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RESUMO

SILVA-CARVALHO, Lidiane Maria. Coccidios de Diferentes Espécies de Passeriformes
do Sudeste Brasileiro: Taxonomia e Ecologia. 2020. 206p. Tese (Programa de Pds-
Graduacgdo em Ciéncias Veterinérias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

As familias da ordem Passeriformes, podem ser parasitadas por diversas espéecies de
coccidios, principalmente dos géneros Isospora Schneider, 1881 e Eimeria Schneider, 1875.
Neste contexto, este trabalho teve por objetivo identificar, caracterizar e quantificar espécies
de coccidios parasitos das familias Thamnophilidae, Tyrannidae, Conopophagidae e Icteridae
no Parque Nacional do Itatiaia (PNI) principalmente. Foram realizadas dezenove expedi¢cfes
ao PNI, e outras trés expedicOes, em duas localidades distintas: Cacaria e Barra Mansa. As
aves foram capturadas com o auxilio de redes de neblina, ao todo foram capturados 204
espéecimes de aves sendo: 100 taminofilideos, 89 tiranideos, 7 conopofagideos e 8 icterideos,
ap0s 0 processamento das amostras observou se coccidios do género Isospora ou Eimeria
presentes nas quatro familias abordadas neste estudo. Desta forma, este trabalho apresenta
uma revisdo da literatura cientifica nos temas de ecologia e taxonomia de coccidios de
Thamnophilidae, Tyrannidae, Conopophagidae e Icteridae, e, como resultados, cinco artigos
cientificos apresentado em ordem cronoldgica descrevendo um novo hospedeiro Cacicus
haemorrhous (Linnaeus, 1766) e localidade (PNI) para Isospora bellicosa Upton, Stamper e
Whitaker, 1995, e uma nova espécie Isospora guaxi Silva & Berto, 2017 parasitando C.
haemorrhous na familia Icteridae; uma nova espécie Isospora lopesi Silva-Carvalho & Berto,
2018, a partir do Platyrinchus mystaceus Vieillot, 1818 no PNI na familia Tyrannidae; um
novo hospedeiro Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) e localidade (PNI) para lIsospora
sagittulae McQuistion e Capparella, 1992 na familia Thamnophilidae; uma nova espécie
Isospora borbai Silva-Carvalho et Berto, 2019 parasitando dois hospedeiros distintos,
Conopophaga melanops (Vieillot, 1818), e Conopophaga lineata (Wied, 1831) na familia
Conopophagidae; e por Gltimo um novo hospedeiro Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823)
para Isospora parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira, Lopes, 2015 na
familia Thamnophilidae no PNI.

Palavras chave: oocistos, coccidio, Isospora, Eimeria, Passeriformes.



ABSTRACT

SILVA-CARVALHO, Lidiane Maria. Coccidia of Different Passerine Species in Southeast
Brazil: Taxonomy and Ecology. 2020. 206p. Thesis (Veterinary Science). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

The families of the order Passeriformes can be parasitized by several coccidian species,
mainly of the genera Isospora Schneider, 1881 and Eimeria Schneider, 1875. In this context,
the current work aimed to identify, characterize and quantify species of coccidian parasites of
the families Thamnophilidae, Tyrannidae, Conopophagidae and Icteridae in Itatiaia National
Park (PNI) mainly. Nineteen expeditions were carried out at the PNI, and three other
expeditions were carried out in two different locations: Cacaria and Barra Mansa. Birds were
captured with mist nets. From all 204 bird specimens were captured: 100 taminophilidae, 89
tyrannids, 7 conopophagids and 8 icterids, after processing the samples, observed to be
coccidians of the genera Isospora or Eimeria from four families addressed in this study. Thus,
the current work presents a review of the scientific literature on the themes of ecology and
taxonomy of coccidia of Thamnophilidae, Tyrannidae, Conopophagidae and Icteridae, and, as
a result, five scientific articles in chronological order describing a new host Cacicus
haemorrhous (Linnaeus, 1766) and locality (PNI) for Isospora bellicosa Upton, Stamper and
Whitaker, 1995, and a new species Isospora guaxi Silva & Berto, 2017 parasitizing C.
haemorrhous in the family Icteridae; a new species Isospora lopesi Silva-Carvalho & Berto,
2018, from Platyrinchus mystaceus Vieillot, 1818 at PNI in the Tyrannidae family; a new host
Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) and locality (PNI) for Isospora sagittulae McQuistion
and Capparella, 1992 in the Thamnophilidae family; a new species Isospora borbai Silva-
Carvalho et Berto, 2019 parasitizing two distinct hosts, Conopophaga melanops (Vieillot,
1818), and Conopophaga lineata (Wied, 1831) in the Conopophagidae family; and finally a
new host Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823) for Isospora parnaitatiaiensis Silva,

Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira, Lopes, 2015 in the Thamnophilidae family in PNI.

Keywords: oocysts, coccidia, Isospora, Eimeria, Passeriformes.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade trata a diversidade de vida em todos 0s ecossistemas existentes, seja
do mais profundo oceano até o topo das mais altas montanhas. Engloba as plantas, os animais,
0S microrganismos e 0s processos ecologicos em uma unidade funcional. Entre os paises com
maior biodiversidade, o Brasil ocupa posi¢do de destaque por abrigar alguns dos biomas com
a maior riqueza de espécies da fauna mundial e, também, com a mais alta taxa de endemismo
em seis biomas diferentes. A variedade de biomas como Cerrado, Amazonia, Caatinga, Mata
Atlantica, Pantanal, Pampa reflete a enorme riqueza da flora e da fauna brasileira: o Brasil
abriga a maior biodiversidade do planeta. Esta abundante variedade de vida — que se traduz
em mais de 20% do numero total de espécies da Terra — eleva o Brasil ao posto de principal
nacao entre os 17 paises megadiversos (ou de maior biodiversidade). Dentre os principais
biomas brasileiros estdo a Mata Atlantica e o Cerrado, sendo relacionados na lista dos 25
hotspots da Terra. Em particular, a Mata Atlantica esta entre as cinco primeiras colocadas na
lista dos hotspots mundiais, pois, sua area remanescente € inferior a 8% da sua extensdo
original (SIMON et al., 2008; BERTO; LUZ, 2016; MMA, 2019).

As Unidades de Conservagdo (UC) sdo areas prioritarias para preservacdo da Mata
Atlantica, dentre elas destacam-se o Parque Nacional do Itatiaia (PNI) que é uma area de
protecdo integral e que faz parte da Reserva da Biosfera da Mata Atlantica, segundo a
Organizacdo das Nagbes Unidas para a Educacéo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO), além de
estar classificado pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) como area de prioridade
extremamente alta para a conservacdo da biodiversidade. O PNI, esta localizado na Serra da
Mantiqueira na divisa dos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo. O relevo é
caracterizado por montanhas e elevacdes rochosas, variando em altitude, o ponto culminante é
o0 Pico das Agulhas Negras, com 2.791 m de altitude (ICMBIO, 2019).

O PNI representa uma “ilha de conservagdo” da biodiversidade com um elevado grau
de wvulnerabilidade, abrangendo inumeras espécies de insetos, anfibios, répteis, aves e
mamiferos, muitos endémicos ou ameacados. As aves tém grande importancia para o PNI,
tanto sob o ponto de vista ecoldgico, quanto pelo seu potencial turistico. O PNI é considerado
um dos melhores locais do mundo para a pratica do “birdwatching” ou observagdo de aves.
Segundo Honkala e Niiranen (2010), pelo menos 384 espécies sdo relatadas para o PNI, sendo
51 consideradas endémicas e 42 vivendo em altitudes elevadas. Além da diversidade de

aspectos fisicos e comportamentais, as aves podem desempenhar papéis de grande



importancia no meio ambiente, tais como, polinizagdo das plantas, dispersdo de sementes,
coleta e reciclagem de matéria organica, formacdo do solo, controle bioldgico de pragas,
roedores, serpentes, moluscos e outros. Além de serem consideradas reguladoras tanto da
fauna como da flora, também sdo consideradas com bioindicadoras de condi¢bes ambientais.
As especies que se alimentam de néctar auxiliam na polinizagdo de diversas plantas. As
espécies frugivoras sdo consideradas grandes dispersoras, pois a retirada dos frutos representa
a primeira etapa na dispersdo de sementes, possibilitando uma nova germinacdo longe do
local de origem. Os insetivoros exercem um importante papel no controle bioldgico de pragas,
alimentando se de insetos e outros animais de pequeno porte que podem prejudicar a
agricultura e pastagens (SICK, 1997).

A perda e fragmentacdo de habitats e a biopirataria sdo as grandes ameacas a
biodiversidade da Mata Atlantica, além dos impactos diretos a fauna, flora e microbiota,
favorecendo indiretamente a transmissédo e susceptibilidade dos animais silvestres aos
parasitos. As aves sdo hospedeiras de uma imensa variedade de parasitos; 0S mesmos tém um
sofisticado modo adaptativo de vida e podem causar doencas Sérias com impacto na
reproducdo e sobrevivéncia, podendo afetar varios aspectos de vida do hospedeiro (NORRIS;
EVANS, 2000; MARTINEZ-PADILLA; MILLAN, 2007; DOLNIK et al., 2010). Os
parasitos podem interferir na morfologia, comportamento e salde das aves, mesmo em
infeccbes sub-letais, desempenhando importante pressdo ecoldgica e evolucionaria; desse
modo, a identificacdo e quantificacdo dos parasitos sdo essenciais para o entendimento das
implicacdes ecologicas e evoluciondrias nos hospedeiros e, portanto, no ecossistema
(MASELLO et al., 2006). No entanto, as aves tém comportamentos antiparasitarios,
fisiologicos ou defesas imunoldgicas. Alguns fatores que influenciam na intensidade de
infeccdo na natureza incluem: a genética, defesa imunolodgica, estacdo do ano, migracao,
idade, tamanho, sexo, estado hormonal, etc. (MASELLO et al., 2006). Dentre os diversos
grupos de parasitos em Aves, podem-se destacar os coccidios, 0s quais sdo protozoarios
parasitos intra-celulares obrigatdrios, em sua maioria intestinais, que podem ser identificados
em amostras fecais. As aves podem ser parasitadas por diversos coccidios, principalmente dos
géneros lIsospora Schneider, 1881 e Eimeria Schneider, 1875. Desde os primoérdios da
parasitologia as especies de coccidios de Isospora e Eimeria tém sido descritas com base no
oocisto, pois 0 mesmo possui caracteristicas morfologicas significativas para identificagéo.

