso, P. lutzi e P. nucleophilum foram
registrados parasitando outras espécies de aves na Mata Atlantica, inclusive na mesma regido
gue os tiés-pretos foram capturados (LACORTE et al., 2013; CHAGAS et al., 2013, 2017;
TOSTES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019), sugerindo baixa especificidade quanto ao
hospedeiro. O agrupamento das outras linhagens as espécies P. elongatum, P. unalis, P.

47



cathemerium e P. gallinaceum sugere que estas espécies também estdo presentes na regido
estudada. Estudos recentes registraram P. unalis em espécies de Turdus spp. no mesmo local
em que os tiés foram capturados (TOSTES et al., 2018) e P. elongatum em espécies das
familias Anatidae e Phasianidae do Zooldgico de Sdo Paulo que esta localizado dentro de um
parque estadual, em um remanescente de Mata Atlantica (CHAGAS et al., 2017). Além disso,
Lacorte et al. (2013) apresentaram evidéncias de linhagens de P. elongatum em espécies de
Turdus na Mata Atlantica. Plasmodium cathemerium foi registrado em pinguins de centros de
reabilitacdo da Bahia, Espirito Santo e Santa Catarina (VANSTREELS et al., 2015) no
entanto, ndo ha registros de P. cathemerium em aves silvestres endémicas do Brasil.

A transmisséo natural de P. gallinaceum foi registrada apenas no continente asiatico
(VALKIUNAS, 2005), no entanto, linhagens intimamente relacionadas a esse parasito foram
detectadas em aves silvestres e aves cativas no Sudeste do Brasil (LACORTE et al., 2013;
MOTTA et al., 2013), e também em Culex spp. coletados no Parque Estadual da Mata Seca
em Minas Gerais (FERREIRA et al., 2016). Duas linhagens do tié-preto agruparam-se a
Haemoproteus ilanpapernai. Esse parasito foi descrito em uma espécie de ave no Sudeste da
Asia (KARADIJIAN et al., 2014), no entanto, foi previamente identificado como H. syrnii
(KARADJIAN et al., 2013). Embora, a descricdo de H. ilanpapernai tenha sido feita a partir
de caracteres moleculares e morfoldgicos, estes ndo foram bem detalhados (apenas tamanho e
comprimento dos gametocitos jovens e dos eritrocitos) o que deixa ddvidas quanto sua
posic¢ao taxonomica.

Um novo clado contendo a espécie Haemoproteus antigonis apareceu em nossas
andlises, mostrando a parafilia do género Haemoproteus. O clado foi recentemente proposto
por Bertram et al., (2017), no entanto, os dados sdo considerados de baixa qualidade, pois
foram obtidos a partir do consenso de diversas sequéncias parciais de cytb e cox1 de infecgdes
mistas (PACHECO et al.,, 2017). Além disso, Haemoproteus sacharovi e Haemoproteus
turtur, tradicionalmente classificados no subgénero Haemoproteus, ramificaram-se no clado
com espécies do subgénero Parahaemoproteus, cujas espécies apareceram em clados de
Parahaemoproteus em diversas filogenias de hemosporideos aviarios (MARTINSEN et al.,
2008; SANTIAGO-ALARCON et al, 2010; VALKIUNAS et al, 2010g;
KRIZANAUSKIENE et al., 2013). O género Plasmodium surgiu como grupo monofilético,
mas a posicéo filogenética dos subgéneros discordou da classificacdo tradicional. As espécies
P. tejerai, P. matutinum e P. lutzi do subgénero Haemamoeba agruparam-se distantes dos
outros representantes deste grupo. Resultado semelhante foi mostrado na descricdo molecular
do P. matutinum que apresentou estreita relacdo filogenética com Plasmodium tejerai
posicionando-se distantemente de outras espécies de Haemamoeba (VALKIUNAS et al.,
2017). Incongruéncias também foram observadas em P. megaglobularis que é classificado
morfologicamente como representante do subgénero Novyella, no entanto, sua sequéncia se
agrupou aos representantes do subgénero Haemamoeba. Essa discordancia também foi
encontrada na descri¢do original da espécie (VALKIUNAS et al., 2008c), contradizendo a
divisdo dos subgéneros de Plasmodium que foi baseada na taxonomia tradicional com base
em caracteres morfolégicos. Dessa forma, analises filogenéticas do gene cytb na identificacdo
molecular da posi¢do genérica e subgenérica de hemosporideos devem ser aplicadas com
cautela.

Os pesquisadores recomendam que a andlise simultdnea de sequéncias de DNA e
caracteres morfoldgicos deve ser realizada para identificar e classificar hemosporideos
avidrios (BRAGA et al., 2011; CLARK et al., 2014; OUTLAW; RICKLEFS, 2014,
VALKIUNAS et al., 2018). No entanto, na vida silvestre, a identificacdo das espécies desses
parasitos é uma tarefa dificil. Isto é principalmente devido a infeccBes leves serem muito
comuns, e podem ser consequéncia de métodos de amostragem de aves (por exemplo: rede de
neblina), em que na maioria das vezes selecionam individuos saudaveis que se movem
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ativamente devido a baixa parasitemia (VALKIUNAS, 2005; DIMITROV et al., 2014). Além
de abordagens morfologicas e moleculares, questdes importantes relacionadas a “limites de
espécies” como a necessidade de treinamento de parasitologistas, a melhoria na maneira de
especificar linhagens em bancos de dados moleculares e o desenvolvimento de critérios para
definir espécies sdo discutidas pelos especialistas (PERKINS et al., 2011; LITTLEWOOD,
2012; OUTLAW; RICKLEFS, 2014).

Critérios para delimitar espécies em hemosporideos aviarios foram sugeridos,
incluindo a concordancia entre os dados de sequéncia multi-locus (FALK et al., 2011) e niveis
absolutos de divergéncia de sequéncia (BENSCH et al., 2004; VALKIUNAS et al., 2009a).
No entanto, o maior desafio enfrentado para pesquisadores interessados na sistemética de
Haemosporida é o desenvolvimento de marcadores genéticos (PERKINS, 2014). A falta de
novos marcadores impossibilita trabalhar com a filogenia multigenes. Valores absolutos de
divergéncia genética foram propostos (HELLGREN et al., 2007; VALKIUNAS, 2009a;b;
OUTLAW; RICKLEFS, 2014), mas devido a compreensdo limitada das taxas de evolucéo
dos genes do mtDNA, pouco se sabe sobre como interpretar a divergéncia observada entre as
linhagens (PACHECO et al., 2017).

Enquanto novos marcadores genéticos especificos ndo sdo desenvolvidos, uma alta
taxa de linhagens do cytb de hemosporideos esta sendo adicionada nos bancos de dados
GenBank e MalAvi (BENSCH et al., 2009; PERKINS, 2014) tornando esse gene a ferramenta
mais Util para definir espécies e/ou OTUs para este grupo de parasitos (OUTLAW,
RICKLEFS, 2014). Dessa forma, a utilizacdo de métodos de delimitacdo de espécies
computacionais pode ser uma boa alternativa para trabalhar com essa grande quantidade de
sequéncias depositadas em bancos de dados, em que a maioria foi identificada apenas em
nivel genérico.

O método MPTP foi efetivo e congruente com a taxonomia tradicional ao delimitar
as espécies P. elongatum (espécie 1), P. cathemerium (espécie 4), P. gallinaceum (espécie 5)
and H. syrnii (espécie 7), as quais apresentaram somente uma morfoespecie entre suas
linhagens. Embora a baixa parasitemia tenha impossibilitado a identificacdo morfoldgica, 0s
poucos estagios sanguineos encontrados no tié indicam concordancia com estas
morfoespécies. Ao agrupar diferentes morfoespécies em uma Unica espécie (espécies 2, 3 e 6),
0 MPTP mostrou ser um delimitador lumper (aquele que define as espécies de forma ampla,
submergindo mais de uma espécie definida taxonomicamente sob um (nico nome). No
entanto, na espécie 2 agrupou P. nucleophilum, P. paranucleophilum, P. delichoni e P.
ashfordi, que pertencem ao subgénero Novyella e apresentam como caracteristica em comum,
estagios sanguineos nucleofilicos, com excecdo de P. ashfordi. P. paranucleophilum
apresenta baixa divergéncia genética, 2,48% em média, em relacdo a P. ashfordi e P.
nucleophilum, além de fortes semelhancas morfoldgicas. Portanto, na descricdo de P.
nucleophilum, os autores sugeriram que as linhagens sdo espécies independentes (TOSTES et
al., 2017). Na descrigéo original, P. delichoni apareceu no mesmo clado com P. nucleophilum
indicando relages filogenéticas proximas e distancia genética de 5,7% e no mesmo clado que
P. ashfordi com distancia genética de 2,8%, mas apresentam merontes e gametdcitos ndo
nucleofilicos (VALKIUNAS et al., 2016).

Na espécie 3, 0 método MPTP agrupou P. unalis e P. vaughani, ambas pertencem ao
subgénero Novyella e sdo bem semelhantes morfologicamente possuindo distancia genética de
3,2% (MANTILLA et al., 2013b). Como h& controvérsias entre os caracteres morfologicos e
as filogenias, os autores sugerem que analise multigénica & necessaria para melhor
compreensdo das relagcdes evolutivas entre as espécies de Novyella e outras Plasmodium spp.,
mas reconhecem que tal anélise é atualmente limitada devido a informacdo insuficiente sobre
sequéncias de DNA de outros genes em Plasmodium spp. (VALKIUNAS et al., 2016;
MANTILLA et al., 2013b). Na espécie 6 agrupou Plasmodium lutzi, Plasmodium matutinum,
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Plasmodium tejerai, as quais pertencem ao subgénero Haemamoeba. Plasmodium matutinum
e P. tejerai possuem vacuolos bem distinguiveis nos merontes eritrocitarios e séo
proximamente relacionados com divergéncia genética de 4,1%, sugerindo que a caracteristica
de vacuolizagdo de merontes pode ser filogeneticamente informativa (VALKIUNAS et al.,
2017). Esses autores sugerem que investigacdo de outras espécies de Plasmodium contendo
vaclolos grandes em merontes eritrocitarios é necessaria para testar esta observacdo.
Plasmodium lutzi apresenta vacuolos em macrogametocitos, mas ndo ha reconstrucéo
filogenética incluindo P. matutinum e P. tejerai para inferir a divergéncia genética
(MANTILLA et al., 2013a; OLIVEIRA et al., 2019). Embora 0 método MPTP tenha sido
lumper em relacdo a taxonomia atual, ele nos permitiu identificar pelo menos sete espécies de
hemosporideos no tié-preto. De acordo com Carstens et al. (2013), uma posicéo conservadora
deve ser tomada ao inferir espécies em estudos de delimitagdo, porque na maioria dos
cenarios é melhor ndo delimitar espécies do que falsamente criar entidades que estabelecam
limites excessivos a biodiversidade. Além disso, o0 método MPTP mostrou resultados
confiaveis, com numero de espécies delimitado préximo ao numero total de espécies
taxondmicas em estudos de diversidade e conservacdo (KAPLI et al.,, 2017; BLAIR;
BRYSON, 2017; CORREA et al., 2017).

