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RESUMO

Doengas como a malaria aviaria sao um dos grandes empecilhos para o sucesso das
espécies hospedeiras. Seu impacto da pode gerar consequéncias negativas sobre as
populagdes de aves, alterar a dindmica populacional, abundancia relativa, dispersdo,
diversidade genética e na estrutura de comunidade. Os parasitos do género Plasmodium
sdao os causadores da maldria aviaria. Possuem uma ampla distribui¢cao no globo, com
sua maior diversidade nos tropicos. Sabendo do potencial devastador que a maléria
avidria possui sobre as populagdes naturais de aves, este estudo tem como objetivo
investigar a diversidade de Plasmodium que ocorre nas aves da superfamilia
Furnarioidea, aves endémicas da América do Sul que encontram no Brasil seu grande
centro de riqueza de espécies, buscando entender a dindmica parasitaria (prevaléncia,
parasitemia e agregacdo) e as relacdes de especificidade com os hospedeiros e
distribuicao geografica deste parasito. Através de estudos em microscopia para
investigar a diversidade das espécies; estudos em biologia molecular e filogenéticos
para recuperar as relagdes evolutivas; e com modernas ferramentas de bioinformatica
para a delimitacdo computacional de espécies; adicionamos cinco novas linhagens do
gene cytb de Plasmodium. Também mostramos que uma parte significativa da
populagdo de aves esta parasitada (prevaléncia média = 12%) e que essas infecgdes, em
sua maioria, ocorrem em baixa intensidade (parasitemia média = 0,045) e de forma
agregada (ID = 0,941), indicando que se trate na maioria dos casos de infecc¢des
cronicas ou desenvolvimento abortivo dos parasitos. Recuperamos através da
delimitagdo computacional de espécies pelo método MPTP, 17 unidades evolutivas de
Plasmodium ocorrendo nos hospedeiros de Furnarioidea, revelando grande diversidade
destes parasitos. Reafirmamos a grande plasticidade de Plasmodium, com suas
linhagens mostrando inespecifidade em relacdo as cinco familias dos hospedeiros,
sugerindo a capacidade de trocar de hospedeiros com sucesso durante seu processo
evolutivo. Revelemos a ampla distribuicdo geografica de Plasmodium, mostrando que
espécies globalmente difundidas, como P. relictum e com alto potencial patogénico,

como P. gallinaceum estao ocorrendo nessas aves endémicas.

PALAVRAS-CHAVE: Plasmodium; parasitos; biodiversidade; endemismo;

delimitagdo computacional de espécies;



ABSTRACT

Diseases such as avian malaria are one of the major obstacles to the success of host
species. Its impact can have negative consequences on bird populations, change
population dynamics, relative abundance, dispersal, genetic diversity and community
structure. Parasites of the genus Plasmodium are the cause of avian malaria. They have
a wide distribution in the globe, with their greater diversity in the tropics. Knowing the
devastating potential that avian malaria has over natural bird populations, this study
aims to investigate the diversity of Plasmodium that occurs in the birds of the
superfamily Furnarioidea, endemic birds of South America that find in Brazil its great
wealth center of species, trying to understand the parasitic dynamics (prevalence,
parasitemia and aggregation) and the specificity relations with the hosts and geographic
distribution of this parasite. Through microscopy studies to investigate the diversity of
species; studies in molecular biology and phylogenetics to recover evolutionary
relationships; and with modern bioinformatics tools for the computational delimitation
of species; we added five new lines of the Plasmodium cytb gene. We also show that a
significant part of the bird population is parasitized (mean prevalence = 12%) and that
these infections mostly occur at low intensity (mean parasitemia = 0.045) and in
aggregate form (ID = 0.941), suggesting that in most cases of chronic infections or
abortive development of the parasites. We recovered through the computational
delimitation of species by the MPTP method, 17 evolutionary units of Plasmodium
occurring in the hosts of Furnarioidea, revealing a great diversity of these parasites. We
reaffirm the great plasticity of Plasmodium, with its lineages showing inespecifity in
relation to the five host families, suggesting the ability to change host successfully
during its evolutionary process and the wide geographical distribution of Plasmodium,
showing that globally widespread species such as P. relictum and with high pathogenic

potential, such as P. gallinaceum are occurring in these endemic birds.

KEY-WORDS: Plasmodium; parasites; biodiversity; endemism; computacional

delimitation of especies;



RESUMO COMUNICACAO CIENTIiFICA

Doengas como a maldaria aviaria s3o um dos grandes empecilhos para o sucesso das
espécies hospedeiras. Seu impacto da pode gerar consequéncias negativas sobre as
populagdes de aves, alterar a dindmica populacional, abundancia relativa, dispersao,
diversidade genética e a estrutura de comunidade. Os parasitos do género Plasmodium
sdao os causadores da maldria aviaria. Possuem uma ampla distribuicao no globo, com
sua maior diversidade nos tropicos. Esses parasitos tem a maior parte de suas espécies
associadas aos Passeriformes, sendo registrados em mais de 500 espécies de
hospedeiros. Um dos grupos com potencial para abrigar estes parasitos sdo as aves da
Superfamilia Furnarioidea, aves endémicas da América do Sul, que encontram no Brasil
seu grande centro de riqueza de espécies. Esse grupo comporta aves com diferentes
especializacdes ecolodgicas e comportamentais e, em comum, compartilham o tipo de
ninho: os ninhos em forma de furna. Sabendo do potencial devastador que a malaria
aviaria possui sobre as populacdes naturais de aves, este estudo tem como objetivo
investigar a diversidade de Plasmodium que ocorre nas aves da superfamilia
Furnarioidea, buscando entender a dindmica parasitaria (prevaléncia, parasitemia e
agregacao) e as relagdes de especificidade com os hospedeiros e distribuicao geografica
deste parasito. Através de estudos em microscopia e biologia molecular € com modernas
ferramentas de bioinformatica adicionamos cinco novas linhagens do gene cytb de
Plasmodium. Mostramos que uma parte significativa da populagdo de aves parasitada e
que essas infecgdes, em sua maioria, ocorrem em baixa intensidade e de forma
agregada. Reafirmamos a grande plasticidade de Plasmodium, com suas espécies
mostrando inespecifidade em relagdo as familias dos hospedeiros, sugerindo a
capacidade de trocar de hospedeiros com sucesso durante seu processo evolutivo e a
consideravel ocorréncia dessa doenga, mostrando que espécies globalmente difundidas e

com alto potencial patogénico estdo ocorrendo nessas aves endémicas.