Estas descri¢cGes propiciaram que inimeras espécies sejam reconhecidas como parasitos de



Passeriformes e, frequentemente, novos coccidios sdo descritos (DUSZYNSKI; WILBER,
1997; BERTO et al. 2011a).

Neste contexto, este estudo teve por objetivo principal identificar, caracterizar e
quantificar espécies de coccidios parasitos de passaros das familias Thamnophilidae,
Conopophagidae, Tyrannidae e Icteridae no PNI. Os objetivos especificos foram: (1) Analisar
a morfologia e morfometria dos oocistos recuperados das diferentes espécies de péssaros; (2)
Identificar e classificar as espécies coccidianas, descrevendo novas espécies e/ou novos
hospedeiros; (3) Quantificar os oocistos por OoPD (oocistos por defecacdo) conferindo as
densidades; (4) Avaliar a distribuicdo das espécies coccidianas nas familias de Passeriformes
de forma qualitativa e quantitativa, estabelecendo as maiores prevaléncias e densidades por

espécie e familia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA (PNI)

2.1.1. Localizacdo

O PNI localiza-se na Serra da Mantiqueira, entre os Estados Minas Gerais (MG) e Rio
de Janeiro (RJ), proximo da fronteira com o Estado de Séo Paulo. Seus limites alcancam parte
dos municipios de Itatiaia e Resende, no Rio de Janeiro, e de Itamonte e Bocaina de Minas,
em Minas Gerais (Figura 1). A sede do PNI localiza-se no municipio de Itatiaia no Rio de
Janeiro. Atualmente a entrada ao PNI é feita por dois acessos principais, o primeiro pela Parte
Baixa, caracterizada pela regido de Itatiaia, e o segundo pela Parte Alta na regido da Garganta
do Registro entre os Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais. A Rodovia Presidente Dutra
(BR-116) é principal via de acesso para visitantes vindos do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. O
acesso ao PNI, saindo da capital do Estado do Rio de Janeiro é feito pela BR-116 até a saida
para a BR-485 (Estrada do Parque Nacional) em Itatiaia. Na BR-485 o visitante percorre cerca
de 8,5 km até a sede da Unidade de Conservacdo. Num total de 2 horas e meia é percorrida a
distancia total da capital do Rio de Janeiro até Itatiaia de 181 km. Outra opcdo é partir da
capital do Estado de Sdo Paulo seguindo pela BR-116 até o acesso a cidade de Itatiaia. Em
Itatiaia o visitante deve ingressar a BR-485 onde percorrera cerca de 8,5 km até a sede da
Unidade de Conservacédo, num total de 273 km percorrido em cerca de 3 horas (BARRETO et
al., 2013).

O PNI é uma unidade de conservacdo criada a partir do Decreto n® 1.713 assinado pelo
presidente Getalio Vargas em 14 de junho de 1937. Foi o primeiro Parque Nacional do Brasil,
de suma importancia para a conservacdo reconhecido pela UNESCO e considerado prioritario
pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2004; ICMBIO, 2018a). Esta localizado na Serra
da Mantiqueira na divisa dos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais, onde
ficam aproximadamente 60% de seu territorio, 0 PNI esta proximo a Rodovia Presidente
Dutra, a qual liga as cidades de Rio de Janeiro e S&o Paulo, uma area protegida com um alto
grau de vulnerabilidade, considerado uma "ilha de conservagédo™ da biodiversidade. (ICMBIO,
2019).
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Figura 1. Localizagdo do Parque Nacional do Itatiaia. De acordo com Tomzhinski et al.

(2012).

2.1.2. Paisagens, biomas e estratificacdes

O PNI esté inserido numa importante classificacdo ambiental, o Hotspot da Floresta

Atlantica, um conceito aplicado a regides do planeta que possuem simultaneamente altos

niveis de biodiversidade e elevado grau de ameaca. Entre os Hotspot existentes, a Mata

Atlantica configura-se como um dos mais importantes em decorréncia da altissima

biodiversidade observada em seus limites e por ser um dos biomas mais ameagados no Brasil.

A insercdo do PNI nesse Hotspot proporciona uma excelente possibilidade de inclusédo de

suas demandas dentro dessas acOes e projetos, contribuindo de forma importante para a

conservagdo dos recursos naturais. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica (IBGE, 2011), o PNI esta inserido no Bioma da Mata Atlantica e é considerado

como sendo extremamente alta sua prioridade para conservacgdo da biodiversidade, com base
no estudo de areas prioritarias realizado pelo MMA no ano de 2007 (BARRETO et al., 2013).
A pressdo atmosférica (ventos e massas de ar), a umidade (chuvas) e as temperaturas

sdo os elementos que combinados determinam os climas do Brasil. A orografia e a posi¢édo
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latitudinal sdo fatores determinantes do clima no PNI. Segundo a classificagéo internacional
de Koppen o dominio climatico do PNI é o mesotérmico com verdo brando e estacdo chuvosa
no verdo (Cwb) e mesotérmico com verdo brando sem estacéo seca (Cpb). De acordo com a
classificacdo do IBGE (2011) no PNI predominam trés dominios climaticos: mesotérmico
brando Umido, mesotérmico mediano e a maior parte da unidade de conservacdo esta sob o
dominio do subquente umido. O clima predominante no PNI é o subquente Umido com
médias variando entre 15 °C e 18 °C e podendo ocorrer de um a trés meses secos por ano.
Esse tipo ocorre acima das altitudes de 1.600 m, tendo como exemplo os abrigos Lamengo,
Macieira, a Pedra do Sino e as Prateleiras. Conforme Kdppen a condicdo Cwb ocorre nas
partes elevadas da montanha, geralmente acima de 1.600 m de altitude e o Cpb nas partes
baixa das encostas (BARRETO et al., 2013).

O Parque localiza-se sobre rochas do Maci¢o Alcalino do Itatiaia, e, um contexto
geoldgico raro, com o macico alcalino algcado a grandes altitudes, contrastando com 0s
gnaisses por ser mais resistente ao intemperismo. Forma um relevo exuberante com grande
destaque para suas rochas, que sdo o principal condicionante para a formacao do relevo e do
cenario exdtico da area (BARRETO et al., 2013). O PNI é caracterizado por montanhas e
terreno rochoso com elevagdo variando de 600 a 2.791 m no pico das Agulhas Negras, 0
ponto culminante do Estado do Rio de Janeiro e o sétimo mais alto do Brasil. No Planalto do
Itatiaia, numa regido conhecida como Parte Alta, localiza-se os campos de altitude e as
nascentes de diversos rios, assim o PNI engloba 12 nascentes de bacias hidrogréaficas
regionais importantissimas, que alimentam as bacias do rio Grande, afluente do rio Parana e a
do rio Paraiba do Sul, muito importante para o Estado do Rio de Janeiro. A parte baixa é
definida pela vegetacdo deslumbrante e abundantes cursos d"agua; no entanto, ha regides com
vegetacdo secundaria e transicdo de floresta, area de borda de floresta com transicdo de
vegetacdo densa e pastagens ocasionadas pela a¢do antrépica em sua maioria. O Parque é uma
unidade de conservacao que visa a preservacdo de ecossistemas naturais, 0 desenvolvimento
de pesquisas cientificas, atividades de educacdo ambiental, de recreacdo e de turismo
ecolégico (BRANDAO, 2017; ICMBIO, 2019). Possui Varios atrativos naturais que fazem
com que a regido tenha uma grande demanda de visitantes. A Cachoeira do Escorrega
(localizada no limite do PNI, préximo ao Maromba), picos como o Pico das Agulhas Negras
(localizado no Planalto do Itatiaia), serras como a Serra do Papagaio (localizada na parte

noroeste do PNI), sdo os principais atrativos da regido (BARRETO et al., 2013).



2.1.3. Biodiversidade

Houve uma época em que a area atual do PNI, teve grande interferéncia humana em
sua flora pré-colonial, principalmente durante a época em que existiu uma col6nia agricola, no
periodo de 1908 a 1918. As florestas foram desmatadas e queimadas para implantagdo de
culturas agricolas e extracdo de madeira para a constru¢do de dormentes de estradas de ferro
(IBAMA, 1994). O PNI tem sua vegetacdo predominante pertencente ao bioma Mata
Atlantica, caracterizada pela existéncia elevada da diversidade de espécies vegetais. O
acentuado gradiente altitudinal e a variacdo climatica proporcionam a ocorréncia de diversos
ecossistemas do bioma Mata Atlantica no PNI, é marcante a variacdo da vegetacdo na medida
em que se sobe de 540 m no limite sul do Parque em dire¢do aos 2.000 m do Planalto, ainda
segundo Barros (1955), é sensivel a diferenca de composicao floristica entre os lados norte e
sul dessa parte da Mantiqueira, em funcédo das diferencas climaticas relacionadas a orientacao
das vertentes, continentalidade e altitude. A flora do bioma da Mata Atlantica observada no
PNI pertence as tipologias diferentes, dentre elas: Floresta Ombrofila Densa até a altitude de
1.500 m, Floresta Ombrdéfila Mista Montana (vegetacdo com seu estrato superior dominado
pela Araucaria), Floresta Estacional Semi Decidual Montana, entre 400 e 1500 m de altitude,
Sistema de Transicdo ou Tensdo Ecoldgica e Reflgio Vegetacional (Campos de Altitude)
acima de 2.000 m de altitude (BARRETO et al., 2013).

A entomofauna constitui 0 grupo mais representativo do PNI; sendo registrados mais
de 50.000 espécies de artropodes de ocorréncia no Parque, com no minimo, 90 sdo exclusivas
da “Parte Alta”. Desta forma, dezenas de milhares de espécies distribuidas entre Lepiddpteros,
Coleopteros, Ortdpteros, Dipteros, Homopteros, Hymenopteros entre outros, formam o grupo
mais estudado no PNI. (IBAMA, 1994). Embora a riqueza hidrica do PNI seja esplendida,
suas aguas ndo tém abundancia de plancton e microrganismos e por isso sdo relatadas apenas
5 espécies de peixes (BARTH, 1957).