Nesse contexto, a distribuicdo destas possiveis espécies nos hospedeiros aviarios pelo
mundo foi estimada. A ampla distribuicdo de Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. pelas
mais variadas espécies de aves mostra a baixa especificidade nesse grupo de parasitos que
foram considerados por muito tempo altamente especificos (VALKIUNAS, 2005). Estes
hemosporideos podem causar sérios danos aos hospedeiros aviarios (ATKINSON et al.,
2009). Alem de patologias sanguineas, varios 6rgdos podem ser danificados por merontes
exoeritrociticos, que crescem em células endoteliais reticulares e podem estar presentes em
todos os 6rgdos em hospedeiros suscetiveis (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005).
Estudos fornecem evidéncias de que os danos causados aos 6rgaos por linhagens comuns de
hemosporideos causam doenca e até mesmo mortalidade em aves (DINHOPL et al., 2015;
ILGUNAS et al., 2016; PALINAUSKAS et al., 2016). Dessa forma, a grande alocagio de
espécies no tié-preto chama a atencdo, uma vez que esta ave pode atuar como reservatorio e
facilitar a transmissao para outras espécies de aves, que podem ser sensiveis ao parasito.

A delimitacdo de espécies por métodos que utilizam algoritmos computacionais pode
ser uma excelente ferramenta para a taxonomia integrativa de hemosporideos aviarios, e pode
ser valiosa para estudos de diversidade, distribuicdo e ajudar na identificacdo de espécies
cripticas. O grande numero de sequéncias do gene cytb desses parasitos, depositadas nos
bancos de dados, forma um verdadeiro codigo de barras de DNA para o grupo. Devido a
controvérsias na classificacdo dos hemosporideos e ao fato de maioria das sequéncias nao
estarem atribuidas a espécies morfoldgicas, esses métodos podem ajudar na inferéncia de
unidades taxonémicas significativas, pois sdo facilmente aplicados a uma grande variedade de
organismos (KAPLI et al., 2017). Além disso, pode representar a Unica abordagem viavel para
estimativas de biodiversidade, a qual parece ser impossivel de inferir em estudos
macroecoldgicos da vida selvagem. Estudos sugerem que os métodos de codigo de barras de
locus Unico fornecem agrupamentos significativos, proximos a espécies reconhecidas
taxonomicamente, 0 que 0s torna Uteis para estudos aproximados de estimativa de espécies ou
guando uma pesquisa sistematica mais minuciosa é praticamente impossivel (MONAGHAN
et al., 2009; ESSELSTYN et al., 2012; RATNASINGHAM; HEBERT, 2013; TANG et al.,
2014; KAPLI et al., 2017).

Neste trabalho, estimamos a diversidade de hemosporideos em uma ave endémica da
América do Sul e a distribuicdo das supostas espécies encontradas nessa ave e em outras aves
pelo mundo. Mesmo que o método utilizado tenha sido lumper, a diversidade encontrada é
alta, o que nao deve ser negligenciado visto que o tié-preto foi um caso especifico que pode
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estar acontecendo em toda Mata Atlantica. Dessa forma, estudos que comparem métodos de
delimitacdo computacional podem ajudar no aperfeicoamento dos resultados e trazer novas
perspectivas para a taxonomia integrativa de parasitos hemosporideos, que é de grande
importancia para a implementacdo de programas de conservagéo.
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4.5 CONCLUSOES

1. A prevaléncia e a diversidade de hemosporideos € alta na populacdo de Tachyphonus
coronatus da Mata Atlantica de Minas Gerais.

2. A prevaléncia manteve-se alta na estacdo seca e na estacdo chuvosa, mostrando que a
sazonalidade ndo influenciou na taxa de infeccdo por hemosporideos na populacdo de T.
coronatus.

3. A intensidade parasitaria foi influenciada pelo sexo dos hospedeiros, sendo maior nas
fémeas de T. coronatus.

4. Linhagens de Plasmodium lutzi e P. nucleophilum s&o bem difundidas nas aves da regiéo
mostrando baixa especificidade pelo hospedeiro.

5. O método de delimitacdo computacional (MPTP) sugere que 6 espécies de Plasmodium e
uma espécie de Haemoproteus estdo presente na populagéo de T. coronatus.

6. A delimitacdo de espécies por métodos que utilizam algoritmos computacionais pode ser
uma excelente ferramenta para a taxonomia integrativa de hemosporideos aviarios, e pode ser
valiosa para estudos de diversidade, distribuicdo e ajudar na identificacdo de espécies
cripticas.
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CAPITULO 11

5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICAE MOLECULAR DE
Haemoproteus sp. EM PASSERIFORMES DA MATA ATLANTICA DE
MINAS GERAIS
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RESUMO

Haemoproteus spp. sdo protozoarios (Haemosporida: Apicomplexa) amplamente encontrados
nas aves pelo mundo. A identificacdo destes parasitos é realizada principalmente com base
nos caracteres morfoldgicos dos gametocitos visualizados nos esfregacos sanguineos dos
hospedeiros vertebrados e com base nos caracteres moleculares do gene mitocondrial
citocromo b. No entanto, a auséncia de merogonia eritrocitica, a alta variacdo genética
intraespecifica e a especia¢do criptica apresentada por parasitos deste grupo torna essencial o
uso da maior quantidade de caracteres para a identificacao das espécies. Dessa forma, analises
microscopicas e moleculares foram utilizadas para verificar a ocorréncia e identificar espécies
de Haemoproteus em aves da Mata Atlantica de Minas Gerais. Entre as 37 aves analisadas da
espécie Tangara sayaca, somente um espécime estava parasitado por Haemoproteus sp. e
dentre as 15 aves da espécie Zonotrichia capensis, dois espécimes estavam parasitados por
Haemoproteus sp. Os caracteres dos gametocitos encontrados nas duas espécies aviarias
apresentaram similaridades morfolégicas com o0s gametécitos de Haemoproteus
(Parahaemoproteus) coatneyi. Foram obtidas trés sequéncias de Haemoproteus sp., duas a
partir de Z. capensis e uma de T. sayaca. Essas sequéncias se agruparam com linhagens de H.
coatneyi. Portanto, as duas obtidas de Z. capensis estdo intimamente relacionadas com
linhagens da morfoespécie Haemoproteus (Parahaemoproteus) erythrogravidus, as quais
surgiram como um grupo interno no clado de H. coatneyi. A divergéncia genética entre as
linhagens de ambas morfoespécies é extremamente baixa para afirmar que elas sdo diferentes
filogeneticamente. Dessa forma, os dados morfologicos, moleculares e os dados histéricos da
distribuicdo e especificidade sugerem que as espécies de Haemoproteus encontradas nas aves
do presente estudo sdo H. coanteyi. No entanto, informacgdes do gene nuclear ou do gene do
apicoplasto, assim como, dados experimentais podem ser avaliados futuramente para melhor
elucidar a taxonomia de H. coatneyi e H. erythrogravidus.

Palavras-chave: Aves, hemosporideos, morfologia, gene cyth, divergéncia genética,
filogenia.
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ABSTRACT

Haemoproteus spp. are protozoa (Haemosporida: Apicomplexa) widely found in birds around
the world. The identification of these parasites is performed mainly based on the
morphological characters of the gametocytes visualized in the blood smears of the vertebrate
hosts and based on the molecular characteristics of the mitochondrial cytochrome b gene.
However, the absence of erythrocytic merogony, the high intraspecific genetic variation and
the cryptic speciation presented by parasites of this group makes it essential to use the largest
number of characters to identify the species. Thus, microscopic and molecular analyzes were
used to verify the occurrence and to identify Haemoproteus species in birds of the Atlantic
Forest of Minas Gerais. Among the 37 analyzed birds of the species Tangara sayaca, only
one individual was parasitized by Haemoproteus sp. and among the 15 birds of the species
Zonotrichia capensis, two specimens were parasitized by Haemoproteus sp. The gametocyte
characters found in the two avian species presented morphological similarities with the
Haemoproteus (Parahaemoproteus) coatneyi gametocytes. Three Haemoproteus sp.
sequences were obtained, two from Z. capensis and one from T. sayaca. These sequences
grouped with H. coatneyi lineages. Therefore, the two lineages obtained from Z. capensis are
closely related to lineages of morphospecies Haemoproteus (Parahaemoproteus)
erythrogravidus, which emerged as an internal group in the H. coatneyi clade. The genetic
divergence between the lineages of both morphospecies is extremely low to state that they are
phylogenetically different. Thus, the morphological, molecular and historical data of the
distribution and specificity leads us to the assumption that the Haemoproteus species found in
the birds of the present study are H. coanteyi. However, information from either the nuclear
gene or the apicoplast gene, as well as experimental data may be evaluated in the future to
better elucidate the taxonomy of H. coatneyi and H. erythrogravidus.

Keywords: Avian, haemosporidian, morphology, cytb gene, genetic divergence, phylogeny.
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5.1 INTRODUCAO

O género Haemoproteus pertence a ordem Haemosporida e constitui mais de 140
espécies de protozodrios que sdo encontrados em aves em todas as regides geograficas do
mundo (GARNHAM, 1966; DIMITROV et al., 2014). O ciclo bioldgico dos parasitos deste
género é heteroxeno, no qual a fase assexuada ocorre em células teciduais e eritrocitos do
hospedeiro vertebrado e a fase sexuada ocorre em dipteros hematdfagos (GARNHAM, 1966).

Tradicionalmente, a histéria de vida, a morfologia e a classificacdo dos
hemosporideos aviadrios foram estudadas usando microscopia de luz. E o grupo dos
hospedeiros vertebrados levou a divisdo do género Haemoproteus em dois subgéneros,
Haemoproteus e Parahaemoproteus (GARNHAM, 1966). Dessa forma, os parasitos
encontrados em aves da ordem Columbiformes foram classificados como pertencentes do
subgénero Haemoproteus e os parasitos das demais ordens de aves foram incluidos no
subgénero Parahaemoproteus (VALKIUNAS, 2005). Com a adog¢do de métodos moleculares,
estudos filogenéticos apoiaram a hipdtese de que tais subgéneros seriam divididos conforme
as espécies dos vetores de Haemoproteus spp. (MARTINSEN et al., 2008) e atualmente, as
espécies parasitarias transmitidas por moscas da familia Hippoboscidae sdo colocadas no
subgénero Haemoproteus e aquelas transmitidas por mosquitos da familia Ceratopogonidae
(mosquitos-polvora) sdo classificadas no subgénero Parahaemoproteus (SANTIAGO-
ALARCON et al., 2010).