PALAVRAS-CHAVE: Plasmodium; parasitismo; biodiversidade; endemismo; doencas

de aves;
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Brasil € o pais com a maior diversidade de espécies no mundo, sdao mais de
103.870 espécies animais e 43.020 espécies vegetais (RENCTAS, 2017) espalhadas nos
seis biomas terrestres e nos trés grandes ecossistemas marinhos. Dentre as espécies de
animais, as aves representam o segundo maior tdxon em numero de espécies registradas,
totalizando 1.919 espécies, distribuidas em 33 ordens, 103 familias e 705 géneros
(PIACENTINI et al., 2015).

A Mata Atlantica ¢ reconhecidamente um dos grandes centros de riquezas de
aves no mundo, estima-se que abrigue em torno de 891 espécies (FIGUEIREDO, 2014).
Dentro dessa grande riqueza alguns grupos se destacam em relacdo endemismo,
atualmente esse bioma conta com 27 géneros e 213 espécies que s6 ocorrem nele (SICK
1997; CBRO, 2015). A ordem com maior riqueza de espécies ¢ a dos Passeriformes,
onde esté inserida a Superfamilia Furnarioidea GRAY, 1840 (FIGURA 1). Esse grupo
¢ monofilético (MOYLE, 2009) e esta distribuido restritamente pelas Américas,
ocorrendo em todos os tipos de biomas desses continentes, desde ambientes como
restinga, até¢ densas florestas como na Amazénia (DERRYBERRY, 2010).

A superfamilia Furnarioidea ¢ composta por cinco familias (CBRO 2015):
Dendrocolaptidae Gray, 1840 (FIGURA 1 A-B), Formicariidae Gray, 1840, Furnariidae
Gray, 1840 (FIGURA 1 C-D), Scleruridae Swainson, 1827, ¢ Xenopidae Bonaparte,
1854 (FIGURA 1 E). Dendrocolaptidaec ¢ Xenopidae sdo popularmente conhecidos
como arapagus, sdo arbustofilos ocorrendo principalmente em florestas tropicais de
planicie, em sua s3o maioria monogamicos, € ndo sociais com sua dieta basicamente
insetivora (DICKINSON, 2003; MARANTZ et al. 2003;). Furnariidae ¢ a familia com
maior diversidade de taxons dentro de Furnarioidea e sua biologia ¢ semelhante a das
familias Formicariidae e Scleruridae. Essas familias incluem aves que ocupam desde o
estrato baixo em campos abertos até¢ aves que forrageiam no dossel florestal (SICK,
1997). Sua alimentacdo consiste de invertebrados, artropodes, moluscos e pequenos
vertebrados (SIBLEY & AHLQUIST, 1990, SICK, 1997). Normalmente formam casais
e bandos mistos de forrageio e constroem suntuosos ninhos como os feitos pelos
géneros Furnarius ¢ Synallaxis ou nidificam em cavidades no solo como o género

Geopsitta (REMSEM, 2003).
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FIGURA 1: Aves da superfamilia Furnarioidea coletadas no Jardim Botanico da

Universidade Federal Juiz de Fora; A e B — Dendrocolaptideos; C e D — Furnarideos;
E — Xenopidae; A — Xiphorhynchus fuscus; B- Lepidocolaptes angustirostris; C —
Philydor rufum; D — Furnarius figulus; E — Xenops rutilans.
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As populagdoes de aves tém nas infeccdes causadas por parasitos grandes
empecilhos para o sucesso. Quando parasitados esses animais podem ser mais
susceptiveis a predacgdo, sofrem com a reducdo da habilidade de estabelecer territorios,
de obter alimentos e manutencao da massa corporal (ATKINSON, 2008). Em ambientes
estaveis, onde os parasitos € hospedeiros coexistem ao longo do tempo espera-se que
haja uma relagdo especificidade parasitaria, onde essas infec¢des tendem a ser menos
prejudicais (RICKLEFS, 2004). Uma vez que novos parasitos colonizem novas areas e
hospedeiros as infec¢des tendem a ser mais agudas e severas, dada a auséncia da
memoria imunoldgica do sistema defesa dos hospedeiros aos novos patogenos
(POULIN, 1993).

Entre as parasitoses que acometem as aves, uma das mais importantes sdo as
hemosporidioses, entre elas destaca-se a maléria avidria. Transmitida por mosquitos dos
géneros Culex, Anopheles, Aedes e Culiseta (GARNHAM 1980, VALKIUNAS 2005), ¢
causada por parasitos do género Plasmodium (Apicomplexa, Haemosporida,
Plasmodidae). Parasitam aves desde rapinantes como Strigiformes e Falconiformes,
migratoérias como Anseiriformes e ocorre com grande diversidade como nos
Passeriformes. Esses parasitos sao encontrados em aves nos mais diversos habitats
dispersos por todo o globo, ndo sendo registrados ainda somente em areas articas pela
auséncia de vetores.

Sao utilizados diversos caracteres para delimitar espécies Plasmodium como a
morfologia, o ciclo de vida, os hospedeiros, aspectos ecoldgicos e comportamentais
(GARNHAM, 1966), e nos ultimos 15 anos, a identificagdo por meio da biologia
molecular. As caracteristicas morfoldgicas sdo observadas por meio de microscopia
optica, tendo um limite de resolucao e sendo limitada pelas formas encontradas naquele
momento no esfregaco. Esse tipo de identificacdo leva em conta somente a fase
eritrocitaria do parasito: medidas morfométricas como largura e comprimento e a forma
de seus gametdcitos, trofozoitos e esquizontes; o quanto desloca o nicleo do eritrocito e
a quantidade e forma de granulos de hemozoina (VALKIUNAS, 2018).