Os anfibios, por outro lado, constituem uma fauna abundante e variada, com mais de
60 espécies de anuros, sendo que pelo menos 24 ocorrem no Planalto. A espécie mais
conhecida é certamente o sapo flamenguinho Melanophryniscus moreirae (Miranda-Ribeiro,
1920), simbolo do Parque (AXIMOFF, 2011). A herpetofauna do PNI é representada por 87
espeécies identificadas no levantamento, no plano de manejo e na literatura, sendo 62 espécies
de anfibios de 13 familias distintas, 16 espécies de serpentes de trés familias, oito espécies de

lagartos de cinco familias, e uma espécie de jacaré (BARRETO et al., 2013).



As aves tém grande importancia para a unidade, tanto sob o ponto de vista ecoldgico,
quanto pelo seu potencial turistico. Atualmente pelo menos 357 espécies sao relatadas para o
PNI, sendo 51 consideradas endémicas (HONKALA & NIIRANEN, 2010) e 42 vivendo em
altitudes elevadas (IBAMA, 1994). Num estudo recente da avifauna do Parque, segundo um
levantamento realizado por Barreto et al. (2013), foram registradas 319 espécies pertencentes
a 21 Ordens, distribuidas em 54 Familias. Nesse estudo a Ordem dos Passeriformes foi a mais
representativa, seguida por Apodiformes (beija-flores e andorinhdes com 18 spp.), Piciformes
(pica-paus, tucanos e aracaris, 19 spp.), Psittaciformes (papagaios, periquitos e maritacas, 14
spp.) e Accipitriformes (14 spp. de gavides). Dentre as familias, destacam-se Tyrannidae (35
spp. entre guaracavas, piolhinhos, bem-te-vis, marias-pretas), Thraupidae (sanhacos, sais,
sairas e tiés, 27 spp.), Trochilidae (beija-flores), Furnariidae (limpa-folhas, jodes-de-barro) e
Rhynchocyclidae (papa-moscas, bicos-chatos, entre outros) com 16 spp. cada, seguidos de
Psittacidae (papagaios, periquitos e maritacas, 14 spp.) e Accipitridae (gavides, 14 spp.). No
entanto, os autores salientam que a lista de espécies de aves registrada representa parte da
riqueza local, ja que para registrar uma lista mais completa e bem proxima da listagem total
gue ocorre na regido, é necessario abranger as amostragens em diferentes estacdes climaticas
do ano, principalmente para cobrir periodos de deslocamentos migratérios de algumas aves.

Segundo Barth (1957) exixtem 50 espécies de mamiferos no PNI; ja o Plano de Acdo
Emergencial do Parque refere-se a 67 (IBAMA, 1994) e estudos recentes para a renovacéo do
Plano de Manejo apontam mais de uma centena. Estes nUmeros mostram a rica e ainda pouco
conhecida fauna do Parque. Dentre os primatas, sdo relatados quatro espécies, enquanto de
felinos, outras cinco, inclusive espécies raras e ameacadas, como 0 macaco muriqui
Brachyteles arachnoides (E. Geoffroy, 1806) e a suguarana Puma concolor (Linnaeus, 1771).
De acordo com o levantamento realizado por Barreto et al. (2013), foram registradas 111
espécies de mamiferos silvestres, mais o registro de quatro espécies domésticas, representadas
por 10 ordens e 24 familias. A ordem mais representativa foi a dos quirdpteros, com 36
especies, seguida por roedores com 23 espécies, marsupiais e carnivoros com 15 e 14
espécies, respectivamente. A grande devastacdo que houve na regido ao longo dos séculos
passados, especialmente em funcdo das grandes plantacGes de café e laranja, associada a
crescente urbanizagdo das ultimas décadas, criaram um cenério, no qual o PNI representa um
dos ultimos reflgios para a grande maioria das especies que ocorriam originalmente na
regido. A fauna local € caracterizada por comunidades de alta riqueza, composta por diversas
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mastofauna. Ainda, por dispor de ecossistemas mais restritos, quase exclusivos do PNI
considerando o contexto regional, como os reflgios vegetacionais, que condicionam a
existéncia de diversos endemismos, é possivel afirmar que a fauna local € muito dependente
da protecdo aferida ao PNI, o que pode ser atestado pela composicdo faunistica existente
dentro dos limites dessa unidade de consevacdo (BARRETO et al., 2013).

2.2. AS AVES

2.2.1. Classificacéo

Segundo os dados apresentados pelo estudo de Piacentini et al. (2015), as familias da
ordem Passeriformes de interesse neste trabalho podem ser classificadas da seguinte forma:

Reino: Animalia Linnaeus, 1758
Filo: Chordata Bateson, 1885
Classe: Aves Linnaeus, 1758
Ordem: Passeriformes Linnaeus, 1758
Subordem: Tyranni Wetmore, Miller, 1926
Infraordem Furnariides Sibley, Ahlquist & Monroe, 1988
Parvordem: Thamnophilida Patterson, 1987
Familia: Thamnophilidae Swainson, 1824
Familia: Conopophagidae Sclater, Salvin,
1873
Infraordem Tyrannides Wetmore & Miller, 1926
Parvordem: Tyrannida Wetmore, Miller, 1926
Familia: Tyrannidae Vigors, 1825
Subordem: Passeri Linnaeus, 1758
Parvordem: Passerida Linnaeus, 1758
Familia: Icteridae Vigors, 1825



2.2.2. Sistemética

O mundo inteiro apresenta 9.895 espécies de aves (DEL HOYO et al., 2010), dentre
elas, a ordem dos Passeriformes € a mais representativa, com mais da metade da riqueza de
espécies atuais (SIBLEY; MONROE, 1990). Segundo Piacentini et al. (2015) o Brasil possui
atualmente 1919 espécies de aves, sendo um dos trés paises do mundo mais rico em aves. Os
Passeriformes sdo divididos em dois grandes grupos: os Oscines, numericamente dominantes
e distribuidos mundialmente, e os Suboscines, com poucas espécies no Velho Mundo e maior
diversidade na América do Sul segundo Sick (1997).

O Neotrdpico é a regido zoogeografica do mundo com mais representantes de aves,
abrigando cerca de 3700 espécies (STOTZ et al., 1996). Entre elas, os suboscines do Novo
Mundo (com 1200 espécies) sdo responsaveis por mais de 10% da avifauna global e mais de
30% da diversidade de aves neotropicais (CHESSER, 2004; TOBIAS et al.,, 2012). Os
suboscines do Novo Mundo incluem dois subclados monofiléticos: os Tyrannides (502
espécies) e os Furnariides (651 espécies) (REMSEN et al., 2017), ambos endémicos da regido
Neotropical. Apesar de a avifauna neotropical ser a mais conhecida taxon de vertebrados em
termos de conhecimento cientifico (por exemplo, taxonomia, ecologia), pouco se sabe sobre
sua histdria evolutiva (BRUMFIELD, 2012; FJELDSA, 2012). Esse conhecimento pode
ajudar a descrever e explicar padrdes de diversidade sob uma perspectiva evolutiva. Isto pode
ser conseguido aplicando uma estrutura filogenética para estudar tais padrées (BRUMFIELD,
2012).

Dentro dos suboscines do Novo Mundo, a infraordem Furnariides compreende 51%
das espécies e 11% de todas as espécies de Passeriformes (CLARAMUNT, 2010; REMSEN
et al., 2017). Este clado apresenta os mais altos niveis de adaptacdes ecomorfoldgicas e
diversidade ecoldgica, e € distribuido em quase todos os habitats terrestres dentro do
Neotrépico (STOTZ et al., 1996; DEL HOYO et al., 2003; CLARAMUNT, 2010). Além
disso, as espécies de Furnariides estdo associadas a distribuicdo dos principais tipos de habitat
(STOTZ et al., 1996; PINTO-LEDEZMA et al., 2016), onde a concentragdo de espécies de
Furnariides é encontrada na Amazo6nia e na Mata Atlantica ecorregifes e alguns picos no
nordeste do Cerrado e na regido tropical dos Andes. Por outro lado, a concentragcdo mais baixa
pode ser encontrada principalmente em tipos de vegetacao aberta como nos desertos andinos e
patagdnicos e nos lhanos da Venezuela e da Colémbia no norte América do Sul (PINTO-

LEDEZMA et al., 2016). Sugere-se que os Furnariides adaptem se a uma grande variedade de
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habitats visto que resultado o clado pode diversificar principalmente em habitats florestais,
embora ainda possuam algumas espécies que colonizaram e diversificaram em habitats
abertos (FJELDSA et al., 2005). No entanto, evidéncias recentes sugerem que as taxas de
especiacdo e extingdo sdo mais altas em habitats abertos, quando comparados as florestais
(PINTO-LEDEZMA et al., 2016).

Os Tyrannides séo frequentemente chamados de suboscines do Novo Mundo, e seus
descendentes sofreram uma incrivel radiacdo, com quase 1200 espécies vivas (MOYLE et al.,
2009, OHLSON et al., 2013, TELLO et al., 2009). No entanto, apesar da magnitude de sua
diversidade, os tiranideos sdo ecologicamente restritos e sdo principalmente péssaros
insetivoros que habitam florestas tropicais da América Central e do Sul (DEL HOYO et al.,
1992). De fato, apenas seis géneros existentes (quatro linhagens da familia Tyrannidae)
estenderam sua distribuicdo original para a América do Norte (DEL HOYO et al., 1992).
Além disso, a Unica evidéncia paleontoldgica para o grupo, um espécime ndo identificado dos
primeiros depdsitos miocénicos da Patagbnia Argentina (NORIEGA; CHIAPPE, 1993), ndo
estende a faixa geografica dos tiranideos. A infraordem Tyrannides é dividida na parvordem
Tyrannida segundo Piacentini et al. (2015), por sua vez a parvordem Tyrannidae compreende
as superfamilias Cotingoidea Bonaparte, 1849 e Tyrannoidea Vigors, 1825. A maioria dos
Tyrannides habita em &reas abertas, como savanas e bordas de florestas (WILLIS, 1976).
Sabendo-se que a fauna entomoldgica sofreu um grave declinio durante épocas frias de
temperatura (SINCLAIR et al., 2003, WILLIS, 1976). E provavel que o periodo de glaciagio
no inicio do Oligoceno (ZACHOS et al., 2001) pode ter confinado o Furnariides (WILLIS,
1976) estritamente insetivoro, a ambientes mais quentes, como florestas tropicais, onde a
abundancia de insetos pode ter permanecido alta. Isso permitiria que os furnarideos
diversificassem, apesar do clima mais frio durante o inicio ao meio do Oligoceno.
Posteriormente, a elevacdo andina na segunda metade do Oligoceno (HOORN et al., 2010)
contribuiu para o aumento da temperatura nos Neotrépicos (ZACHOS et al., 2001) e
intensificou o processo de desertificacdo (HOORN et al., 2010), resultando na expansao dos
habitats de savana ocupados por Tyrannida (OHLSON et al., 2008, WILLIS, 1976). As
temperaturas mais altas também teriam impulsionado a irrigagéo de plantas frutiferas e insetos
para as areas de cerrado, abrindo mais nichos para a alimentagdo mais generalista de
Tyrannida. Esse cenario se ajusta bem ao nosso tempo estimado para a diversificacdo dos