Dessa forma, a principal forma de identificacdo das espécies de hemosporideos
passou a ser feita baseada na caracterizacdo morfoldgica dos estagios sanguineos, encontrados
no hospedeiro vertebrado, e na caracterizacdo molecular das espécies, concomitantemente
(VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018). No entanto, existem obstaculos que influenciam e
dificultam a identificacdo correta destes hemoparasitos. No género Haemoproteus, a descrigcdo
morfoldgica fica restrita aos caracteres dos gametocitos, uma vez que as espécies deste grupo
ndo fazem merogonia eritrocitica, ao contrario do grupo irmdo Plasmodium, no qual a
identificacdo das espécies pode se beneficiar com caracteres dos estagios eritrociticos:
trofozoitos, esquizontes e gametdcitos (GARNHAM, 1966).

Muitas espécies de Haemoproteus, além de apresentarem poucos caracteres para
diferenciacdo morfoldgica, sdo extremamente semelhantes e isso dificulta a identificagdo,
principalmente em casos de espécies cripticas (DIMITROV et al., 2016). A boa qualidade dos
esfregacos sanguineos e a forma como ele é produzido sdo fatores cruciais para uma
caracterizagdo morfologica correta. Segundo Valkitinas (2005), os esfregagos sanguineos
devem ser finos e as células sanguineas devem formar uma camada uniforme para que se
diminua a possibilidade de deformacdo dos parasitos e de suas células hospedeiras. Além
disso, os esfregacos devem ser feitos diretamente do sangue do animal vivo, pois ao serem
expostos ao ar, os gametdécitos maduros de Haemoproteus podem mudar de forma
rapidamente, e se isso ndo for levado em consideracdo, a identificacdo das espécies nao sera
confidvel (VALKIUNAS, 2005). Outro problema para a descrigdo morfologica é a baixa
intensidade parasitaria, comum em aves silvestres que impossibilita a diferenciacdo das
espécies (DIMITROV et al., 2016).

A implementacdo de métodos moleculares para deteccdo e identificacdo de
hemosporideos tornou-se referéncia e revelou uma diversidade genética consideravel
complementando a taxonomia tradicional (BENSCH et al., 2000, 2004; PERKINS; SCHALL,
2002; RICKLEFS; FALLON, 2002; BEADELL et al., 2004; HELLGREN et al., 2004;
WALDENSTRON et al., 2004; MARTINSEN et al., 2008; CLARK et al., 2014). O gene
mitocondrial citocromo b (cytb) é o marcador molecular mais utilizado nas analises
moleculares e € baseado nesse gene que uma quantidade enorme de linhagens de
hemosporideos tem sido descoberta, o que levou a criagdo de um banco de dados somente
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para hemosporideos aviarios, o MalAvi database (BENSCH et al., 2009). Informacdes sobre
a diversidade e distribuigédo das linhagens do cytb podem ser acessadas neste banco de dados
e, na maioria dos estudos, o gene tem revelado resultados satisfatorios corroborando a
morfologia das espécies e evidenciando espécies cripticas (BENSCH et al., 2009;
VALKIUNAS et al., 2010; OUTLAW; RICKLEFS, 2014; CLARK et al., 2014;
PALINAUSKAS et al., 2015).

De acordo com estudos que compararam a resolucdo de caracteres morfoldgicos,
genes mitocondriais e nucleares em espécies de Haemoproteus, a diversidade observada no
gene cytb mostrou ser representativa do nivel de diferenciacdo em todo o genoma (BENSCH
et al.,, 2004; HELLGREN et al., 2007). Assim, para que ndo houvesse subestimacdo ou
superestimacdo da diversidade de espécies de hemosporideos, foi proposto que linhagens com
divergéncia genética no cytb acima de 5% seriam consideradas novas espécies, pois estas sao
tipicamente distintas morfologicamente (HELLGREN et al., 2007). No entanto, hd exemplos
bem estabelecidos de espécies descritas morfologicamente que diferem em apenas 1% ou
menos (HELLGREN et al., 2007; LEVIN et al., 2012; OUTLAW; RICKLEFS, 2014). Em
contrapartida, existem muitos exemplos de variagdo do gene cytb intraespecifico dentro das
mesmas morfoespécies de hemosporideos aviarios (VALKIUNAS et al., 2007; IEZHOVA et
al., 2011; GONZALEZ et al., 2015).

A variacdo na distancia de mdltiplas linhagens genéticas de uma Unica espécie é
comumente observada em Haemoproteus podendo indicar variacdo intraespecifica ou
especiacdo criptica (CLARK et al., 2015). Dessa forma € extremamente importante combinar
métodos moleculares e analises microscopicas para verificar a posicdo filogenética e
evidenciar os detalhes na morfologia dos gametocitos destes hemoparasitos (NILSSON et al.,
2016). O objetivo do presente estudo foi avaliar a prevaléncia e a parasitemia de infecgéo de
Haemoproteus spp. em aves silvestres de um fragmento de Mata Atlantica em Minas Gerais,
bem como, fazer a caracterizacdo morfolégica e molecular dos parasitos encontrados. Além
disso, uma ferramenta computacional de delimitacdo de espécies foi utilizada com objetivo de
adicionar informac@es para auxiliar na descri¢do das espécies encontradas.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Area de estudo e coleta de sangue

As aves foram capturadas entre os anos de 2013 e 2015 em fragmentos de Mata
Atlantica na Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil. Os locais de captura foram: Sitio Paraiso
da Barra, Chéacara, 21.68' S, 43.22' W, elevacdo de 796 m; Sitio Vista Alegre, Juiz de Fora,
21. 48 S, 43. 15” W, elevacdo de 494m; Granja Passarada, Juiz de Fora, 21. 48’ S, 43. 19° W,
elevacdo de 615m; Jardim Botanico/UFJF, Juiz de Fora, 21. 43” S, 43. 22 W, elevacdo de
715m e Fazenda Volta Grande/Santa Barbara do Monte Verde, 21. 58" S, 43. 41° W, elevacéo
de 798m. Foram utilizadas redes de neblinas para a captura e anilhas para marcacgdo das aves.
Todas as aves capturadas foram pesadas e medidas. A identificacdo das espécies de aves foi
feita de acordo com Ridgely et al. (2009) e Sigrist (2014) com base em analises
morfométricas e caracteristicas fenotipicas, como tamanho, cor da plumagem, morfologia do
bico e pernas. Esfregacos de sangue das espécies Arremon semitorquatus, Zonotrichia
capensis, Ammodramus humeralis da familia Passerellidae e Tangara sayaca da familia
Thraupidae, foram feitos diretamente do sangue extravasado pela puncdo da veia braquial.
Aproximadamente 30ul de sangue (ou volume de sangue representando 1% do peso vivo do
animal) foram colocados em microtubos sem anticoagulantes e acondicionados em gelo até
serem armazenados em freezer a -20°C, no laboratério de Protozoologia da Universidade
Federal Juiz de Fora. Apos os procedimentos de amostragem, as aves foram liberadas. Todos
0s procedimentos e métodos de amostragem foram avaliados e aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal Juiz de Fora (protocolo n°
042/2012) e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo sobre Biodiversidade (SISBIO) (n°
29268-3 e 29268-4).

5.2.2 Anédlises microscopicas, morfologicas e morfométricas

A preparacdo dos esfregacos sanguineos e as analises microscépicas foram realizadas
da mesma forma que foi apresentada nos topicos 3.2.2 e 3.2.3 do Material e Métodos,
CAPITULO 1. O software de imagem Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Sdo Paulo,
Brasil) foi usado para realizar a analise morfométrica dos gametocitos de acordo com
Valkitinas (2005).

5.2.3 Extracdo de DNA

O DNA total de 20 pl de amostra de sangue de cada ave foi extraido usando um Kit
de Purificacdo Wizard® Genomic DNA (Promega®, Sdo Paulo, Brasil) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A quantificacdo do DNA foi realizada por espectrofotometria
no equipamento NanoDrop ND-2000 ® (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). A
concentracdo de DNA total foi padronizada para 100ng/uL e armazenadas a -20°C para
posterior amplificagdo por PCR.

5.2.4 Detecgdo Molecular

A partir das extracdes, fragmentos de 618 pb do gene mitocondrial citocromo b
(cytb) dos parasitos hemosporideos foram amplificados por meio de nested PCR. Na primeira
reagdo foram utilizados os “primers” HaemFNI (5'-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3')
e HaemNR3 (5'-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3") para amplificar espécies dos
géneros Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon (HELLGREN et al., 2004). A reacdo
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foi realizada em volume final de 25uL, contendo: 12,5uL de 1X de Go Taq ® Green Master
Mix (Promega, MA, EUA), 2,5uL de &gua ultra-pura, 2,5uL de cada “primer” na
concentracdo de 10uM e 5uL de DNA gendmico (20-100ng). Na segunda reacdo foram
utilizados os “primers” HaemF (5-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’) e HaemR2 (5'-
GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3'), que  amplifica um  fragmento  de
aproximadamente 525pb do gene cytb de Plasmodium/Haemoproteus (BENSCH et al., 2000).
A reacdo foi realizada em volume final de 25uL, contendo: 12,5uL de 1X de Go Taq ® Green
Master Mix, 1 pL de cada “primer” na concentracéo de 10uM e 2uL do produto da primeira
reacdo. As condicbes de amplificacdo foram: 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30
segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos, e extensdo final em 72°C por 10
minutos por 35 ciclos para ambas as reacGes. Os produtos de PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2% e corados com Blue Green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia®, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) para visualizacdo sob luz ultravioleta.

5.2.5 Sequenciamento

Os produtos amplificados na segunda reacdo de PCR foram purificados com o
auxilio do Kit QIAquick® Purification (Qiagen®, Sdo Paulo, Brasil), e submetidos ao
sequenciamento bidirecional com os iniciadores HaemF/HaemR2 (BENSCH et al. 2000), no
sequenciador 3130xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, Carlsbad, California),
seguindo as instrucdes do fabricante.

5.2.6 Analises filogenéticas

As reconstrucdes filogenéticas foram realizadas utilizando um conjunto de dados
contendo duas sequéncias do gene cytb de hemosporideos obtidas de Zonotrichia capensis e
uma sequéncia de Tangara sayaca obtidas neste trabalho, juntamente com 74 sequéncias
atribuidas a morfoespécies de Haemoproteus, incluindo todas as linhagens de Haemoproteus
coatneyi e Haemoproteus erythrogravidus disponiveis no banco de dados MalAvi (MalAuvi,
julho de 2018; BENSCH et al., 2009). As espécies Leucocytozoon buteonis, L. fringillinarum
e L. quynzae foram utilizados como grupo externo. As sequéncias foram alinhadas no
software MAFFT (KATOH; STANDLEY, 2013) utilizando a configuracdo padrdo e, em
seguida, o alinhamento foi inspecionado visualmente. Apds a remocgédo de sitios pobremente
alinhados com Gblocks server (CASTRESANA, 2000), obteve-se uma matriz com 479 pares
de bases (pb). A inferéncia da filogenia de Haemoproteus foi conduzida sob probabilidade de
Méaxima Verossimilhanca (ML) conforme implementado no programa RaxML versdo 8.2.X
(STAMATAKIS, 2014), usando o modelo GTR + GAMMA + | com 4 categorias gama
(TAVARE, 1986; YANG 1994), que foi escolhido como o melhor modelo de substituicdo no
JmodelTest implementado no MEGA7 (KUMAR et al., 2016). A sustentacdo do clado foi
avaliada utilizado algoritmo de rapid bootstrap implementado no programa RaxML
(STAMATAKIS et al., 2014), o qual estimou para este dataset 500 pseudo-réplicas. A
inferéncia da filogenia de Haemoproteus spp. foi também realizada por meio da analise de
Inferéncia Bayesiana (Bl) utilizando o programa MrBayes v.3.2 (RONQUIST et al., 2012).
Duas corridas independentes de cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) compostas cada
uma, de uma cadeia fria e 3 quentes foram realizadas ao longo de 5 milhdes de geracOes
aplicando-se ao final um “burn-in” de 25% (25% das primeiras arvores geradas foram
descartadas da analise). As arvores resultantes foram sumarizadas para a inferéncia topoldgica
e das probabilidades posteriores em cada agrupamento. As arvores foram visualizadas e
editadas no programa FigTree 1.4.4. Para célculo da divergéncia genética entre as sequéncias
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obtidas no presente estudo e outras ja depositadas em bancos de dados foi utilizado o
programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016).

5.2.7 Delimitacdo de especies

O status taxondmico das linhagens obtidas no presente estudo foi avaliado pelo
método computacional de delimitacdo de espécie Multi-rate Poisson Tree Process (MPTP)
(KAPLI et al., 2017). O conjunto de dados utilizados para inferir a filogenia de Haemoproteus
spp. contém todas as sequéncias longas (>430bp) do gene cytb de linhagens desse género
depositadas no MalAvi, juntamente com as novas sequéncias produzidas no presente estudo,
totalizando 988 sequéncias (03 do presente estudo e 985 ja disponiveis no MalAvi, acesso em
julho de 2018). As espécies L. buteonis, L. fringillinarum, L. quynzae, foram escolhidas como
grupo externo. As sequéncias foram alinhadas no programa MAFFT (KATOH et al., 2017)
com opg¢des padrdo e, em seguida, inspecionadas visualmente. Apds a remocdo de sitios
pobremente alinhados no Gblocks server (TALAVERA; CASTRESANA, 2007), uma matriz
com 479 pb foi obtida. A inferéncia da filogenia foi conduzida sob andlise de Maxima
Verossimilhanca (ML) implementada no programa RaxML versdo 8.2.X (STAMATAKIS,
2014), utilizando 0 modelo GTR + GAMMA + | com 4 categorias gama (TAVARE, 1986;
YANG, 1994), que foi escolhido como o melhor modelo de substituicdo por meio do
algoritmo JmodelTest implementado na plataforma MEGA7 (KUMAR et al., 2016). A
estimativa de delimitacdo especifica foi conduzida no servidor online do programa MPTP
(disponivel em, http://mptpt.h-its.org), utilizando como input a filogenia obtida no programa
RaxML, com remog&o do grupo externo e opg¢des padrdo do programa.
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5.3 RESULTADOS
5.3.1 Prevaléncia e intensidade de infec¢cdo

Foram examinados esfregacos sanguineos de 37 aves da espécie Tangara sayaca, da
familia Thraupidae e de 28 aves das espécies Ammodramus humeralis (01), Arremon
semitorquatus (12) e Zonotrichia capensis (15) pertencentes a familia Passerellidae. Os
valores de prevaléncia e parasitemia para Haemoproteus spp. estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia e parasitemia de Haemoproteus spp. em aves das familias Thraupidae e
Passerellidae da Mata Atlantica de Minas Gerais.

Familia Thraupidae Passerellidae
NUmero de aves examinadas 37 28
NuUmero de aves infectadas 01 03
Prevaléncia (%o) 2,7 10,7
Parasitemia (min — méax) 0,04 0,15-0,36

Min = menor parasitemia encontrada naquela familia de ave; max = maior parasitemia
encontrada naquela familia de ave.

5.3.2 Caracterizacdo morfologica e morfométrica de Haemoproteus spp. em Tangara
sayaca e Zonotrichia capensis (1) e (2)

O exame microscopico e a boa qualidade dos esfregacos sanguineos possibilitaram a
confirmacéo de infec¢cdo Unica de Haemoproteus sp. em uma ave da espécie Tangara sayaca
(Figura 1) e em duas aves da espécie Zonotrichia capensis (Figura 2 e 3). Além disso, todos
0s macrogametocitos e microgametdcitos encontrados em uma mesma lamina apresentaram o
mesmo tom de coloracao e caracteristicas semelhantes. Os esfregacos foram feitos em dias em
que a umidade relativa do ar estava baixa, 0 que favoreceu a sua secagem rapida. Os
principais caracteres para identificacdo dos gametocitos de Haemoproteus sp. encontrados em
T. sayaca e em Z. capensis estdo apresentados na Tabela 2 e as medidas morfométricas sao
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 2. Caracterizacdo dos gametdcitos jovens, macrogametocitos e microgametocitos de
Haemoproteus spp. em Tangara sayaca e Zonotrichia capensis (1) e (2) da Mata Atlantica de
Minas Gerais.

Caracteristicas T.sayaca Z.capensis (1) Z.capensis (2)

Gametocitos jovens Figura 1 Figura 2 Figura 3

Formas jovens aderidas lateralmente ao
nacleo do eritrocito, crescendo em direcao
aos polos

a,b,cd a,b,cd _

61



Continuacao

Caracteristicas

T. sayaca

Z. capensis (1) Z. capensis (2)

Crescimento longitudinal e lateral
preenchendo o lado do eritrocito infectado,
formato halteridial

No citoplasma do parasito surge um espago
vazio e longitudinal, exatamente onde ele
adere a lateral do eritrécito, dando ideia de
“constri¢ao”

Presenca de pequenos vacuolos no
citoplasma

Macrogametdcitos

Crescem longitudinalmente até as
extremidades do eritrécito, aderidos ao
nucleo e a membrana do eritrécito. Formato
alongado e curvado (halteridial).

Podem deslocar o nacleo do eritrdcito
lateralmente e ocupar 80% do eritrocito

Apresentam um espaco vazio longitudinal
na parte central dando ideia de constrigdo
(formato de halter)

Causam protrus@es semelhantes a baldes
no lado do eritrécito ndo invadido (formato
gravidicio)

Ndcleo do parasito compacto, redondo ou
oval e situa-se na porc¢ao central para
subterminal do parasito

Granulos de pigmento, redondos ou ovais,
distribuidos aleatoriamente pelo citoplasma,
coloragdo marrom escuro

Citoplasma com coloragéo azulada e
granular nos gametocitos de um mesmo
esfregaco, sem granulos de volutina

Crescem longitudinalmente aderidos ao
naicleo e a membrana do eritrdcito. Formato
alongado e curvado (halteridial).

a, b

c,d

ab, c

f,g.hi]

f, ol

g,hij

e f, g N,

g,hjk

m, 0, p

b,c,d

b,cd

ehij

f.g

e fhij

e fgi

h, i, ]

k,m,o,p

b,c,g,h

g, h

c,degh

f, g, h

IL,j,mn,p
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Continuacao

Caracteristicas T. sayaca

Z. capensis (1) Z. capensis (2)

Deslocam o nucleo do eritrécito
lateralmente e podem ocupar de 90% ate
100% do eritrdcito

I,m,n,o0

Tendéncia em formar protrusoes 0
semelhantes a balBes no lado do eritrdcito P
ndo invadido (formato gravidicio)

Granulos de pigmentos arredondados
distribuidos aleatoriamente ou agrupados l,m,n o
nas extremidades do parasito

Citoplasma granular e com coloracéo clara
nos gametocitos de um mesmo esfregaco, m,n, o, p
sem granulos de volutina

Presenca de vacutolos no citoplasma -

N&o foi possivel distinguir o ndcleo dos I-
parasitos P

m, 0, p

k,I,m,o

K,l,m, p

k-p

k,o0,p

l,j,n0

i,k,n,o
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Figura 1. Gametécitos de Haemoproteus sp. encontrados em esfregacos sanguineos de
Tangara sayaca de um fragmento de Mata Atlantica de Minas Gerais, Brasil. Gametdcitos
jovens e em crescimento (a—d); macrogametocitos (e—k); microgametécitos (I-p). Setas
indicam o nucleo dos parasitos; cabecas de setas indicam granulos de pigmentos. Barra = 12
pm.
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Figura 2. Gametdcitos de Haemoproteus sp. encontrados em esfregacos sanguineos de
Zonotrichia capensis (1) de um fragmento de Mata Atlantica de Minas Gerais, Brasil.
Gametacitos jovens (a—d); macrogametocitos (e—j); microgametocitos (k—p). Seta preta indica
o nucleo do parasito; cabecas de setas pretas indicam granulos de pigmentos. Setas pretas com
cabeca aberta indicam vacuolos. Setas brancas indicam protrusdes formadas nos eritrocitos
infectados, cabecas de setas brancas indicam atenuacdo na parte central dos gametdcitos.
Barra=11 pum.
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Figura 3. Gametdcitos de Haemoproteus sp. encontrados em esfregacos sanguineos de
Zonotrichia capensis (2) de um fragmento de Mata Atlantica de Minas Gerais, Brasil.
Gametdcitos jovens (a—d); macrogametocitos (e—j); microgametdcitos (k—p). Seta preta indica
o0 nucleo do parasito; cabecas de setas pretas indicam grénulos de pigmentos. Setas pretas com
cabeca aberta indicam vacuUolos. Setas brancas indicam protrusdes formadas nos eritrocitos
infectados, cabegas de setas brancas indicam atenuacdo na parte central dos gametocitos.
Barra =11 pm.
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Tabela 3. Morfometria comparativa dos eritrocitos dos hospedeiros e gametocitos de
Haemoproteus sp. de Tangara sayaca e Zonotrichia capensis.

T. sayaca Z. capensis

Caracteristicas Haemoproteus sp. Haemoproteus sp.
Medidas

Eritrdcitos ndo infectados n=21 n=21
Comprimento 10.9-13 (11.9£0.5) 10.1-11.9 (11 £ 0.5)
Largura 6-7.1 (6.3 £0.3) 5.6-6.7 (6.2 £ 0.3)
Area 53.6-71.6 (60.9 + 3.8) 46.7-60.6 (55.2 + 3.7)
Nucleo dos eritrdcitos ndo infectados
Comprimento 5.3-6.4 (5.8 £0.3) 5.1-6.1 (5.6 £0.3)
Largura 2.3-3.1(26+0.2) 2.4-3.1(2.7£0.2)
Area 11.6-15.3(13.4 £ 1) 11.6-14.2 (13.1£0.8)
Macrogametacitos n=21 n=21
Eritrocitos infectados
Comprimento 11.2-13.3(12.4£0.5) 11-13(11.8%0.5)
Largura 4.7-7.1 (5,9 £ 0.6) 5-74(6.4x0.7)
Area 54.1-74.1 (63.4+£6.1) 52.7-72.1(64.2+5.2)
Nucleo dos eritrdcitos infectados
Comprimento 44-57(5.1+0.3) 5.1-6.1 (5.6 £0.3)
Largura 1.7-2.7(2.3+£0.2) 2.3-3.6 (2.7£0.3)
Area 9.1-128 (10.4+1.1) 10.5-17 (12.8+1.3)
Gametdcitos n=21 n=21
Comprimento 11.4-15 (13.1£1.1) 11.4-14.1 (129 £0.7)
Largura 15-3.2(2.1£0.4) 0.9-2.1(1.4+0.3)
Area 30.8-50.6 (36.8 +5.9) 26.3-37.8 (31.7 + 3.8)
Nucleo dos gametdécitos
Comprimento 1.3-3.3(2.2+0.5) 1.3-3(2.2+£0.4)
Largura 0.7-2.0(1.2+0.3) 0.8-1.9(1.4+£0.3)
Area 1.4-4.9 (2.8+0.9) 1.5-4.1(2.8+0.8)
No. Granulos de pigmentos 9-17 (13+£2.7) 8-14 (11 £1.6)
NDR" 0.4-1(0.8+0.2) 0.8-1.3(1£0.1)
Microgametocitos n=21 n=21
Eritrdcitos infectados
Comprimento 11.7-13.4 (126 £0.5) 11.1-129(12+£0.5)
Largura 5.1-7.7 (6.4 £ 0.8) 6-7.7 (6.8 £0.4)
Area 52.5-78.9 (67.4+7.5) 56.6-74 (65.8 +4.2)
Nucleo dos eritrdcitos infectados
Comprimento 5.1-6 (5.5 +0.3) 5.2-6.1 (5.7 £0.3)
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Continuacao

Caracteristicas

T. sayaca
Haemoproteus sp.

Z. capensis
Haemoproteus sp.

Medidas

Largura
Area

Gametocitos
Comprimento

Largura

Area

Nucleo dos gametocitos
Comprimento

Largura

Area

No. Granulos de pigmentos
NDR"

2.1-3(25+0.2)
10.9-13.7 (12.3 £ 0.7)

n=21

12.3-14.9 (13.4 £ 0.8)
1.7-4.3 (2.9 £0.8)
31.1-54 (43.9 £ 6.6)

9-16 (12.2 + 2.1)
0-0.9 (0.4 % 0.2)

2.5-3.7 (2.9 £0.3)
11.1-16.9 (13.7 + 1.5)

n=21

12.9-15.4 (14.2 £ 0.9)
2.5-3.7(2.9x0.3)
30-44.1 (36.5+£3.9)

7-13 (9.7 £ 1.8)
0.7-1.2 (0.9 0.1)

® Todas as medidas estdo dadas em micrometros, exceto para a caracteristica “Numero de
granulos de pigmentos”. ®NDR (Nucleus Displacement Ratio) Taxa de deslocamento do
nacleo, de acordo com Bennett e Campbell (1972). Valores minimos e maximos sao
fornecidos seguidos pela média aritmética e desvio padrdo em parénteses.
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5.3.3 Linhagens do gene citocromo b (cytb) e reconstrucao filogenética

Foram obtidas trés linhagens de Haemoproteus spp., no presente estudo. A linhagem
TSJBO1 corresponde a morfoespécie descrita em T. sayaca (Tabela 2, Figura 1). As linhagens
ZCSB01 e ZCSBO02 correspondem as morfoespécies descritas em Z. capensis (1) e (2),
respectivamente (Tabela 2, Figura 1). A anélise dos cromatogramas confirmou a presenca de
infeccdo Unica diante da auséncia de picos duplos em ambas as direcOes, forward e reverse.
TSJBO1 apresentou 100% de similaridade com a linhagem NEOFASO2, que foi registrada em
Neothraupis fasciata no Cerrado do Brasil (MalAvi database, BENSCH et al., 2009;
FECCHIO et al., 2017), esta linhagem néo foi atribuida a morfoespécie. A linhagem ZCSB01
apresentou similaridade de 100% com ZOCAPOl linhagem previamente associada a
morfoespécie H. erythrogravidus (MANTILLA et al., 2016) e a ZCSB02 apresentou 99% de
similaridade com ZCSB01 e ZOCAPO0L1, diferenciando apenas em um par de bases.

Na reconstrucdo filogenética obtida (Figura 4), as linhagens ZCSBO01 e ZCSB02 aqui
descritas, agruparam com as linhagens ZOCAPOl e ZOCAP14 de H. erythrogravidus
previamente identificadas em outros estudos. A linhagem TSJBO1 ramificou-se proximo a
linhagens que sdo atribuidas a Haemoproteus coatneyi. O clado que agrupa as linhagens de H.
erythrogravidus surgiu como grupo interno a um clado maior que contém as linhagens de H.
coatneyi (Figura 4).

A divergéncia genética entre as linhagens do clado maior variou de 0,3% a 3,7%
(Figura 4, Tabela 4). A divergéncia genética maxima entre as linhagens de H. erythrogravidus
(ZOCAPO1, ZOCAP14) incluindo ZCSBO01 e ZCSBO02 foi de 0,3%. A divergéncia maxima
entre as linhagens de H. erythrogravidus é igual a divergéncia minima encontrada no clado
maior, que agrupa as linhagens de H. coatneyi e H. erythrogravidus. Duas linhagens
atribuidas a espécie H. coatneyi (DENCORO01, ZOCAPQ08) ficaram de fora deste clado maior,
chegando a apresentar divergéncia genética de 5,0% e 5,3% de TANVASO2, linhagem
agrupada com as demais linhagens de H. coatneyi e H. erythrogravidus (Figura 4, Tabela 4).
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Figura 4. RelagBes evolutivas entre linhagens das morfoespécies de Haemoproteus
estimadas pela analise de Maxima Verossimilhanga (ML) e Inferéncia Bayesiana (IB)
baseada em fragmentos de 479bp do gene mitocondrial citocromo b (cytb). A topologia
representada é da IB. Nd6s com valores suportes > 50% sé@o indicados proximos aos
clados ML/BI, respectivamente. (-) indica valores < 50%. As sequéncias do presente
estudo estdo em negrito. Leucocytozoon spp. foram usadas como grupo externo. Barra
representa 20 substitui¢cGes por 100 posic¢des de nucleotideos.
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Tabela 4. Divergéncias genéticas com base em fragmentos de 479 pb do gene mitocondrial citocromo b entre as linhagens de Haemoproteus coatneyi e
Haemoproteus erythrogravidus usadas nas anélises filogenéticas. As linhagens do presente estudo estdo destacadas em negrito.

Linhagens 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 H. cyanomitrae (CYAOLIO3) 0.000
2 H. cyanomitrae (CYAOLIO6) 0.000
3 H. coatneyi (PACPEC02) 0.031 0.031
4 H. coatneyi (PIOLI03) 0.028 0.028 0.003
5 H. coatneyi (ZOCAP13) 0.034 0.034 0.003 0.006
6 H.erythrogravidus (ZOCAPO1) 0.041 0.041 0.022 0.025 0.025
7 ZCSBO01 0.041 0.041 0.022 0.025 0.025 0.000
8 ZCSB02 0.041 0.041 0.022 0.025 0.025 0.000 0.000
9 H.erythrogravidus (ZOCAP14) 0.037 0.037 0.018 0.021 0.022 0.003 0.003 0.003
10 H. coatneyi (ARBRUO02) 0.034 0.034 0.015 0.018 0.018 0.012 0.012 0.012 0.009
11 H. coatneyi (ARBRUO1) 0.034 0.034 0.022 0.025 0.025 0.012 0.012 0.012 0.009 0.009
12 H. coatneyi (ATPLA02) 0.037 0.037 0.018 0.021 0.022 0.009 0.009 0.009 0.006 0.009 0.009
13 H. coatneyi (TANIGO1) 0.028 0.028 0.024 0.028 0.028 0.028 0.028 0.028 0.024 0.021 0.025 0.024
14 H. coatneyi (ANSOMO01) 0.025 0.025 0.021 0.024 0.025 0.025 0.025 0.025 0.021 0.018 0.021 0.021 0.003
15 TSJBO1 0.031 0.031 0.028 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.028 0.024 0.028 0.028 0.003 0.006
16 H. coatneyi (TANVAS02) 0.037 0.037 0.034 0.037 0.037 0.037 0.037 0.037 0.034 0.031 0.034 0.034 0.015 0.012 0.018
17 H. thraupi (PIOLIO1) 0.024 0.024 0.031 0.028 0.034 0.028 0.028 0.028 0.025 0.015 0.018 0.025 0.034 0.031 0.037 0.043
18 H. coatneyi (ZOCAPO08) 0.028 0.028 0.034 0.031 0.037 0.038 0.038 0.038 0.034 0.025 0.028 0.034 0.044 0.041 0.047 0.053 0.015
19 H. tartakovskyi (SISKIN1) 0.024 0.024 0.018 0.021 0.021 0.028 0.028 0.028 0.025 0.021 0.021 0.025 0.028 0.025 0.031 0.031 0.024 0.028
20 H.coatneyi (DENCORO01) 0.024 0.024 0.031 0.028 0.034 0.041 0.041 0.041 0.037 0.034 0.034 0.037 0.034 0.037 0.037 0.050 0.024 0.027 0.024
21 H. passeris (PADOMO5) 0.028 0.028 0.028 0.025 0.031 0.031 0.031 0.031 0.028 0.025 0.034 0.034 0.041 0.037 0.044 0.047 0.021 0.025 0.028 0.028 0.000

71



5.3.4 Delimitacdo Computacional das Espécies

O método de delimitagdo computacional MPTP agrupou em uma unica espécie as
linhagens obtidas no presente estudo com H. erythrogravidus e H. coatneyi, e ainda com
outras 10 morfoespécies de Haemoprotreus: Haemoproteus micronuclearis, Haemoproteus
nucleofascialis, Haemoproteus homobelopolskyi, Haemoproteus cyanomitrae, Haemoproteus
tartakovskyi, Haemoproteus thraupi, Haemoproteus fringillae, Haemoproteus magnus,
Haemoproteus passeris e Haemoproteus motacillae.

5.3.5 Hospedeiro aviario e distribuicéo

As linhagens do presente estudo (ZCSBO01, ZCSB02 e TSJBO1l) e as demais
linhagens que agruparam no clado de H. coatneyi e H. erythrogravidus estdo distribuidas em
hospedeiros da ordem Passeriformes do continente americano (Tabela 4).

Tabela 5. Linhagens que foram previamente atribuidas as morfoespécies Haemoproteus
coatneyi e H. erythrogravidus*, linhagens do presente estudo (negrito) que agruparam no
mesmo clado, seus respectivos hospedeiros e a localidade que os hospedeiros infectados
foram capturados.

Linhagem Espécie de ave Localidade
PACPECO02 Caryothraustes canadensis Guiana
Saltator coerulescens Guiana
Hemitriccus margaritaceiventer Brasil
Nemosia pileata Brasil
Mionectes olivaceus Equador
Euphonia xanthogaster Equador
Piranga rubra Colémbia
Saltator maximus Equador
Amphispiza bilineata México
Piranga flava Estados Unidos
PIOLI03 Piranga olivacea Colémbia
ZOCAP13 Piranga olivacea Colémbia
Zonotrichia capensis Colémbia
ZOCAPO1* Zonotrichia capensis Chile
Zonotrichia capensis Peru
Zonotrichia capensis Colémbia
Zonotrichia capensis Equador
ZCSB01 Zonotrichia capensis Brasil
ZCSB02 Zonotrichia capensis Brasil
ZOCAP14* Zonotrichia capensis Colémbia
ARBRUO1 Buarremon brunneinucha Colémbia
ATPLAO02 Atlapetes pallidinucha Colémbia
ARBRUO2 Buarremon brunneinucha Colémbia
Atlapetes melanocephalus Colémbia
TANIGO1 Vireo olivaceus Colémbia
Tangara nigroviridis Colémbia
Tangara nigroviridis Colémbia
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Continuacao

Linhagem Espécie de ave Localidade

Hemispingus superciliaris Colémbia

Tangara vassorii Colémbia

Eriocnemis vestita Equador

Tangara vassorii Equador

ANSOMO1 Anisognathus somptuosus Colémbia

TSJBO1 Tangara sayaca Brasil

TANVAS02 Hemispingus atropileus Colombia
Tangara vassorii Colémbia
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5.4 DISCUSSAO

Neste estudo foram apresentadas evidéncias morfologicas e moleculares de
protozoarios parasitos do género Haemoproteus, em aves da Mata Atlantica, que levantam
discussao sobre a diferenciacdo e identificacdo das espécies H. coatneyi e H. erythrogravidus.

Os gametdcitos de Haemoproteus sp. visualizados em T. sayaca e nos dois espécimes
de Z. capensis, apresentaram similaridades morfoldgicas com os gametdcitos de H.
(Parahaemoproteus) coatneyi Burry-Caines & Bennett, 1992. Dentre as principais
semelhancas com esta espécie estdo: o formato de halter em gametdcitos jovens, gametocitos
maduros com crescimento longitudinal, aderidos ao ndcleo e a membrana externa dos
eritrocitos apresentando o formato halteridial, nicleo em posicdo subterminal a terminal nos
macrogametocitos e ndo distinguivel nos microgametocitos, granulos de pigmentos
distribuidos aleatoriamente no citoplasma dos macrogametdcitos e geralmente agrupados nos
polos do microgametdcitos. Alguns gametdcitos visualizados em T. sayaca e Z. capensis
apresentaram uma leve constricdo na parte central do parasito, caracteristica ndo muito
comum, mas que também foi observada na descri¢cdo original de H. coatneyi (BURRY-
CAINES; BENNET, 1992) e poucos gametdcitos apresentaram tendéncia em formar uma
protrusdo semelhante a “baldo” no lado ndo parasitado do eritrocito, caracteristica ainda nao
registrada na espécie.

Sabe-se que a variagdo na forma e na quantidade de gametdcitos de Haemoproteus
spp. pode ocorrer quando os esfregacos sdo produzidos em momentos diferentes de
intensidade da infeccdo, isto €, em infeccdo aguda, cronica ou de recaida e quando demora-se
a fazer os esfregacos e a umidade no ar esta elevada, o formato do parasito também pode ser
alterado (VALKIUNAS, 2005). Mas, como os esfregacos destas aves estdo com boa
qualidade e sua producdo foi realizada de forma adequada, as alteracbes observadas podem
estar relacionadas ao desenvolvimento progressivo dos parasitos. Formas diferentes de uma
mesma espécie de Haemoproteus ja foram observadas em esfregacos feitos a partir de uma
mesma ave, em épocas distintas (BURRY-CAINES; BENNET, 1992). Dessa forma, essas
duas caracteristicas incomuns observadas ndo sdo suficientes para se concluir que a espécie
aqui estudada seria outra, diferente de H. coatneyi.

No entanto, Mantilla et al. (2016) utilizaram dois caracteres morfoldgicos para
diferenciar a espécie H. erythrogravidus em Z. capensis no Equador e na Colémbia, sendo
esses semelhantes aqueles caracteres ndo comuns que visualizamos em T. sayaca e Z.
capensis, que sdo: formacdo de uma protrusao em forma de baldo no envelope dos eritrocitos
infectados pela maioria dos gametdcitos em desenvolvimento e a largura atenuada na regido
central dos macrogametdcitos e microgametdcitos apresentando formato de halter. Ambas as
caracteristicas ja foram visualizadas em outras espécies de Haemoproteus como, por exemplo,
eritrocitos parasitados por Haemoproteus (Parahaemoproteus) fringillae que apresentaram
protrusdes ligeiramente visiveis em seus envelopes e gametécitos de Haemoproteus
(Parahaemoproteus) attenuatus que apresentam largura marcadamente atenuada em sua
regido central evidenciando o formato de halter (VALKIUNAS, 2005). Porém, Mantilla et al.
(2016) justificaram que tais protrusdes foram observadas apenas nos estagios finais do
desenvolvimento dos gametdcitos, sendo menos proeminentes, e que H. fringillae e H
erythrogravidus sdo claramente diferentes geneticamente, apresentando divergéncia genética
entre 4,3% e 4,5% com base no fragmento de 479 pb do gene cytb. Da mesma forma,
justificaram que o caractere largura atenuada foi visto somente em microgametocitos de H.
attenuatus e que a divergéncia genética para H. erythrogravidus esta entre 4,3% e 4,6% no
cytb, o que seria confiavel para a diferenciacdo destas espécies (MANTILLA et al., 2016).
Além das caracteristicas morfologicas Mantilla et al. (2016) utilizaram dados moleculares do
fragmento do gene mitocondrial cytb (479 pb) e o genoma mitocondrial completo (5871 pb)
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para diferenciar H. erythrogravidus de H. coatneyi, e a divergéncia genética entre estas
espécies para o gene cytb e para o genoma completo foi 0,7% e 0,9%, respectivamente. Se
levarmos em consideracdo a baixa divergéncia genética (< 1%) e o fato dos caracteres
morfolégicos utilizados para diferenciacdo ja terem sido observados em outras espécies, pode
ser que H. erythrogravidus nao seja um caso de especiagéo.

Um valor limite de divergéncia genética no cytb tem sido utilizado para diferenciar as
espécies de hemosporideos. Segundo Hellgren et al. (2007) espécies que apresentam distancia
genética acima de 5%, sdo morfologicamente distintas, a menos que sejam claramente
diferenciadas morfologicamente ou apresentem elevada divergéncia em outro gene. No
entanto, ha exemplos de espécies de hemosporideos que diferem menos que 1% no gene cytb,
como em Haemoproteus jenniae e Haemoproteus iwa que apresentam 0,6% de divergéncia
genética no gene cytb e 4% em um segmento do gene do apicoplasto, além disso, sdo bem
diferenciadas morfologicamente (LEVIN et al., 2012). Outro exemplo € Haemoproteus
pallidus e Haemoproteus minutus que diferem 0,7% no gene cytb completo, mas sdo bem
diferenciados morfologicamente (HELLGREN et al., 2007).

Dessa maneira, a reconstrucdo filogenética do presente estudo mostrou que as
linhagens ZCSB01 e ZCSB02 de Z. capensis e TSJBO1 de T. sayaca estdo intimamente
relacionadas as linhagens de H. coatneyi e as linhagens caracterizadas como H.
erythrogravidus. A maior divergéncia genética entre as linhagens do clado que agrupa essas
espécies esta bem abaixo do valor de corte para diferenciar as espécies de hemosporideos,
como sugerido por Hellgren et al. (2007). A linhagem ZCSBO01 apresentou 100% de
similaridade com a linhagem ZOCAPOL1 atribuida a H. erythrogravidus, mas a caracterizacao
morfologica de ZCSBO1 ndo foi totalmente compativel com a morfologia de ZOCAPO1.
Como ndo temos dados de outros genes para confirmar a diferenciagdo da espécie aqui
estudada, sugerimos que as variacbes morfoldgicas dos gametocitos encontrados em Z.
capensis e T. sayaca e 0s valores baixo de divergéncia genética das linhagens encontradas
nessas espécies para as outras linhagens de H. coatneyi, ndo sdo suficientes para dizer que a
infeccdo seria de H. erythrogravidus. As linhagens DENCOR e ZOCAPO8 embora tenham
sido atribuidas a H. coatneyi, ramificaram-se distantemente desta espécie e ndo apresentam
registro morfoldgico, no entanto, podem representar espécies diferentes.

A fim de obter mais informagdes para discutir se H. coatneyi e H. erythrogravidus
sdo espécies distintas, utilizamos o método computacional de delimitacdo de espécies, no
entanto, 0 método agrupou as duas espécies mais outras dez morfoespécies de Haemoproteus
em uma espécie Unica. A baixa divergéncia genética encontrada no cytb para muitas espécies
de Haemoproteus pode interferir na delimitacdo de espécies, uma vez que este algoritmo leva
em considera¢do o comprimento de ramo da topologia filogenética, e consequentemente o
namero de substituicdes por sitio ao longo do tempo. Levando em consideracdo que as
espécies em questdo ndo apresentaram grandes diferencas em relacdo ao comprimento de
ramo, € esperado que o algoritmo de delimitacdo de espécie agrupe varias linhagens em uma
mesma espécie. Isso mostra a importancia de utilizar a maior quantidade possivel de dados
informativos para a identificacdo das espécies de hemosporideos.

Além dos dados morfoldgicos e moleculares obtidos neste trabalho, podemos levar
em consideracdo o fato de H. coatneyi ja ter sido registrado em Z. capensis de varias
localidades da América do Sul, inclusive na Mata Atlantica do Brasil, (MalAvi database,
BENSCH et al., 2009; VALKIUNAS, 2005). Apesar da especificidade pelo hospedeiro
atualmente ndo ser considerada um caractere taxondmico valido para identificacdo das
especies de hemosporideos, este aspecto foi utilizado com sucesso no inicio da revisdo
taxondmica de Haemoproteidae (VALKIUNAS & ASHFORD, 2002) e pode ser utilizado
como informagé&o adicional aos métodos moleculares e morfologicos.
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Assim, de acordo com os dados histéricos, moleculares, morfologicos e do
hospedeiro, sugerimos que a espécie registrada, em T. sayaca e Z. capensis do presente
estudo, seja H. coanteyi, e que as variagdes morfologicas aqui visualizadas sejam variacoes
intraespecificas destes hemosporideos. No entanto, informagdes do gene nuclear ou do gene
do apicoplasto, assim como dados experimentais podem ser avaliados futuramente para
melhor elucidar a taxonomia de H. coatneyi e H. erythrogravidus.
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5.5 CONCLUSOES

1. Tangara sayaca e Zonotrichia capensis da Mata Atlantica de Minas Gerais séo parasitados

por uma espécie de Haemoproteus que apresenta alta similaridade morfoldgica com
Haemoproteus (Parahaemoproteus) coatneyi.

2. Andlise filogenética agrupou as linhagens de Haemoproteus do presente estudo com
linhagens de Haemoproteus coatneyi previamente descritas.

3. A baixa divergéncia genética entre as linhagens do presente estudo, as linhagens de H.
erythrogravidus e as linhagens H. coatneyi sugere que todas essas linhagens podem de H.
coatneyi.

4. Devido a alta similaridade morfolégica da morfoespécie registrada com H. coatneyi e com
a baixa divergéncia genética encontrada, sugerimos que T. sayaca e Z. capensis Sd0
parasitados por H. coatneyi.

5. Estudos com outros genes ou com novas ferramentas de delimitacdo podem auxiliar na
analise da validade da espécie H. erythrogravidus.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A Mata Atlantica é reconhecida como um hotspot de biodiversidade, pois apresenta
um grande numero de espécies endémicas e devido & acdo antrdpica restam apenas pequenos
fragmentos florestais de sua cobertura original. Dentre os principais fatores que levam a
extingdo de espécies em florestas tropicais estdo a perda e a fragmentacdo de habitats. Além
disso, a introducdo de agentes patogénicos e doencas infecciosas em uma comunidade pode
causar o declinio de populagdes susceptiveis.

Desse modo, o presente estudo avaliou a presenca de parasitos hemosporideos em
aves da familia Thraupidae em fragmentos da Mata Atlantica na Zona da Mata Mineira.
Informacdes importantes foram obtidas confirmando que os hemosporideos estdo amplamente
distribuidos nas populacGes de aves estudadas. Estes parasitos sdéo comuns em aves do mundo
todo e sdo conhecidos por causar patologias sanguineas e teciduais nos hospedeiros
vertebrados. Estudos experimentais recentes evidenciaram a obstrugéo de capilares cerebrais
causada por parasitos do género Plasmodium. Isso pode causar isquemia e morte rapida em
aves que tém intensidade parasitaria muito baixa durante o estagio crénico da infecgdo. Além
disso, a gravidade da doenca causada por uma dada linhagem do parasito pode variar
acentuadamente em diferentes espécies de hospedeiros aviarios, desde auséncia de qualquer
sintoma clinico até alta mortalidade. Entretanto, a gravidade da doenca em aves silvestres tem
sido significativamente subestimada.

A alta prevaléncia e a baixa parasitemia de hemosporideos encontrada no presente
trabalho pode ser um indicio desse cenario de infeccdo cronica e chama a atencdo, uma vez
que as infeccdes graves podem estar ocultas nas populacBes de aves locais. Além disso, a
nova ferramenta de delimitagdo computacional de espécies mostrou que existe uma ampla
variedade de espécies de hemosporideos nas aves estudadas e que estes parasitos apresentam
baixa especificidade parasitaria, sendo distribuidos globalmente.

Estudos que utilizam novas ferramentas de delimitacdo de espécies podem trazer
novas perspectivas para a taxonomia integrativa de parasitos hemosporideos, uma vez que o
maior conhecimento sobre a distribuicdo das espécies permitird a identificacdo de areas
importantes para a implementacdo de estratégias de conservacao.
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ANEXO A - AUTORIZAGCAO DA COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEEA) DA PRO-REITORIA DE PESQUISA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA (UFJF)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissio de Etica na Experimentagio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 042/2012- CEEA sobre “HEMOPARASITOS E
ECTOPARASITOS EM AVES SILVESTRES DA MATA ATLANTICA DE MINAS
GERAIS”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de MARTA TAVARES
D’AGOSTO, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentaglio Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), e foi aprovado
pela COMISSAO de ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-
REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunifio realizada em 02/10/2012.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 042/2012- CEEA about “HEMOPARASITOS E
ECTOPARASITOS EM AVES SILVESTRES DA MATA ATLANTICA DE MINAS
GERAIS’, under responsability of MARTA TAVARES D'AGOSTO - is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in
02/10/2012.

Juiz de Fora, 04 de outubro de 2612.

Presidentd/CEEA P ’ Secretario/CEAA
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ANEXO B - AUTORIZACAO DO SISTEMA DE AUTORIZACAO E INFORMACAO
EM BIODIVERSIDADE (SISBIO) PROTOCOLO 29268-3 e 29268-4

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Ndmero: 29268-3 l Data da Emiss&o: 10/09/2012 13:53 l Data para Revalidagdo*: 10/10/2013

~ De acordo com o art. 33 da IN 154/2008, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades & ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissao.

T.

Dados do titular

Nome: Erik Daemon de Souza Pinto

LEF: 641.665.627-20

Titulo do Projeto: Hemoparasitos e ectoparasitos el

Nome da Instituicio : Universidade Federal de Juiz de Fora | CNPJ: 21.195.755/0001-69

Cronograma de atividades

# Descrigao da atividade | Inicio (més/ano) | Fim (mésfano?
1_[ Coleta e Transporte de material biclogico e pi itos de aves mantidas pelo IBAMA - Juiz de Fora | 0672011 12/2012
Observacdes e ressalvas .
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impli od de e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, iai pécil iologicos e mil is, pegas il da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de e técnicas que se i a0 estudo, 2 difus3o ou.a pesquisa, estdo sujeitas a izacao do ério de Ciéncia e Tecnologia.
Esta autorizagao NAO exime o p i titular e os bros de sua equipe da idade de obter as ias previ em outros i legais, bem
o |como do consentimento do responsavel pela érea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAL), da
idade de Ca0 dual, distrital ou icipal, ou do proprietari datério, posseiro ou morador de érea dentro dos Jimites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagao fundiaria encontra-se em curso.
Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugao Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagao, n@o podendo ser utilizado para fins col iais; ir jais ou esportivos. O ial biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didéticas no 4mbito do ensino superior. g .
A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico ndo ignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenga para importagao ou exportagéo de flora & fauna - CITES e nao CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu :
Exportacdo.
O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deveréo optar por métodos de coleta e il tos de captura di 1os, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxonomico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que néo comprometa a viabilidade
de pop! do grupo dmico de i em dicdo in situ.
O titular de izagdo ou de licenca p: ente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagdo vigente, ou quando da inadequacgao,
6 | omissdo ou falsa descricao de informagd que idi a expedicdo do ato, podera, medi: decisa ivada, ter a izagao ou licenga
+ | suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado aj reendido nos termos da legislagdo brasileira em vigor.
Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
= : F A e o A S .

7 |p tal e na zona iva, ou ao ao | genético, para fins de pesqui cientifica,
ioprospeccao e i légico. Veja maiores informagGes em www.mma.gov.bricgen.
8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o p isador titular desta izag@o devera a ini 30 da unidade a fim de CONFIRMAR
_| AS DATAS das expedigdes, as condigdes para realizagao das coletas e de uso dai fra-estrutura da unidad
Equipe i
# Nome Fungao CPF Doc. dad
1 | Renata da Silva Matos d: 056.612.256-10 mg12 692408 ssp-MG ilei ¥
| 2 | Ralph Maturano Pinheiro " Doutorando 118.809.587-08 21239083-5 Detran-RJ Brasileira ..
3 | Caio Marcio de Oliveira D 058.965.206-03 mg11387585 ssp-MG Brasileira
4 | LUISA DE OLIVEIRA Iniciacao Cientifica 087.191.406-90 MG-14.548.228 SSP-MG Brasileira
5 | Diego Marques de Oliveira iciagao Cientifica 089.787.156-13 MG-14.005.512 SSP-MG Brasileira
Viviane Zeringota Rodrigues di 072.284.726-24 MG12226949 SSP MG-MG Brasileira
7 | Marta Tavares d"Agosto Pesquisadora 236.026.276-91 M591318 sspmg-MG Brasileira
Hermes Ribeiro Luz Pesquisador 088.990.417-09 1714411 SSP-ES ilei
9 | Fernanda Calmon Britto i A d: 042.528.316-01 mg10629294 ssp-MG Brasileira
(1) Raquel Cristina Tostes Mestranda 8 062.338.396-96 13270601 SSP-MG Brasileira
P ‘
’_:— Tatiane dgiQliveira Souza Senra a Mestranda 054.787.916-44 MG16668527 SSP MG-MG Brasileira
P
P x .
“

Instrugéo Normativa n°154/2007. Através do o@jigo
ocumento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 74714921 M 1111
DR
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de ConservacZo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Ndmero: 29268-3 Data da Emiss3do: 10/09/2012 13:53 , Data para Revalidagdo*: 10/10/2013
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2008, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo 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: Erik Daemon de Souza Pinto

‘CPF: 641.665.627-20

Titulo do Projeto: Hemoparasitos e ectoparasitos el n

Nome da Instituicdo : Universidade Federal de Juiz de Fora

l CNPJ: 21.195.755/0001-69

| ; l Isabel Martinele Corréa Pés-doutoranda 041.246.516-78 MG10773857 SSp-MG | Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF | Descricao do local Tipo

1 | LIMA DUARTE MG Vila Manejo Fora de UC Federal
2 | PALMA MG Sitio Java Fora de UC Federal
3 | JUIZ DE FORA MG Sitio Malicia Fora de UC Federal
4 | JUIZ DE FORA MG Granja P da (casa 5) Fora de UC Federal
5 | CORONEL PACHECO MG F: da da Embrap Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

[#] Atividade | Taxons |
[1_[ Coleta/t de amostras biolégicas in situ | Passeriformes, Psittaciformes, Falconiformes |

Material e métodos

[1 TA s biolégicas (Aves) ] Ector gl
[2 | Método de captura/coleta (Aves) | Outros métodos de captura/col de de neblina de 10 x 3 metros e com malha de 38mm), Pugad |

Destino do material biolégico coletado
[#1 Nome local destino | Tipo Destino ; |
{1 | Universidade Federal de Juiz de.Fora - | |

a Instrugao Normativa n°154/2007. Através do cédigo

de autenticag@o abaixo, qualquer cidaddo podera ‘documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 74714921 I TR
RN
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservaczo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagio e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica

Nuamero: 29268-3 l Data da Emissao: 10/09/2012 13:53 Data para Revalidagdo*: 10/10/2013

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizag@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatorio de atividades @ ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

2

Dados do titular

Nome: Erik Daemon de Souza Pinto

CPF: 641.665.627-20

Titulo do Projeto: Hemoparasitos e ectoparasitos

Nome da Instituicio : Universidade Federal de Juiz de Fora lCNPJ: 21.195.755/0001-69

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrucdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em ¢ampo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizag8o ou da licenca permanente com a devida
anotagdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, deveré ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Téaxon* Qtde. Tipo de amostra . Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizagao para atividades com ﬁ na Instrugao Normativa n°®154/2007. Através do cédigo

desté':documento, por meio da pagina do Sisbio/lCMB‘o na

Pagina 3/3

de autenticagéo abaixo, qualquer cidadao podera

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 74714921 ||l|l|||ll|| |||||"||"|
(0O
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autoriza¢do e Infi ¢éo em Bil de - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 29268-4 Data da Emissédo: 03/06/2013 16:47 Data para Revalidagdo*: 03/07/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do ani ario de sua a

Dados do titular

Nome: Erik Daemon de Souza Pinto

CPF: 641.665.627-20

Titulo do Projeto: H em aves sily

da Zona da Mata mineira

e ectop

Nome da Instituicao : Universidade Federal de Juiz de Fora

CNPJ: 21.195.755/0001-69

Cronograma de atividades

# De: 40 da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)

1_| Coleta e T de ial biologico e eclop de aves mantidas pelo IBAMA - Juiz de Fora 06/2011 12/2012

2 |[Coletae p de ial biolégico e de aves obtidos "in situ” 12/2012 12/2013

3 |Coletae de biolégico e P de aves pelo IBAMA - Juiz de Fora 12/2012 12/2013

Observacbes e ressalvas
As ativi de campo i porpessoanatumlou]undxw emtodoo quei de e

1 | mateniais, tendo por objeto coletar dados, P ogi g dacultum natwaeoultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de e técnicas que se ao estudo, édtfuséooué q estdo suj a do io de Ciéncia e T i
Estaautonzaﬁoﬁl\Oe)nmeo i titular e os desuaeqmpedanmsidadedeoueras p em outros i legais, bem

2 como do do avel pela area, publica ou privada, ondesera lizada a atividad do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de eonserva;éo distrital ou icipal, ou do propri ario, p ou de 4rea dentro dos limites de unidade de conservagio
federal cujo p i fundiari: em curso.
Estedacumentosomrnepoderéserumadopmaosﬁrs i na IBAMAn 154120079una!nstm¢oNonnanvalCMan 10/2010, no que

especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

is ou (o]

devera ser utilizado para atividades

A autorizacio para envio ao exterior de material bioldgi i devera ser por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenca para importac&o ou exportacdo de flora e fauna - CITES e nao CITES). Em caso de material consignado, consulie www.icmbio.gov.br/sisbio - menu

ot prr s

Exportagao.
O titular de hcenqe ou autorizagdo e os membros da sua equipe d
i 2

do optar por de coleta el de pre que p
5 |aogrupo ok amneoudams:gmﬁeauvoaoutmsgmpos eempregaresforqodemlelauu que ndo p avi
de do grupo dmico de i dico in situ.
O titular de autonzaqao ou de licenga permanente assim como os membros de sua equipe, quando da vi da vigente, ou quando da inadequacéo,
6 issdo ou falsa dei que i a igdo do ato, podera, i i tera ¢ao ou licenga
suspensa ou gada pelo ICMBlo e o biolégico ido nos termos da leg ileira em vigor.
Este‘ néo P da legi quednspﬁesobreawesoaoomponemedopammONO éti no i i na
7 e nazona lusiva, ou a0 ético, para fins de pesq cientifica,
blopr ed I6 Veja em www.mma.gov. brlegen
8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO op fitular desta devera a céo da a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das as para dasooletasedeusoda-" da
Outras ressalvas
sia aut nao exime o ttular de atender a IN 27 de 2002, que trata do Sistema Nacional de Anilhamento.
Equipe
# Nome Fungdo CPF Doc. N
1 | Renata da Silva Matos 056.612.256-10 mg12 692408 ssp-MG Brasils
2 | Ralph Pinheiro Dc 118.809.587-08 21239083-5 Detran-RJ
| 3 | Caio Marcio de Oliveira Di 058.965.206-03 mg11387585 ssp-MG Brasil
4 | LUISA DE OLIVEIRA ici Cientifica 087.191.406-90 MG-14.548.228 SSP-MG Brasil
5 | Viviane Zeringéta Rodri d: 072.284.726-24 MG12226949 SSP MG-MG
6 | Marta Tavares d’Agosto [ 236.026.276-91 M591318 sspmg-MG
7 | Hermes Ribeiro Luz Pesq 088.990.417-09 1714411 SSP-ES
8 | Fi da Calmon Britto 042.528.316-01 mg10629294 ssp-MG Brasileira
9 | R Cristina Tostes 062.338.396-96 13270601 SSP-MG B i

Este documento (Autorizacéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Pagina 1/3

Cédigo de autenticacdo: 11224323
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizac¢do para atividades com finalidade cientifica

Numero: 29268-4 | Data da Emissao: 03/06/2013 16:47 I Data para Revalidagdo*: 03/07/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronog de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a ap tacdo do orio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: Erik Daemon de Souza Pinto CPF: 641.665.627-20

Titulo do Projeto: Hemoparasitos e ectoparasitos em aves silvestres da Zona da Mata mineira

Nome da Instituigdo : Universidade Federal de Juiz de Fora CNPJ: 21.195.755/0001-69
; Tatiane de Oliveira Souza Senra Mestranda 054.787.916-44 MG16668527 SSP MG-MG Brasileira
} Isabel Martinele Corréa Pés-doutoranda 041.246.516-78 MG10773857 SSp-MG Brasileira
; Jo&o Luiz Horacio Faccini Pesquisador 242 424 547-91 2082745 IFP/IRJ-RJ Brasileira
; Tatiane Pinheiro Lopes Novato Mestranda 013.316.426-80 11013274 SSP-MG Brasileira
; Laryssa Xavier Aratjo Mestranda 072.107.246-13 MG-8516689 SSP-MG Brasileira
; Talys Henrique Assumpgéo Jardim Iniciac&o cientifica 130.997.757-70 24647571-9 DETRAN-RJ Brasileira
; Lucio Moreira Campos Lima Mestrando 088.641.736-84 MG14550363 SSP-MG Brasileira
; Diego Rodrigues Melo Mestrando 057.686.567-23 15230952 SSP-MG Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF_[Descricdo do local Tipo
(7| LIMA DUARTE MG ___| Vila Manejo Fora de UC Federal
2 {PALMA MG Sitio Java Fora de UC Federal
3 | JUIZ DE FORA MG Sitio Malicia Fora de UC Federal
4 | JUIZDE FORA MG Granja Passarada (casa 5) Fora de UC Federal
5_| CORONEL PACHECO MG ___|Fazenda da Embrapa Fora de UC Feder
6 | JUIZDE FORA MG Sitio Vista Alegre Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
[#] Atividade | Taxons 1
I de iolégicas in situ 1F i Psiftaci F i |
Material e métodos
T A iogicas (Aves) [Ecioparasita, Sangue !
étodo de (Aves) | Qutros métodos de capturalcoleta(rede de neblina de 10 x 3 metros e com malha de 38mm), Pugé |

Destino do material biolégico coletado
[#] Nome local desti I Tipo Destino 1
|[7_|Universidade Federal de Juiz de Fora | =

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 11224323 ll“"l'l
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Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Niimero: 29268-4 ] Data da Emissao: 03/06/2013 16:47 l Data para Revalidacao*: 03/07/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagao tem prazo de validade equival ao previsto no g de atividades do projeto,
mas d a ser lidada anualment diante a ap tagéo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Erik Daemon de Souza Pinto CPF: 641.665.627-20

Titulo do Projeto: Hi p itos e ectop itos em aves silvestres da Zona da Mata mineira

Nome da Institui¢do : Universidade Federal de Juiz de Fora I CNPJ: 21.195.755/0001-69

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°®154/2007, a coleta imprevista de material biol6gico ou de substrato néo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotac&o. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado 2 instituigso cientifica e, depositado,
preferencialmente, em coleg&o biol6gica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Téxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizago para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de au icagdo abaixo, q cidadao p verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

g

q

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagéo: 11224323 “II"'II
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