O género Plasmodium junto com os géneros Haemoproteus € Leucocytozoon, no
banco de dados Malavi (BENSCH, 2009) possuem registros de 3.132 diferentes
linhagens em 1.561 hospedeiros, nas mais diversas ordens de aves em todo o globo,
exceto Antartida. Plasmodium possui 55 espécies morfologicamente descritas
(VALKIUNAS, 2018), divididas em cinco subgéneros: Bennettinia, Giovannolaia,
Haemamoeba, Huffia e Novyella.
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TABELA 1: Classificagcao taxonomica do género Plasmodium, segundo VALKIUNAS
(2018):

Reino: Protista (Haeckel, 1866)
Filo: Apicomplexa Levine, 1970
Classe: Coccidea (Leuckart, 1879)
Subclasse: Coccidia (Leuckart, 1879)
Ordem: Haemosporida (Danilewsky, 1885)

Familia: Plasmodiidae
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FIGURA 2: Representacao esquematica do ciclo de vida de Plasmodium relictum:
Parte superior no vetor; Parte inferior nas aves hospedeiras: I, II - merogonia
exoeritrocitaria primaria; III — merogonia eritrocitica; IV - merogonia exoeritrocitaria
secundaria; 1 - esporozoito em células endoteliais; 2, 3 - criptozoitos; 4 - merozoito em
macrofagos; 5, 6 - metacriptozoitos; 7 - merozoitos no eritrocitos; 8 - gametocitos; 9 -
merozoito em eritrocitos; 10, 11 - merontes eritrociticos; 12 - merozoito em células
endoteliais de vasos capilares; 13, 14 - fanerozoitos; 15 - merozoitos em eritrdcitos; 16 -
gametocitos; 17 - macrogametdcito; 18 - exflagelagdo de microgametdcitos; 19 -
fertilizagdo do macrogametdcito; 20 - oocineto penetrando na membrana peritrofica; 21
- oocisto jovem; 22, 23 - esporogonia; 24 - esporozoitos nas glandulas salivares do

vetor. Figura adaptada de VALKIUNAS (2005).
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Grande parte do conhecimento sobre Plasmodium foi adquirido por meio da
caracterizacdo dos parasitos durante as fases do ciclo no sangue periférico do
hospedeiro vertebrado, porém o ciclo de vida destes parasitos ¢ mais complexo. O ciclo
de vida de Plasmodium € obrigatoriamente heteréxeno, realizando sua fase sexuado no
vetor e a fase assexuada nas aves. Segundo VALKIUNAS (2005) e GARNHAM (1966)
o ciclo da maldaria aviaria ocorre da seguinte forma (FIGURA 2): durante o repasto
sanguineo dos vetores os esporozoitos de Plasmodium, presentes na glandula salivar do
vetor, sdo inoculados nas aves e invadem as células endoteliais ¢ mononucleares dando
origem a primeira geracdo de meronte (FIGURA 2 I-II). Esta fase ocorre
principalmente em 6rgdos vitais como pulmao, bago, figado e medula 6ssea e libera
grande quantidade de merozoitos. Esses sdo capazes de infectar os eritrocitos circulantes
dando origem aos trofozoitos, podendo se desenvolver esquizontes (FIGURA 2 1V),
reiniciando a infec¢do, ou em sua fase sexuada, os gametocitos (FIGURA 2 III)..
Quando ingeridos pelo vetor durante o repasto, os gametocitos iniciam o processo de
gametogénese. O macrogametdcito modifica sua forma em macrogametas ovalados,
enquanto que o microgametocito forma flagelos, a exflagelacao. A fertilizagdo ocorre
no intestino do vetor zigoto se transforma em um oocineto modvel que atravessa a
membrana peritréfica do intestino. Durante o processo de deslocamento esse oocineto
sofre esporogonia e d4 origem aos esporozoitos, corpos unicelulares alongados, os
esporozoitos, que quando maduros, rompem a membrana do oocineto € penetram nas

glandulas salivares do vetor, onde sdo inoculados nas aves.

Dados da literatura mostram que hospedeiros parasitados por Plasmodium
podem ser mais susceptiveis a predacao, sofrerem com a redugdo da habilidade de
estabelecer territérios, de obter alimentos e manutencdo da massa corporal
(ATKINSON, 2000). Existe grande variagdo nos sintomas da maldria aviaria, desde
individuos assintomaticos até casos graves onde o Obito ocorre rapidamente
(ATKINSON, 2008). Existem casos em que as aves podem permanecer infectadas por
toda a vida, resistindo a recaidas periddicas que sdo controladas por interagdes
complexas entre a resposta imune do hospedeiro e o estresse fisiologico (ATKINSON
& VAN RIPER, 1991), sendo essa fase de infeccdo cronica dificil de ser detectada

através do exame de esfregacos sanguineos.

Segundo GARNHAM (1966) existe uma relagdo entre a parasitemia e a

evolucdo dos sintomas, onde quanto maior a viruléncia do parasito mais rapido ele se
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desenvolve causando danos ao hospedeiro, normalmente quando o hospedeiro nao esta
habituado a este parasito. Os sintomas comuns de aves com infecgdes cronicas sao
letargia, manifestacao de sinais de dor, rejeicdo de alimento, penas erigcadas, cabecas
caida e olhos fechados, quando a infec¢do se desenvolve em sua forma mais aguda pode
ocorrer palidez das mucosas, inapeténcia, regurgitacio ¢ morte (ATKINSON et al.,
1995).

O impacto da malaria aviaria sobre a sobrevivéncia e reproducdo de seus
hospedeiros tem influéncia ndo somente na dinamica populacional do hospedeiro, mas
também na abundancia relativa, dispersdo, diversidade genética e na estrutura de
comunidade (GARAMSZEGI, 2005; MARZAL, 2005). Para aves silvestres tais
patogenias podem ser devastadoras (ATKINSON, 1991), e casos de mortalidade,
declinio populacional e extingdo de espécies de aves em decorréncia de infecgdes
virulentas, ja foram reportados, como o cldssico caso da introdug¢do acidental de
Plasmodium relictum, bem como de seus vetores em Ilhas Havaianas na década de 1980
(VAN RIPER III et al., 1986).

O conhecimento sobre a malaria aviaria, apesar de importante, ainda ¢ insipiente
(VALKIUNAS & IEZHOVA, 2018) ¢ no mundo grande parte dos estudos estdo
focados em aves domésticas (VALKIUNAS, 2005). No Brasil, houve um aumento
consideravel nos estudos desta area (BRAGA, 2011) e a maioria desses sdao estudos de
diagnostico e investigagdes sobre diversidade em aves silvestres. Apds a revisao
publicada por BRAGA (2011) sobre a malaria aviaria no Brasil, novos estudos foram
publicados, como VANSTREELS (2014, 2015, 2016, 2017) em estudos com
diversidade e patologia em pinguins, TOSTES (2015, 2018) em estudos de diversidade
hemosporideos em rapinantes e passeriformes, FECCHIO (2011 2012, 2017, 2018)
investigou a ecologia e filogeografia de Plasmodium, SEBAIO (2012) a diversidade
destes parasitos na Mata Atlantica, BELO (2011) comparou a prevaléncia em dareas
urbanas e florestais, FERREIRA-JUNIOR (2017) realizou anélises sobre o gradientes
ambientais e prevaléncia ¢ SVENSSON-COELHO (2013) investigou a diversidade,

filogenia e ecologia de Plasmodium na Amazdnia.

20



INTRODUCAO

Na natureza as infec¢des causadas por parasitos sao um dos grandes empecilhos
para o sucesso das espécies hospedeiras. Quando parasitados esses animais podem ser
mais susceptiveis a predacdo, sofrem com a reducdo da habilidade de estabelecer
territorios, de obter alimentos e manutencao da massa corporal (ATKINSON, 2000).
Em ambientes estaveis, onde os parasitos e hospedeiros coexistem ao longo do tempo
espera-se que haja uma relagdo especificidade parasitaria, onde essas infec¢des tendem
a ser menos prejudicais (RICKLEFS, 2004). Uma vez que novos parasitos colonizem
novas areas e¢ hospedeiros as infec¢des tendem a ser mais agudas e severas, dada a
auséncia da memoria imunoldgica do sistema defesa dos hospedeiros aos novos

patogenos (POULIN, 1993).

A maléria aviaria ¢ uma das patologias conhecidas mais prejudiciais para as aves
(VALKIUNAS, 2005). O impacto da malaria aviaria pode gerar consequéncias
negativas sobre as populacdes de aves, na dindmica populacional, abundancia relativa,
dispersdo, diversidade genética e na estrutura de comunidade (GARAMSZEGI, 2005;
MARZAL, 2005). Transmitida por mosquitos dos géneros Culex, Anopheles, Aedes e
Culiseta (Garnham 1980, Valkiunas 2005) afeta diretamente seus hospedeiros, que em
casos agudos apresentam anemia, letargia, inapeténcia sexual, fadiga extrema e o mais
grave, bloqueio de capilares e veias sanguineas que podem levar o tecido afetado a
necrose ¢ o hospedeiro a obito (ATKINSON 1991, 1995, 2008, MARZAL, 2005,
CLARK 2009).

Os parasitos responsaveis pela maldria aviaria s3o o0s protozoarios
hemosporideos do género Plasmodium (Apicomplexa, Plasmodidae). Este género de
parasito possui 55 espécies morfologicamente descritas (VALKIUNAS, 2018) e,
segundo a base de dados MalAvi (BENSCH, 2009), mais de 4500 linhagens genéticas.
Ocorrem em todo o mundo, exceto na Antartida e ja foram registrados em mais de 30
ordens de aves. A maior riqueza das espécies de Plasmodium esta associada aos
Passeriformes, sendo registrado em mais de 500 espécies de hospedeiros (MalAvi,

2018).

Dentro da ordem dos Passeriformes estdo as aves da superfamilia Furnarioidea,
grupo monofilético (MOYLE, 2009) que tem sua distribui¢ao restrita a América Sul,

onde seu centro de riqueza concentra-se na regiio Amazonica (SICK, 1997). E
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composta por cinco familias (CBRO 2015): Dendrocolaptidae, Formicariidae,
Furnariidae, Scleruridae e Xenopidae (MARANTZ, 2003). Comporta aves com
diferentes especializac¢des ecologicas e comportamentais e, em comum, compartilham o

tipo de ninho: os ninhos em forma de furna (DICKINSON, 2003).

Sabendo do potencial devastador que a maléaria avidria possui sobre as
populagdes naturais de aves, principalmente espécies de parasitos generalistas como
relatado por ATKINSON (1991) este estudo tem como objetivo investigar a diversidade
de Plasmodium que ocorre nas aves da superfamilia Furnarioidea, buscando entender a
dindmica parasitaria (prevaléncia, parasitemia e agregacdo) e as relacdes de
especificidade com os hospedeiros e a distribuicdo geografica das espécies desses

parasitos.
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MATERIAL E METODOS
Area de estudo e obtencao das amostras

A coleta das aves ocorreu em quatro diferentes locais (TABELA 2) da Mata
Atlantica, todos situados no sudeste de Minas Gerais, Brasil. A captura das aves ocorreu
entre marco de 2013 e dezembro de 2015 e foi realizada por meio de redes de neblina.
Apds a captura todas as aves foram marcadas com anilhas metalicas, identificadas
através dos guias de campo RIDGELY et al. (2009) e SIGRIST (2014), fotografadas,
pesadas e medidas para a confirmacao da identificagcdo, fazendo-se, a seguir, a coleta de
sangue ¢ soltura das aves. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora, sob o protocolo n°
042/2012.

A coleta de sangue das aves ocorreu apoOs assepsia do local com algodao
embebido em alcool 70° GL (BRAGA et al. 2010), sendo feita extravasamento do
sangue da veia braquial com o auxilio de agulha estéril (13 x 4,5 milimetros),
respeitando o limite de 1% do peso vivo das aves, segundo recomendado pelo Sistema
de Autorizacdo e Informagdao em Biodiversidade (SISBIO). Amostras de sangue foram
utilizadas imediatamente para a preparagao de esfregacos em laminas de vidro para a
analise em microscopio e também foi recolhido sangue em microtubos para analises
moleculares, sendo este armazenado a seguir em local refrigerado. Os esfregacos
sanguineos foram fixados em metanol e ja secos ao ar foram corados em Giemsa. Os
microtubos contendo amostras de sangue foram armazenados em freezer a -20°C até o

momento da extragdo de DNA.
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TABELA 2: Localizacdo geografica, informagdes ambientais dos locais amostrados na

Zona da Mata de Minas Gerais e quantidade de aves coletadas em cada local.

Local Localizacio Altitude Temperatura Precipitacio N° de aves
oca
geografica (m) média anual média anual coletadas
Juiz de Fora 20,3°C 1,449 ml
-21°43'50.0"
Jardim Botanico UFJF 724 124
-43°22'15.4"
-21°48'23.0"
Sitio Vista Alegre 494 9
-43°15'45.7"
Chacara 21,2°C 1,440 ml
-21°40'18.2"
Sitio Paraiso da Barra 799 36
-43°13'14.2"
Sta.  Barbara
20,1°C 1,573 ml
Monte Verde
-21°58'50.8"
Fazenda Volta Grande 821 34
-43° 41" 44 4"
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TABELA 3: Espécies da superfamilia Furnarioidea coletados e seu nimero amostral

Familias e espécies dos hospedeiros N°
Dendrocolaptidae Gray, 1840 96
Dendrocincla turdina Rigway, 1911 3
Dendrocolaptes platyrostris Gray, 1840 1
Lepidocolaptes angustirostris Gray, 1840 3
Lepidocolaptes squamatus Gray, 1840 6
Sittasomus griseicapillus Gray, 1840 51
Xiphocolaptes albicollis Veillot, 1818 2
Xiphorhynchus fuscus Gray, 1840 30
Furnariidae Gray, 1840 67
Anabazenops fuscus Veillot, 1816 2
Certhiaxis cinnamomeus (Gmelin, 1788) 2
Cranioleuca pallida Wied, 1831 4
Furnarius figulus (Lichtenstein, 1823) 4
Furnarius rufus Gray, 1840 11
Lochmias nematura Gray, 1840 3
Phacellodomus erythrophthalmus(Wied, 1821) 1
Phacellodomus rufifrons(Wied, 1821) 4
Philydor rufum (Veillot, 1818) 5
Synallaxis albescens Temminck, 1823 2
Synallaxis ruficapillal Veillot, 1819 18
Synallaxis spixi Sclater, 1856 11
Scleruridae Swainson, 1827 3
Sclerurus scansor Swainson, 1827 3
Xenopidae Bonaparte, 1854 5
Xenops rutilansTemminck, 1821 5
Total 171
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Analises dos dados

Os esfregacos foram examinados em microscopio fotonico Olympus BX-51, em
aumento de 600x para a determinagdo da prevaléncia. Para a avaliacdo da parasitemia a
analise em microscopio fotonico foi feita em aumento de 1000x e calculada segundo
BUSH et al., (1997) no software Quantitative Parasitology 1.0.13 (REICZIGEL et al.,
2013). Neste mesmo software foi estimada a agregacao dos parasitos segundo POULIN
(1993).

Para as andlises morfoldgicas dos parasitos foram capturadas imagens dos
esfregacos usando uma camera (Olympus Evolt E-330). Os caracteres foram tomados
conforme descrito em VALKIUNAS (2018) levando em conta o comprimento, a
largura, a area, o nimero de vactolos, ¢ o nimero e¢ formas dos pigmentos de

hemozoina em merontes € gametocitos, quando presentes.

Extracio de DNA, amplificacdo por PCR e sequenciamento.

Para a extragdo total do DNA das amostras foi utilizado o Kit Wizard® Genomic
DNA Purification (#96373, Promega, Madison, EUA) seguindo o protocolo de
instrucdes do fabricante. A quantificagdo do DNA extraido foi verificada por meio de
espectrofotometria de Ultra Violeta (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, EUA). Para amplificacdo do gene mitocondrial citocromo b (cyt b) foi
usado o protocolo de nested PCR proposto por MERINO et al., (2008), onde os
iniciadores ndo especificos utilizados na primeira reagcdo foram: 3760F (5'-ATG GAG
TGG GTG TTT TAG AT-3") e 4292Rw (5'-TGG AAT AAC ATG TAR AGG AGT-3")
para a deteccdo hemosporideos dos géneros Haemoproteus/ Plasmodium que
amplificam 533 pares de bases (pb) do gene mitocondrial. Na segunda reagao foram
utilizados oligonucleotideos iniciadores especificos: PF (5'-GGA TTT GTG GTG GAT
ATC TTG-3") e 4292Rw para Plasmodium, 422 pb, e HML (5' -GCT ACT GGT GCT
TTT ACA GT-3") ¢ HMR (5'-CTC GAG AAA CTA GGATTA CC-3") para
Haemoproteus 367 pares de bases (MERINO et al., 2008).

Os produtos de PCR foram corridos em gel de agarose a 2% (Invitrogen®) por
aproximadamente 45 minutos a 15 V/cm sendo o fluido condutor de corrida tampao tris-
EDTA-acetato, pH 8,0 (TAE-1x). Os produtos amplificados foram purificados usando o
kit de purificagdo QIAquick  (Qiagen, Sao Paulo, Brasil), e submetidos a
sequenciamento bidirecional usando os primers HaemF / HaemR2 ou HML / HMR

(BENSCH et al., 2000, MERINO et al., 2008) O sequenciamento foi realizado em
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Sequenciador 3130xL (Applied Biosystems, Carlsbad, Califérnia), seguindo as

instrugdes do fabricante.

Analise filogenética

Reconstrugdes filogenéticas foram baseadas no gene cytb de Plasmodium,
usando cinco sequencias obtidas neste estudo combinadas com um conjunto de dados de
95 sequencias dos bancos de dados MalAvi (BENSCH et al., 2009) e GenBank
(BENSON et al.,, 2013). Como grupo externo foram escolhidas sequencias de
Leucocytozoon buteonis, Leucocytozoon fringillinarum e Leucocytozoon quynzae.
Apenas sequéncias confidveis, formalmente nomeadas, foram utilizadas nas analises.

As sequéncias foram alinhadas no MAFFT (KATOH et al., 2017) com opg¢des
padrao e em seguida, inspecionadas visualmente. Apds remover posicdes mal alinhadas
através do software GBLOCKS (TALAVERA & CASTRESANA 2007), obteve-se uma
matriz com 479 pb. A inferéncia da filogenia dos hemosporideos foi realizada através de
Maxima Verossimilhanca (ML), no software RAXML (STAMATAKIS, 2014), usando
o modelo GTR + GAMMA + I com 4 categorias gama (YANG, 1994; TAVARE,
1986). Este foi escolhido como o melhor modelo de substituigdo no JmodelTest,
implementado no MEGA7 (KUMAR et al., 2016). O suporte ao clado foi avaliado com
o critério de convergéncia de bootstrap RAXML (STAMATAKIS, 2014) com 100000

pseudo-replicatas.

Delimitacio computacional de espécies

Para a delimitagdo computacional de espécies foi usado o softaware de
delimitagdo MPTP (KAPLI, 2017), baseado na coalescéncia, tendo como arquivo de
entrada uma filogenia de maxima verossimilhang¢a (como descrito acima), de acordo
com ZHANG (2013). A base de dados foi formada por linhagens de 479 pares de base
do gene cytb de Plasmodium geradas nesse estudo e do banco de dados MalAvi
(BESNCH, 2009), onde foram usadas todas as linhagens disponiveis do género. Para
grupo externo foram usadas sequencias de Leucocytozoon buteonis, Leucocytozoon

fringillinarum e Leucocytozoon quynzae, resultando em um dataset de 885 linhagens.
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RESULTADOS
Prevaléncia, Parasitemia e Agregacao

Amostras sanguineas de 171 aves de 22 espécies da Superfamilia Furnarioidea
(TABELA 3) foram analisadas sob microscopia revelando a presenca de parasitos do
género Plasmodium. As formas imaturas de trofozoitos foram as mais abundantes nas
amostras sendo possivel observar todas as formas evolutivas do parasito somente em
uma amostra de Lepidocolaptes angustirostris. Neste caso o parasito foi identificado
como a espécie Plasmodium cathemerium (FIGURA 1) segundo a chave de
identificacdo de VALKIUNAS (2018).

A prevaléncia geral de infec¢do nas amostras foi de 12,2%, onde 21 individuos
estavam parasitados. A intensidade média de infec¢@o foi de 0,068%. Entre as espécies
analisadas as maiores intensidades médias de infeccdo registradas foram nas espécies
Lepidocolaptes angustirostris (0,36%) e Synallaxis ruficapilla (0,12%). As demais
parasitemias das espécies observadas mostraram valores abaixo de 0,1%. A distribuigdo
dos parasitos revelou-se agregada, onde o indice de agregacdo (ID) foi igual a 0.941

(TABELA 4).

Posicao filogenética dos Parasitos

As amostras positivas em microscopia Optica foram analisadas em biologia
molecular. Destas, cinco novas sequencias do gene cyt b de Plasmodium, de diferentes
hospedeiros, foram recuperadas. Nas demais amostras positivas na microscopia a baixa
quantidade de dna dos parasitos e inespecifidade dos primers impossibilitaram a
recuperagdo de demais linhagens.

A filogenia mostrou o agrupamento das cinco novas linhagens obtidas nesse
estudo com parasitos do género Plasmodium. As linhagens do género Haemoproteus
formaram um grupo irmdo com Plasmodium e como esperado Leucocytozoon formou

um grupo irmao as linhagens desses dois parasitos (FIGURA 2).
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FIGURA 3: Fotomicrografias das formas evolutivas de Plasmodium cathemerium
encontradas; A-F trofozoitos; G-M- merontes;. N-S macrogametocito; T-Z

microgametocitos. Barra: 10 pm.
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TABELA 4: Numero de individuos coletados em cada familia de aves e suas

respectivas prevaléncias médias, parasitemia média e agregacao parasitaria.

N° Prevaléncia Parasitemia Agregacgao
média (%) média (%) parasitaria (ID)
Furnarioidea 171 12 0,045 0,941
Dendrocolaptidae 96 14 0,065 0,925
Furnariidae 67 13 0,063 0,921
Scleruridae 3 - - -
Xenopidae 5 20 0,05 0,667
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FIGURA 4: Arvore filogenética de Plasmodium inferida por andlise de méaxima
verossimilhanga. Os valores proximos aos nds representam os valores de bootstrap. Os
clados formados entre as linhagens obtidas neste estudo e as morfoespécies destacam-se
em cinza. As linhagens obtidas neste estudo estdo destacadas em negrito e com uma
estrela. As morfoespécies destacam-se em vermelho. Barra representa 4 substituicdes

por posicdes de 100 nucleotideos.
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Delimitacio computacional das espécies de Plasmodium

Foram recuperadas 93 unidades evolutivas de Plasmodium através do MPTP
segundo o critério de coalescéncia, sugerindo uma alta diversidade de espécies. Das
linhagens que ocorrem na superfamilia Furnarioidea 17 espécies de Plasmodium foram
recuperadas. O método MPTP, corroborou parcialmente as analises filogenéticas,
mostrando que trés das quatro linhagens inéditas obtidas neste estudo pertencem a
morfoespécies ja descritas de Plasmodium. A primeira unidade evolutiva delimitada
indicou que a linhagem LEPANGO7 pertenga a espécie P. cathemerium. A segunda
espécie contém as linhagens LEPSQUO1 e SITGRIOI e as morfoespécies P. tejerai, P.
matutinum ¢ P. lutzi. Na terceira a linhagem LOCNEMO!1 foi classificada como P.
nucleophilum. A quarta espécie delimitada formou-se entre a linhagem XIPFUSO1 e

linhagens ainda ndo caracterizadas morfologicamente.

Inespecifidade e distribuiciio das espécies de parasitos

As 17 espécies de Plasmodium que ocorrem nas aves da Superfamilia
Furnarioidea apresentam inespecifidade em relagao aos hospedeiros e também mostram
uma distribuicao geografica ampla. As analises filogenéticas mostram que os clados de
Plasmodium abrigam linhagens de hospedeiros das diferentes familias que compde
Furnarioidea (FIGURA 3). A delimitagdo computacional de espécies mostrou que as
espécies de Plasmodium que parasitam Furnarioidea tem uma ocorréncia maior que a
desses hospedeiros (FIGURA 4).

Como esperado, a maioria das espécies delimitadas ja tiveram sua ocorréncia
registrada na América do Sul, local de endemismo dos hospedeiros analisados, porém,
destacam-se algumas espécies cuja ocorréncia ¢ distante do local de nativo dos
hospedeiros. As espécies P. gallinaceum, P. relictum, P. delichioni e P. ashfordi,
amplamentes distribuidas por Europa e Asia ocorrem também em hospedeiros na

América do Sul.
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FIGURA 5

verossimilhanga mostrando em circulos coloridos a relagdo de inespecificidade das

>

Azul — Dendrocolaptidae

>

linhagens com a familia dos hospedeiros. Rosa — Furnariidae

Amarelo — Xenopidae.

2

Verde — Formicariidae
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FIGURA 6: Mapas de distribuicao geografica das espécies de Plasmodium onde foram

delimitadas, através do MPTP, as linhagens obtidas neste estudo. Destaca-se a ampla
ocorréncia das espécies de parasitos que parasitam Furnarioidea. Em amarelo a
distribui¢do da linhagem LEPANGO7 delimitada com P. cathemerium; Em verde as
linhagens LEPQUAOI e SITGRIO2 delimitadas como as espécies P. tejerai, P.
matutinum ¢ P. [lutzi; Em azul a linhagem LOCNEMO1 delimitada como P.
nucleophilum; e em vermelho a linhagem XIPFUSO1 que ndo foi relacionada a

nenhuma morfoespécie descrita.

34



DISCUSSAO
Din&dmica parasitaria

A ocorréncia de Plasmodium nas aves da superfamilia Furnarioidea ja foi
registrada em outros estudos (BENNET & LOPES, 1980; WOODWORTH-LYNAS et
al., 1989; RIBEIRO et al., 2005; DURRANT, 2006; MERINO, 2008; LACORTE,
2013; HARRIGAN, 2014; MARZAL, 2015; MOENS & PEREZ-TRIS, 2015;
FECCHIO, 2017). Estes se baseiam principalmente em estudos de diagnostico onde sdo
amostradas aves de diversas espécies. Aqui, pela primeira vez, foi investigada a
diversidade, as relagdes filogenéticas e ecologicas dos parasitos que ocorrem nas aves
da superfamilia Furnarioidea.

A prevaléncia de 12,2% (n=171) encontrada neste estudo mostra que uma
parcela importante das populagdes das aves da superfamilia Furnarioidea nos
fragmentos de Mata Atlantica da zona da mata de Minas Gerais esta parasitada por
Plasmodium. A prevaléncia vista aqui quando comparada com outros estudos destas
aves mostra grande variagdo, WOODWORTH-LYNAS et al., (1989) encontrou 0,6%
enquanto RIBEIRO et al., (2005) 39,% nas familias Dendrocolaptidae e Furnariidae.
Os distintos padrdes de prevaléncia, desse e de outros estudos, parecem refletir uma
variacao local, onde as condigdes ambientais, a diversidade e abundancia dos vetores,
parasitos e hospedeiros funcionam filtros desse processo.

A parasitemia encontrada foi baixa quando comparada aos mesmos trabalhos
citados acima, sugerindo que os hemosporideos na populacdo de aves estudada se
mantém em niveis baixos. Esse fato foi reafirmado pela presenca de somente trofozoitos
na maioria nas amostras, indicando que se trate na maioria dos casos de infecc¢des
cronicas ou desenvolvimento abortivo dos parasitos (VALKIUNAS, 2005, RICKLEFS
1992), que em certos casos estao ligados a baixa patogenicidade das espécies de
hemosporideos (GARNHAM, 1966; VANSTREELS, 2017).

As poucas espécies que apresentaram altas parasitemias foram Lepidocolaptes
angustirostris (0,36%) e Synallaxis ruficapilla (0,12%), onde, em ambas as amostras,
foram observadas gametocitos dos parasitos. Alguns fatores sao relevantes para explicar
altas parasitemias, como a competéncia do sistema imunologico das aves, o estagio da
infeccdo e o tempo em que ¢ estabelecido, as espécies dos parasitos e hospedeiro, sexo e
idade do hospedeiro (REMPLE, 2004; VALKIUNAS, 2005, ATKINSON, 2008).

Como sao poucas as similaridades ecologicas desses taxons relevantes para as

infeccdes da maldria aviaria, acreditamos que essas discrepancias na populagcdo possam
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ser explicadas pela agregacdo parasitaria. As andlises mostraram que distribuicao dos
parasitos na populacdo de aves estudada foi agregada, corroborando a teoria em que os
parasitos se concentram em uma pequena parte da populagdo. Isto ja bem relatado na
literatura (POULIN, 1992, 1997; MORRIL, 2017) onde outras espécies de parasitos

também mostraram esse tipo de tendéncia em sua distribuicao.

Dados moleculares

Observamos um numero inferior de amostras positivas nas analises por biologia
molecular em relagdo as analises microscopicas, 18 das amostras positivas em laminas
ndo foram amplificadas pela PCR. Acreditamos que dois fatores podem explicar este
fato, primeiro, a baixa quantidade de parasitos nas amostras ndo permitiram a
amplificacao de seu DNA. Em segundo a inespecifidade dos primers utilizados, como
relatado MERINO (2008) e discutido por MARTINEZ (2009). A maioria desses
primers ¢ baseada em linhagens experimentais de espécies bem conhecidas de
hemosporideos, talvez exista uma variagdo maior das linhagens ainda desconhecidas
que os primers nao captem.

As cinco linhagens inéditas recuperadas neste estudo ajudam a entender melhor
a diversidade global de Plasmodium, principalmente no Brasil, um pais de dimensdes e
biodiversidade consideravel, onde as areas de ocorréncia e a diversidade dos parasitos
da maléria aviaria foram pouco amostradas (BRAGA, 2010). Na Mata Atlantica a
descoberta de novas linhagens ganha ainda mais importancia, primeiro por que este
bioma ¢ um dos maiores hotpots de diversidade de aves conhecidos (CBRO, 2015).
Segundo, a Mata Atlantica possui uma das maiores taxas de endemismo do mundo, logo
os dois fatores combinados com a grande diversidade de vetores suportam a teoria que
esse bioma possa ser um dos mais ricos em espécies de hemosporideos. Em terceiro,
existe grande pressdo antropica sobre a Mata Atlantica, com perdas de habitat
consideraveis, que podem levar também a perda de biodiversidade, e incluidos nisso

podem estar espécies de Plasmodium que ainda nao sao conhecidas.

Especificidade e Distribuicao

Os resultados das analises filogenéticas com as linhagens de Plasmodium que
parasitam Furnarioidea revelaram o agrupamento dessas em clados distintos (FIGURA
2). As linhagens inéditas obtidas neste estudo, apesar de pertencerem a um mesmo local

geografico, agruparam-se em clados diferentes. Isso pode refletir as distintas origens
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evolutivas nas linhagens que parasitam essas aves, levando a crer que nao haja uma
coevolugdo entre parasitos e hospedeiros. A auséncia de especificidade entre as
linhagens dos parasitos e as familias dos hospedeiros (FIGURA 3) retrata a plasticidade
dos hemosporideos, ja relatados em outros trabalhos (ISHTIAQ, 2007; FECCHIO,
2018; MARTINSEN, 2006), mostrando uma capacidade incrivel de trocar de
hospedeiros com sucesso. Talvez esse seja o trunfo evolutivo que levou o género
Plasmodium, para uma grande diversificacio em ambientes tropicais e diversos em
aves. Nesse contexto os vetores podem assumir um papel fundamental, disseminando os
parasitos por diversas aves, inclusive de outras familias e ordens (VALKIUNAS, 2005).

A recuperacdo de 17 unidades evolutivas de Plasmodium que parasitam
Furnarioidea através do MPTP ressalta a grande diversidade de parasitos nessas aves. A
ocorréncia de espécies distribuidas globalmente indica a grande capacidade de
colonizagdo e distribuicdo da maléria aviaria e também a capacidade destas aves em
hospedar espécies conhecidamente patogé€nicas como P. relictum. Algumas espécies ja
eram conhecidas na América do Sul como P. tejerai, P. nucleophilum e P. lutzi
(SILVEIRA, 2013; VANSTREELS, 2014, 2015, 2016; OLIVEIRA, 2018), outras
espécies como P. gallinaceum, P. delichioni e P. ashfordi, sio comuns em ambientes
temperados na Europa e na Asia.

A ampla distribuicdo das espécies hospedeiras com que as linhagens de
Furnarioidea se agruparam gera a davida se essas linhagens s3o autoctones ou
introduzidas, o segundo caso gera preocupacao com a possibilidade de infecgdes mais
agudas devido a ndo adaptagdo do sistema imunoldgico dos hospedeiros nativos,
podendo gerar baixas considerdveis nas populacdes de aves (ATKINSON, 1991),

aumentando o risco de perda da biodiversidade e até extingao.

37



CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo atesta a superfamilia Furnarioidea, um grupo monofilético, porém,
com inumeras adaptacdes fisioldgicas, comportamentais e ecoldégicas como um bom
modelo para estudos em parasitologia.

Com adi¢ao de novas sequencias do gene cytb de cinco linhagens inéditas
contribuimos para o conhecimento da diversidade de Plasmodium que ocorrem na Mata
Atlantica, um bioma altamente ameacado que tem o potencial de abrigar muitas
espécies de parasitos da malaria avidria ainda ndo conhecidos pela ciéncia, dada sua
grande biodiversidade e a pouca amostragem ja realizada. Também produzimos mais
conhecimento sobre a histéria evolutiva de Plasmodium, assim como novos dados a
serem somados na relagdo ecologica entre os parasitos, os vetores e os hospedeiros.

Mostramos que uma parte significativa da populacao de aves estd parasitada e
que essas infecgdes, em sua maioria, ocorrem em baixa intensidade e de forma
agregada, indicando que se trate na maioria dos casos de infecgdes cronicas ou
desenvolvimento abortivo dos parasitos. Recuperamos através da delimitacdo
computacional de espécies pelo método MPTP, 17 unidades evolutivas de Plasmodium
ocorrendo nos hospedeiros de Furnarioidea, revelando grande diversidade destes

parasitos.

Reafirmamos a grande plasticidade de Plasmodium, com suas linhagens
mostrando inespecifidade em relacdo as cinco familias dos hospedeiros, sugerindo a
capacidade de trocar de hospedeiros com sucesso durante seu processo evolutivo.
Revelemos a ampla distribuicdo geografica de Plasmodium, mostrando que espécies
globalmente difundidas, como P. relictum e com alto potencial patogénico, como P.

gallinaceum estio ocorrendo nessas aves endémicas.
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