Tyrannides.
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No principio, no hemisfério norte alguns naturalistas compararam espécies de papa-
formigas a outras espécies daquele hemisfério e encontraram semelhangas morfoldgicas entre
elas. Um dos primeiros autores a sugerir novas divisdes taxondmicas nesta familia foi
Swainson (1824), principalmente na familia Laniidae Rafinisque, 1815. Os Laniidae eram
representados por espécies de passaros do mundo inteiro que tinham bicos largos e
extremidade em forma de gancho. Swainson (1824) descreveu Lanianae Swainson, 1824 e
Thamnophilinae Swainson, 1824 sendo as subfamilias de Laniidae, diferenciadas pela
caracteristica exclusiva da forma prolongada do bico forte e reto, e inserindo ainda, trés
géneros validos atualmente em Thamnophilinae: Formicivora Swainson, 1824, Thamnophilus
Vieillot, 1816, e Drymophila Swainson, 1824.

A familia Thamnophilidae em classificacdes tradicionais se mantem entre
Passeriformes Suboscines Furnariida, formando um clado junto com Dendrocolaptidae,
Formicariidae, Furnariidae, Conopophagidae e Rhinocryptidae (RIDGELY; TUDOR, 1994).
Com o advento das técnicas de sequenciamento genético, ocorreu uma grande reclassificacdo
taxonémica dentro da familia. Segundo as resolucbes mais recentes do Comité Brasileiro de
Registros Ornitologicos (PIACENTINI et al., 2015), a familia se encontra dividida nas
subfamilias Euchrepomidinae; Myrmornithinae e Thamnophilinae, e estd inserida entre os
Passeriformes  Suboscines Tyranni  Thamnophilida juntamente com as familias
Melanopareiidae Ericson, Olson, Irested, Alvarenga e Fjeldsa, 2010 e Conopophagidae
Sclater e Salvin, 1873, grupo irmdo e basal em relacdo aos Furnariida, clado que abrange
Grallariidae Sclater e Salvin, 1873; Rhinocryptidae Wetmore, 1926 (1837); Formicariidae;
Scleruridae Swainson, 1827; Dendrocolaptidae Gray, 1840; Xenopidae Bonaparte, 1854 e
Furnariidae Gray, 1840. Os principais géneros da familia sdo: Thamnophilus, Dysithamnus
Cabanis, 1847, Thamnomanes Cabanis, 1847, Myrmotherula Sclater, 1858, Herpsilochmus
Cabanis, 1847, Formicivora, Drymophila, Terenura Cabanis e Heine, 1859, Cercomacra
Sclater, 1858, e Pyriglena Cabanis, 1847, Rhegmatorhina Ridgway, 1888, Myrmoborus
Cabanis e Heine, 1859 e Myrmeciza Gray, 1841 (SIGRIST, 2014).

A familia Conopophagidae (chupa-dentes e cuspidores), é composta pelo género
Conopophaga Vieillot, 1816, com sete espécies no Brasil, € tradicionalmente considerada um
grupo proximo aos macuquinhos e entufados (Rhinocryptidae), das tovocas e formigueiros
(Formicariidae) (SIBLEY; AHLQUIST, 1990). Recentemente estudos com seu DNA
indicaram uma maior afinidade com os Furnariidae (SIBLEY; MONROE, 1990). Este
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acontecimento é suportado por dados morfolégicos e moleculares recentes, no entanto, o
status como uma familia separada das demais é bem controverso (WHITNEY, 2003).

A familia Tyrannidae € amplamente distribuida ao longo do continente americano,
tendo se originado nas florestas pluviais da américa do sul (OHLSON et al. 2008); sendo uma
das maiores familias de aves do hemisfério ocidental e também do Brasil (REMSEN et al.
2017). Posteriormente se diversificou se para ambientes abertos, habitando os mais variados
nichos ecologicos, como campos abertos, areas alagadas e grandes centros urbanos até
savanas e florestas densas. No entanto, a maioria habita florestas, onde exploram todos os
estratos, desde o chdo, forrageando na serrapilheira & procura de pequenos artrépodes, até
acima do dossel, onde algumas espécies podem ser encontradas capturando insetos em voo0,
como Colonia colonus (Vieillot, 1818) (SICK 1997). Se o tipo de habitat for uma
caracteristica conservada nesse grupo, o porte da vegetacdo florestal seria uma variavel
importante influenciando a distribuicdo das espécies. Isso faz com que apresentem enorme
heterogeneidade morfoldgica, ecoldgica e comportamental (SICK 1997; FITZPATRICK
2004; RIDGELY; TUDOR 2004). Os principais géneros da familia sdo: Phyllomyias Cabanis
e Heine, 1859, Myiopagis Salvin e Godman, 1888, Elaenia Sundevall, 1836, Xolmis Boie,
1826, Pseudocolopteryxi Lillo, 1905, Contopus Cabanis, 1855, Knipolegus Boie, 1826,
Tyrannus Lacépéde, 1799 e Myarchus Cabanis, 1844 (SIGRIST, 2014).

A classificacdo de nivel superior dos icterideos do Novo Mundo manteve-se
relativamente estavel quase meio século, com a maioria das classificacfes usadas atualmente
(SIBLEY; MONROE 1990; JARAMILLO; BURKE 1999; FRAGA 2011; REMSEN et al.
2017) seguindo a delimitacdo de Blake (1968) e sequéncia de géneros na Lista de verificagdo
da série aves do Novo Mundo. Em particular, a familia Icteridae tem origem nas Américas e é
restrita a0 Novo Mundo. No Brasil, a familia € composta por 19 géneros e 41 espécies, das
quais 19 ocorrem no Rio Grande do Sul (BENCKE et al., 2010, PIACENTINI et al., 2015).
Poucos grupos de aves foram também estudados por ecologistas evolucionistas como o0s
melros do mundo (Icteridae). Icterideos exibem ampla gama de comportamentos (parasitismo
de ninhada, colonialidade, poliginia, monogamia, reproducdo retardada, mimica vocal,
migracdo de longa distancia), morfologias (dicromatismo sexual, dimorfismo de tamanho,
maturacdo tardia da plumagem) e ecologias (variedade de dietas e habitats) (BROOKS;
MCLENNAN 1991, HARVEY; PAGEL 1991).
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2.2.3. Anatomia e Fisiologia

Os taminofilideos sdo insetivoros de bico proporcionalmente grande e forte. Sua
maxila possui entalhe subterminal tomial, adaptacdo que ajuda a segurar e esmagar O
exoesqueleto quitinoso de artrépodes. Normalmente, apresentam asas curtas e elipticas,
adaptadas para movimentacdo nos ambientes de vegetacdo densa. Em sua maioria, possui pés
e pernas fortes, relativamente grandes, muitos possuem modificacGes dos artelhos e solas dos
pés facilitando a fixacdo em galhos (ZIMMER; ISLER, 2003). A forte musculatura coxal os
auxilia na locomogdo, saltando e pulando. As espécies semiterricolas possuem grande
variacdo no desenvolvimento do tarso e dos dedos. As pernas podem ser altas e grossas, 0s
dedos longos e fortes e as unhas grandes e afiadas (SICK, 1997). O tamanho da cauda e 0
formato variam bastante nesta familia: Myrmotherula brachyura Hermann, 1783 possui a
cauda curta, em contraste com a cauda longa das espécies de Drymophila, Cercomacra,
Pyriglena e Mackenziaena Chubb, 1918. A plumagem dos taminofilideos é bem macia,
especialmente no dorso e flancos (ZIMMER; ISLER, 2003).

Diversos taminofilideos tém areas desprovidas de penas, principalmente ao redor dos
olhos; isto é observado entre os seguidores de formigas de correicdo. O género
Rhegmatorhina apresenta essas “manchas” periorbitais evidentes, Willis (1969) inferiu que
estes “olhos” funcionam como uma grande iris, espantando predadores ou competidores. Esta
familia apresenta um padrdo de plumagem pouco colorido e modesto. Seus representantes
possuem tons de preto, branco, varios tons de ferrugem, castanho ou amarelo. Existe
dimorfismo sexual externo na maioria das espécies. Normalmente os machos possuem
combinagbes de cinza, preto e branco, enquanto que as fémeas tendem para castanho e
ferrugem, porém nem todos os taminofilideos possuem forte dimorfismo sexual externo
(ZIMMER; ISLER, 2003). De acordo com Sigrist (2009), ao explorar determinados biétopos
do sub-bosque, rico em poleiros verticais e pobres em poleiros horizontais, muitas espécies
desenvolveram dedos com estrutura sindactila, ou seja, o segundo e o terceiro dedo séo unidos
na base, tornando o conjunto mais reforgado, auxiliando as espécies a capturarem presas.

Os representantes da familia Conopophagidae formam um grupo morfologicamente
conservado, mostrando pouca variagdo na forma basica e caracteristica. S&0 pequenos, com
cauda curta e asas curtas e arredondadas, eles tém pernas proporcionalmente longas e pés
fortes, permitindo empoleirar se em galhos horizontais e verticais, proximo a serapilheira, e

bico achatado com um gancho sutil na ponta. Apresentam olhos enormes e sdo fot6fobos; a
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maioria apresenta uma listra pos-ocular branca e conspicua (WHITNEY, 2003; SIGRIST,
2014).

A familia Tyrannidae pode apresentar diferencas morfoldgicas perceptiveis na forma
do bico, constantemente providos de vibrissas ou bigodes e também na cauda, com excecao
de alguns géneros, como Alectrurus spp., com caudas longas ou extravagantes. Possuem bicos
com achatamentos diversos, as vezes com dente na ponta da maxila terminada em gancho,
auxiliando na captura de insetos (SIGRIST, 2014).

Os icterideos sdo representados por espécies do porte de um pardal até espécies
grandes, do porte de certos cotingideos ou de corvideos. A plumagem em muitas espécies
desta familia combina padrfes coloridos com marcas pretas contrastantes. Existem também
espécies com grande dimorfismo sexual e outras com plumagens semelhantes em ambos 0s
sexos, sendo diferenciado pelo tamanho, onde 0os machos sdo normalmente maiores que as
fémeas. Seu bico afilado serve para capturar insetos, artropodes e pequenos vertebrados ou
para roubar o néctar ao perfurar a base das grandes flores ou ainda para bicar frutos
(SIGRIST, 2014).

2.2.4. Ecologia

A sazonalidade climatica, tais como pluviosidade, temperatura e evapotranspiracdo
tem grande influéncia na riqueza e comportamento dos animais, e sdo conhecidas por
determinar padrdes de distribuicdo de espécies em escalas amplas (HAWKINS et al. 2003),
pois muitos ciclos populacionais de aves neotropicais sdo correlacionados a essa area,
mostrando como as populagdes variam entre anos (SICK, 1997). Em contrapartida, outras
varidveis tais como a historia evolutiva das linhagens e a heterogeneidade de habitats, sdo
importantes na determinacdo de gradientes geogréficos de diversidade (KISSLING et al.
2007). Em geral, espécies que tem uma forte relacdo filogenética entre si, estdo propensas a
compartilhar suas caracteristicas, e assim, compartilhariam seus nichos (WIENS; GRAHAM,
2005). Dessa maneira, como os fatores ambientais (climaticos e de habitat) desempenham um
papel importante na montagem do conjunto de espécies habitantes de uma area, espécies mais
aparentadas tendem a ocupar areas com 0s mesmos fatores ambientais.

Os passaros da familia Thamnophilidae sdo aves de pequeno porte, que se abrigam e

capturam artropodes em meio a vegetagcdo densa (WIENS, 1989), constituida por espécies
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basicamente insetivoras (SKUTCH, 1996). N&o é raro ser a familia mais representada em
inventarios avifaunisticos de florestas neotropicais mais préximas da linha do Equador
(BIERREGAARD; STOUFFER, 1997), regido considerada como centro de evolucdo da
familia (ZIMMER; ISLER, 2003). A grande maioria dos membros da familia é arboricola,
porém existem alguns terricolas como no género Myrmeciza, habitando praticamente todos o0s
nichos que uma floresta pode oferecer a um passaro insetivoro, desde o sub-bosque até as
copas. No entanto, isto s6 € possivel, em virtude da ampla biodiversidade das florestas
brasileiras (ZIMMER; ISLER, 2003; SIGRIST, 2009).

A familia Conopophagidae € representada por passaros insetivoros; seu nome popular
chupa-dentes estd intimamente correlacionado a sua vocalizacdo, pois assemelha se ao som
produzido pela rapida succdo de ar entre os labios e os dentes de uma pessoa. S0 aves
territoriais, reagindo agressivamente quando seu canto é imitado pelo método acima descrito
ou pela reproducdo via playback da gravacdo de seu chamado. Quando excitados,
permanecem empoleirados com as asas entreabertas e a curta cauda aberta em leque.
Acompanha bandos mistos pelo sub-bosque, mas quando se afastam de seu territorio logo os
abandonam; tém o héabito de viver em casais e nidificam sobre amontoados de folhas na
serapilheira; seus ninhos tém forma de tigela; chocam em média dois ovos pintalgados. Sdo
aves muito curiosas e se aproximam de qualquer intruso que invada seu territorio, podendo
produzir ruidos com as asas, providas de penas primarias modificadas para tal funcdo, como
por exemplo, na espécie Conopophaga lineata (Wied, 1831) (SIGRIST, 2014).

Os representantes da familia Tyrannidae alimentam-se normalmente de insetos;
algumas espécies como o bem-te-vi Pitangus sulphuratus (Linnaeus, 1766), capturam todo
tipo de artrépodes; até mesmo pequenos caranguejos na orla maritima e nos manguezais
fazem parte de sua dieta. No entanto, algumas espécies tem dieta mistas de insetos e frutos,
sendo grande dispersoras de sementes; outras sdo granivoras e carnivoras. As aves insetivoras
obtiveram maior éxito, devido a grande diversidade de nichos ecoldgicos e fauna
entomoldgica neotropical. Ha poucos estudos sobre aves insetivoras no Brasil, a maioria
desses trabalhos sdo voltados para aves frugivoras e granivoras. Algumas espécies
acompanham bandos mistos, e varias espécies da familia Tyrannidae apresentam
comportamentos de forrageio semelhantes, o que pode gerar um processo de competicéo entre
0s representantes da familia. Possuem vocalizagdes simples, porém fortes nas espécies
campestres, mais singelas e francas nas espécies florestais, mas ha excecdes; seus ninhos sdo

construgdes elaboradas, podendo nidificar em cavidades naturais; o casal constroi o ninho e
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cuidam da prole juntos. H& muita variacdo no formato dos ovos, podendo ser coloridos ou
brancos, pintalgados ou manchados com cores fortes como 0 marrom, preto ou castanho,
dependendo do género pertencente a ave (MARINI 1992, SICK 2001; SIGRIST, 2014).

A familia Icteridae tem representantes arboricolas e terrestres; alguns séo florestais
enquanto outros vivem em &reas abertas ou palustres. A maioria das espécies desta familia
desenvolveu o habito de “espagar”, no qual o passaro insere seu bico pontiagudo fechado nas
cascas das arvores ou no esterco seco do gado, por exemplo, e abre o bico nessa cavidade
ampliando-a, e assim desalojando presas como larvas e ovos de insetos. A vocalizacdo dessas
aves é bem diversificada; alguns géneros podem desenvolver repertdrios vocais dos mais
estranhos e muitas espécies executam displays curiosos quando cantam e ainda podem imitar
cantos de outros passaros. Os habitos reprodutivos sdo diferenciados; algumas aves nidificam
em coldnias sobre arvores isoladas, outras nidificam em col6nias nos brejos e taboais, outras
nidificam solitarias; seus ovos sdo brancos ou coloridos, podendo ser maculados de pintas ou

apresentando vermiculagdes em tons de marrom, preto, cinza ou vermelho (SIGRIST, 2014).

2.2.5. Distribuicao geografica

As aves sdo territoriais ao menos em alguma etapa de seu ciclo anual (YAMAGISHI;
UEDA, 1986), esse comportamento pode estar associado a defesa de recursos necessarios
para sua sobrevivéncia ou sucesso reprodutivo (DUCA et al., 2006). Segundo Brown (1964)
ao defender seu territorio, o defensor terd acesso a recursos de maior qualidade, entretanto as
aves apenas defendem territdrios se os beneficios de defesa equivalerem aos custos-tempo,
energia ou riscos de confrontos diretos (BROWN, 1969). A quantidade de recursos
alimentares nos territorios pode ser demonstrada através da relacdo entre tamanho dos
territorios e a massa corporal das espécies. Estudos demonstram que o tamanho dos territdrios
é correlacionado a massa corporal (DUCA et al., 2006). Yamagishi e Ueda (1986) observaram
que os limites implicitos nos territérios sdo avaliados como fixos ao longo do tempo, porém
estes limites territoriais evidenciaram variacGes, possivelmente devido ao periodo de
procriacdo, sazonalidade e disponibilidade de recursos alimentares. Durante o ciclo anual de
uma espécie os dados sobre o tamanho do territorio, area de vida, comportamento territorial e
suas consequéncias para as populacdes sdo importantes para um melhor entendimento da

biologia das espécies; além disso, fornecem informagdes importantes para execucéo de planos
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de conservacdo. Algumas evidéncias mostram que pequenos fragmentos florestais toleram
somente parte do total de espécies originais do local, carecendo aquelas espécies mais
afetadas pelas modificacbes do ambiente; pequenos fragmentos suportam aquelas mais
comuns localmente, que se adaptam bem em habitats alterados; desse modo, a sobrevivéncia
de vérias espécies em fragmentos pode ser prejudicada, pois suas populacdes podem ser muito
pequenas a ponto de serem extintas em longo prazo (GIMENES; ANJOS, 2003).

A avifauna brasileira com 1919 espécies, sendo 269 endémicas, possui gquase um
quinto das espécies de aves do mundo, porem o Brasil também possui 0 maior nimero de
espécies ameagadas no Novo Mundo, aproximadamente 126. Apenas na regido sudeste do
pais sdo 141 espécies endémicas ao brasil, e 105 quase endémicas, com distribui¢do no Brasil,
mas com alguma ocorréncia no pais vizinho, e 83 espécies ameacadas de extingdo segundo
Ridgely et al. (2015).

A familia Thamnophilidae € endémica da regido Neotropical. A floresta que ocorre na
costa Atlantica e na Amaz6nia sdo duas importantes regides de distribuicdo desta familia
(ZIMMER; ISLER, 2003). Sendo uma das familias mais importantes na composicdo da
avifauna Neotropical; os representantes desta familia estdo distribuidos nas planicies e
florestas de altitude mais baixas da regido neotropical, e podendo ser encontrados do sul do
Meéxico (19° N) ao norte da Argentina (27° S). Os taminofilideos estdo limitados a América
Central e ao continente Sul-Americano e ilhas adjacentes (SKUTCH, 1996); estdo ausentes
em parte da Argentina e em todo o Chile (RIDGELY; TUDOR, 1994). Conforme se distancia
ao norte e ao sul da linha do equador a riqueza de espécies desta familia diminui (SKUTCH,
1996). A maioria dos taminofilideos esta intimamente associada a capfes ou a formacOes
distintas de florestas (SICK, 1997), e sdo afetadas por fragmentacdo florestal e destruicdo da
restinga, o que afeta sua abundéncia e ocorréncia (WILLIS, 1979). Segundo Zimmer e Isler
(2003) a maior parte habita as planicies de florestas imidas, e alcanca sua maior diversidade
na bacia amazonica, porém essa diversidade diminui logo que ha um aumento da altitude nas
regidbes montanhosas; os taminofilideos possuem maior diversidade em florestas tropicais e
matas de baixada, no entanto muitas espécies da Mata Atlantica, e dos Andes, podem ser
encontradas acima dos 2.000 m de altitude. Algumas espécies habitam ambientes abertos,
Ccomo savanas e campos, e ndo sdo encontrados nas altas elevacdes e latitudes, como por
exemplo, nos altos Andes ou na Patagonia (ZIMMER; ISLER, 2003). Quase todas as espécies

da América Central sdo também encontradas na América do Sul (SKUTCH, 1996).
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A familia Conopophagidae é um grupo endémico da América do Sul; seus
representantes sdo encontrados em florestas imidas e matas secundarias densas. Todos s&o
habitantes de sub-bosque e séo vistos voando proximos ou no chdo para capturar insetos.
Também, empoleiram em galhos horizontais, cipds e troncos. Sao insetivoros terrestres que
vivem nas florestas tropicais e temperadas da Colémbia, Suriname, Brasil, sul e nordeste da
Argentina, sul do Paraguai, Bolivia e Peru (SICK, 1997; WHITNEY, 2003; SIBLEY;
AHLQUIST 1990). Os conopofagideos sdo aves do sub-bosque da floresta, estandes de
bambu e o chdo da floresta. Os membros do género Conopophaga séo encontrados nas bacias
do Amazonas e Orinoco, nas encostas leste e central dos Andes, na Mata Atléantica e regides
proximas, enquanto os membros do género Pittasoma Cassin, 1860 sdo encontrados no
Chocd, no Panama e na Costa Rica. Algumas espécies vivem em matas impenetraveis; outros
moram em florestas mais abertas. A maioria esta totalmente restrita a habitats tmidos, mas
varias espécies se estendem para regides mais secas no leste do Brasil. Os membros do género
Conopophaga sempre séo encontrados perto do chdo da floresta, raramente subindo mais de
1,5 m acima do solo, eles também raramente viajam ou passam muito tempo no chdo (embora
alimentem se no chdo). Os membros do género Pittasoma sdo mais comumente Vistos
pulando no chdo (WHITNEY, 2003).

A riqueza de espécies de Tyrannidae, quando comparada ao habitat, é altamente
variavel, embora a maioria dos habitats nas Américas possuam pelo menos algumas dessas
aves. Os habitats de floresta tropical de varzea e de floresta perene de montanha tém a maior
diversidade de espécies isoladas, enquanto muitos habitats incluem rios, floresta de palmeiras,
floresta de areia branca, floresta tropical decidua, floresta temperada do Sul, floresta
temperada do Sul, semi-Umida/Umida; matagal de montanha, e pastagens temperadas do
Norte, tendo a menor diversidade de espécies Unicas. Isto pode ser devido em parte ao menor
nimero de nichos encontrados em certas areas e, portanto, menos lugares para a espécie
ocupar. A especializacdo dos tiranideos entre os habitats & muito forte nas florestas de varzeas
e nas florestas de altitude. Esses tipos de habitats, portanto, exibem a maior especializacdo
(DEL HOYO, 2004; BIRD, 2004). A familia Tyrannidae € a maior dentre os passaros
suboscines das Américas e maior do Brasil; habitam todos os tipos de ambientes, desde
florestas e cerrados, até ambientes abertos, lacustres e montanhosos. A maioria das espécies
vive na borda de matas e possui grande capacidade de voo, permitindo o deslocamento de
uma mata de capoeira para outra, ou migrar para longas distancias em algumas épocas do ano

de acordo com as estagcbes, 0 que ndo ocorre com outros suboscines de hébitos mais
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residentes. Algumas espécies migram para a Amazonia durante o inverno e voltam para as
regides do Sudeste durante a primavera, onde nidificam, como Myiozetes spp. Ha outras
espécies como Elaenia spp., que realizam migrag6es locais a procura de frutos e insetos. E
outros géneros como Contopus, Tyrannus e Empidonax Cabanis, 1855, que migram dos
Estados Unidos das Américas e do Canada para o Brasil e outras partes da América do Sul,
fugindo do inverno boreal (SIGRIST, 2014).

A familia Icteridae concentra a maior parte das suas espécies no Noroeste do
continente, com 23 espécies. H4 um outro centro nas regides campestres e paludicolas do Rio
Grande do Sul e Uruguai: 17 a 18 espécies. No Rio de Janeiro sdo registradas 7 espécies
(SICK, 1997).

2.2.6. Principais espécies de taminofilideos, conopofagideos, tiranideos e icterideos

capturadas no PNI

Devido a explosdo de conhecimento sobres as aves que resultou na publicacdo de uma
infinidade de artigos cientificos, a taxonomia e nomenclatura das aves é considerada
desafiadora para muitos autores. O Bird Life International e 0 CBRO (Comité Brasileiro de
Registros Ornitologicos) ndo possuem idénticos sistemas de classificacdo; portanto, neste
trabalho optou-se utilizar a classificacdo do Bird Life International, a qual tem sido

amplamente aceita no literatura cientifica mundial.

2.2.6.1. Thamnophilidae

2.2.6.1.1. Drymophila ferruginea (Temminck, 1822)

Esta espécie é conhecida popularmente por trovoada, possui tamanho aproximado de
14 cm, ampla distribuicdo em sub-bosque de mata, capoeira de baixada e encosta, em geral
até 1.200 m de altitude. Apresenta uma coloracdo das partes superiores alvinegras tendo o
dorso bastante branco brilhante oculto, uropigio castanho; as partes inferiores sao ferrugineas

vivas e uniformes. A fémea € semelhante, porém com a coloragdo mais palida. Seu canto
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carateristico. um “di, tchi-ui?” simples, podendo ter notas extras no fim. Habita
frequentemente a copa das arvores associada a outros péssaros; chamando muito a atengéo
pelo piar bissilabico; ocorre da Bahia a Santa Catarina, no Espirito Santo e Rio de Janeiro
apenas nas serras, e na regido metropolitana, no macico da Pedra Branca (SICK, 1997;
SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.1.2. Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823)

Estd espécie é conhecida popularmente por choquinha-lisa, possui tamanho
aproximado de 12 cm, ampla distribuicdo em sub-bosque de mata e capoeira e encosta, mata
de araucaria, e as vezes mata de planalto, em geral até 1.600 m de altitude. Estima-se que o0
periodo reprodutivo seja entre o final de setembro e comeco de abril. Semelhante ao relatado
na literatura para espécies florestais, o inicio do periodo reprodutivo das espécies florestais é
relacionado ao final do inverno ou inicio do periodo chuvoso, com intensa atividade em
outubro. A espécie apresenta forte dimorfismo sexual, observado nas diferencas da coloracao
da plumagem; o macho apresenta uma coloracéo oliva por cima, cabeca e pescoco cinzentos,
garganta branca e barriga amarelada; ja as fémeas sdo oliva por cima, coroa canela
contrastante, face cinza, asa e cauda de orlas ferrugineas. E uma espécie que vocaliza muito,
canta uma serie curta e simples de assobios aflautados, um “wu-ri-ri-ri-ri?”” rapido e
ascendente. Ocorre do México a Bolivia, Brasil (do sul da Bahia ao Rio de Janeiro e Minas
Gerais), Paraguai e Argentina (Misiones) (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al.,
2015).

2.2.6.1.3. Mackenziaena leachii (Such, 1825)

Esta espécie é conhecida popularmente por borralhara-assobiadora, possui tamanho
aproximado de 26,5 cm; uma espécie pouco abundante; habitando em sub-bosque denso de
mata serrana e de araucéria, capoeira e borda, em geral de 500 m a 2100 m de altitude.
Apresenta uma notavel cauda longa que toma metade do tamanho total; plumagem negra
salpicada de branco (macho) ou amarelada (fémea); a mesma tem sua plumagem canela e

parda. Uma espécie muito mais ouvida que vista; seu canto € uma serie rapida de assobios
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finos e penetrantes, cujo timbre vai subindo antes de cair na parte final; um chamado
anasalado e aspero “skiii”. Habita as brenhas densas; ocorre do Espirito Santo e Minas Gerais,
Rio de Janeiro, ao Rio Grande do Sul, Paraguai e Argentina; no Espirito Santo, Minas Gerais
e Rio de Janeiro nas montanhas, inclusive frequentando os campos de altitudes acima da linha
das florestas (p. ex. no alto da Serra de Caparad na divisa de Minas Gerais com o Espirito
Santo) (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.1.4. Mackenziaena severa (Lichtenstein, 1823)

Esta espécie é conhecida popularmente por borralhara-de-topete, possui tamanho
aproximado de 24 cm, habita o sub-bosque denso de mata e em bordas, com preferencias por
taquarais, em geral até 1500 m de altitude, as vezes em 1850 m em lItatiaia. Possui olhos
ferrugineos, crista bem visivel; 0 macho apresenta uma plumagem de cor cinza-fuliginosa-
escura, uniforme, com a cabeca negra; a fémea toda barrada acanelada, topete ferrugineo
uniforme e cauda enegrecida. Uma ave arredia e discreta; vive em casal, quase nunca sai dos
taquarais sendo raro juntar-se a bandos mistos; seu canto ¢ de longo alcance, um “fuiu-fii-fui-
fui-fui-fui” intenso. Escondido na ramagem densa de mata e capoeira, ocorre do sul da Bahia,
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, ao Rio Grande do Sul, Paraguai e Argentina
(Misiones) (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.1.5. Myrmoderus loricatus (Lichtenstein, 1823)

Esta espécie € popularmente conhecida como formigueiro-assobiador, possui tamanho
aproximado de 15 cm, encontrado no ch&o ou a baixa altura, em mata e capoeira, em geral de
200 m até 1350 m de altitude. Espécie terricola de pées esbranquicados, cauda comprida sem
branco algum, mas com area dorsal branca oculta; marrom é a cor predominante do seu dorso,
com sobrancelha branca longa e larga, coberteiras da asa pretas com faixas de pintas
acaneladas e brancas. Vive sozinho ou em casal, saltita pelo chdo revirando folhas com o
bico, raramente se junta a bandos mistos. Seu canto € uma série rapida de assobios duplos e

agudos “uisi, uisi, uisi, uisi, uisi, uisi” que desce aos poucos. Ocorre da Bahia, Minas Gerais e
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Espirito Santo a Sdo Paulo; no Espirito Santo e Bahia é observado nas montanhas. (SICK,
1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.1.6. Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818)

Esta espécie € popularmente conhecida como papa-taoca-do-sul; possui tamanho
aproximado de 18 cm, ampla distribuicdo em sub-bosque de mata, capoeira e mata de
araucéria, em geral até 1.250 m de altitude. Seu olho é vermelho-vivo; 0 macho apresenta
duas barras alvas sobre a asa e com &rea dorsal branca oculta, a qual falta na fémea, que é
marrom. Seu canto frequente é um “pir-pir-pir-pir-pir-pir!” penetrante, algo descendente; o
chamado é um “kiip” repetido e costuma ser a vocaliza¢do mais penetrante que se pode ouvir
em qualquer mata fechada do sul da Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais (Rio
Doce) até Rio Grande do Sul, Argentina (Misiones) e Paraguai. Vive em casal e ndo costuma
juntar-se em bandos mistos; porém varios casais podem ser vistos juntos ao obter grande parte
de seu alimento capturando formigas de correi¢cdes (SICK, 1997; WILLIS; ONIKI 1992;
SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015;).

2.2.6.1.7. Rhopias gularis (Spix, 1825)

Esta espécie é conhecida também por choquinha-de-garganta-pintada, possui tamanho
aproximado de 9,5 cm, habita o sub-bosque de mata e capoeira, em geral até 1500 m de
altitude. E uma espécie restrita ao sudeste do pais; distinta pela garganta salpicada de branco,
em ambos o0s sexos, e pela cor marrom-acanelada; e asa preta com duas faixas caneladas;
branco oculto na base da asa. Voa em casal; ndo se junta a bandos mistos, vive em grotas
perto de riachos e € mais terricola, sendo seu canto descendente aspero anasalado, um “tcht-
tcht-tcht” rapido. Ocorre de Minas Gerais e Espirito Santo ao Rio Grande do Sul; também no
Rio de Janeiro (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).
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2.2.6.2. Conopophagidae

2.2.6.2.1. Conopophaga lineata

Est4 espécie é conhecida também por chupa-dente, possui tamanho aproximado de
12,5 cm, ampla distribuicdo no sub-bosque e borda de mata, inclusive de araucéria, e de
capoeiras, em geral de 500 a 2400 m de altitude. Ambos os sexos sdo bem parecidos, de
plumagem marrom-ferruginea, um tufo pds-ocular branco no macho e cinza na fémea,
mandibula amarelada, alaranjada na parte inferior e 0 meio da barriga branco. Vive sozinho
ou em casal, normalmente em baixa altura, mas é raro vé-lo no chdo; pousa em talos verticais;
geralmente € visto sozinho, mas pode ser avistado as vezes em bandos mistos de sub-bosque.
O canto do macho é uma série de 8-10 assobios agudos, “tchiff” abrupto, som parecido com o
chupar os dentes que originou o nome popular. Ampla ocorréncia do Ceara ao Rio Grande
Sul, Goias, passando pelo leste de Mato Grosso, Paraguai e Argentina (Misiones). Em Itatiaia
alcanca os campos de altitude (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.2.2. Conopophaga melanops (Vieillot, 1818)

Esta espécie é conhecida também por cuspidor-de-méscara-preta, possui tamanho
aproximado de 11 cm, encontrado no sub-bosque de mata de baixada e de encosta, em geral
até 1000 m de altitude. O macho, muito distinguivel da fémea pelo contraste do boné
ferrugineo-alaranjado-vivo, com os lados da cabeca pretos e garganta branca, dorso marrom e
cinza por baixo; ja na plumagem da fémea predomina o marrom-ferrugineo, com sobrancelhas
e tufo pos-ocular branco-sujo; bico preto. Vive na mata fechada a pouca altura do solo e
prefere areas Umidas proximo a riachos e pequenas corredeiras. O canto é um trinado agudo
que pode durar de 8-10 segundos, “tchuit” agudo. Ocorre da Paraiba a Santa Catarina; nas
regides serranas do Espirito Santo e Rio de Janeiro (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY
et al., 2015).
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2.2.6.3. Tyrannidae

2.2.6.3.1. Attila rufus (Vieillot, 1819)

Estd espécie é conhecida popularmente por capitdo-de-saira, possui tamanho
aproximado de 20 cm; de ocorréncia ampla a meia altura e logo abaixo do dossel de mata;
endémico da Serra do Mar e da Mata Atlantica, até 1500 m de altitude, mas em geral abaixo
de 1100 m. De coloracdo ferruginea uniforme, com a cabeca cinza e garganta rajada de
branco. Vive sozinho ou em casal, oculto no sub-bosque e no estrato baixo em soqueiras de
samambaias ou em taquarais, bastante visto na borda de mata; captura insetos em voos curtos
ou consome pequenos frutos. Seu canto é uma série de 6-9 notas “vi”, ascendente meio lenta

Minas Gerais ao Rio Grande do Sul (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.2. Capsiempis flaveola (Lichtenstein, 1823)

Esta espécie é conhecida por marianinha-amarela, possui tamanho aproximado de 11,5
cm, de ocorréncia ampla a baixa e média altura em mata, com maior frequéncia onde héa
taquarais e também mata de araucéaria, em bordas e clareiras de florestas Umidas e restingas,
até 1200 m de altitude. Sua plumagem ¢é oliva-amarelada por cima, asas e cauda mais escuras,
cauda longa, amarela-viva por baixo. Vive em casal ou em grupo familiares de 3 a 4
individuos, e ndo se junta a bandos mistos; perseguem insetos em voos espalhafatosos pelo
subdossel e pelo estrato médio; seu ninho tem forma de taca aberta, feito com gramineas e
musgos em meio a vegetacdo. Seu canto € um trinado curto e seco “tr-r-r-r-r-r-r-r’’; um gorjeio
agradavel que pode ser dado em dueto pelo casal. Encontrado a beira de mata, cafezal,
restinga, desde a Nicaragua a Bolivia e Paraguai, além de todas as regides do Brasil até o Rio
Grande do Sul (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).
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2.2.6.3.3. Colonia colonus

Esta espécie é conhecida popularmente por viuvinha, possui tamanho aproximado de
23-25 cm para macho e 18-20 cm para fémea. Encontrada em borda de mata, também de
araucéria, as vezes em arvores em areas abertas vizinhas, e em geral pousada em poleiros
elevados, bem expostos e visiveis, até 1500 m de altitude. Morfologia inconfundivel; bico
preto curto; preta com testa e sobrancelha brancas, coroa e nuca acinzentadas, par de penas
centrais da cauda muito longo. Vive em casal, as vezes em grupos familiares, exceto em
bando misto, pousada em galhos ou troncos mortos; move a cauda e da voos curtos e
acrobaticos atras de insetos, ou os capturam em pleno ar. Pode permanecer imével por longos
periodos; apds voos longos costuma voltar ao mesmo poleiro ou algum bem préximo; é
considerada sedentaria por sempre usar os mesmos poleiros. Nidifica em ocos de pica-paus e
cavidade naturais nas arvores. Seu canto ¢ um “uiu?” delicado e também um “suii, tititu”
rapido. E em parte migratorio. Ocorre das Guianas e Equador até Bolivia e Paraguai,
localmente na Amazonia brasileira, Brasil central e oriental, do Maranhdo ao Rio Grande do
Sul, no Espirito Santo e Rio de Janeiro; mais nas montanhas (SICK, 1997; SIGRIST, 2014;
RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.4. Corythopis delalandi (Lesson, 1831)

Esta espécie é conhecida popularmente por estalador, possuindo tamanho aproximado
de 14 cm; encontrado perto do chdo ou no mesmo, no interior de mata e capoeira, preferindo
areas umidas ao longo de riachos, até 1000 m de altitude. Sua plumagem é marrom-olivacea
por cima, ao redor dos olhos branco, e por baixo branco; peito com estrias pretas, pernas altas
e esbranquicadas, asas grandes e cauda relativamente longa. Vive sozinho, mas pode ser visto
em casal as vezes; habita no sub-bosque onde caminha pelo chdo, movendo a cabeca e a
cauda; pousa em troncos e galhos caidos, dali do chdo voa para cima, e captura insetos na
parte inferior da folha. Facilmente identificado pelo estalo forte que da com o bico, dando
origem ao seu nome vulgar. Nidifica proximo ao solo; seu ninho é esférico com entrada pelo
lado e os ovos pardacentos sdo analogos ao de outros tiranideos. Defende um territorio de

aproximadamente 200m de extensdo linear. Seu canto é um assobio agudo, “pii-purrui, pi-
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purruit”. Ocorre do Nordeste ao Rio Grande do Sul, através de Goias e Mato Grosso a
Bolivia, Paraguai e Argentina (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.5. Elaenia parvirostris Pelzeln, 1868

Esta espécie é conhecida popularmente por guaracava-de-bico-curto; possui tamanho
aproximado de 13 cm; um passaro migratorio encontrado em capoeira borda de mata e areas
abertas com arvores, em até 1500 m de altitude. Sua coloracéo ¢ oliva no dorso, cabeca com
fina estria visivel na coroa, anel ocular branco, asas escuras com 2-3 faixas brancas, seu
ventre é cinza claro. Vive sozinho em bordas de matas, capoeiras, parques, cerrados e areas
semi-abertas; alimenta-se de frutos e pequenos insetos. Reproduz-se no Sul em novembro e
migra posteriormente para o Sudeste e 0 Centro-Oeste até a Amazonia. Seu canto um “uiu”,
mas normalmente ndo vocaliza muito. Ocorre na Bolivia, Argentina, Rio Grande do Sul até o
norte do continente (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.6. Knipolegus cyanirostris (Vieillot, 1818)

Esta espécie é conhecida popularmente por maria-preta-de-bico-azulado; possui
tamanho aproximado de 15 cm; encontrada no sub-bosque de mata, mata de araucéria e
capoeira, entre 500 a 2200 m de altitude; migratéria entre as serras do Sudeste e Sul. O
macho tem o bicho azul-claro e olho vermelho, todo preto, e a fémea tem o bico mais escuro e
olho alaranjado, sendo marrom-acanelada no dorso, asa enegrecida com duas faixas pardas
visiveis; seu ventre é branco-sujo rajado de marrom. Vive em casal, mantem-se entre a s
folhagens, em geral a baixa altura, € um pouco arisca; na época da reproducdo o macho exibe
se para a fémea; eleva se no ar uns 5-10 m, e cai em seguida como uma pedra nas folhagens;
seu ninho tem forma de taca. Ocorre do Espirito Santo e Minas Gerais ao Rio Grande do Sul e
Mato Grosso, Argentina, Paraguai e Uruguai, no norte em regides serranas (SICK, 1997,
SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

27



2.2.6.3.7. Knipolegus nigerrimus (Vieillot, 1818)

Esta espécie é conhecida popularmente por maria-preta-de-garganta-vermelha. Possui
tamanho aproximado de 18 cm e é encontrada em areas abertas com arvores e moitas e em
borda de mata, de araucéria; prefere terreno rochoso. Entre 700 a 2400 m de altitude, é
endémico restrito aos campos altimontanos no sudeste e Sul; habita as serras do Mar, da
Mantiqueira, do Caraca, do Itatiaia, do Caparad e dos Orgdos. Apresenta o bico azulado, olho
vermelho-escuro, podendo ter crista; 0 macho € preto-azulado, com faixa branca na asa; a
fémea é semelhante, mas tem a garganta rajada de castanho-escuro e preto. Vive em casal;
ndo pousa tdo expostos; em geral fica na vegetacdo baixa capturando insetos entre arbustos
em voos curtos, e € bem silenciosa; elas pernoitam abrigadas em escarpas rochosas e
nidificam em grotas e pareddes rochosos secos nos meses de verdo. Ocorre de Alagoas, Bahia,
Parand ao Rio Grande do Sul (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.8. Lathrotriccus euleri (Cabanis, 1868)

Esta espécie é conhecida popularmente por enferrujado. Possui tamanho aproximado
de 12,5 cm; de ocorréncia ampla a baixa altura em mata, capoeiras e bordas, até 1800 m de
altitude. Seu dorso é pardo-escuro, bico amarelado, leve manha clara no loro e anel ocular
claro, peito pardo-olivaceo e barriga branca. Vive sozinho ou em casal, ndo se junta a bandos
mistos; discreto fica oculto na folhagem do sub-bosque, seu ninho tem forma de taca aberta
em meio & vegetacdo do sub-bosque. Seu canto mais comum é um “ziu-bi” ou um “ziu”.
Ocorre da Venezuela a Bolivia, Argentina e Paraguai, em todas as regides do Brasil até 0 Rio
Grande do Sul (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.9. Leptopogon amaurocephalus Tschudi, 1846

Esta espécie é conhecida popularmente por cabecudo. Possui tamanho aproximado de
13 c¢cm; de ocorréncia ampla em sub-bosque de mata, capoeira, e florestas Umidas. Em geral
abaixo de 1200 m de altitude, mas pode chegar até 1500 m. Seu dorso é oliva, a cauda

amarronzada, asa escura com duas faixas pardas e filetes amarelos, coroa marrom-escura e
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face branco-suja com crescente preto nas auriculares. Garganta cinza-clara, peito olivaceo e
barriga amarelo-clara. Vive sozinho ou em casal, voa em bandos mistos, pousa em locais
abertos, costuma levantar uma das asas na vertical; constroi o ninho pendular globular com
entrada lateral, fixando-o nas raizes, expostas dos barrancos em ravinas. Seu canto é rapido e
ténue “ski-k’k’k’k’k’k’k’kiu” Ocorre do Mexico, Amazonas, Rondbnia, Mato Grosso e
Bolivia; Nordeste, Leste e Sul até o Rio Grande do Sul, Misiones e Paraguai (SICK, 1997,
SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.10. Mionectes rufiventris Cabanis, 1846

Esta espécie é conhecida popularmente por abre-asa-de-cabeca-cinza; possui tamanho
aproximado de 13 cm; encontrada em sub-bosque de mata, de araucéria e em capoeira, em
geral até 1500 m de altitude, mas pode chegar a 1800 m. Seu dorso é oliva-amarronzado, asa
uniforme, bico de base rosada, capuz cinza, peito olivaceo e barriga laranja. Uma ave discreta
que tende a ficar dentro da mata, atraidas para a borda por plantas com frutos; também
observada em bandos mistos, aos casais ou em grupos familiares. Frequentemente abre a
cauda em leque e uma das asas na vertical; forrageia insetos em meio a aglomerados de folhas
mortas, consome poucos frutos; seu ninho é pendular, uma bolsa piriforme com entrada
lateral. O canto do macho é anasalado; comeca lento, acelera e depois para de repente. E
restrito ao sul: Espirito Santo (regides serranas), Minas Gerais, Rio de Janeiro (Petrdpolis,
Teresopolis. Itatiaia, etc.), ao Rio Grande do Sul, Misiones e Paraguai (SICK, 1997
SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.11. Myiarchus ferox (Gmelin, 1789)

Estd espécie € conhecida popularmente por maria-cavaleira. Possui tamanho
aproximado de 19 cm, encontrada em borda de mata, capoeira e areas abertas, florestas
umidas, de ampla ocorréncia, até 1800 m de altitude. Sua plumagem tem tons de cinza-
esverdeados no dorso, bico preto e longo, barriga de cor amarelo vivo, cauda mais escura na
parte superior. Todos os Myiarchus tém o costume de arrepiar as penas do vértice. Seu canto é

um “brrrrui” suave. Ocorre do norte da América do Sul a Bolivia e Uruguai, Brasil
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amazonico, central e oriental, também no Rio de Janeiro e oeste do Rio Grande do Sul (SICK,
1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.12. Myiarchus swainsoni Cabanis & Heine, 1859

Esta espécie é conhecida popularmente por irré. Possui tamanho aproximado de 19
cm, de ampla ocorréncia em mata de borda, capoeira, e areas abertas, até 1650 m de altitude;
também pode ser encontrado no cerrado, matas secas, caatinga, e bordas de florestas umidas.
Seu dorso é pardo-olivaceo, coroa amarronzada, bico rosado, cauda enegrecida com lateral
branca, garganta e peito cinza-claro, e barriga amarelada. Alimenta se de frutos e insetos em
voo. Seu canto é um assobio “uio” curto, suave, também tem outras frases como “ria, brr-ria”.
E um passaro migratdrio que ocorre da Venezuela & Bolivia, Argentina, Paraguai e Uruguai,
em todas as regides do Brasil, incluindo o Rio Grande do Sul (SICK, 1997; SIGRIST, 2014;
RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.13. Phyllomyias griseocapilla Sclater, 1862

Esta espécie é conhecida popularmente por piolinho-serrano. Possui tamanho
aproximado de 11 cm, de ampla ocorréncia em borda de mata capoeira, serranas e mata de
araucéria, e as vezes nos arredores; de 800 até 1800 m de altitude; espécie endémica do
Sudeste e Sul. Seu dorso € oliva-vivo, tem anel ocular branco, asa enegrecida com faixas
amarelas, cabeca cinza, ventre branco. Vive sozinho ou em casal, alimenta se em baixa altura,
as vezes com bandos mistos. Normalmente é silencioso; um assobio suave “uiu”, repetido até

3

quatro vezes, e “u-iiii” mais longo. Ocorre em Minas Gerais e do sul da Bahia a Santa

Catarina (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.14. Phylloscartes difficilis (Ihering & lhering, 1907)

Esta espécie é conhecida popularmente por estalinho. Possui tamanho aproximado de

11 cm; de ocorréncia em sub-bosque e borda de mata serrana e de araucéria, de 800 a 2100 m
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de altitude. Espécie endémica da serra do Mar e da Mantiqueira. Seu dorso é oliva-vivo, com
anel ocular e sobrancelha brancos e face cinzenta; asa com filetes oliva; seu ventre é cinzento,
garganta e meio da barriga mais brancos. Vive em casal e normalmente nédo se junta a bandos
mistos; oculto no sub-bosque e no estrato baixo, em meio ao emaranhado da vegetacao;
captura insetos em voos curtos e consome pequenos frutos. Seu canto é um “tuididi!” rapido
e produz um estalo com o bico. Ocorre de Minas Gerais e Rio de Janeiro a S&o Paulo, restrito
as montanhas (Serra dos Orgdos, Bocaina, Itatiaia, Caparad); Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.15. Pitangus sulphuratus

Esté espécie é conhecida popularmente por bem-te-vi. Possui tamanho aproximado de
22,5 cm, de ocorréncia em borda de mata e em ambiente alterado, uma ave muito numerosa
em &reas urbanas, até 1600 m. Em Itatiaia até 2300 m de altitude. Seu dorso é marrom, coroa
e mascara negras, longa sobrancelha branca, mancha amarelada semioculta na coroa, bico
forte e reto, asa e cauda com filetes canela, garganta branca, ventre amarelo-vivo. S&o aves
chamativas, barulhentas e bem adaptaveis a qualquer meio; descobre sempre novas fontes de
alimento, vive em casal ou em grupos, come insetos e frutos, pesca pequenos peixes e caga
pequenos vertebrados; faz grandes ninhos no topo de arvores e até em transformadores de
iluminagdo publica. Seu canto ¢ um sonoro “bem-te-vi!”, que pode variar para “bem-te-vi-
trriik”, € um “i-ii”. Ocorre do Texas onde nidifica a Argentina e em todo o Brasil (SICK,
1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.16. Platyrinchus mystaceus Vieillot, 1818

Esté espécie é conhecida popularmente por patinho. Possui tamanho aproximado de 10
cm, de ampla ocorréncia em sub-bosque de mata, araucaria e em capoeira, até 1500 m de
altitude. Seu dorso € marrom-olivaceo, coroa com mancha amarela oculta, plumagem pardo-
amarelado e preto na face, garganta branca, bico muito largo e chato, mandibula clara, ventre
pardo, e meio da barriga amarelado. Ave discreta e pequena, em geral vive sozinha; néo se

junta a bandos mistos; prefere vegetacdo arbustiva e densa a pouca altura; sdo bem rapidos;

31



capturam insetos. Seu canto ¢ um “uik!”, ou “uikik”.  Ocorre do México a Bolivia e
Argentina, