UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Biologicas - ICB

Programa de Pos-graduacdo em Parasitologia

Luiz Gustavo Magalhaes Alves

DISTRIBUICAO ANUAL E RIQUEZA DE HEMOPARASITOS AVIARIOS EM UMA
AREA DE TRANSICAO DE MATA ATLANTICA E CERRADO NO ESTADO DE
MINAS GERAIS, BRASIL

Belo Horizonte

2024



LUIZ GUSTAVO MAGALHAES ALVES

DISTRIBUICAO ANUAL E RIQUEZA DE HEMOPARASITOS AVIARIOS EM UMA
AREA DE TRANSICAO DE MATA ATLANTICA E CERRADO NO ESTADO DE
MINAS GERAIS, BRASIL

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduacdo em Parasitologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para obtencdo do titulo de

Mestre em Parasitologia.

Orientagdo: Prof:? Dr*. Erika Martins Braga

Belo Horizonte

2024



043 Alves, Luiz Gustavo Magalhées.

Distribuicao anual e riqueza de hemoparasitos aviarios em uma area de
transicao de Mata Atlantica e Cerrado no estado de Minas Gerais, Brasil
[manuscrito] / Luiz Gustavo Magalhaes Alves. — 2024.

93f.:1il.;29,5cm.

Orientacdo: Prof.2 Dr. Erika Martins Braga.

Dissertagao (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biolégicas. Programa de P6s-Graduagao em Parasitologia.

1. Parasitologia. 2. Aves. 3. Parasitos. 4. Plasmodium. 5. Taxonomia. 6.
Biodiversidade. 7. Interagdes Hospedeiro-Parasita. |. Braga, Erika Martins. II.
Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Ill.
Titulo.

CDU: 576.88/.89

Ficha Catalografica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis (CRB: 6 - 2680)




Y LLL Y

A 'uqh
o y .
£ oo A\
- ol - Ge ]
- f ][ | L]
T=s L] L 1=3
$EL o L iz}
- — oy
i T INCIPIT WITA MOVA & ® H

-|n"‘l|;
o

-‘I

o

Fa™ : “‘_“#_\ y
. '{ { 'r?M-ﬁ o .“:_".-

b Tt

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COLEGIADO DO PROGRAMA DE GRADUACAO POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA

FOLHA DE APROVAGCAO
DISSERTAGCAO 463/2024/01

TITULO: "Distribuicdo Anual e Riqueza de Hemoparasitos
Aviarios em Uma Area de Transicdo de Mata Atlantica e Cerrado
no Estado de Minas Gerais,Brasil"

ALUNO: LUIZ GUSTAVO MAGALHAES ALVES

AREA DE CONCENTRACAO: PROTOZOOLOGIA

Dissertacdo de Mestrado defendida e aprovada, no dia wvinte e um de
margcode 2024, pela Banca Examinadora designada pelo Colegiado do
Programa dePb6s-Graduacgdo Parasitologia da Universidade Federal de
Minas

Gerais constituida pelos seguintes doutores:
Felipe Bisaggio Pereira

UEFMG

Weslen Fabricio Pires Teixeira

UFMG
Erika Martins Braga -
Orientadora

UFMG

Belo Horizonte, 21 de marco de 2024.



Professorado Magistério Superior,em 12/04/2024, as 16:14, conformehorario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 52 do Decreto n210.543, de 13 de novembro de 2020.

il
Sel’
assinatura
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Erika Martins Braga,

sel:

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Felipe Bisaggio Pereira, Professor do Magistério
Superior,em 15/04/2024, as 10:44, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no
art. 52do Decreto n210.543, de 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n? 23072.213106/2024-17 SEl n2 3081424


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm

AGRADECIMENTOS

A Deus e as entidades, pelo caminho que construimos durante minha jornada até este
momento. No percurso académico e pessoal tive a oportunidade de conhecer pessoas incriveis

que participaram na formag¢ao de quem sou hoje.

A minha orientadora, Erika Martins Braga, pelo acolhimento e por aceitar fazer parte da
minha formagao. Pesquisadora cuja empolgagdo muitas vezes me brilhou os olhos, com quem
aprendi que fazer ciéncia no Brasil ndo ¢ facil, mas também nao ¢ impossivel; sempre com
palavras incentivadoras dizendo “confie mais em nosso trabalho e nos dados que vocé
produziu”. Deixo aqui registrado minha profunda admiracdo, respeito e carinho pela

pesquisadora, mae e mulher que €; carrego com ternura as lembrangas de nossa viagem a Paris.

A Dr*. Coralie Martin, e toda sua equipe do Museu de Historia Natural de Paris e CAPES
cofecub, pela oportunidade que tive de estagiar no museu e o suporte financeiro e intelectual
oferecido para desenvolver parte desta pesquisa. Foi uma experiéncia enriquecedora para meus
conhecimentos acerca dos filarideos aviarios, mas também um momento de crescimento
pessoal. Agradeco a Dr”. Irene Landou, para mim foi um privilégio compartilhar o microscopio

com vocé e aprender mais sobre os hemosporideos de aves e répteis que tanto nos fascinam.

Ao Professor Leonardo Lopes, que viabilizou as coletas na UFV-Florestal e nos deu
suporte para a captura e identificagdo de aves, assim como nos abrigou nos periodos de campo.
A Professora Patricia Abreu, da UFOP, por ser uma grande parceira do grupo de pesquisa e
sempre disposta a ajudar quando necessario. A Professora Daniella Bartholomeu e Dr*. Vanessa

Gomes, com quem pude compartilhar o espago de trabalho e aprender diariamente.

Aos meus colegas e amigos com quem convivi no Laboratério de Malaria e Gendmica
de Parasitos, com vocés pude conversar, aprender, desabafar e festejar. Vitor e Regiane foram
fundamentais para que eu pudesse aprender tudo que sei sobre os campos para captura de aves;
além disso, Regiane, sou muito grato por toda sua ajuda e paciéncia com as analises de GLMM.
Aos alunos de iniciagao cientifica, Pedro e Vitoria, sou extremamente grato por sua disposi¢ao
em me acompanhar nos campos e participarem da minha formagdo, tor¢o muito por voces.
Aline e Gustavo, obrigado pelo companheirismo, amizade, surtos e insegurancas académicas

que compartilhamos nesse periodo, ndo imagino como seriam meus dias sem voceés.



Ao Francisco, carinhosamente conhecido como Chiquinho, por todo aprendizado

durante minha iniciagdo cientifica no antigo Laboratorio de Malaria.

A minha turma de mestrado, em especial e com imenso carinho, agrade¢o ao outro
quartil com quem compartilhei varios momentos maravilhosos durante a imersao no caos das

disciplinas e Janudaria, meus amigos Aline, Carol, Gabriela, Marcela e Jodo.

A Talita, que surgiu na minha vida sem prometer nada, mas entregou uma amizade
maravilhosa, com quem posso contar para desabafos pessoais e para me ajudar a responder

davidas relacionadas a biologia molecular.

A Pés-graduagio em Parasitologia, docentes, discentes, Sumara e Sibele, agradego por
participarem dessa formagio magnifica que pude ter enquanto mestrando do programa. A

CAPES sou grato pelo suporte financeiro concedido durante esse percurso académico.

Aos meus amigos da graduagdo, Barbara, Marcelo ¢ Raquel, que me incentivaram a
seguir esse caminho antes e durante o mestrado, permitindo que eu alcancasse mais este sonho.
A Davila, minha amiga que mesmo a distancia sempre se fez presente, com risadas durante
choros nos passeios por Ouro Preto. As minhas amarguradas preferidas, Elisa, Thais e Leticia,
agradeco pelo apoio, paciéncia, carinho e todos os momentos maravilhosos que vivemos. Todos
foram parte de uma rede de apoio incrivel durante a pandemia e me deram as maos durante cada
passo que dei durante o mestrado. Deixo aqui registrado para as amarguradas todo o carinho

que sinto por vocés e que eu sempre levarei o antepasto para casa.

A minha familia eu agradeco por todo o apoio durante minha vida, sem vocés eu nao
seria a metade de quem sou. Mae, Pai e irmao, a minha trajetoria s6 foi possivel com o apoio

de vocé, a base familiar que construimos me deu seguranga e conforto.

Registro aqui meu grande agradecimento ao ensino publico brasileiro que, nos seus
piores e melhores momentos, contou com profissionais capacitados que participaram da minha

fomagao enquanto homem, preto, gay, periférico e pesquisador.



RESUMO
Hemosporideos e filarideos sdo hemoparasitos transmitidos por dipteros e outros artropodes
hematofagos que comumente sdo detectados em aves silvestres. A infec¢ao por esses parasitos pode
acarretar alteragcdes no fitness e sobrevivéncia de seus hospedeiros, desencadeando a redugdo de
suas populagdes e levando a extingdo de espécies. O estudo da dinamica hemoparasito-ave em
diferentes biomas e fitofisionomias permite determinar os diversos fatores ecologicos, evolutivos e
bioldgicos associados a transmissao de patogenos disseminados por vetores, gerando informagoes
para o entendimento de padrdes de emergéncia e reemergéncia de doengas em todo mundo. O
presente estudo investigou a ocorréncia de hemoparasitos avidrios e os fatores que estruturam a
distribuicdo destes parasitos em uma area de transi¢do entre a Mata Atlantica e Cerrado no
municipio de Florestal, Minas Gerais. As aves foram amostradas durante 12 meses consecutivos
(entre novembro de 2021 e outubro de 2022). No momento da captura, os animais foram
identificados, anilhados e avaliados em relagdo ao sexo, presenga de placa de incubagdo, muda e
ectoparasitos. O sangue foi coletado para confec¢do de esfregacos sanguineos, diagndstico
molecular e sequenciamento de hemoparasitos (Plasmodium, Haemoproteus, filarideos). A
associagdo entre a analise morfoldgica e testes moleculares revelou que dentre 452 aves, 64 (14%)
apresentaram-se positivas para hemosporideos (Plasmodium e/ou Haemoproteus) e de 334
avaliadas para filarideos, foi possivel confirmar a infeccdo em 19 (5,6%). Os dados morfoldgicos e
moleculares permitiram validar um novo protocolo para o diagnéstico molecular de panfilarideos
aviarios, a partir da amplificagdo de um fragmento do gene 28S. Seis aves desta coorte apresentaram
coinfeccdo por hemosporideos e filarideos, mas pouco se sabe acerca dos impactos dessa relagao
entre parasitos e seus hospedeiros. A partir de uma abordagem taxondmica integrativa, identificou-
se a ocorréncia de um oncocercideo da espécie Aproctella alessandroi e cinco espécies de
hemosporideos - Haemoproteus (Haemoproteus) paramultipigmentatus, H. (H) coatneyi,
Plasmodium cathemerium, P. juxtanucleare e Plasmodium n. sp. Além disso, foi desenvolvido um
modelo linear generalizado misto (GLMM) para avaliar a influéncia dos fatores ambientais
(pluviosidade, temperatura e estagcdo) e individuais (idade, presenca de placa de incubacdo,
ectoparasitos e muda) na distribui¢do de hemosporideos. A ocorréncia de muda e presenca de placa
de incubagdo foram as Unicas variaveis correlacionadas a infeccdo. Estes dados demonstram a
importincia da taxonomia integrativa para a identificagdo de novas linhagens e espécies de
hemoparasitos, ampliando os conhecimentos da biodiversidade, historia evolutiva, e dos

mecanismos determinantes das relagdes parasitos-aves silvestres.



Palavras-chave: Hemoparasitos aviarios. Onchocercidae. Plasmodium. Haemoproteus. Taxonomia

integrativa. Biodiversidade.



ABSTRACT

Haemosporidian and filarioid nematodes are hemoparasites transmitted by dipterans and
hematophagous arthropods, commonly detected in wild birds. Infection by these parasites can result
in alterations in the fitness and survival of their hosts, triggering the reduction of their populations
and leading to species extinction. The study of host-parasite dynamics in different biomes and
phytophysiognomies has allowed for the determination of several ecological, evolutionary, and
biological factors associated with vector-borne pathogen transmission, thus providing insight into
the emergence and reemergence of diseases. We aimed to identify the elements that structure the
avian hemoparasite community and its influence on the bird population in a transition area between
the Atlantic Forest and Cerrado in the municipality of Florestal, Minas Gerais. Birds were captured
between November 2021 and October 2022, and a blood sample was collected from the brachial
vein puncture for preparing blood smears and PCR/sequencing diagnosis. These animals were
identified, ringed, and evaluated concerning sex, reproduction period, moulting, and ectoparasites.
Morphological and molecular evaluation revealed that out of 452 birds, 64 (14%) tested positive
for haemospordian (Plasmodium/Haemoproteus), and out of 334 evaluated for filarioid nematoda,
infection was confirmed in 19 (5.6%). Morphological and molecular data allowed the validation of
a new protocol for the molecular diagnosis of avian filarioid, based on the amplification of a
fragment of the 28S gene. Six birds from this cohort showed co-infection by haemospordian and
onchocercids, but little is known about the impacts of the presence of both parasites on their hosts.
Based on integrative taxonomy we found an onchocercid species, Aproctella alessandroi, and five
haemosporidian - Haemoproteus (Haemoproteus) paramultipigmentatus, H. (H) coatneyi,
Plasmodium cathemerium, P. juxtanucleare, and Plasmodium ns. sp. Fitting a generalized linear
mixed model (GLMM) we found that the reproduction period and moulting were the only variables
correlated with haemosporidian infection. These data demonstrate the importance of integrative
taxonomy for identifying new lineages and species of hemoparasites, expanding knowledge of
biodiversity, evolutionary history, and the determinants of parasite-avian host systems.

Key words: Avian hemoparasites. Onchocercidae. Plasmodium. Haemoproteus. Integrative

taxonomy. Biodiversity.
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1. Introduciao

A curiosidade acerca dos diferentes organismos que compartilham o espaco fisico com os
seres humanos sempre foi foco de interesse para nossa espécie. Entender as dindmicas dessas
interagdes abrange uma area de estudo denominada Ecologia (oikos=casa, logia=estudo) que
compreende o estudo das correlagdes entre os organismos e os ambientes que ocupam. Neste
campo, destaca-se o parasitismo, definido como a relagdo entre dois organismos na qual um
deles, o parasito, obrigatoriamente utiliza seu hospedeiro como fonte de nutricdo e
sobrevivéncia; nesta relacdo comumente um parasito utiliza apenas um organismo, ou alguns
poucos, como fonte de recursos causando danos que podem levar a morte desses hospedeiros
(Begon 2005; Atkinson et al., 2009).

Com o passar do tempo, surgiu a necessidade de definir e integrar conceitos parasitologicos
associados a ecologia (Poulin, 2021). Os estudos em ecologia parasitaria t€m permitido o
conhecimento dos mecanismos fisiologicos, ecoldgicos, evolutivos entre outros que
determinam caracteristicas das relagdes parasito-hospedeiro, assim como o esclarecimento do
papel de fatores biodticos e abioticos no sucesso desta relacao (Krasnov et al., 2007; Atkinson et
al., 2009; Ishtiaq et al., 2010; Jenkins & Owens, 2011).

Sabe-se que os parasitos compreendem um grupo diverso, representando a maior riqueza
de espécies no mundo (Dobson et al., 2008; Carlson et al., 2020). Parasitos podem ser agrupados
a partir de caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e ecolodgicas. Os hemoparasitos
representam um conjunto de organismos que tém como habitat a circulagdo sanguinea do
hospedeiro (Bennett, 1987; Benedikt et al., 2009). Podem infectar células sanguineas ou viver
livremente na circulagdo, de modo que apresentam mecanismos que permitem Seu sucesso
como organismos parasitarios, apresentando diferentes graus de dependéncia de seus

hospedeiros (Anderson, 2000; Valkiunas, 2005; Atkinson et al., 2009).

Parasitos sanguineos sdo encontrados em diferentes vertebrados, como aves, répteis e
mamiferos, incluindo seres humanos. Infecgdes por esses organismos podem causar impactos
fisiologicos em seus hospedeiros, causando o aparecimento de sinais clinicos, reducao do
fitness e sobrevivéncia desses individuos (Goater & Holmes 1997; Marzal et al., 2005; Ortego
et al., 2008).

Dentre os hemoparasitos, os hemosporideos (Apicomplexa: Haemosporida) e filarideos
(Nematoda: Onchocercidae) sdo usualmente estudados por incluirem representantes que

infectam seres humanos, animais domésticos e silvestres, o que os torna bons modelos para
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estudos ecoldgicos e evolutivos (Apanius, 1991; Poulin & Morand, 2000). Além dos
vertebrados, esses organismos infectam uma pluralidade de invertebrados, como culicideos,
ceratopogonideos, simulideos e outros artropodes, indispensaveis para o desenvolvimento do
ciclo de vida desses parasitos (Baker, 1976; Levine, 1988; Anderson, 2000; Santiago-Alarcon
et al., 2012; Sehgal et al., 2015). Sendo assim, fatores bidticos e abidticos podem impactar o
desenvolvimento desses vetores, beneficiando ou prejudicando a atuacdo desses invertebrados
na disseminagdo dos hemoparasitos. Alteragdes ambientais e das dinamicas de interacao entre
parasitos e hospedeiros podem resultar em consequéncias severas, como a extingao de espécies
e desequilibrio ecologico local (Warner, 1968; Van Riper et al., 1986; Atkinson & LaPointe,
2009).

Diversos grupos de pesquisa tém utilizado as aves como modelo de estudo, o que permite a
caracterizacdo da biodiversidade de seus parasitos, bem como o entendimento dos mecanismos
ecoldgicos, evolutivos e imunoldgicos envolvidos na interagdo parasito-hospedeiro. Para isso,
¢ fundamental a deteccao e identificacdo dos hemoparasitos a partir da coleta de sangue para
detec¢do microscopica de formas sanguineas e por técnicas moleculares, como reagdo em
cadeia polimerase (PCR). Desta forma, reconhece-se a relevancia dos estudos de taxonomia
integrativa nos quais diferentes métodos de detec¢do e identificacdo devem ser utilizados
concomitantemente para caracterizagdo morfologica e genética de hemoparasitos como
hemosporideos e filarideos (Perkins et al., 1998; Bensch et al., 2004; Valkiiinas et al., 2011;
Chagas et al., 2021).

Na América do Sul existem poucos grupos de pesquisa capacitados a caracterizar
morfoldgica e molecularmente hemosporideos e filarideos e ha um acumulo de sequéncias
genéticas sem a devida associa¢do a uma morfoespécie; isso afeta a avaliagdo da prevaléncia e
biodiversidade destes parasitos em animais silvestres. Parte dos haplotipos descobertos e
depositados em bancos de dados ndo apresenta uma descrigdo morfologica do parasito, o que
dificulta a identificacdo das espécies, limitando, assim, os conhecimentos taxondmicos acerca
desses organismos (Bain et al., 2008; Valkitinas & lezhova, 2018). Além disso, a ocorréncia de
coinfecgdes e de espécies cripticas (organismos que ndo apresentam caracteres morfologicos
distinguiveis, mas sdo geneticamente distintos) pode dificultar uma caracterizagdo precisa da
comunidade de parasitos encontrados em diferentes ecossistemas (Perkins, 2000; Pacheco &

Escalante, 2023).
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1.1. Aves: um modelo de estudo da interacdo hemoparasitos-hospedeiros

Aves s3o uma classe de vertebrados comumente utilizados como simbolos culturais e
ritualisticos; nos dias atuais t€ém sido usadas para representar liberdade, e no passado foram
importantes representagdes de deusas e deuses no império greco-romano e no Egito Antigo, por
exemplo (Hall, 2018; Filipek, 2023). De igual modo, para outros povos, esses animais ainda
sdo utilizados para sacrificios e rituais religiosos de matrizes africanas (Leo-Neto et al., 2009)
e até mesmo suas penas sdo importantes aderecos artisticos e sociais de povos indigenas
brasileiros (Araujo & de Sa, 2021). Ademais, sao parte fundamental da economia moderna de
diversos paises, além de serem alvo de atividades de observagdo, exposigdes cientificas e caga
e comporem a dieta alimentar de diversas culturas em todo o mundo (Anderson, 2010; Bezerra
etal., 2013).

Dentre os vertebrados terrestres, a avifauna compreende a maior diversidade de espécies,
sendo que esses animais apresentam importantes papéis ecologicos. Atuam, por exemplo, na
dispersao de sementes, polinizagdo, carreamento de vetores ¢ patdgenos durante eventos de
migracdo. O equilibrio dessas fungdes estd ameacado pelo aquecimento global, desmatamento
e urbanizagdo, que atuam como pressoes seletivas podendo resultar na extingdo de diversas
formas de vida e favorecer a sobrevivéncia de organismos mais generalistas adaptados as novas
condi¢des (Marzluff, 2001; Mckinney, 2002; Quesada & MacGregor-Fors, 2010; Aronson et
al., 2014; Whelan et al., 2015).

O Brasil € o segundo pais com maior riqueza de aves (Figura 1), com 1971 espécies descritas
(de Piacentini et al., 2015; Develey, 2021; CBRO, 2023), isso permite que o modelo aviario de
interacao parasito-hospedeiro seja avaliado em suas diferentes interfaces ecoldgicas. Podemos
observar o efeito das condigdes biodticas (coinfecgdo, idade, periodo de reproducao, condi¢cdo
imunoldgica, diversidade e riqueza de parasitos e hospedeiros) e abidticas (biomas, geografia,
sazonalidade, pluviosidade, umidade, temperatura e a antropiza¢@o) na distribui¢do e ocorréncia
dos hemosporideos e filarideos. Estudos acerca dos hemoparasitos avidrios permitem a
obteng¢do de amostras bioldgicas com um impacto reduzido no bem-estar e no nivel de estresse
desses animais, sendo necessaria apenas uma pequena aliquota de sangue, liberando o animal
em seguida (Cosgrove et al., 2008; Chasar et al., 2009; Moller, 2010; Sehgal et al., 2015;

Ferreira Junior et al., 2017; Jiménez-Pefiuela et al., 2021).
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Figura 1 — Mapa de distribuicio e vriqueza de aves no mundo, adaptado de
https://biodiversitymapping.org (novembro de 2023).

As caracteristicas associadas aos hospedeiros, como idade, sexo, condi¢do imunolégica,
nutricional podem influenciar o sucesso do estabelecimento de parasitos (Poulin 1996; Mccurdy
et al., 1998; Calero-Riestra & Garcia 2016; Clark et al., 2016). Co-infecgdes também devem
ser consideradas como um fator determinante, ja que a coexisténcia de diferentes organismos
em um mesmo hospedeiro pode alterar a resposta imune, resultando em competi¢do ou

mutualismo (Clark et al., 2016; Hernandes-Cordoba & Braga, 2019).

O comportamento das aves pode favorecer a distribuicdo de parasitos, contribuindo para a
sua dispersao e infec¢do de novos hospedeiros. A migragcdo pode auxiliar a disseminagdo de
patdgenos para novas areas, viabilizando a transmissdo para aves residentes, que com
frequéncia ndo apresentam imunidade contra novos parasitos. A transferéncia de parasitos
durante a migracdo permite seu espalhamento para novos hospedeiros (“spillover”); isso
favorece o contato entre diferentes linhagens da mesma espécie de parasito, e
consequentemente, a troca de material genético entre eles, levando ao aumento de riqueza de
espécies e diversificacdo genética desses parasitos (Bensch et al., 2004; Outlaw & Ricklefs

2014; de Angeli Dutra et al., 2021; Poulin & de Angeli Dutra, 2021).

1.2. Hemosporideos aviarios
Hemosporideos pertencem ao filo Apicomplexa, ordem Haemosporida, ¢ sdo parasitos

heteroxenos capazes de invadir células teciduais e sanguineas. Este grupo abrange quatro
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familias, Plasmodiidae, Haemoproteiidae, Leucocytozooiidae e Garniidae, ¢ cada uma ¢
representada por apenas um género que infecta aves, Plasmodium, Haemoproteus,
Leucocytozoon e Fallisia, respectivamente. Os géneros Plasmodium e Haemoproteus sao 0s
parasitos de aves silvestres mais investigados atualmente devido a sua ampla distribui¢ao no
mundo, biodiversidade e seu importante papel ecoldgico na manutengdo de populagdes avidrias
(Valkiunas, 2005; Atkinson & LaPointe, 2009; Telford, 2009). A identificacao de espécies que
compdem esse grupo em diferentes regides nos permite conhecer a biodiversidade destes
organismos e compreender melhor as dindmicas da interagdo parasito-hospedeiro. Apesar disso,
ainda ha diversas lacunas acerca da biologia destes parasitos e sua distribuicdo na América do
Sul (Fecchio et al., 2020).

Os plasmodios, agentes etioldgicos da malaria, sio hemosporideos amplamente estudados
e de grande importancia médica humana, com registros de seu impacto que datam mais de 2000
anos (Cox, 2010). Em 1880, Louis Alphonse Laveran observou gametocitos na circulagdo
periférica de um paciente infectado por Plasmodium, ¢ quatro anos depois desta descoberta, o
naturalista Vasily Danilewsky encontrou parasitos sanguineos semelhantes em aves, agrupados
como hemosporideos (Danilewsky, 1889). A partir dos achados de Danilewsky foi possivel
elaborar modelos de pesquisa com base nos hemosporideos avidrios a fim de elucidar
mecanismos que pudessem ser associados ao modelo de infeccio humana. E por meio de
conhecimentos do modelo de interacdo hemosporideos-aves, o médico inglés Sir Ronald Ross,
ganhador do prémio nobel em fisiologia e medicina, descobriu que os agentes etiologicos da
malaria humana sdo transmitidos por dipteros hematofagos (Ross, 1898). O modelo
experimental aviario foi fundamental para a construcao dos conhecimentos sobre os causadores
da malaria e, atualmente, estruturam conhecimentos acerca da biodiversidade, taxonomia,
evolucdo e ecoparasitologia (Santiago-Alarcon & Marzal, 2020).

Atualmente, tem-se conhecimento de mais de 260 espécies e mais de 4600 linhagens
genéticas de hemosporideos aviarios, que apresentam um ciclo de vida complexo envolvendo,
além dos hospedeiros vertebrados, insetos vetores como culicideos, hipoboscideos, simulideos
e ceratopogonideos (Figura 2). Nos invertebrados ocorre a reproducdo sexuada, nos quais €
possivel encontrar formas de desenvolvimento como microgameta, macrogameta, oocineto,
oocisto e esporozoitos. Por sua vez, nos hospedeiros vertebrados, esses parasitos se reproduzem
assexuadamente e apresentam ciclo exoeritrocitico e eritrocitico, nos quais se desenvolvem os
trofozoitos, esquizontes, merozoitos e gametocitos. A diferenciacdo dos quatro géneros de

Haemosporida (Tabela 1) pode ser feita a partir da observagdo das formas sanguineas e das
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células infectadas (Garnham, 1966; Valkiunas, 2005; Santiago-Alarcon et al., 2012; Fecchio et

al., 2020).

Tabela 1 - Caracteristicas taxonomicas que diferenciam os géneros de hemosporideos aviarios

Caracteristicas Plasmodium Haemoproteus Leucocytozoon  Fallisia
Esquizogonia em sangue Sim Nao Nao Sim
Produz pigmento malarico Sim Sim Nao Nao
Forma gametdcitos em hemacias Sim Sim Ndo Nao

Dentre os caracteres validos para a identificagdo de hemosporideos, leva-se em

consideracdo a presenca de um ou mais parasitos infectando uma mesma célula sanguinea, o

posicionamento do parasito em relagdo ao ntcleo das células do hospedeiro e a ocorréncia de

deslocamento dessa estrutura. Além disso, a quantidade, formato e distribuicdo do pigmento

malarico, presenca ou auséncia de vacuolo, tamanho e aspecto do parasito, entre outras

caracteristicas, podem ser elencadas (Valkiunas, 2005).

Hospedeiros Vertebrados

Figura 2 - Ciclo geral de hemosporideos aviarios:

possuem um desenvolvimento complexo e

heteroxeno, com reprodugdo assexuada ocorrendo nos hospedeiros invertebrados, nos quais se
desenvolvem os gametas, zigoto, oocineto, oocistos e esporozoitos. Por sua vez, no hospedeiro
vertebrado sdo encontrados os esquizontes, merozoitos, trofozoitos e gametocitos.
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1.2.1. Plasmodium

Plasmodium (Haemosporida: Plasmodiidae) ¢ um género de parasitos capaz de infectar
humanos e outros mamiferos, répteis, anfibios e aves. No mundo, existem mais de 55 espécies
capazes de infectar aves, apresentando caracteristicas genéticas, morfoldgicas e ciclo de vida
semelhantes. Das espécies de plasmoddios avidrios, apenas 24 estdo associadas a linhagens
genéticas, e atualmente hd mais de 1250 hapldtipos Unicos, pertencentes a esse género
(Valkitinas & Iezhova, 2018; Fecchio et al., 2020). Sao encontrados em todos os continentes,
com excecao da Antartica, e frequentemente sdo generalistas em relacao a seus hospedeiros, de
maneira que uma mesma espécie de Plasmodium spp. pode infectar diferentes ordens e espécies
de aves.

Tais parasitos sdo transmitidos por fémeas de invertebrados hematdfagos da familia
Culicidae e seus diferentes géneros, como Aedes, Culex, Anopheles, Mansonia e outros. Os
plasmodios aviarios sdo agrupados em cinco subgéneros de acordo com sua proximidade
filogenética e morfoldgica: Bennettinia, Giovannolaia, Haemamoeba, Hufia e Novyella
(Valkitinas, 2005).

Em seus hospedeiros vertebrados, esses organismos possuem um desenvolvimento
exoeritrocitico, no qual os esporozoitos inoculados pelos vetores infectam células endoteliais e
hematopoiéticas; nestas células amadurecem por reproducdo assexuada, resultando em
esquizogonias. No estagio exoeritrocitico, parasitos do género Plasmodium podem desenvolver
a esquizogonia primdria e secundaria. A formagao da esquizogonia primdria ocorre antes da
fase eritrocitica (na circulagdo sanguinea), ¢ composta por duas fases de esquizontes
denominados, respectivamente, de criptozoitos e metacriptozoitos.

No sangue (fase eritrocitica), os merozoitos invadem as heméacias e se desenvolvem em
esquizontes sanguineos que dardo origem a novos merozoitos ou gametocitos, formas
fundamentais para identificagdo morfologica das espécies. Uma vez que se deu inicio ao ciclo
eritrocitico, a esquizogonia secundaria (exoeritrocitica) pode ocorrer, resultando em geracdes
de merontes teciduais rotulados de fanerozoitos; essas formas, em conjunto dos merontes
sanguineos, mantém fase cronica da infec¢do, com parasitemias reduzidas.

Os gametocitos produzidos na circulagdo sanguinea podem ser ingeridos por vetores
competentes; assim, sdo liberados das hemacias e transformam-se em gametas (macro e
microgametocitos), seguindo-se a fecundagao e a posterior formagao do oocineto. Esta forma

movel se adere a 1amina basal do intestino dos insetos, onde os esporozoitos sdo gerados por
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esporogonia ¢ liberados para a hemocele; por migracdo pela hemolinfa, atingem a glandula
salivar, sendo inoculados em um proximo repasto sanguineo (Valkiiinas, 2005).

Plasmodium tem caracteristicas bioldgicas que possibilitam diferencid-lo de outros
hemosporideos, pois sdo os Unicos que apresentam esquizontes em eritrocitos. Ademais, as
formas sanguineas produzem pigmento maldrico ou hemozoina, por ndo serem capazes de
metabolizar a hemoglobina. Distingdes entre as caracteristicas das formas sanguineas
associadas a dados moleculares tém possibilitado a identificacdo e classificacdo de espécies
deste género com maior precisao (Valkitnas, 2005; Valkitinas & Iezhova, 2018; Fecchio et al.,

2020).

1.2.2. Haemoproteus

Haemoproteus (Haemosporida: Haemoproteidae) ¢ um grupo irmao de Plasmodium e
consiste em mais de 170 espécies descritas e cerca 1400 linhagens tUnicas ja identificadas e
depositadas em banco de dados (Valkitinas & Iezhova, 2022). Das espécies ja descritas
morfologicamente, apenas 67 apresentam associacdo com dados moleculares gerados. Estes
parasitos cosmopolitas, majoritariamente encontrados na América do Sul, Africa e Asia, sdo
bastante estudados; suas espécies sdo consideradas especialistas, pois frequentemente infectam
uma ordem, género ou espécie particular de aves hospedeiras (Valkiunas, 2005 e Fecchio et al.,
2020; Matoso et al., 2021).

O género ¢ dividido em dois subgéneros, Parahaemoproteus e Haemoproteus de acordo
com hospedeiros invertebrados e vertebrados que infectam, bem como por diferencas em sua
esporogonia. Ceratopogonidae sdo vetores tipicamente de Haemoproteus (Parahaemoproteus),
encontrados, principalmente, em passeriformes. Por sua vez, Hippoboscidae ¢ uma familia
reconhecida por transmitir espécies do subgénero Haemoproteus (Haemoproteus) que infectam
majoritariamente aves das ordens Columbiforme, Charadriiformes e Suliformes (Levin et al.,

2012; Fecchio et al., 2020; Valkitinas & Iezhova, 2022).

Nos dipteros hematdfagos citados acima, os parasitos do género Haemoproteus
desenvolvem seu ciclo sexuado, processo similar ao que ocorre com mosquitos infectados pelo
género Plasmodium. Durante a hematofagia as aves podem se infectar a partir da inoculacao de
esporozoitos, dando inicio a fase exoeritrocitica, na qual os esporozoitos invadem células
endoteliais, mioblastos e macréfagos residentes. Nessas células ocorre a formagdo de pelo
menos duas fases de esquizogonia, sendo os merontes da segunda fase denominados de

megalomerontes. Apos pelo menos duas esquizogonias exo-eritrociticas, os parasitos alcangam
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a circulacdo sanguinea, dando-se inicio a fase eritrocitica na qual ocorre apenas o
desenvolvimento de gametocitos que ao serem ingeridos por seus vetores seguem o ciclo
esporogonico como descrito para os parasitos do género Plasmodium. A partir da anélise das
caracteristicas morfoldgicas dos gametocitos eritrociticos e sua relagdo com a célula
hospedeira, ¢ possivel a identificacdo dos parasitos em nivel de espécie. Em vista disso, a
infeccdo de vertebrados por representantes deste género pode ser diferenciada dos plasmaddios
por ndo apresentarem esquizogonia em células sanguineas e também se distinguem de outros
hemosporideos pelo fato de suas formas eritrociticas apresentarem pigmento maldrico

(Valkitinas, 2005).
1.3. Filarideos aviarios

A familia de nematoides parasitos Onchocercidae, pertencente a superfamilia Filarioidea,
com oito subfamilias (Onchocercinae, Dirofilariinae, Splendidofilariinae, Lemdaninae,
Setariinae, Waltonellinae, Icosiellinae e Oswaldofilariinae) que infectam vertebrados e
apresentam formas embriondrias denominadas microfilarias. Podem infectar aves, répteis e
mamiferos, impactando o fitness, qualidade de vida e sobrevivéncia desses animais (Simpson
et al., 1996; Anderson, 2000; De La Torre et al., 2020).

Esses vermes sdo heterexonos (Figura 3), usualmente apresentam culicideos,
ceratopogonideos, simulideos, carrapatos, piolhos e outros artropodes como vetores
(Anderson, 2000). Em aves infectadas por estes parasitos, os vermes adultos (machos e fémeas)
sdo detectados em tecidos de sua preferéncia, entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos
que os permitem alcangar essas regides. As microfilarias usualmente eclodem ainda no ttero
das fémeas e apresentam a regido anterior arredondada; por sua vez, a por¢ao posterior pode
ser arredonda, cOnica ou filamentosa. Esses embrides podem ser ingeridos pelos vetores durante

o repasto sanguineo, dando seguimento ao seu ciclo de vida (Bain, 2002; Atkinson et al., 2009).

As formas embrionarias ingeridas pelos hospedeiros invertebrados alcangam o intestino e
por penetragao se estabelecem na lamina basal. Nesta regido a microfilaria se desenvolve em
larva de primeiro estddio (L1) tornando-se mais curta e robusta que ndo se movimenta. Apos
realizar a muda, o parasito se converte em larva de segundo estadio (L2), longa e fina, que se
desenvolve e transforma em larva de terceiro estadio (L3) que se movimenta e migra para o
aparato bucal dos vetores. A L3 ¢ a forma infectante para os vertebrados, pois durante o repasto
sanguineo dos artropodes esta larva evade a probdscide desses animais e penetra o tecido das

aves, dando inicio a infec¢do. No hospedeiro definitivo a L3 realiza a muda dando origem a
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larva de quarto estddio que da origem as formas adultas (Anderson, 2000; Bain & Babayan,

2003).

Hospedeiros
Invertebrados

Hospedeiro

Vertebrado

Figura 3- Ciclo de filarideos da familia Onchocercidae: representa o ciclo que ocorre nos hospedeiros
invertebrados, sendo L1, L2 e L3 os respectivos estdadios larvais que se desenvolvem nos vetores, L3 é
a forma infectante; L4 é o estadio larval precursor das formas adultas (AD) encontradas nas aves,
alojados em orgdos e tecidos; MF sdo as formas embriondrias conhecidas como microfilarias podendo
ser observadas na circulagdo sanguinea dos hospedeiros.

Atualmente, cerca de 600 espécies de filarideos sdo conhecidas, das quais mais de 160
infectam aves e sdo amplamente distribuidas pelo mundo, sendo agrupadas nas subfamilias
Onchocercinae, Dirofilariinae, Splendidofilariinae e Lemdaninae (Bartlett, 2009). A
identificacdao de espécies ¢ realizada a partir da observagao das formas adultas, e para isso €
necessaria a eutandsia dos hospedeiros vertebrados (McKeand, 1999; Ferri et al., 2009;
Binkiené et al., 2021). Entretanto, as microfilarias sdo facilmente visualizadas no sangue
periférico, sem a necessidade do abate das aves. Contudo, ndo ¢ possivel realizar o diagnostico

especifico utilizando apenas caracteres morfoldgicos dessas formas embriondrias; a escassez de
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dados moleculares associados a essas formas embrionarias dificultam sua identificagdo em
nivel de espécies utilizando-se marcadores genéticos (Chagas et at., 2021).

A caracterizagdo das espécies e associagdo com seus hospedeiros ¢ um processo necessario
para elucidar a historia evolutiva desses parasitos. A sistematica desse grupo ainda apresenta
lacunas, uma das barreiras que dificulta o esclarecimento da classificacdo desses parasitos ¢ o
proprio desenvolvimento de uma vida parasitaria (Chabaud & Bain, 1994). O surgimento desses
parasitos tem origens diferentes, resultando na perda de alguns critérios morfoldgicos e
presenca de homoplasias, dificultando seu agrupamento filogenético baseado em caracteristicas
morfoldgicas (Lefoulon et al., 2015). Portanto, ¢ essencial o desenvolvimento de metodologias
que auxiliem na caracterizagdo e comparagdo de similaridade desses vermes (adultos e
microfilarias). Além disso, a fim de detectar filarideos em aves silvestres, em cativeiro e em
risco de extingdo, evitando a eutanasia dos hospedeiros, sdo necessarios estudos de

caracterizagdo morfoldgica e molecular das formas sanguineas desses filarideos.
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2. Justificativa

Infecgdes por hemoparasitos, como os hemosporideos e filarideos, sdo frequentemente
descritas em animais silvestres. Podem resultar em danos na qualidade de vida, redugdo do
fitness e sobrevivéncia, alteragdes da resposta imunoldgica e morte de seus hospedeiros. Dentre
os diversos vertebrados acometidos por esses organismos, destacam-se as aves, animais que
apresentam grande importancia econdmica, cultural e ecologica. As interagdes entre aves e seus
hemoparasitos ¢ um modelo ideal de estudo para a compreensdo da interacdo parasito-
hospedeiro-ambiente e dos efeitos das diferentes variaveis individuais, temporais e estruturais

na composic¢do dos diferentes nichos ecologicos.

O Brasil apresenta uma das maiores riquezas de aves no mundo, o que sugere uma grande
diversidade desses parasitos. Para estimar a biodiversidade de hemosporideos ¢ fundamental
que a caracterizagdo morfoldgica esteja associada ao sequenciamento das morfoespécies. Ha
diversos grupos de pesquisa que verificam a prevaléncia de hemosporideos na avifauna dos
diferentes biomas brasileiros e utilizam, exclusivamente, técnicas moleculares para o
diagnodstico e caracterizagdo dos parasitos. Com isso, existe um déficit de informagdes
morfologicas dos hemosporideos, essenciais para a identificagdo destes parasitos em nivel de
espécie. Ademais, o diagnostico unicamente por PCR limita o reconhecimento de coinfecg¢des

e, portanto, dificulta a avaliacdo da interag@o parasito-hospedeiro.

Concernente aos filarideos aviarios, os estudos costumam realizar a eutanasia dos
hospedeiros para localizar e identificar os vermes adultos; com isso, desconsideram as formas
sanguineas para diagndstico, mesmo que sejam amostradas por métodos menos invasivos.
Atualmente, ha poucos recursos técnicos que permitem caracterizar morfologica e
geneticamente espécies de filarideos a partir da amostragem de microfilarias presentes no
sangue. A necessidade de eutanésia dos animais restringe o numero de individuos e a riqueza
amostrada, e isso prejudica estudos eco-evolutivos que avaliam a prevaléncia e diversidade
desses parasitos. Desse modo, € relevante o desenvolvimento de abordagens integrativas para
um diagnostico e caracterizagao mais precisos desses parasitos a fim de elucidar os fatores

determinantes das interacdes parasito-hospedeiro.

Em Minas Gerais, ocorrem fitofisionomias exclusivas e particulares, como a area avaliada
neste estudo, que representa a transicao entre o Cerrado e a Mata Atlantica. Trata-se de uma
fitofisionomia semidecidual com caracteristicas Unicas, abrigando avifaunas endémicas de

ambos os biomas, além de ser rota migratoria de algumas espécies e possuir uma sazonalidade
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bem definida em estagdes chuvosas e secas. Pouco se sabe acerca da descrigao e interagao de
hemoparasitos e seus hospedeiros em regides de florestas semideciduais. Diante da
singularidade dessa fitofisionomia, surgem perguntas importantes acerca dessas interagoes:
quais fatores bioticos e abiodticos favorecem a ocorréncia de hemoparasitos? Sera que periodos
chuvosos fomentam condi¢des ideais para o aumento da reprodugdo dos vetores, aumentando
assim a prevaléncia desses parasitos avidrios? Migracdo e habito alimentar sdo caracteristicas
que influenciam essa dindmica parasito-hospedeiro? Fatores individuais, como sexo, idade,
reprodugao e muda estdo mais associados a aves infectadas por esses parasitos? A presenga de

um ou mais hemoparasitos influencia o sucesso de infec¢do por outros parasitos?

A integracdo de diferentes areas do conhecimento, como parasitologia, biologia molecular,
ecologia e evolucdo, fornece uma abordagem Unica para o entendimento dos mecanismos
determinantes dos sistemas parasito-hospedeiro. Desse modo, estudos em ambientes de
fitofisionomia semidecidual, com caracteristicas marcantes de sazonalidade, sdo necessarios
para elucidar as relagdes entre hospedeiros, filarideos e hemosporideos, contribuindo para o
desenvolvimento de medidas de conservacao da biodiversidade. Além disso, a identificagcdo
morfologica e genética desses parasitos contribui para o registro de novas espécies bem como

para a compreensao da historia evolutiva de grupos taxondmicos relevantes.
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3. Objetivos.

3.1. Objetivo Geral:

A partir de uma analise integrativa, realizar a caracterizagdo morfologica e/ou molecular
de hemoparasitos encontrados na comunidade aviaria de uma area de mata semidecidual
entre os biomas Cerrado e Mata Atlantica em Minas Gerais no decorrer de doze meses.

3.2. Objetivos especificos:

1) Determinar a ocorréncia de protozodrios pertencentes aos géneros Plasmodium e
Haemoproteus, bem como filarideos por microscopia dptica e técnicas moleculares ao
longo de 12 meses.

2) Caracterizar morfoldgica e geneticamente os parasitos detectados na comunidade
aviaria amostrada.

3) Correlacionar a ocorréncia de hemoparasitos a fatores abioticos, como pluviosidade e
temperatura, e bidticos, como idade, dieta, muda de penas, presencga de ectoparasitos,
periodo de reproducdo e comportamento migratorio.

4) Validar novos iniciadores para diagnostico molecular mais sensivel de filarideos.

5) Awvaliar as interagdes filogenéticas entre as espécies e linhagens dos hemoparasitos de
acordo com seus grupos taxonOmicos.

6) Avaliar se os hemoparasitos encontrados apresentam perfil generalista ou especialista

em relacdo a seus hospedeiros.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Area de estudo

As aves foram capturadas na area que abrange o Campus Florestal da Universidade
Federal de Vicosa, localizado no municipio de Florestal, Minas Gerais (19°52°16’’S e
44°25°26°°W) (Figura 4).

O clima local ¢ caracterizado como tropical de altitude (815 metros), com fauna e flora
que transitam entre os biomas de Cerrado ¢ Mata Atlantica, e possui 1.503,5 ha de extensao.
Dispde de uma temperatura média anual de 19,9°C, com precipitagdo anual média de 1.447,7
mm, distribuidos principalmente entre os meses de outubro e margo, periodo definido como
estagcdo chuvosa, e entre os meses de abril e setembro, periodo seco. Durante novembro de 2021
a outubro de 2022, meses que compreenderam este estudo, a temperatura média anual registrada
foi de 20,2°C e a precipitagdo total registrada foi de 2024,2 mm (Gréfico 1). Consoante a
plataforma digital “eBird” (https://ebird.org/), a regido apresenta registros de mais de 196

espécies de aves.

Localizacio de Florestal — Minas Gerais

0 100 200km
[ ——

Legenda:

Il Florestal
Locais de
captura

Figura 4- Mapa do Brasil e de Minas Gerais indicando a cidade de Florestal, drea de estudo onde se
amostrou uma comunidade de aves.

A cidade de Floretal esta situada a 68 km da capital de Minas Gerais, Belo Horizonte; ¢

uma regido antropizada, com matas secundarias e primarias, o que indica mudancas ambientais
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recentes. As primeiras fazendas de Florestal surgiram no século XIX, e com elas houve
desenvolvimento de grandes engenhos, producao de café, algodao e exportacdo de madeira. Em
1936, a regido sofreu modificagdes com a criagdo da Usina Hidrelétrica de Florestal, que
permaneceu ativa até¢ 1983. Atualmente, sao desenvolvidas atividades de pecuéria leiteira e de
corte, criagdo de aves, produgdo de ovos, producdo de hortifrutigranjeiros e piscicultura. As
mudangas ambientais que acometeram a regido podem refletir o conjunto de atividades

antropicas desenvolvidas, alterando a organizagdo ecoldgica encontrada originalmente em

Florestal.
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Grdfico 1 - Climatograma representando as temperaturas médias mensais e a precipita¢do mensal total
durante o periodo de estudo em Florestal, Minas Gerais, Brasil. Dados climdticos obtidos através do
Banco de Dados Meteorologicos do Instituto Nacional de Meteorologia - Estacdo Meteorologica de
Florestal <https://portal.inmet.gov.br/. Acesso em: 30 jun. 2023>.

4.2. Captura das Aves

Os espécimes foram capturados em trés pontos diferentes do campus Forestal, com no
minimo um quildmetro e trezentos metros de distancia entre eles. A comunidade aviaria
amostrada transita entre esses locais que, por serem nos arredores da cidade, apresentam
impactos antrépicos. Esses pontos de coleta estdo perto de lagoas que permaneceram durante
todo o ano com volume visualmente significativo de agua. Além disso, em um dos locais de
captura realizam-se atividades ligadas a piscicultura, o que favorece a manutengdo desses
corpos d’agua.

A amostragem foi realizada mensalmente por 12 meses consecutivos, entre novembro

de 2021 e outubro de 2022. Durante esse periodo, as aves foram capturadas por dois dias ao
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més, com intervalo de no minimo 15 dias entre cada campanha mensal, totalizando um esforco
amostral de 24 dias. Nos dias de coleta, foram utilizadas 14 redes de neblina (12 m de
comprimento e 3 m de altura de 12x3 m, espessura de 19 mm), dispostas em locais estratégicos
para a captura dos animais, permanecendo ativas por seis horas, a contar do nascer do sol. Os
pesquisadores permaneceram no minimo a 30 metros do local onde as armadilhas foram
estruturadas e vistorias as redes foram feitas em intervalos de 30 minutos, a fim de minimizar

os danos e estresse das aves capturadas.

Figura 5 — Aves capturadas em rede de neblina (Fotos: Luiz Alves)

Os espécimes foram devidamente removidos das redes de neblina (Figura 5), colocados
em sacos apropriados, de modo que ndo pudessem se debater ou se ferir, e posteriormente
liberados no mesmo local da sua captura. Neste estudo, os protocolos éticos padroes de
manuseio dos animais silvestres foram seguidos, e autorizados pela Comissao de ética no Uso
de animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa — Campus Florestal (processo numero:
03/2018,), pela CEUA da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (processo nimero:
198/2022) e pelo Sistema de autorizacao e informagao em biodiversidade (SISBIO, permissao
81134-1). Além disso, as aves foram identificadas com anilhas fornecidas pelo Centro Nacional

de Pesquisa e Conservagao de Aves Silvestres (CEMAVE/ICMBIO).
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4.3. Identificacdo das aves, coleta de sangue e de dados relacionados as condicoes
corporais

As aves foram identificadas utilizando como base o Guia de Classificagao de Aves do
Brasil:  Pantanal e Cerrado (2010) e a plataforma digital WikiAves

(https://www.wikiaves.com.br/), que apresenta atualizacdes acerca dos nomes cientificos.

Quando possivel, os animais foram avaliados em relagdo ao sexo, idade e tiveram medidas
como peso, tamanho total, comprimento e largura do tarso mensurados. Também foi observada
a presen¢a de muda e placa de incubagao no momento da captura. A presenga de ectoparasitos
foi anotada. As aves tiveram o sangue periférico coletado a partir da pungdo da veia braquial
utilizando uma agulha estéril (dimensdo: 13mm x 4,5mm) de modo que o volume méaximo
coletado ndo ultrapassasse mais que 1% do peso do animal (Clark et al., 2009). O sangue foi
utilizado para a confeccdo de esfregacos sanguineos e armazenado em papel filtro,
acondicionado posteriormente a -20°C (Figura 6).

Para categorizar os comportamentos de migra¢do ¢ alimentacdo das aves, foram
utilizadas trés plataformas de maneira complementar: Wikiaves, AVONET (Tobias et al., 2022)

e Birdlife International (http://datazone.birdlife.org/home). Nestes bancos de dados ¢ possivel

encontrar informagdes acerca da distribuicdo geografica, caracteristicas fisicas e
comportamento geral das espécies avidrias. Com base nesses dados, as aves capturadas neste
estudo foram categorizadas conforme o comportamento migratorio ou residente e habito

alimentar, determinado pela composi¢ao de mais de 80% da dieta da espécie.


https://www.wikiaves.com.br/
http://datazone.birdlife.org/home
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Figura 6 — Coleta de sangue das aves capturadas. O sangue coletado foi utilizado para confec¢do de
esfregacos sanguineos e armazenados em papel filtro. Do material coletado em papel filtro, uma
aliquota foi reservada em tubos para andlise molecular.

4.4. Avaliacao dos esfregacos sanguineos

As laminas confeccionadas em campo foram fixadas em metanol absoluto e coradas
com Giemsa 10%. Os esfregacos foram triados em aumento de 40X para a deteccdo de
filarideos e 100X para observagdo de hemosporideos. Toda a extensdo da lamina foi avaliada
em busca de microfilarias; para a detec¢do de hemosporideos foram examinados 100 campos
microscopicos, sem sobreposi¢cao de hemécias, de modo que foram avaliadas cerca de 10.000
hemacias (Godfrey et al., 1987; Valkitnas et al., 2008). As caracteristicas morfoldgicas dos
hemosporideos foram avaliadas segundo Valkitinas (2005), sendo mensurado o comprimento,
largura e 4rea dos parasitos, das hemécias infectadas e seu nicleo. Foi registrada a quantidade
de pigmentos maldricos nos trofozoitos, esquizontes e gametocitos, além disso, os esquizontes
detectados tiverem o niimero de nucleos contabilizados. A posi¢ao do parasito em relagdo ao
nucleo da hemadcia foi outra caracteristica avaliada, assim como se o parasito desloca ou ndo o
nucleo. Os hemoparasitos foram fotografados utilizando-se um Microscépio de luz Olympus

CX31 equipado com o Sistema de imagem Q-Color5 (Olympus, Toquio, Japao) e software de
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imagem QCapture Pro7 (QImaging, Surrey, Canada). As fotomicrografias foram utilizadas para
a caracterizagdo morfoldgica das formas observadas: com auxilio do software Imagel, os
parasitos e suas estruturas ou posicionamento dentro das células hospedeiras foram mensurados
a fim de se identificar possiveis espécies (Valkitinas & Iezhova, 2018; Valkitinas & Iezhova,

2022).

4.5. Extraciao do DNA

Para o diagnostico molecular de hemosporideos, DNA presente no sangue armazenado
em papel filtro foi extraido no Laboratdrio de Malaria e Genomica de Parasitos da Universidade
Federal de Minas Gerais. Utilizou-se o método fenol-cloroféormio seguido de precipitagdo com
isopropanol (adaptado de Sambrook & Russell, 2001). Um quadrado de Smm x Smm com cerca
de 15uL do sangue foi acondicionado em um microtubo de 1,5mL, devidamente identificado.
Aos microtubos contendo as amostras de sangue, foi adicionado 250 pL. de tampao de lise
(50mM de NaCl; 50mM de Tris-HCI pH = 7,4; 10mM de EDTA; 1% (v/v) de Triton X-100;
200pg/ml de Proteinase-K) e o material foi mantido a temperatura de 60°C por 18-24 h. Em
seguida, as amostras foram agitadas manualmente e centrifugadas por 20s a 5000g, e
posteriormente acrescentamos 125 pL de fenol tamponado (Phoneutria®) e 125 pL de
cloroformio puro, (Synth®). Novamente, as amostras foram agitadas manualmente e
centrifugadas por 5 min a 20.000g, para a separacao do sobrenadante em novo microtubo. A
este produto foram acrescentados 300 pL de solugdo de cloroférmio alcool-isoamilico (Synth®)
(em proporcdo de 24:1), para nova centrifuga¢do, conforme descrito acima. O proximo passo
consistiu em coletar cuidadosamente a porg¢ao inferior da solugdo e descartd-la. Aos microtubos
foram adicionados 300 pL de cloroférmio puro seguindo de centrifugagdo por S min a 20.000g;
novamente a fase inferior foi descartada e em seguida 600 pL de isopropanol foram acrescidos
para posterior centrifugacao por 20 min a 20.000g. O produto da centrifugacdo foi totalmente
descartado e o excesso foi dispensado em papel toalha; a cada amostra adicionaram-se 600 pL
de etanol 70% seguindo-se centrifugagdao por 20 min a 20.000g. Ao final desse processo,
descartou-se o etanol 70% e os microtubos foram acondicionados em estufa a 37°C, até
evaporagdo total do alcool. O precipitado foi dissolvido utilizando dgua ultrapura mantidos a
64°C por 60 min em banho-maria e as amostras foram conservadas em freezer a —20°C.

Para analises moleculares de filarideos, 0o DNA das amostras em sangue foi extraido no
Museu Nacional de Historia Natural da Franga (MNHN), em coluna de silica, utilizando o kit

QIAamp® DNA Microkit (QIAGEN) seguindo as instru¢des do fabricante. Um quadrado de
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Smm por Smm de papel de filtro contendo sangue seco foi condicionado a um tubo de 1,5 pL
e tratado com 180 uL de tampao ATL e 20 uL de proteinase K (10mg/ml) a 56°C por 2h, com
agitacdo. A solucio brevemente centrifugada para remover material presente na parede do tubo
foi posteriormente adicionado 200 pL do tampao AL, e submetido a 70°C por 10 min.
Transferiu-se este produto para colunas de centrifugacdo QIAamp acopladas em tubos de
coleta, e foram centrifugados a 6.000g por 2min. O precipitado foi descartado e a coluna
integrada a um novo tubo de coleta adicionaram-se 500 uLL. de AW 1; o material foi centrifugado
novamente a 6000g por 1 min. O processo de troca do tubo de coleta foi realizado novamente,
adicionando desta vez a coluna a solugdo AW?2 para nova centrifugacio idéntica a anterior. O
tubo de coleta com precipitado foi novamente descartado e a coluna adicionada um tubo limpo,
sem adicionar solugdes 4 coluna foi centrifugada por 3min a 20.000g para que a membrana
seque. Por fim, com a coluna acoplada a um novo tubo de 1,5 pL foi adicionado 50 uL de agua
ultrapura e deixada em temperatura ambiente por Smin, seguindo-se de centrifugagdo a 20.000g
por 1min. A coluna foi descartada e o produto nos tubos de 1,5 pL. foram armazenados a —20°C.
A quantificacdo do DNA de todas as amostras foi realizada pelo espectrofotometro NanoDrop

Lite (Thermo Scientific®) segundo instru¢des do fabricante.

4.6. Diagnostico e caracterizacio molecular dos hemoparasitos
O DNA extraido foi submetido a diferentes reagdes em cadeia da polimerase (PCR) para

diagnodstico dos hemoparasitos conforme descrito a seguir.

4.6.1. Diagnostico de Plasmodium e Haemoproteus

A fim de avaliar a presenga de hemosporideos dos géneros Plasmodium e/ou
Haemoproteus, as amostras foram submetidas a uma PCR simples para a amplificagdo de uma
regido altamente conservada do gene SSU rRNA mitocondrial segundo Fallon et al., (2003).
Para isso, foram utilizados os seguintes iniciadores (Quadro 1) capazes de aamplificarum
fragmento de 154 pares de bases (pb):

Quadro 1 - Inciadores para diganostico de Haemoproteus spp e/ou Plasmodium spp., segundo o
protocolo descrito por Fallon et al., (2003).

343 F 5’-GCTCACGCATCGCTTCT-3’
496 R 5’-GACCGGTCATTTTCTTTG-3’

Iniciadores

Para esta reagdo foram utilizados 2 pl. do DNA extraido do sangue das aves, em uma

concentragdo entre 40 a 80 ng/pL, aplicado em 13 pL de reacdo contendo: 1X de solugdo
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tampao 10 (Phoneutria®); 3 mM de MgCI2 (Phoneutria®); 0.16 uM dNTP (Ludwig®); 1 U
Taq DNA polimerase (Phoneutria®); 0,2mM de cada iniciador e adgua ultrapura estéril em
quantidade suficiente para o volume final de 15 pL. O programa da amplificagdo em
termociclador consistiu em 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1 min, seguida de anelamento
a 62°C por 1 min e extens@o a 72°C por 1 min e 10s. A desnaturacdo inicial ocorreu a 94°C por
2 min e a extensao final a 72°C por 3 min, finalizando a temperatura de 12°C. Como controles
positivos foram utilizados DNA gendmico de filhotes de Gallus gallus experimentalmente
infectados por Plasmodium gallinaceum cedidos pelo Laboratorio de Entomologia Médica do
Centro de Pesquisa René Rachou — CPqRR, Belo Horizonte, MG. Como controle negativo,
adicionou-se agua ultrapura estéril nas mesmas condigdes em que as amostras de campo foram
adicionadas aos seus respectivos microtubos.

O produto da PCR (8ul) foi adicionado a uma solugao tampao (1,6 uL) contendo azul
de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%, glicerol 30% e 4gua e submetido a eletroforese em
gel de poliacrilamida 6%, ndo desnaturante em tampao TBE-1X. A eletroforese foi executada
por 45 min a 180 volts e foi aplicado um peso molecular de 1kb (Ludwig®) como marcador da
altura dos fragmentos. O gel foi fixado em alcool etilico 10% e 4cido acético 0,5% por 10 min,
corado por nitrato de prata 2,3% durante 15 min e revelado em formaldeido 3% e hidroxido de

s6dio 37,5% (Sanguinetti et al., 1994)

4.6.2. Caracterizacdo molecular e riqueza dos géneros de hemosporideos em
amostras com diagndstico positivo

As amostras positivas para Plasmodium e/ou Haemoproteus, de acordo com a PCR
preliminar descrita por Fallon (2003), foram submetidas a Nested-PCR para amplificagdo de
um fragmento de 478 pb que abrange parte do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade
b (cyt-b). Para as reagdes utilizaram-se primers (Quadro 2) descritos por Hellgren et al., (2004)
e Bensch et al., (2000):

Quadro 2 - Iniciadores para caracterizag¢do genética de Haemoproteus spp e Plasmodium spp. De
acordo com Hellgren et al., (2004) e Bensch et al., (2000).

cyt b - Iniciadores HaemNFI 5’- CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3’
Externos HaemNR3 | 5°- ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3’

cyt b - Iniciadores HaemF 5’- ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’
Internos HaemR2 5’- GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’
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Para a primeira reagdo de PCR foram utilizados 2 pL de DNA, com concentragdo entre
40 e 80 ng/uL, em um volume total de 25 pL. do mix de reagdo contendo: 1X de solugdo tampao
10 (Phoneutria®); 3 mM MgCl2 (Phoneutria®); 0,125 mM dNTP (Ludwig®); 1U Tag DNA
polimerase (Phoneutria®); 0,4mM dos iniciadores HaemNFI e HaemNR3 e agua ultrapura
estéril gsp. O programa da primeira reagdo consistiu em 25 ciclos de desnaturagdo a 94°C por
30 s, seguida de anelamento a 50°C por 30 se extensdo a 72°C por 45 s. A desnaturagdo inicial
ocorreu a 94°C por 3 min e a extensao final a 72°C por 10 min, finalizando-se a temperatura de
4°C. Posteriormente, 1 pL do produto amplificado foi adicionado a 24 pL do mix de reagentes
da segunda reagdo em concentracdes idénticas as descritas para primeira reagdo. A diferenga
entre as duas reagdes esta nos iniciadores utilizados, HaemF/HaemR2 para a segunda reacao.
As condic¢des da segunda reacao foram similares a primeira, consistindo, porém, em 35 ciclos.
A utilizag@o dos controles positivos e negativos para hemosporideos seguiu 0os mesmos critérios
da PCR de diagndstico, assim como a revelacdo do material amplificado.

Amostras com fragmentos positivos em gel de acrilamida foram submetidas ao processo
de purificacao a fim de eliminar o excesso de iniciadores, impurezas ¢ bandas inespecificas de
acordo com o protocolo descrito por Sambrook e Russell (2001). Para isso, 50 uL. do amplicon
da Nested-PCR foram transferidos para novos tubos, aos quais adicionou-se 0 mesmo volume
de PEG8000 (polietilenoglicol 20%) sendo o material mantido a 37° C por 15 min. As amostras
foram centrifugadas para a remogao e descarte do sobrenadante seguindo-se duas lavagens em
etanol 80% (5 min a 20.000 x g), ao final da purificagdo o DNA foi diluido em 4gua ultrapura.

O produto foi sequenciado pelo método de Sanger (Sanger et al., 1977) em sequenciador
automatico capilar ABI 3730 DNA Analyser, sendo obtido uma sequéncia para cada um dos
iniciadores. O produto da purificagdo com concentracdes entre 3 € 10 ng/uL foram sequenciados
utilizando-se a plataforma do Instituto de Pesquisa Rene Rachou — Belo Horizonte, MG.
Utilizou-se 1uL de cada amostra purificada, 5,5 ulL de 4gua ultrapura, 2,5 pL
BygDyeTerminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™), juntamente com luL
dos iniciadores internos descritos na Nested-PCR, totalizando 10 uL de volume final. A reagao
de sequenciamento apresentou as seguintes etapas: 1 min a 94° C antes da reagdo ciclica, a qual
¢ constituida de 35 ciclos de 15 sa 96° C, 15 s a 50° C ¢ 4 min a 60° C. Por fim, as corridas
foram feitas em capilares de 50cm utilizando o polimero POP7 e as sequéncias sdo analisadas

pelo software Sequencing Analysis 5.4 utilizando o Base Caller KB.

4.6. 3 Analise filogenética dos hemosporideos aviarios
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A qualidade e edi¢ao das sequéncias de hemosporideos obtidas foi avaliada utilizando
o software ChromasPro (Technelysium Pty Ltd) que também permitiu avaliar a presenca de
coinfecgdes a partir da analise da ocorréncia de sobreposi¢ao de acidos nucleicos no
cromatograma. As sequéncias obtidas foram comparadas aquelas depositadas em bancos de
dados de livre acesso como o Genbank (http://www4.ncbi.nlm.nih.gov) e o MalAvi [(Bensch
et al. 2009) - http://mbioserv2.mbioekol.lu.se/Malavi/]. Destes bancos de dados, foram
recuperadas sequéncias para as analises filogenéticas, sendo selecionadas as que apresentam
associacoes a morfoespécies ja descritas. Para a reconstrugao filogenética dos hemosporideos,
as sequéncias foram alinhadas utilizando-se o software MEGAI11, sendo considerada a
divergéncia em um ou mais nucleotideos suficientes para a descri¢ao de linhagens distintas do
cyt-b (Bensch et al., 2004). Além disso, a presenca de picos duplos nas sequéncias obtidas pode
ser considerada coinfec¢des por diferentes espécies de hemosporideos, de modo que amostras
que apresentaram picos duplos foram excluidas desta anélise. Para as inferéncias filogenéticas
por analise bayesiana foi utilizado o sofiware Mr. Bayes 3.2.7. (Ronquist & Huelsenbeck,
2003), aplicando-se o modelo de evolucao de nucleotideos GTR + R + 1 definido a partir de
analise no ModelTest (Posada & Crandall, 1998). Foram executadas duas cadeias Markov
simultaneamente por 5.000.000 geragdes, amostradas a cada 1000 geracdes. As primeiras 1.250
(25%) arvores foram descartadas e as arvores remanescentes foram utilizadas para o calculo
das probabilidades posteriores. Como grupo externo foi utilizado o parasito Leucocytozoon

cariame (Vieira et al., 2023).

4.6.4. Diagnostico molecular de Filarideos

O diagnostico molecular para detec¢ao de filarideos foi realizado em parceria com o
Museu Nacional de Historia Natural (MNHN) utilizando-se PCR em tempo real (qPCR) com
novos iniciadores desenvolvidos pelo grupo da Dra.Coralie Martin do MNHN (Quadro 3) que
amplificam um fragmento (970pb) do gene ribossomal 28S. Para a execug¢do da PCR
quantitativa foram utilizados 5 pL Mastermix 2X (kit SensiFAST TM SYBR® No- ROX Kit —
Bioline), 1 pL dos iniciadores a SmM, 2 uL da amostra de DNA e 2 uL agua ultrapura estéril
gsp. Como controle positivo foi aplicado DNA de Litosomoides sigmodontis extraido da cultura
do parasito mantida em Meriones unguiculatus. O sangue de roedores nao infectados por
nematodeos e H,O ultrapura foram usados como controle negativo nas reagdes.

Quadro 3 — Novos iniciadores para o diagnostico de filarideos.

28S — Iniciadores F q28SF3 5"TAGAGTCGGGTTGTTTGAGATTG-3'




41

F q28SR3 5’-TTCCCTCACGGTACTTGTTTG-3'

A amplificagdo foi realizada em termociclador LightCycler®480 (Roche), no qual a
reacdo foi submetida a 45 ciclos de desnaturacao a 95°C por 10 s, seguida de anelamento a
59°C por 5 s e extensdo a 72°C por 10 s. A desnaturagdo inicial ocorreu a 95°C por 10 min e a
extensdo final a 65°C por 1 min. A curva de positividade foi estabelecida a partir da menor
concentracdo do controle positivo capaz de ser detectada na reacdo. Duplicatas de todas as
amostras foram realizadas a fim de evitar resultados falsos positivos e negativos.

As amostras com resultados inconclusivos, com base na discrepancia entre as curvas de
positividade das duplicatas das amostras, foram submetidas a PCR digital (d-PCR) para
confirmacdo do diagnostico. A d-PCR foi conduzida em termociclador C100 (Biorad), sendo
utilizado 11 pL de QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix 1X, 1 pL de cada primer a 250nM,
4 uL da amostra de DNA a Ing e 6 pL dgua ultrapura estéril gsp. A d-PCR foi realizada com o
mesmo par de inicadores da qPCR, iniciando a reacdo a 95 °C por 2 min para desnaturacdo. Em
seguida, foram realizados 40 ciclos, incluindo uma etapa de desnaturagdo a 95°C por 15 s
seguida de anelamento a 59°C por 15 s e uma etapa de extensdo a 72°C por 15 s. Ao final dos
ciclos, as amostras foram resfriadas a 40°C por 5 min para obtencdo dos resultados, que foram

comparados com a qPCR para o diagndstico final.

4.6.5. Caracterizacio molecular e riqueza de filarideos

A caracterizagdo de Onchocercidae foi determinada a partir da amplificacdo dos genes
mitocondriais /25 e COXI, por Nested-PCR, e a amplicacdo do gene nuclear /8S, por PCR
convencional. O produto destas amplificagdes foi avaliado em gel de agarose 1,3% na presenca
de 2 puL de Gel Red (Biotium®). Apos a solidificacao do gel, 2 pL. de peso molecular e 4 puL.
do produto amplificado foram adicionados a 2 uLL de tampao de corrida de eletroforese e o gel
foi submetido a 80v por 30 min. As amostras positivas foram sequenciadas pelo método de
Sanger, seguindo os padrdes da empresa Eurofins — Franca.

Os iniciadores estdo indicados abaixo (Quadro 4) e as condigdes das reacdes foram

descritas por Casiraghi e colaboradores (2001) e Lefoulon e colaboradores (2015)
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Quadro 4 — Iniciadores utilizados para caracterizagdo genética dos genes 1285, Coxl e 18S de
oncocercideos segundo Casiraghi et al., (2001) e Lefoulon et al., (2015).

12S — Iniciadores 12SdegF2/ S>-ATTACYTATTYTTAGTTTA-3’
Externos 12SnemR2 5’-CTACCATACTACAACTTACGC-3’
12S — Iniciadores 12SF/ 5’-GTTCCAGAATAATCGGCTA-3’
Internos 12SdegR 5’-ATTGACGGATGRTTTGTACC-3’
CoxI — Iniciadores FColextdF1 5’-TATAATTCTGTTYTDACTA-3’
Externos FColextdR1 5’-ATGAAAATGAGCYACWACATAA-3’
CoxI — Iniciadores COlintF/ 5’-TGA TTG GTG GTT TTG GTA A-3°
Internos COlintR 5’-ATA AGT ACG AGT ATC AAT ATC-3’
185 - Iniciadores F18ScF1 5’-ACCGCCCTAGTTCTGACCGTAAA-3’
F18ScR1 5’-GGTTCAAGCCACTGCGATTAAAGC-3’

4.6.6. Analise filogenética dos filarideos

Os cromatogramas foram analisados no software ChromasLite 2.6, a fim de aferir a
qualidade dos mesmos e a auséncia de picos duplos indicando coinfec¢ao. Foram selecionadas
sequéncias depositadas previamente nos bancos de dados do GENBANK e nos arquivos do
MNHN. Para a reconstrucdo filogenética, foram utilizadas sequéncias dos genes /25, COXI,
188, 288, hsp70, myoHC e rbpl obtidas neste estudo e armazenadas nos bancos genéticos. As
sequéncias foram alinhadas no programa MAFFT (Katoh, 2002; Katoh & Toh, 2008) e os
modelos evolutivos foram escolhidos com auxilio do sofiware JmodelTest2 (Darriba et al.,
2012). Utilizando o critério de informagdo Akaike (AIC) foi definido qual seria o modelo mais
adequado para cada conjunto de gene.

Para os genes COXI, hsp70, 125 e 28S, o modelo evolutivo GTR+I+I" foi o mais
indicado; GTR+T foi o mais adequado para os genes MyoHC e rbpl, e o 18S foi analisado a
partir do modelo K80+I+T". A reconstrucao da filogenia, com base em sequéncias concatenadas
de diferentes genes, foi realizada a partir do software Mr. Bayes, seguindo os mesmos padrdes
descritos para os hemosporideos (Lefoulon et al., 2015). Como grupo externo as espécies
Filaria latala (Chabaud & Mohammad, 1989) e Protospirura muricola (Gedoelst, 1916) foram

utilizadas.
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4.7. Analises estatisticas
Os dados biologicos das aves e das analises morfologicas e moleculares dos

hemoparasitos foram tabulados em uma planilha utilizando o software Excel (2010). Anélises
estatisticas foram conduzidas utilizando o programa R, versao 4.2.3., e foram considerados
valores significativos de p < 0,05. A prevaléncia de hemosporideos ¢ filarideos durante os 12
meses de captura foi avaliada ndo considerando os individuos recapturados, a fim de evitar que
um mesmo individuo fosse amostrado duas vezes.

Para verificar quais fatores poderiam influenciar a prevaléncia de hemosporideos na
comunidade aviaria de Florestal, a probabilidade de infec¢dao do individuo foi modelada em
funcado de caracteristicas individuais, como idade, presenga de ectoparasitos, placa de incubagao
e muda. Além disso, o modelo foi construido em fung@o de caracteristicas climaticas, como a
média de precipitacdo e temperatura mensal do més em que a ave foi capturada e o
comportamento em nivel de espécie, como habito alimentar e migratério. Nao foi possivel
coletar informagdes individuais para todas as aves em campo, portanto, foram removidas do
conjunto de dados os individuos com dados ndo preenchidos.

O Modelo Linear Generalizado Misto (GLMM) foi utilizado incorporando as varidveis sexo
e espécie do hopedeiro como efeito aleatorio. A situacdo de infec¢do da ave foi definida como
variavel resposta bindria (0: ndo infectado; 1: infectado) e estruturado como um ensaio de
Bernoulli com distribuicdo binomial e funcdo de ligagao logit. Um modelo completo foi
elaborado utilizando a fungdo ‘glmer’ do pacote Ime4 (Bates et al., 2015). Como variaveis
explicativas, as caracteristicas individuais (presenca de placa, muda e ectoparasitos), climaticas
(estacdo do ano, pluviosidade e temperatura) e comportamentais da espécie (ave migratoria ou
residente, habito alimentar) foram considerados fatores fixos e sem interagdes. Um modelo nulo
foi utilizado para confirmar a significancia do nosso modelo completo e assim, selecionar as
varidveis-resposta que poderiam estar associadas a probabilidade de infec¢do das aves por
hemoparasitos.

Desse modo, diferentes modelos foram construidos a partir da remog¢ao das variaveis que
ndo apresentaram resultados significativos; para isso foi utilizada a fungao ‘dropl’ do pacote
Ime4, até que o modelo indicasse apenas os preditores com valores significativos (p < 0,05).
Com essa exclusao foram gerados outros dois modelos, além do completo e nulo, e a0 comparar
o Critério de Informacao de Akaike (AIC) gerados para cada um deles, foi considerado o
modelo com menor AIC adequado aos dados trabalhados.

A fungdo ‘r.squaredGLMM’, no pacote ‘MuMIn’ (Nakagawa & Schielzeth, 2013) foi

utilizada para calcular o R? marginal (R?m) eem condicional (R*c) para o modelo final; o0 R?m
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fornece o percentual de variancia da varidvel resposta explicado pelos fatores fixos, enquanto
o R? ¢ fornece o percentual total de variancia explicado pelo modelo completo. A fungdo ‘icc’,
do pacote ‘sjstats’ (Wu et al., 2012), indica porcentagem da variancia residual explicada por
cada fator aleatorio, espécie e sexo.

Para as amostras positivas por filarideos ndo foi utilizado GLMM devido a baixa
prevaléncia e auséncia de dados individuais da maioria dos hospedeiros infectados por esses
parasitos. Desse modo, optou-se por verificar se houve diferenga estatisticamente significativa
na prevaléncia entre as estagdes seca e chuvosa; para isso foi realizado o teste chi-quadrado,

aplicando-se a fungao “chisq.test” no R.



5. Resultados

5.1. Perfil das aves amostradas
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No periodo de 12 meses foram capturadas 467 aves, distribuidas em sete ordens

(Apodiforme, Passeriformes, Coraciiformes, Columbiformes, Cuculiformes, Psittaciformes,

Galbuliformes) totalizando 24 familias, 67 géneros e 84 espécies (Apéndice A). Passeriformes

foi a ordem mais amostrada (89,3%), com grande abundancia de individuos da familia

Thraupidae com 226 aves (48,5%) (Gréfico 1).

Tyrannidae
Turdidae
Troglodytidae
Trochilidae
Thraupidae
Thamnophilidae
Rhynchocyclidae
Psittacidae
Platyrinchidae
Pipridae
Passeridae
Passerellidae -
Parulidae
Icteridae
Hirundinidae
Galbulidae
Furnariidae
Fringillidae
Estrildidae
Donacobiidae 1
Cuculidae
Conopophagidae -
Columbidae

Alcedinidae

[=3

50

100 150 200
Ndmero de individuos capturados

Graéfico 2 - Distribuicdo das familias de aves capturadas.

As 84 espécies amostradas apresentaram diferentes comportamentos e funcdes

ecologicas. Dentre as espécies avaliadas, oito apresentam comportamento migratdrio e 76 sao

consideradas espécies residentes. Além disso, os animais foram distribuidos em sete guildas

alimentares, sendo classificadas como aves nectarivoras, frugivoras, insetivoras, onivoras,

granivoras, herbivoras e carnivoras; entretanto, o comportamento alimentar de algumas

espécies ndo se restringiu a apenas a um tipo de dieta (Figura 7).
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Figura 7 - Distribuigdo de espécies de aves por guildas alimentares. O diagrama expressa as diferentes
guildas alimentares observadas nas aves capturadas em Florestal e a relagdo do numero de espécies
que podem apresentar tal comportamento alimentar.

Das espécies amostradas, cinco se destacam por apresentar 20 ou mais individuos
capturados neste estudo: Sicalis flaveola (n=88), Volatinia jacarina (n=66), Manacus manacus
(n=25), Columbina talpacoti (n=24) e Myiothlypis flaveola (n=20). O sangue de 456 individuos
foi armazenado em papel filtro para as analises moleculares. Outros 11 individuos nao tiveram
sangue coletado devido a diferentes causas, como volume insuficiente para a extracdo de DNA,
animais liberados antes da coleta de sangue em favor do bem-estar da ave e por escaparem

durante o processamento e coleta de dados.

5.2. Prevaléncia e diversidade de hemosporideos na avifauna amostrada

Das 456 aves avaliadas para a presenca de hemosporideos, 64 (14%) apresentaram
diagnostico positivo para Plasmodium/Haemoproteus. Os animais infectados pertenceram a 24
espécies, sendo as maiores prevaléncias observadas em duas das cinco espécies mais
amostradas, C. talpacoti com 80% dos espécimes infectados (19/24) e V. jacarina com 19,6%
(13/66). Em contrapartida, a espécie mais abundante, S. flaveola, apresentou apenas 5,9% dos
individuos infectados. As 64 aves positivas para hemosporideos detectadas pela PCR foram
avaliadas por microscopia Optica e, destas, 30 (46,9%) evidenciaram formas eritrociticas de

hemosporideos, cuja morfologia foi caracterizada (Tabela 2).
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Tabela 2 - Numero de individuos diagnosticados positivos para hemosporideos.

Espécie Diagnostico molecular  Diagnostico microscopico
(PCR) (Esfregaco sanguineo)
Arremon flavirostris (n=4) ‘ 1
Certhiaxis cinnamomeus (n=3) 1
Chrysomus ruficapillus (n=11) ‘ 1
Coereba flaveola (n=5) 1
Columbina minuta (n=2) ‘ 2
Columbina talpacoti (n=24)
Coryphospingus pileatus (n=7) ‘
Dysithamnus mentalis (n=4)
Formicivora rufa (n=1) ‘
Furnarius figulus (n=4)
Lathrotriccus euleri (n=10) ‘
Mpyiarchus ferox (n=5)
Myiodynastes maculatus (n=2) ‘
Myiothlypis flaveola (n=20)
Pitangus sulphuratus (n=2)
Pyriglena leucoptera (n=2)
Sicalis flaveola (n=85) ‘
Sporophila caerulescens (n=2)
Stilpnia cayana (n=5) ‘
Tachyphonus coronatus (n=2)
Thamnophilus caerulescens (n=4) ‘

N O = OO

[S—
O
p—
(9]

Thraupis sayaca (n=6)
Troglodytes musculus (n=5) ‘
Volatinia jacarina (n=66)

— DN DN = DN = N = = | = QO | | | |

N OO OO O = OO o oo -

—
W

Dentre as 64 amostras positivas para hemosporideos detectadas a partir do diagndstico
molecular, foram obtidas 27 (42%) sequéncias de um fragmento de 478pb do cyt-b, com
qualidade adequada para a determinacdo de linhagens e/ou espécies de Plasmodium spp. e
Haemoproteus infectando diferentes espécies de aves hospedeiras (Tabela 3). Trés novas
linhagens e 11 sequéncias de organismos previamente registrados em bancos de dados,
Genbank e Malvi, foram recuperadas. Das linhagens identificadas, oito foram associadas a suas
morfoespécies e as sequéncias ndo evindeciaram a presenca de picos duplos. Apesar de o
sequenciamento nao revelar coinfecgdes, dois individuos da espécie V. jacarina apresentaram

em esfregagos sanguineos diferentes morfotipos de gametdcitos.
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Tabela 3 - Linhagens e espécies de hemosporideos de acordo com a familia e espécie de aves

hospedeiras.

Género/Espécie dos

Codigo de acesso GENBANK

Familia Espécie de hospedeiro Parasitos /Linhagem
H () MK?264406.1/SocH4 (n=2)
Columbidae Columbina talpacoti aramul ti. comentatus
P pIE KY304994.1/COTALO1 (n=6)
Icteridae Chrysomus ruficapillus Plasmodium sp. KY305005.1/PHPATO1 (n=1)
Passerellidae Arremon flavirostris Plasmodium sp. Nova linhagem (n=1)
Dysithamnus mentalis P. cathemerium MT724420/GEOFORO01 (n=1)
Thamnophilidae Formicivora rufa Plasmodium sp. KP686108.1/FOMELO03 (n=1)
Pyriglena leucoptera Plasmodium sp. JX021484.1/PYLEUO1 (n=1)
Sporophila caerulescens Plasmodium sp. KY305005.1/PHPATO1 (n=1)
Stilpnia cayana H. (H) coatneyi Nova linhagem (n=2)
MT724390.1/THRSAYO01(n=1)
. Thraupis sayaca H. (H) coatneyi
Thraupidae Nova linhagem (n=1)
P. juxtanucleare MH177857.1/PADOMI11 (n=3)
Volatinia jacarina KY305006/LEPCOROS5 (n=1)
Plasmodium sp.
Nova linhagem (n=1)
P. cathemerium JX021461.1/MYITIRO1 (n=1)
Myiarchus ferox
) H. (H) coatneyi Nova linhagem (n=1)
Tyrannidae

Myiodynastes maculatus

P. cathemerium

JX021461.1/MYITIRO1 (n=1)

Pitangus sulphuratus

P. cathemerium

KY305002.1/PADOMO9 (n=1)

5.2.1. Caracterizacio de Haemoproteus na avifauna amostrada

A integragado de testes moleculares e analises morfoldgicas dos hemosporideos permitiu

o reconhecimento de 24 animais infectados por dois parasitos do género Haemoproteus:

Haemoproteus (Haemoproteus) coatneyi e H. (H). paramultipigmentatus. A analise das

sequéncias indicou uma nova linhagem de H. (H). coatneyi, encontrada em trés espécies de

hospedeiros (tabela 3) e um haploétipo conhecido (THRSAYO01) infectando Thraupis sayaca.

Duas linhagens de H. (H). paramultipigmentatus foram observadas em oito aves da espécie C.

talpacoti, sendo uma linhagem encontrada no final da estagcdo chuvosa e outra no final da seca

e inicio da chuvosa. Outros 11 individuos do género Columbina apresentaram formas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY305005.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=KDHTY2E7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT724390.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=KDHFEBYA016
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sanguineas idénticas a espécie H. (H). paramultipigmentatus observada em individuos

infectados.

A avaliacdo de esfregacos sanguineos dos individuos infectados por linhagens de H.
(H). coatneyi permitiu a visualizagdo de gametdcitos caracteristicos do grupo (Figura 8), em
todos os cinco individuos sequenciados. Os gametdcitos desta espécie crescem lateralmente ao
redor do nucleo, podendo deslocéa-lo levemente e, quando alcancam a maturidade ficam em
contato direto com o ntcleo e a membrana do eritrocito. Geralmente possuem forma de halter
e suas extremidades se expandem até os polos da hemacia; um nimero médio de 11 pigmentos

maldricos distribuidos pelo citoplasma do parasito também foi observado.

s
#

Figura 8 — Formas sanguineas de Haemoproteus (H) coatneyi em Stilpnia cayana: gametocitos jovens
(a-c), macrogametocitos (d-f e i) e microgametocitos (g-i).

Aves infectadas por H. (H). paramultipigmentatus (Figura 9) apresentaram gametocitos

tipicos da espécie, confirmando os resultados do sequenciamento do gene cyt-b. Gametocitos
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de H. (H). paramultipigmentatus também foram verificados em esfregacos sanguineos de 11
amostras ndo sequenciadas de C. talpacoti e C. minuta, constituindo a espécie mais prevalente
neste estudo. Suas formas maduras envolvem parcialmente o nicleo das hemacias, mas sem
encostar diretamente neste, alcancando geralmente as regides polares da célula; podem
apresentar vacuolos dispersos no citoplasma do parasito. Como o nome “paramultipigmentatus”
sugere, esse parasito apresenta diversos pigmentos malaricos pequenos e dispersos por todo o
citoplasma do parasito. Os microgametocitos apresentam estes pigmentos concentrados nas
regides polares, diferente dos macrogametocitos que exibem estas estruturas dispersas por todo

seu citoplasma.

Figura 9 - Formas sanguineas de Haemoproteus (H) paramultipigmentatus em Columbina talpacoti:
gametocitos jovens nas imagens a — ¢; macrogametocitos d-f; microgametocitos g-i.

A andlise das relagdes filogenéticas das linhagens dos parasitos do género
Haemoproteus evidenciou dois clados distintos. O clado formado por linhagens de H. (H).

paramultipigmentatus ¢ ocupado por aves hospedeiras da ordem Columbiforme e o outro clado
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contendo haplotipos de H. (H). coatneyi foi formado por um grupo monofilético de parasitos
que infectam majoritariamente passeriformes (Figura 10). As duas linhagens encontradas neste
estudo morfologicamente associadas ao H. (H). coatneyi apresentaram 97,70% de similaridade
genética entre si € com o haplotipo padrio (acesso GENBANK: KF537309); entretanto,
filogeneticamente a nova linhagem esteve mais relacionada a essa linhagem tipo. Por sua vez,
a linhagem THRSAYO1 constituiu um clado monofilético. As linhagens da espécie H.
paramultipigmentatus (SocH4 e COTALO1) encontradas em Florestal apresentaram similaridade
de 97,49% e estavam agrupadas em um clado com outras espécies que infectam
majoritariamente aves nao-passeriformes.

MT724390 H. coatneyi THRSAY01

H. coatneyi Nova linhagem

KFS37309 H. coatneyi PA39

0Q311275 H. fringillae B126_HaePla

OR143050 H. majoris hCCF5

MK330147 H. minutus AH0539

KIJ1592828 H. macrovacuolatus CA1014

ON932222 H. noctuae CIRCUMOL
MK264406 H. paramultipigmentatus SocH4

KY304994 H. paramultipigmentatus COTALO1

JFR33050 H. iwa FMINGALI1

LC606009 H. columbae COLIVO3

GU296220 H. multipigmentatus GDE9W

Plasmodium spp.

OKO086053 L. cariamae CARCRIOIL

Figura 10 - Inferéncia filogenética Bayesiana reconstruida com base em linhagens de Haemoproteus. A
filogenia bayesiana foi baseada em sequéncias do gene cytb, utilizando como grupo externo a espécie
Leucocytozoon cariamae. A sequéncias encontradas neste trabalho sdo indicadas pela cor vermelha. O
numero de acesso do genbank esta associado com o nome das espécies. O valor nodal de suporte na
base dos clados indicam em porcentagem a probabilidade posterior.
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5.2.2. Caracterizacio de Plasmodium spp na avifauna amostrada

Infecgdes por parasitos do género Plasmodium foram detectadas em 15 aves, das quais
10 linhagens foram recuperadas, sendo duas inéditas. Foi possivel identificar em nivel de
espécie, por integracdo de dados morfologicos e moleculares, cinco linhagens de plasmaddios ja
descritas anteriormente. Dentre estes hapldtipos previamente depositados nos bancos de dados,
um apresentou uma morfoespécie inédita; a avaliagao dos esfregacos sanguineos associados a
linhagem PYLEUO1 possibilitou a caracterizacdo de uma nova espécie. Todavia, cinco
linhagens ndo apresentam identificagdo com nenhuma morfoespécie depositada no GENBANK
ou MalAvi; ressalta-se que a auséncia de formas sanguineas dos parasitos em esfregagos

sanguineos ndo permitiu a identificacdo ou descri¢do morfologica desses parasitos.

Trés individuos da espécie V. jacarina apresentaram-se infectados por parasitos cujas
sequéncias possuem 100% de similaridade com a linhagem PADOMI11, j& associada
morfologicamente ao Plasmodium juxtanucleare (acesso GENBANK: MH177857.1).
Entretanto, ndo foram observadas formas de desenvolvimento do parasito nos esfregacos
sanguineos, necessarias para a confirmagao morfologica da infecgao por parasitos desta espécie.
Em um terceiro espécime foi recuperada uma linhagem nova com 99,79% de similaridade a
sequéncia PADOM1 1, mas nao possivel identificar a morfoespécie ja que ndo foram observadas
as formas sanguineas. O mesmo ocorreu para um quarto individuo que apresentou infeccao pela

linhagem LEPCOROS, mas sem formas detectadas em lamina.

Um espécime de Pitangus sulphuratus apresentou infeccdo por uma linhagem com
100% de similaridade ao Plasmodium cathemerium PADOMO9. Nesta amostra, foi possivel
encontrar formas sanguineas como trofozoitos e microgametocitos (Figura 11) que
correspondem a morfoespécie P. cathemerium. Adicionalmente, foram detectadas outras trés
sequéncias identificadas como as linhagens MYITYRO1 (n=02) ¢ GEOFORO1 (n=01),
infectando hospedeiros diferentes; um individuo de cada uma das linhagens apresentou em
lamina parasitos com morfologia compativel a de P. cathemerium. A associagao dos dados
morfologicos € moleculares possibilitou determinar que as quatro aves em questdo estavam

infectadas por esta espécie de plasmédio, com trés linhagens distintas ocorrendo na regido.
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Figura 11 - Formas sanguineas de Plasmodium cathemerium. As formas sanguineas foram encontradas
em esfregacos de trés hospedeiros diferentes (Pitangus sulphuratus, Myiarchus ferox e Myiodynastes
maculatus. Trofozoitos (a-c); microgametocitos (d-f); macrogametocitos (g-i).

Dentre as linhagens de Plasmodium encontradas em Florestal, cinco ja tinham sido
depositadas previamente em bancos de dados, mas ndo possuiam nenhuma associagdo com
morfoespécies descritas. Os esfregacos sanguineos das amostras foram exaustivamente
avaliados, contudo, nao foram detectadas formas de desenvolvimento do parasito, o que
impediu a identificagdo em nivel de espécie. As linhagens foram utilizadas para a reconstrugao

filogenética, se agrupando em diferentes clados e subgéneros de Plasmodium (Figura 12).
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KY305006 Plasmodium sp. P-T138
MT724420 P. cathemerium GEOFORO01
KY305002 P. cathemerium PADOMO09
JX021461 P cathemerium MYITIR01

JX021484 Plasmodium sp. PYLEUO1
MF817780 P. homopolare BAEBICO02

FJ389155 P. parahexamerium ALDI1
EU770151 P. globularis ANLATO1

LR990849 P. vaughani ITO2M19

KUS573816 P. unalis TRIB483

KX171628 Plasmodium sp. RAMVITO01
HM146901 P. rouxi PADOMI16

MW175901 P. collidatum FANTAILO1
MK695213 P, paranucleophilum MYCAMEQ2

MF095658 P, ashfordi SSCx.pipPlasm5
MF928791 P, circumflexum ERU-26KP

KR139675 P. relictum GRWO04S
FI89156 P. lucens CYOL2

EU770152 P. megaglobularis CYOL1
KY305005 Plasmodium sp. PHPATO1
OR063190 P. matutinum

KUS73819 P, lutzi
Plasmodium sp. Nova linhagem
KP686108 Plasmodium sp. FOMEL03

KJ575552 P, tejerai IF508

Plasmodium sp. Nova linhagem

JX021463 P. juxtanucleare

MH177857 P. juxtanucleare PADOM11
OP763632 P. gallinaceum AVC16

Haemoproteus spp

OKO086053 L. cariamae CARCRIO1

Figura 12 - Inferéncia filogenética bayesiana demonstrando a distribui¢do de linhagens de Plasmodium
spp. A filogenia bayesiana foi baseada em sequéncias do gene cytb, utilizando como grupo externo a
espécie Leucocytozoon cariamae. A sequéncias encontradas nesse trabalho sdo indicadas pela cor
vermelha. O numero de acesso do genbank estd associado com o nome das espécies. Os valores de
suporte na base dos clados indicam em porcentagem a probabilidade posterior.

Uma das sequéncias recuperadas apresentou 100% de identidade genética com a

linhagem PYLEUOI (acesso GENBANK: JX021484), ambas possuem como hospedeiros aves
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da espécie Pyriglena leucoptera. A linhagem ndo estd associada a nenhuma morfoespécie,
sendo Plasmodium homopolare, linhagem BAEBICO02 (acesso GENBANK: MF817780), a
espécie mais similar (95,82%). O exame do esfregaco sanguineo desta amostra possibilitou
observar todas as formas sanguineas necessarias para a morfometria (Tabela 4) e identificagdo

em nivel de espécie (Figura 13), revelando dissimilaridade morfologica com o P. homopolare.

i

Figura 13 - Formas sanguineas de Plasmodium n. sp em Pyriglena leucoptera. E possivel observar

todas as formas de desenvolvimento eritrocitico. trofozoitos (a-d); esquizontes (e-h); macrogametocitos
(i e j); microgametocitos (k e l). As setas pretas apontam o pigmento malarico e as amarelas apontam
um globulo sem cor ou azulado que acompanha os pigmentos em alguns esquizontes.

Trofozoitos: as formas jovens sdo comumente irregulares, mas foram observadas formas
de anel e ovais, com um vactuolo nitido. Os trofozoitos maduros encontrados sdo amebodides e
alongados, nos quais € possivel ver a presenca de um ou dois pigmentos malaricos médios
(>0,5um) nas extremidades, além disso, observa-se uma projecdo de seu citoplasma. Os
trofozoitos foram encontrados principalmente nas regides polares e subpolares das hemadcias,

mas também podem ser localizados nas laterais, nunca encostando ou deslocando o nucleo.

Esquizontes: formas pequenas com citoplasma escasso sem ultrapassar o tamanho do

nucleo da hemdcia. Foram encontrados na regido lateral, polar e subpolar do eritrocito, sem
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deslocar seu nucleo. Os esquizontes possuem no maximo quatro nucleos, frequentemente com
um pigmento maladrico médio no centro ou em regido oposta aos nucleos. Adicionalmente, foi
observada a forma tipica de “gravata borboleta”, descrita por Mohammed (1958). Nessas
formas mais usuais notamos um globulo sem cor, ou raramente azulado, de tamanho similar ao
pigmento maldrico e sempre proximo a ele. Também foram identificados esquizontes com
morfologia incomum, apresentando quatro nicleos em linha reta e um granulo no meio. Foram

observadas, raramente, esquizogonias exo-eritrocitica em trombdocitos.

Gametocitos: s3o alongados, envolvendo o nucleo da hemacia até as regides polares,
comumente deslocando lateralmente o nucleo da célula e tocando-o. A diferenciacdo do micro
e macrogametocitos ¢ um processo laborioso, com base nos caracteres dimorficos dessas
formas. Estdo sempre em posicao lateral e apresentam de 4 a 11 pigmentos malaricos, em média
08, com tamanhos médios e grandes (sempre maiores que 0,5um e alguns podendo ultrapassar
1um) dispersos no citoplasma.

Tabela 4 - Dados morfométricos de Plasmodium n. sp. infectando Pyriglena leucoptera. Foram
mensurados: comprimento, largura e drea dos gametocitos, esquizontes e trofozoitos, assim como a area
das hemacias infectadas e seu nucleo. Além disso, foram registradas as medidas de hemacias ndo

infectadas (n=15). O numero total de cada forma de desenvolvimento analisada esta indicado na propria
tabela

Gametdcitos (n=23) Medidas (um) Média e Desvio padrao (um)

Comprimento 10,0 — 14,8 12,3 £1,6
Largura 1,8§—3,4 2,5+0,4
Area do parasito 23,7— 44,0 33,6+5,5
Area da hemécia 57,2—175.8 65,5+4,9
Area do nucleo da hemacia 14,3 —11,3 12,3+0,9
Esquizontes (n=18)

Comprimento 32—5,0 3,9+0,4
Largura 1,0—43 2,3+0,9
Continuacao da tabela 4

Area 6,0 —17,7 9,3+-3,2
Area da hemacia 52,4 —172,8 62,7+6,4
Area do nucleo da hemécia 9,4 — 15,2 12,8+1,45
Trofozoitos (n=14)

Comprimento 2,0—43 2,8+0,7
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Largura 1,2—19 1,6£-0,3
Continuacao Tabela 4

Area 32—6,2 4,5+1,0
Area da hemacia 54,9 — 73,5 63,8+5,4
Area do nucleo da heméacia 12,5-16,9 15,0+£1,29
Hemacias nao infectadas

Comprimento 10,2 — 13,3 11,4+0,8
Largura 6,0—177 6,7+0,5
Area total da hemécia 53,3 — 68,8 62,1+4,9
Area do nucleo da hemécia 10,9 — 18,6 13,3+1,8

A avaliagdo morfométrica revelou tragos que se assemelham aqueles de P. rouxi

(Sergent et al., 1928). Dentre as caracteristicas em comum, destacam-se os trofozoitos com um

ou dois pigmentos maldricos, esquizontes com citoplasma escasso, quatro nlicleos e um

pigmento malarico, comumente acompanhado de um glébulo. Entretanto, gametdcitos de P.

rouxi possuem pigmento malarico concentrado na regido polar, seu citoplasma nao preenche as

regides polares dos eritrocitos € nem entram em contato com nucleo da célula. Também foi

observado que o parasito registrado neste estudo ¢ maior do que o descrito por Sergent e

colaboradores (1928). Portanto, o conjunto das caracteristicas do P. rouxi o diferem do parasito

detectado em Florestal (Figura 15).

Tabela 5 - Dados morfométricos de Plasmodium rouxi, descrito por Sergent e colaboradores (1928) e
concatenados por Laird (1962) e Valkitinas (2005).

Gametocitos Medidas (um) Média e desvio Padrao (um)
Comprimento 7,0— 12,0 10,0+0,3

Largura 1,0—2,7 2,0£0,2
Esquizontes
Comprimento 1,2—49 3,0£0,2

Largura 0,7—3,0 1,8+0,2

Trofozoitos
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Comprimento 2—4 —
Largura 1—1,5 —

*Nao foram encontradas informagdes relacionadas a média e desvio padrdo das medidas dos trofozoitos.

Além das caracteristicas morfologicas, a linhagem PYLEUOI1 diverge geneticamente mais de
5% das trés sequéncias associadas a essa espécie, (acesso GENBANK: HM 146901, HQ453998
e AY178904). Filogeneticamente esse parasito encontra-se em clado distinto das linhagens
associadas ao P. rouxi, sendo observado seu agrupamento em um clado constituido por outras
morfoespécies pertencentes ao subgénero Plasmodium Novyella spp. Estas diferencas
morfologicas e genéticas detectadas sugerem que a linhagem PYLEUO1, observada em P.

leucoptera, seja uma espécie de Plasmodium ainda ndo descrita.

5.3. Prevaléncia e diversidade de filarideos na avifauna amostrada
Para os estudos moleculares de filarideos aviarios, foram analisados 334 individuos que

possuiam sangue em papel filtro; destes individuos examinados por gPCR e dPCR, 18 (5,38%)
confirmaram infec¢do por filarideos. Os esfregacos sanguineos dos 467 individuos foram
rigorosamente analisados para o diagndstico microscopico de filarideos, confirmando-se a
presenca de microfilarias no sangue periférico de oito animais. Das amostras positivas por
microscopia, sete tiveram o diagndstico confirmado molecularmente; apenas uma amostra

positiva em ldmina ndo foi submetida a qPCR por auséncia de sangue para extracdo de DNA.

Tabela 6 - Numero de individuos diagnosticados positivos para filarideos.

Espécie Diagndstico molecular  Diagnostico microscopico
(qPCR e dPCR) (Esfregaco sanguineo)

Antilophia galeata (n=4) ‘ 1 0
Columbina talpacoti (n=24) 1 0
Conopophaga lineata (n=1) ‘ 1 0
Coryphospingus pileatus (n=7) 1 0
Furnarius figulus (n=4) ‘ 0 1
Mpyiarchus ferox (n=5) 1 0
Myiarchus tyrannulus (n=1) ‘ 1 0
Mpyiodynastes maculatus (n=2) 1 0
Pitangus sulphuratus (n=2) ‘ 1 0
Platyrinchus mystaceus (n=2) 1 0
Sicalis flaveola (n=85) ‘ 1 1
Sporophila lineola (n=9) 1 0
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Stelgidopteryx ruficollis (n=2) ‘
Stilpnia cayana (n=5)
Synallaxis frontalis (n=5)
Turdus amaurochalinus (n=2)
Volatinia jacarina (n=66) ‘

— || Q| =
O = = G =

Estes parasitos foram detectados em 16 espécies e nove familias de aves, com destaque
para Thraupidae e Tyrannidae com, respectivamente, sete e quatro representantes infectados
por filarideos. A partir do sequenciamento das amostras positivas para filarideos foram
recuperadas seis sequéncias do gene COXI, sete do gene 12S e 11 sequéncias do gene 18S
(Tabela 7). Das 18 amostras positivas para filarideos, 11 tiveram sequéncias obtidas para pelo
menos um dos genes avaliados e foram comparadas aos dados depositados no Genbank e
disponibilizados pelo MNHN. O sequenciamento do gene 18S apontou que todas as amostras
pertencem a familia Onchocercidae; por sua vez, o sequenciamento dos genes 12S e COX1
revelou um grupo monofilético com sete amostras que integram o género Aproctella, sendo

possivel identificar duas amostras em nivel de espécie.

Tabela 7 - Linhagens de filarideos pertencentes ao género Aproctella de acordo com a familia e espécie
de ave hospedeira, obtidas a partir da amplificagdo dos genes 125 e COXI.

Familia do Espécie do hospedeiro 18S 128 COXI
hospedeiro

Aproctella sp.

Furnariidae Synallaxis frontalis ~ Onchocercidae FR827905.1 —
' Aproctella sp.  Aproctella sp.
Hirundinidae Stelgidopteryx ruficollis Onchocercidae FR827905.1 | FR82333L1
Pipridae Antilophia galeata Onchocercidae — —
‘ Aproctella sp.
Platyrinchidae Platyrinchus mystaceus Onchocercidae FR827905.1 —
Sicalis flaveola Onchocercidae Aprocielia sp. | Aproctella sp.
FR827905.1 FR823331.1
Thraupidae Aproctella sp.  Aproctella sp.
Stilpnia cayana Onchocercidae

FR827900.1 FRS823331.1
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FR827905.1

Aproctella sp.

: Turdus amaurochalinus Onchocercidae —
Turdidae FR823331.1

Myiodynastes maculatus Onchocercidae — —
Tyrannidae 104y

Pitangus sulphuratus ~ Onchocercidae — —

Em um individuo das espécies Stelgidopteryx ruficollis (Hiruniidae) e Sicalis flaveola
(Thraupidae) foi identificado o filarideo da espécie Aproctella alessandroi (Figura 14) descrita
por Bain e coloradores (1981) (cddigo de identificacdo do MNHN: 117YU). Das outras
amostras sequenciadas cinco pertencem ao género Aproctella infectando hospedeiros das
espécies Synallaxis frontalis (n=1), Stilpnia cayana (n=3) e Turdus amaurochalinus (n=1);

entretanto, nao foi possivel caracterizar a espécie.

Figura 14 - Microscopia optica evidenciando um espécime de Aproctella alessondroi. Microfilaria
observada por microscopia, 100X, em esfregaco sanguineo de um individuo da espécie Stelgidopteryx

ruficollis.

A reconstrucao filogética dos filaridos encontrados em Florestal (Figura 15) possibilitou

identificar as duas amostras, como A. alessondroi, pois encontram-se agrupadas em um clado
monofilético com sequéncias obtidas do banco de dados do MNHN. Como grupo irmao deste

clado, posicionam-se outros individuos detectados em Florestal, pertencentes ao género
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Aproctella sp., formando um grupo monofilético. Também ¢ possivel avaliar que este género
compoe a subfamilia Splendidofilariinae, um grupo com padrao polifilético. Essa conformagao
filogenética ¢ consequéncia da falta de dados genéticos acerca dos filarideos prejudicando,

assim, o entendimento evolutivo desses organismos.

Malayfilaria sofiani GB1

i Wuchereria bancrofii (n=2)
P Bruga pahangi (n=2)
_ Bruga timori (n=2)

"y Bruga malayi (n=3)

< Pelecitus fulicaeatrae 49Y'1
" Eulimdana clava GBI
Loa loa (n=2)
" Pelecitus copsychi 107YT
" Foleyella candezei 68CE
Foleyella furcata 68CE
o= Breinlia mundayvi T8YT

ONC4

Breinlia jittapalapongi T8YT :AD39%4

4;)“)(:‘4.’1'1’(! sp. (n=2)
: Aproctella sp. T6YU
et Aproctella alessandroi 117YU
{ ADODS6
Chandlerella quiscali GB1 *ADO11

o s Madath m:r?’ﬁdm hiepei MNHN
. Micipsella numidica GB1
% Micipsella iberica GB1
_[{f‘f’.-rm andersoni MNHN
Mansonella perforata (n=2)
Mansoneila perstans GBI
'-.t?rmo}w;;a atelensis iﬂ\’l_.’
ansonglia mariae G
¥ Uun.\'mmf‘?‘a a’ruitmli 1!—5}
« Mansonella ozzardi (n=3)

ONC2

Eq ¢ usi GB1
- " Splendidefilaria mavis GB1
x Splendidofilaria bartletti GB1
Splendidofilaria sp. (n=9)

Subfamilies :

Oswaldofilariinae  Dirofilariinae
Icosiellinae Onchocercinae
W nae Splendidofilariinae

Lemdaninae i

ONC1

Filaria latala 62YT
0.1

N — Protospirura muricola 97YU

Figura 15 - Filogenia de Onchocercidae. As amostras deste trabalho estdo representadas pelos
codigos: ADOI11, AD086, AD203, AD270, AD304 e AD394. Todas formam um grupo monofilético no

género Aproctella.
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5.4. Coinfecc¢io entre hemoparasitos
A associagdo das técnicas de diagnostico morfoldgico e molecular permitiu a deteccao

de seis aves coinfectadas por hemosporideos ¢ filarideos, restritas as familias Thraupidae e
Tyrannidae (Tabela 2). Dentre estes hospedeiros, a espécie S. cayana (Passeriforme:
Thraupidae) apresentou dois espécimes com infeccdo concomitante por H. coatneyi e
Aproctella sp. Por sua vez, entre as aves da familia Tyrannidae as espécies Pitangus
sulphuratus, Myarchus ferox e Myiodynastes maculatus apresentaram-se infectadas por

Aproctella sp. e P. cathemerium.

Tabela 8 - Animais coinfectados por hemosporideos e filarideos de acordo com a associag¢do entre os
métodos moleculares e/ou microscopicos.

ID Espécie P H F HNI
ADO082 Columbina talpacoti - - + +
AD270 Stilpnia cayana - + + -
ADO0304 Stilpnia cayana - + + -
AD126 Pitangus sulphuratus + - + -
AD271 Mpyiarchus ferox + - + -
AD311 Myiodynastes maculatus + - + -
ADI187 Volatinia jacarina + - - +
AD208 Volatinia jacarina + - - +

ID= Identificagdo da Ave; P = Plasmodium spp, H = Haemoproteus spp, F = Filarideo; HNI =

hemosporideo nao identificado.

Um espécime de C. falpacoti testou positivo em PCR para a presenga de oncocercideos
e hemosporideos, sem exibir formas sanguineas dos parasitos em esfregaco sanguineo. Dois
individuos de V. jacarina, cujo sequenciamento de material proveniente de seu sangue indicou
infeccdo Unica para P. juxtanucleare (PADOMI1) e Plasmodium sp. (nova linhagem),
apresentaram em microscopia Optica gametocitos com diferentes morfologias, o que sugere
ocorréncia de coinfecgdo (Figura 11); devido a baixa parasitemia ndo foi possivel identificar

morfologicamente as espécies de hemosporideos encontradas.
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Figura 16 - Esfregaco sanguineo de um espécime de V jacarina indicando coinfecg¢do por
hemosporideos. Nas figuras a e b observa-se dois gametocitos encontrados em um individuo
da espécie; na imagem c outra ave da mesma espécie que apresenta gametocito com morfologia
ndo associada a caracteriza¢do molecular.

5.5. Variaveis preditoras da ocorréncia de hemosporideos

A andlise do GLMM indicou que dentre as variaveis explicativas apenas a ocorréncia
de muda e placa de incubagdo sdo preditores correlacionados a presenca de hemosporideos na
comunidade de aves amostrada em Florestal (Tabela 9). Os valores de R? (R?m = 0,3231825 ¢
R2c=0,5915841) ¢ ICC = 0,397 indicam que as variaveis aleatorias (sexo e espécie) apresentam
forte influéncia na ocorréncia de hemosporideos. As demais variaveis ambientais (estagdo do
ano, pluviosidade e temperatura), comportamentais (hdbito migratorio e alimentar) e
individuais (idade e presenca de ectoparasitos) ndo se associaram a ocorréncia de
hemosporideos nessa comunidade.
Tabela 9 — Analise das variaveis-resposta associadas a probabilidade de infeccao das aves por

hemoparasitos segundo o Modelo linear Generalizado Misto. A presenga de muda e placa de incubagdo
sdo as unicas variaveis explicativas com valores significativos para a presenca de hemoporideos.

Variaveis explicativas Estimativa Devio padrao Z - Valor P - Valor

Intercepto -21.501 0,3877 -5.546 > 0,001 ***
Presenca de muda 0,9913 0,4514 2.196 0,0281*
Sem placa de 257.565 831.161.274 0.000 0,9998
incubacdo
Placa de incubacao 11.550 0,5191 2.225 0,0261%*
Ectoparasitos -0,7531 0,4284 -1,758 0,0788
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6. Discussao.

A taxonomia integrativa permite a deteccdo de novas linhagens e espécies de
hemoparasitos, gerando conhecimentos que ampliam as informagdes acerca da prevaléncia e
biodiversidade desse grupo tdo amplo. No presente estudo, a associagao de analises ecologicas,
parasitoldgicas, evolutivas e moleculares possibilitou detectar hemosporideos e filarideos
aviarios em 38% (32/84) das espécies de aves capturadas em uma area de floresta semidecidual
em Minas Gerais. A comunidade de hemoparasitos apresentou baixa prevaléncia nestas aves,
mas a partir dessa abordagem interdisciplinar foram caracterizadas quatro espécies de
hemosporideos previamente descritas e uma nova espécie de Plasmodium n. sp. Além disso, foi
possivel validar novos iniciadores para o diagnoéstico molecular de filarideos e identificar a
espécie Aproctella alessandroi, a partir de dados genéticos obtidos exclusivamente de
microfilarias possibilitandodeterminar a prevaléncia desses parasitos com maior sensibilidade

e sem a eutandsia dos hospedeiros.

No decorrer de um ano, 14% das aves avaliadas apresentaram infec¢des por hemosporideos
(Haemoproteus/Plasmodium); ndo foram constatadas diferencas significativas na distribui¢ao
dos hemosporideos durante o periodo de coleta. Das aves positivas para estes parasitos, 61%
das infec¢des foram identificadas em nivel de género, sendo Haemoproteus responsavel por
39% das infeccdes e Plasmodium por 22%. A prevaléncia geral aqui descrita pode ser
considerada baixa quando comparada as prevaléncias descritas em outras pesquisas. Estudos
com comunidades avidrias em diferentes regides da Mata Atlantica brasileira apontam
prevaléncias entre 17% e 23,2%, enquanto dados obtidos da avifauna do Cerrado, apresentam
prevaléncias entre 21% e 49% (Fecchio et al., 2013; Lacorte et al., 2013; Anjos et al., 2021;
Fecchio et al., 2021; de Angeli Dutra, 2022). Contrastando com a baixa prevaléncia reportada
neste estudo, LaCorte e colaboradores (2013) avaliaram em Minas Gerais duas areas de
transi¢do entre Cerrado e Mata Atlantica e encontraram mais de 30% das aves amostradas

infectadas por hemosporideos.

Vale a pena ressaltar que durante as analises moleculares de hemosporideos também foi
realizado o diagnéstico para Leucocytoozoon presente no sangue das aves coletadas em
Florestal (dado ndo apresentado nesta dissertacdo). A auséncia de reacdes positivas indica que
este género ndo estd presente na amostragem deste estudo. Acreditava-se que a auséncia de
Leucocytozoon no Brasil seria um indicativo da inexisténcia de vetores competentes para sua

transmissdo ou que as condi¢des climaticas ndo sejam favoraveis para seu desenvolvimento
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(Fecchio et al., 2018). Anjos e colaboradores (2021) encontraram na Mata Atlantica brasileira
trés linhagens de Leucocytozoon em Elaenia albiceps, passeriforme migratdrio, mas nao
observaram gametocitos circulantes, o que pode sugerir a ocorréncia de infec¢des abortivas.
Entretanto, Vieira e colaboradores (2023) comprovaram a formacdo de gametocitos destes
parasitos em Cariama cristata (Cariamiformes), uma espécie ndo migratdria, agora definida
como um hospedeiro competente. Isso comprova que o cerrado brasileiro apresenta condigdes
bioticas e abidticas que possibilitam o desenvolvimento e transmissao de Leucocytozoon. A
baixa prevaléncia do género pode estar associada a amostragem de hospedeiros vertebrados nao
competentes para o desenvolvimento do parasito. A maior parte dos trabalhos com
hemosporideos aviarios no Brasil avaliam majoritariamente passeriformes, outras ordens como
Cariamiformes e Falconiformes, sdo pouco amostradas por dificuldades na captura. Isso pode
resultar em um viés de dados de prevaléncia de hemoparasitos no pais, evidenciando a
necessidade de captura de aves pertencentes a ordens que ndo sdo facilmente capturadas por

redes de neblina (Mukhin et al., 2016).

Dentre as variaveis individuais, comportamentais, temporais € ambientais registradas na
avifauna amostrada, o periodo reprodutivo (indicado pela apari¢do de placa de incubagdo) e a
ocorréncia de mudas da plumagem foram fatores positivamente associados a infec¢do por
Haemoproteus e Plasmodium. Esses processos fisiologicos sdo fundamentais para a
manuten¢do do fitness das aves e demandam energia, o que pode resultar na realocagdao de
recursos que seriam destinados as respostas imunoldgicas durante o processo de infecgao
(Moreno-Rueda, 2010; Zuberogoitia et al., 2017; Penha et al., 2020). A reproducdo das aves
requer investimento e remanejo de energia e recursos (“frade-off”’) do sistema imune para a
formagdo da prole o que torna esses animais mais suscetiveis a infec¢cdes por hemoparasitos e
outros patogenos (Richner et al., 1995; Rodrigues et al., 2020). Nesse contexto de
imunodepressao, Penha e colaboradores (2020) observaram a realocagdo de carotenoides para
a producdo de novas penas; esta substancia atua no sistema imune como neutralizador de
componentes citotoxicos sendo responsavel pela coloracao de penas. De maneira similar, pode-
se sugerir que a produ¢do de muda também favoreca a ocorréncia desse trade-off. A partir
dessas evidéncias, ¢ interessante que pesquisas futuras avaliem os mecanismos imunolédgicos
envolvidos no “trade-off” entre sistema imunoldgico e outros processos fisioldgicos, como
troca de plumagem e reproducao. Estudos focados em populagdes de espécies podem ser ideais

para verificacdo dos fatores individuais atrelados a mudanca de plumagem que estejam
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correlacionados a imunodepressdo das aves, favorecendo o sucesso da infeccdo por

hemosporideos.

Nas aves amostradas na regido de Florestal, fatores como a presenga de ectoparasitos,
pluviosidade, temperatura, estacdo do ano, comportamento de migracao e habito alimentar nao
apresentaram associagdo favoravel a presenca de aves infectadas por hemosporideos. A fim de
explorar melhor o papel dessas varidveis na distribuicdo dos hemosporideos e outros
hemoparasitos, ¢ pertinente o desenvolvimento de estudos longitudinais que avaliem a
comunidade e populacdes especificas de espécies hospedeiras para se investigar variaveis mais
especificas em nivel de espécie ou individuos, conforme ja ressaltado por nosso grupo

(Rodrigues et al., 2020).

Além dos pontos abordados anteriormente, os estudos sobre os hemosporideos também
apresentam lacunas acerca da integracdo de dados morfolégicos a biologia molecular
(Valkitnas et al., 2008a). A utilizagdo de uma abordagem fundamentada na taxonomia
integrativa foi imprescindivel para a caracterizagdo das espécies encontradas em Florestal. A
partir do sequenciamento do cy#-b foram detectadas linhagens previamente conhecidas e novos
haplotipos que foram associados as suas morfoespécies. Das 14 linhagens obtidas neste estudo,
a maior riqueza encontrada foi para parasitos do género Plasmodium (71,4%). Entretanto, a
maior prevaléncia de hemosporideos foi observada para parasitos do género Haemoproteus
(37,5%). Todas as linhagens de Haemoproteus recuperadas foram associadas a uma
determinada morfoespécie. O mesmo ndo aconteceu para os cinco haplotipos de Plasmodium
spp. que, devido a auséncia de formas sanguineas caracteristicas, ndo puderam ser associados

as suas respectivas morfoespécies.

Aves infectadas por hemosporideos apresentam uma fase aguda, caracterizada pelo
aumento de parasitos na circulacdo sanguinea; essa fase esta comumente associada a presenca
de sinais clinicos, resultando na redu¢do da movimentagao desses animais e, consequentemente,
diminuindo a probabilidade que sejam capturados em redes de neblina. Por outro lado, apds
esse periodo, as aves podem ficar livres da infeccao ou alcangar um estado cronico, no qual ha
uma redugdo da parasitemia e dos sinais clinicos, sendo esses hospedeiros mais ativos e
propicios de serem amostrados pelas armadilhas convencionais (Valkitinas 2005). Essas
condig¢des ocasionam um viés amostral, sendo usualmente avaliadas aves nao infectadas ou com
baixa parasitemia o que favorece a deteccao molecular desses parasitos. A baixa parasitemia ou

auséncia de formas sanguineas em esfregagos sdo barreiras para a identificacdo morfoldgica
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dos parasitos. Desta forma, cada vez mais se torna fundamental a integracdo de técnicas
morfoldgicas e moleculares para estudos de prevaléncia e biodiversidade dos hemosporideos

aviarios (Valkiiinas 2008a).

Dentre as linhagens de Haemoproteus spp. descritas neste trabalho, THRSAYO1 ¢ a
nova linhagem apresentaram menos de 3% de diferenga genética, sendo 99% semelhantes a
linhagem TANIGO1 (acesso GENBANK: KF537285) de H. (H) coatneyi. Esta espécie
encontra-se agrupada no complexo coatneyi, composto por outras trés espécies
morfologicamente semelhantes: H. (H) coereba, H. (H) paruli e H. (H) thraupi (Burry-caines
& Bennett, 1992; Valkitinas 2005; Valkitinas & Iezhova, 2022). A anélise morfoldgica e as
sequéncias obtidas neste estudo confirmaram que ambas as linhagens sdo da espécie H. (H)
coatneyi. Este parasito foi encontrado em trés espécies de aves hospedeiras (Myiarchus ferox,
S. cayana e Thraupis sayaca) sem variagdes morfologicas significativas de suas formas
sanguineas. Apenas um espécime de 7. sayaca apresentou a linhagem THRSAYO01, sendo que
esse haplotipo ja foi descrito previamente infectando a mesma espécie de hospedeiro em Minas
Gerais (Oliveira et al., 2020). A identificacdo morfologica das espécies pertencentes a esse
grupo ¢ um procedimento desafiador que nem sempre resulta em sua caracterizacdo. Mesmo
com essas dificuldades, dados moleculares associados aos morfologicos subsidiam informagdes

necessarias para confirmar o diagnostico da espécie, conforme demonstrado neste trabalho.

Duas linhagens do género Haemoproteus, SocH4 e COTALOI1, foram detectadas em
columbiformes; esses haplotipos apresentaram 100% de identidade com as linhagens de H.
(Haemoproteus) paramultipigmentatus depositadas por Lotta-Arévalo e colaboradores em
2023 (acesso GENBANK: OP087646 ¢ OP701685). A partir da associagdo destes dados
moleculares a morfologia das formas sanguineas, foi confirmado o diagndstico da espécie H.
(H) paramultipigmentatus em Florestal, encontrada exclusivamente em C. talpacoti e C.
minuta. De acordo com Matoso e colaboradores (2021) e os dados deste trabalho, ¢ sugestivo
que o H. (H) paramultipigmentatus seja especifico para esta ordem de aves, o que ndo ¢é

incomum para espécies do género Haemoproteus.

H. (H) paramultipigmentatus foi descrito primeiramente em columbiformes da espécie
Columbina passerina, no México (Valkitnas et al., 2013). A espécie foi encontrada
previamente no Brasil em C. talpacoti e os registros indicam uma especificidade entre essa
espécie de parasito e hospedeiro (Matoso et al., 2021; Lotta-Arévalo et al., 2023). Todos os

registros apontam infec¢des por H. (H) paramultipigmentatus em Columbiformes, com excec¢ao
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de um registro na Papua-Nova Guiné, onde um espécime de Ptilinopus pulchellus foi relatado
como infectado por esta espécie (Valkitinas et al., 2013). Foi observado por de Angeli Dutra e
colaboradores (2023) elevada taxa de infec¢do de Columbina spp. por Haemoproteus ssp.,
sugerindo que a presenca de populagdes de aves deste género pode influenciar a prevaléncia de
hemosporideos de uma dada regido. Das aves capturadas em Florestal, a ordem Columbiforme
representa 30% dos individuos positivos para hemosporideos, sendo observado entre aves do

género Columbina, 80% dos animais infectados.

Dentre as linhagens de Plasmodium, foram detectados trés haplotipos de P.
cathemerium (Hartman, 1927) em quatro espécies de hospedeiros, o que aponta para um padrao
generalista do parasito (Ferreira-Junior et al., 2017). Esta espécie ¢ cosmopolita e amplamente
distribuida no mundo, encontrada em diferentes hospedeiros. A linhagem PADOMO09 tem sido
detectada com maior frequéncia no continente americano e foi associada morfologicamente a
espécie P. cathemerium por Aly e colaboradores (2020). As linhagens MYITYRO1 e
GEOFOROI, detectadas em Florestal, foram pela primeira vez associadas com a morfoespécie
P. cathemerium, o que representa uma contribuicao para os estudos futuros de taxonomia de

hemosporideos aviarios.

A linhagem PADOMI11, associada ao P. juxtanucleare, foi detectada em dois
espécimens de V. jacarina e foi possivel observar um Unico gametocito caracteristico da
espécie, 0 que sugere ndo se tratar de uma infec¢do abortiva (Valkiiinas et al., 2009). P.
Jjuxtanucleare ¢ comumente associado as infeccdes em Gallus gallus e outros hospedeiros da
ordem Galliformes, tendo sido descrito em meados do século XX (Versiani & Gomes, 1941).
Acreditava-se que esse parasito ndo ocorria naturalmente em aves silvestres, porém foram
observadas infecgdes em pinguins, que resultaram na morte dos hospedeiros (Grim et al., 2003)
e em Passeriformes de vida livre, nos quais o parasito desenvolve completamente seu ciclo
(Ferreira-Junior et al., 2018). Estes resultados obtidos em Florestal reafirmam a ocorréncia de
P. juxtanucleare em passeriformes de vida livre, indicando a provavel troca de hospedeiros.
Diferentes fatores podem determinar este “spillover”, mas ndo se pode negligenciar que V.
jacarina ¢ uma espécie granivora, podendo se alimentar em pastos compartilhados com
galinhas, comportamento este que favorece o contato destes dois grupos distintos de aves com
0s mesmos parasitos e vetores. Plasmodium juxtanucleare pode ser patogénico para aves que
ndo compartilham uma historia evolutiva, como no caso de penguins que apresentam uma

resposta imunoldgica inadequada contra essa infec¢do (Grim et al., 2003; Murata et al., 2008).
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Com isso, investigagdes futuras sdo necessarias para avaliar a disseminagdo dessa espécie em

passeriformes de vida livre e os danos causados aos hospedeiros suscetiveis.

Foi detectada em um espécime de Pyriglena leucoptera infecgdao pela linhagem
PYLEUOI que até¢ o momento nao apresentava associacdo a nenhum morfotipo (Lacorte et al.,
2013). A espécie com maior similaridade genética com esse haplotipo foi o P. homopolare, no
entanto, suas caracteristicas morfoldgicas nao se assemelham as formas sanguineas encontradas
nos esfregacos sanguineos referentes a PYLEUO1. Analises morfoldgicas indicam similaridade
deste parasito ao Plasmodium rouxi, mas com diferencas marcantes que sugerem se tratar de
uma nova espécie (Sergent et al., 1928; Laird, 1962; Valkiiinas, 2005; Chavatte et al., 2009). A
amostra detectada em Florestal possui formas sanguineas com comprimento e largura maiores
do que as observadas na descrigdo original de P. rouxi de Sergent e colaboradores (1928). Além
disso, os gametocitos alcancam as regides polares da hemadcia, envolvendo o nucleo e,
comumente, encostando-se nessa estrutura, deslocando-o lateralmente. Os pigmentos maléricos
encontrados nos gametocitos sao médios e grandes, com tamanhos superiores a 0,5 pm, o que
difere de P. rouxi que evidencia pigmentos pequenos (<0,5 pm). Apesar de apresentarem em
média a mesma quantidade de pigmentos, as formas sanguineas da linhagem PYLEUOI
possuem pigmentos espalhados pelo citoplasma e nao nas regides polares, conforme a descri¢ao
original de P. rouxi. Estas caracteristicas sugerem a existéncia de uma nova espécie e denotam
a necessidade de investigacao de outras aves infectadas na regido de Florestal e também em

outras areas de ocorréncia de P. leucoptera.

Plasmodium rouxi foi descrito pela primeira vez na Argélia, tendo como hospedeiro a
ave Serinus canaria (canario-belga), e seu relato foi feito por Sergent e colaboradores (1928).
Esta espécie de parasito encontra-se distribuida principalmente em paises africanos, entre
diferentes familias de passeriformes (Valkitinas, 2005). No continente americano, hd apenas
um registro de P. rouxi, no estado de Sdo Paulo, Brasil (Woodworth-Lynas et al., 1989), mas
ndo existem registros de fotomicrografias do parasito ou informagdes sobre o hospedeiro,

impossibilitando a confirmagao da espécie envolvida na infeccao.

Até o momento, ¢ possivel encontrar nos bancos de dados apenas trés haplotipos
associados a P. rouxi: a linhagem AY178904, mas devido a auséncia de comprovacdes
cientificas ndo ¢ considerada por malariologistas como um haplétipo que represente a espécie
(Valkitinas et al.,2008b); a sequéncia HQ453998 (Howe et al., 2012), em que os autores apenas

sugerem se tratar da espécie, sem identificacdo das formas sanguineas para sua confirmagao; e
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por fim, a linhagem PADOM16 (acesso GENBANK: HM146901), foi reconhecida como o

haplotipo referéncia da morfoespécie P. rouxi (Valkitinas & lezhova, 2018).

Estudos em diferentes regides do mundo encontram morfotipos similares a esta espécie,
mas a falta de associagdes de dados morfologicos aos moleculares desfavorecem a identificagao
correta dos parasitos. No Brasil, Chagas e colaboradores (2017) observaram, por microscopia
oOptica, formas sanguineas semelhantes ao P. rouxi em aves do género Ramphastos que vivem
em cativeiro na Fundagdo Parque Zoologico de Sao Paulo. Apesar da semelhanca morfologica,
o sequenciamento deste parasito revelou uma nova linhagem, RAMVITO1 (acesso GENBANK:
KX171628), com 94% de similaridade genética com a PADOM 16, sendo sugestivo se tratar de

uma espécie distinta pertencente a um complexo P. rouxi- like (Chagas et al., 2017).

Dentre esse conjunto de linhagens citadas acima, que podem ou ndo caracterizar o P.
rouxi, a PYLEUO1, encontrada em Florestal, expressa mais de 5% de dissimilaridade genética,
permitindo deduzir que sejam espécies diferentes (conforme definicdo de Perkins, 2000).
Filogeneticamente, a linhagem detectada em Florestal encontra-se em um clado diferente das
demais linhagens citadas, e sua morfologia se distingue dos outros parasitos registrados. A
partir disso, ¢ necessaria cautela ao comparar os resultados deste estudo com os dados
disponiveis na literatura. Os registros mais recentes de P. rouxi ndo apresentam detalhamento
morfologico suficiente para a caracterizagao da espécie. Com isso, as diferencas genéticas,
morfologicas, locais e de hospedeiros indicam que o parasito detectado em Florestal e o P. rouxi
originalmente descrito sejam espécies distintas. Portanto, com base nos dados apresentados, ¢
possivel inferir que a linhagem identificada neste estudo ¢ uma nova espécie pertencente ao

género Plasmodium, subgénero Novyella.

Diante dos dados reportados e da discussdo apresentada anteriormente, um ponto
merece destaque. Com o aumento de estudos acerca dos hemosporideos, a descri¢do de novas
morfoespécies e linhagens tornaram-se mais frequentes, e com isso surge um dilema sobre a
classificagdo desses organismos que apresentam semelhangas taxondmicas e divergéncias
genéticas. Atualmente, ha uma diminui¢do de taxonomistas capacitados a diferenciar esses
parasitos e identificar corretamente as espécies, para que assim seja possivel integrar esses
dados as informagdes moleculares (Valkitinas et al., 2008b). A formacao de novos
pesquisadores capazes de realizar a caracterizagdo molecular e morfologica de hemosporideos
¢ fundamental para o sucesso de estudos desta natureza a fim de favorecer o desenvolvimento

de estudos interdisciplinares e o levantamento da biodiversidade desse grupo de parasitos.
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O diagnostico de filarideos avidrios também enfrenta gargalos relacionados ao nimero
reduzido de taxonomistas qualificados para identificar e descrever esses parasitos. Entretanto,
outra dificuldade do estudo desse grupo esta relacionada a necessidade de amostragem dos
vermes adultos para a determinagdo especifica desses parasitos, realizada pela avaliagcao dos
adultos presentes nos tecidos e 6rgdos de seus hospedeiros. A observacdo das microfilarias,
formas sanguineas amostradas sem necessidade de eutandsia dos hospedeiros, ndo oferece
caracteristicas morfologicas suficientes para o diagndstico preciso das espécies. Portanto, a
juncdo de dados moleculares e morfoldgicos dessas diferentes formas de desenvolvimento
permite preencher lacunas acerca da prevaléncia e identificagcdes desses parasitos (Binkien¢ et

al., 2021).

A avaliacao da prevaléncia e identificacdo de oncocercideos foi realizada em parceria
com o Museu de Historia Natural de Paris a partir de dados disponiveis de formas embrionarias
presentes no sangue periférico de seus hospedeiros. A inclusdo das amostras coletadas em
Florestal foi fundamental para a certificacdo da eficacia de um novo par de primers para o
diagnostico panfilarideo (dado ainda ndo publicado), a partir da amplificacdo de um fragmento
do gene 28S. Dentre as diferentes técnicas de diagnéstico utilizadas, a microscopia Optica
apresentou menor sensibilidade, sendo necessaria aplicagdo combinada dos métodos de qPCR
e dPCR para aferir a prevaléncia de filarideos na coorte amostrada. O desenvolvimento desse
protocolo evita a eutanasia dos espécimes negativos para infec¢cdo; com isso, estes resultados
favorecem o estudo da interacao filarideos-aves em animais silvestres, em cativeiro e espécies

em risco de extingdo, assim como a preservacao da vida e do bem-estar dos animais amostrados.

A prevaléncia de filarideos detectados na circulacdo sanguinea de aves silvestres em
diferentes biomas brasileiros tem sido registrada entre 2% e 14% (Woodworth-Lynas et al.,
1989; Silveira et al., 2010; Sebaio et al., 2012; Silva et al., 2022). Contudo, grande parcela dos
trabalhos no Brasil utiliza exclusivamente a microscopia Optica para o diagndstico das formas
sanguineas. No presente estudo, a associacao de técnicas moleculares e microscopia Optica
revelaram 5,6% de prevaléncia para oncocercideos e menos da metade das amostras positivas
apresentaram microfilarias em esfregagos sanguineos. Os novos primers utilizados neste estudo
contribuiram de forma consideravel para uma apuragdo rigorosa da frequéncia de filarideos

aviarios.

Com base no sequenciamento seguido da andlise da filogenia foi possivel identificar,

em Florestal, filarideos da familia Onchocercidae pertencentes ao género Aproctella. A espécie
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A. alessandroi foi identificada em hospedeiros das familias Hirundinidae e Thraupidae. Dados
moleculares e morfologicos obtidos para as microfilarias evidenciaram correspondéncia com
espécimes previamente depositados no banco de dados do MNHN. A segunda espécie de
Aproctella sp., encontrada em aves das ordens Funariidae, Tharupidae e Turdidae, nado
apresentou compatibilidade com as amostras armazenadas, de modo que ndo foi possivel

identifica-la em nivel de espécie.

No Brasil, ha registro de apenas trés espécies do género Aproctella, detectados em
hospedeiros da familia Thraupidae: 4. alessandroi, A. carinii e A. stoddardii (Vicente, 1995;
Bartlett, 2009). As caracteristicas morfologicas da microfilaria e a area de registro sugerem que
a espécie reportada acima seja 4. carinii; 0 MNHN possui material dessa espécie coletado em
Juiz de Fora, Minas Gerais. Experimentos complementares serdo necessarios para comparar as
duas amostras e avaliar se o filarideo encontrado em Florestal se trata da espécie em questao.
A identificacdo desses parasitos ¢ a associa¢do de formas embrionarias aos seus respectivos
adultos, ndo € um processo trivial. Com essa perspectiva, ¢ fundamental ressaltar a importancia
de taxonomistas capacitados a caracterizar espécies de filarideos, assim como a importancia de

depositar esses exemplares em museus para investigacdes futuras acerca destes organismos.

Embora o género Aproctella forme um clado monofilético, a filogenia deste estudo nao
revelou suporte para monofilia das subfamilias Onchocercinae, Dirofilariinae, Lemdaninae e
Splendidofilariinae, que compdem o clado ONCS5. Para tornar mais robusta a resolucdo
filogenética deste grupo, € necessdria a associagdo da taxonomia molecular a tradicional
caracterizagdo mofoldgica, que busque caracteres de outras formas de desenvolvimento além
dos adultos (Lefoulon et al., 2015). A fim de elucidar parte da historia evolutiva dos
oncocercideos, ¢ fundamental a coleta de novas amostras que englobem maior variedade de

hospedeiros, para obtengdo de diversas espécies desses parasitos.

A prevaléncia total de hemoparasitos encontrados neste estudo ndo variou entre as
estacdes chuvosa e seca, de modo que a distribui¢do de hemosporideos e filarideos nao parece
sofrer influéncia das estagdes. Diferengas na distribuicdo sazonal de hemoparasitos estdo
comumente associadas a distribuicdo de vetores competentes para a transmissao dos mesmos
(Fecchio et al., 2019). A cidade de Florestal possui lagoas e corpos d’agua no periodo de seca,
que fomentam ambientes adequados para a manuten¢ao dos vetores, do mesmo modo que em
estagOoes chuvosas esses nichos também sao encontrados. Com isso, durante todo o ano de

amostragem foram observados ambientes propicios para o crescimento desses vetores. De
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acordo com Pulgarin-R e colaboradores (2018), as condi¢des climaticas e disponibilidade de
espécies de hospedeiros determinam a maior diversidade e prevaléncia de parasitos e nao
necessariamente a disponibilidade de 4gua. E necessério a elaboragio de pesquisas focadas na
coleta desses invertebrados para confirmar se a acessibilidade a corpos d’agua e condicdes
climaticas de Florestal favorecem igualmente o desenvolvimento desses insetos durante os

periodos secos e chuvosos.

Em estudos com animais silvestres, além das relacdes entre parasitos, hospedeiros e
ambiente, ¢ comum a ocorréncia de coinfec¢des, € a interagdo parasito-parasito deve ser levada
em consideracdo para o sucesso das infec¢cdes. Em Florestal foi detectada a coocorréncia de
oncocercideos e hemosporideos infectando o mesmo hospedeiro, ambos com formas presentes
na circulagdo sanguinea. Adicionalmente, foram observadas, em esfregacos sanguineos, formas
tripomastigotas de Trypanosoma em diferentes individuos infectados concomitantemente por
Plasmodium (dados ainda em analise). Traupideos foram encontrados coinfectados por
Aproctella sp. e Haemoproteus coatneyi e tiranideos com Aproctella sp. e Plasmodium

cathemerium.

Nesse contexto, surgem importante questdes relacionadas a coinfec¢do por
hemosporideos e filarideos: a modulagdo da resposta imune de um hospedeiro em resposta a
um parasito sera benéfica, prejudicial ou indiferente para uma infec¢do secundaria? Mesmo
com o estabelecimento de dois ou mais parasitos, eles se desenvolverdo de forma similar a
hospedeiros que apresentam infec¢do por apenas um desses parasitos? Quais as consequéncias
para os hospedeiros? A partir dos resultados encontrados em Florestal, serd que o sucesso da
coinfec¢do de Aproctella sp./Haemoproteus, em traupideos, e Aproctella sp./Plasmodium em
Tyrannidae, estd associado exclusivamente as infecgdes concomitantes dessas espécies de
parasitos a essas familias de aves? Elucidar essas, e outras, perguntas com base na ecologia
parasitaria de animais silvestres ¢ um processo complexo, em decorréncia de diversas varidveis
bioticas e abidticas que nao conseguimos regular no ambiente natural (Clark et al., 2016).
Estudos futuros devem direcionar esforgos a fim de integrar diferentes conhecimentos, para que

essas e outras perguntas possam ser desvendadas.
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7. Conclusoes

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

Com base na taxonomia integrativa, foram identificados, morfologica e
molecularmente, hemosporideos das espécies Haemoporteus (H)
paramultipigmentatus, H. (H) coatneyi, Plasmodium cathemerium, P. juxtanucleare, €
uma nova espécie Plasmodium n. sp.

Espécies de filarideos do género Aproctella ocorrem em uma area de floresta
semidecidual, sendo possivel identificar molecularmente a espécie 4. alessandroi.

A riqueza de espécies de parasitos do género Plasmodium ¢ maior que a riqueza de
parasitos do género Haemoproteus, confirmando dados anteriores de nosso grupo em
areas de floresta semidecidual no estado de Minas Gerais.

Casos de coinfec¢do entre hemosporideos e filarideos ocorrem na regido estudada,
denotando a necessidade de estudos futuros sobre as possiveis consequéncias desta
interacao.

A presenca de placa de incubag¢do e a muda podem indicar trade-off entre o sistema
imunoldgico e os processos fisiologicos de reproducdo e crescimento, resultando na
susceptibilidade das aves a infec¢des por hemosporideos.

Um novo método diagndstico para deteccdo de filarideos, sensivel e sem necessidade
de eutandasia dos hospedeiros para busca das formas adultas, ¢ proposto neste trabalho.
A ocorréncia de um novo caso de “spill-over” da espécie P. juxtanucleare, infectando
passeriformes da espécie V. jacarina reforga o desenvolvimento deste parasito em aves
silvestres e ndo apenas em galiformes como anteriormente proposto.

P. cathemerium e parasitos do género Aproctella apresentam baixa especificidade de
hospedeiro enquanto a espécie H. paramultipigmentatus apresentou-se altamente

especifica para o género Columbina.
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APENDICE A — Namero de individuos capturados por género, familia e ordem das aves.

Géneros Familia Ordem Individuos
Amazilia Trochilidae Apodiforme 4
Antilophia Pipridae Passeriformes 4
Arremon Passerellidae Passeriformes 4
Arundinicola Tyrannidae Passeriformes 1
Basileuterus Parulidae Passeriformes 1
Camptostoma Tyrannidae Passeriformes 9
Certhiaxis Furnariidae Passeriformes 3
Chloroceryle Alcedinidae Coraciiformes 5
Chrysomus Icteridae Passeriformes 11
Cnemotriccus Tyrannidae Passeriformes 1
Coereba Thraupidae Passeriformes 5
Columbina Columbidae Columbiformes 26
Conopophaga Conopophagidae Passeriformes 1
Coryphospingus Thraupidae Passeriformes 7
Corythopis Rhynchocyclidae Passeriformes 8
Crotophaga Cuculidae Cuculiformes 1
Donacobius Donacobiidae Passeriformes 1
Drymophila Thamnophilidae Passeriformes 1
Dysithamnus Thamnophilidae Passeriformes 4
Elaenia Tyrannidae Passeriformes 7
Estrilda Estrildidae Passeriformes 1
Eucometis Thraupidae Passeriformes 1
Euphonia Fringillidae Passeriformes 1
Fluvicola Tyrannidae Passeriformes 4
Formicivora Thamnophilidae Passeriformes 3
Forpus Psittacidae Psittaciformes 1
Furnarius Furnariidae Passeriformes 7
Galbula Galbulidae Galbuliformes 2
Geothlypis Parulidae Passeriformes 3




90

Heliomaster Tyrannidae Passeriformes 1
Ilicura Pipridae Passeriformes 1
Lathrotriccus Tyrannidae Passeriformes 10
Leptopogon Rhynchocyclidae Passeriformes 1
Leptotila Columbidae Columbiformes 2
Manacus Pipridae Passeriformes 25
Molothrus Icteridae Passeriformes 1
Myiarchus Tyrannidae Passeriformes 8
Myiodynastes Tyrannidae Passeriformes 2
Myiophobus Tyrannidae Passeriformes 2
Myiothlypis Parulidae Passeriformes 21
Myiozetetes Tyrannidae Passeriformes 2
Nemosia Thraupidae Passeriformes 1
Neopelma Pipridae Passeriformes 1
Passer Passeridae Passeriformes 2
Patagioenas Columbidae Columbiformes 1
Phaethornis Trochilidae Apodiforme 2
Pitangus Tyrannidae Passeriformes 2
Platyrinchus Platyrinchidae Passeriformes 2
Pseudoleistes Icteridae Passeriformes 3
Pygochelidon Hirundinidae Passeriformes 2
Pyriglena Thamnophilidae Passeriformes 2
Pyrocephalus Tyrannidae Passeriformes 1
Satrapa Tyrannidae Passeriformes 2
Sicalis Thraupidae Passeriformes 88
Sporophila Thraupidae Passeriformes 45
Stelgidopteryx Hirundinidae Passeriformes 2
Stilpnia Thraupidae Passeriformes 5
Synallaxis Furnariidae Passeriformes 8
Tachyphonus Thraupidae Passeriformes 2
Thalurania Trochilidae Apodiforme 7
Thamnophilus Thamnophilidae Passeriformes 4
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Thraupis Thraupidae Passeriformes 6
Todirostrum Rhynchocyclidae Passeriformes 1
Tolmomyias Rhynchocyclidae Passeriformes 1
Troglodytes Troglodytidae Passeriformes 6
Turdus Turdidae Passeriformes 2
Volatinia Thraupidae Passeriformes 66
Total |67 24 7 467

APENDICE B — Relagio de espécies por comportamento de migragio e alimentar.

Espécies Migratdria ou residente Guilda Alimentar
Amaczilia lactea Nao Nectarivoro
Antilophia galeata Nao Frugivoro e Insetivoro
Arremon flavirostris Nao Insetivoro
Arundinicola leucocephala Nao Insetivoro
Basileuterus culicivorus Nao Insetivoro
Camptostoma obsoletum Nao Insetivoro
Certhiaxis cinnamomeus Nao Insetivoro
Chloroceryle amazona Nao Onivoro
Chloroceryle americana Nao Onivoro
Chrysomus ruficapillus Sim Frugivoro e Insetivoro
Cnemotriccus fuscatus Nao Insetivoro
Coereba flaveola Nao Frugivoro e Insetivoro
Columbina minuta Nao Granivoro
Columbina talpacoti Nao Granivoro
Conopophaga lineata Nao Insetivoro
Coryphospingus pileatus Nao Granivoro
Corythopis delalandi Nao Insetivoro
Crotophaga ani Nao Carnivoro
Donacobius atricapilla Nao Insetivoro
Drymophila ochropyga Nao Insetivoro
Dysithamnus mentalis Nao Insetivoro
Elaenia flavogaster Nao Frugivoro e Insetivoro
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Elaenia spectabilis Sim Frugivoro e Insetivoro
Estrilda astrild Nao Granivoro
Eucometis penicillata Nao Insetivoro
Euphonia chlorotica Nao Frugivoro
Fluvicola nengeta Nao Insetivoro
Formicivora rufa Nao Insetivoro
Formicivora serrana Nao Insetivoro
Forpus xanthopterygius Nao Frugivoro
Furnarius figulus Nao Insetivoro
Furnarius leucopus Nao Insetivoro
Furnarius rufus Nao Insetivoro
Galbula ruficauda Nao Insetivoro
Geothlypis aequinoctialis Nao Insetivoro
Heliomaster squamosus Nao Herbivoro
llicura militaris Nao Frugivoro
Lathrotriccus euleri Nao Insetivoro
Leptopogon amaurocephalus Nao Insetivoro
Leptotila verreauxi Nao Frugivoro e Granivoro
Manacus manacus Niao Frugivoro
Molothrus rufoaxillaris Nao Insetivoro
Myiarchus ferox Nao Insetivoro
Myiarchus tyrannulus Nao Insetivoro
Myiodynastes maculatus Sim Insetivoro
Myiophobus fasciatus Sim Insetivoro
Mpyiothlypis flaveola Nao Insetivoro
Myiothlypis leucoblephara Nao Frugivoro e Insetivoro
Myiozetetes similis Nao Frugivoro e Insetivoro
Nemosia pileata Nao Insetivoro
Neopelma pallescens Nao Insetivoro
Passer domesticus Nao Onivoro
Patagioenas picazuro Nao Frugivoro e Granivoro
Phaethornis pretrei Nao Nectarivoro
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Phaethornis ruber Nao Nectarivoro
Pitangus sulphuratus Nao Onivoro
Platyrinchus mystaceus Nao Insetivoro
Pseudoleistes guirahuro Nao Granivoro
Pygochelidon cyanoleuca Nao Insetivoro
Pyriglena leucoptera Nao Insetivoro
Pyrocephalus rubinus Sim Insetivoro
Satrapa icterophrys Sim Insetivoro
Sicalis flaveola Nao Granivoro
Sporophila ardesiaca Nao Granivoro
Sporophila caerulescens Nao Granivoro
Sporophila leucoptera Nao Granivoro
Sporophila lineola Sim Granivoro
Sporophila nigricollis Nao Granivoro
Stelgidopteryx ruficollis Nao Insetivoro
Stilpnia cayana Nao Frugivoro e Insetivoro
Synallaxis albescens Nao Insetivoro
Synallaxis frontalis Nao Insetivoro
Synallaxis hypospodia Nao Insetivoro
Synallaxis ruficapilla Nao Insetivoro
Tachyphonus coronatus Nao Frugivoro, Granivoro e Insetivoro
Thalurania furcata Nao Nectarivoro
Thalurania glaucopis Nao Nectarivoro
Thamnophilus caerulescens Nao Insetivoro
Thraupis sayaca Nao Frugivoro
Todirostrum cinereum Nao Insetivoro
Tolmomyias sulphurescens Nao Insetivoro
Troglodytes musculus Nao Insetivoro
Turdus amaurochalinus Sim Insetivoro
Volatinia jacarina Nao Granivoro




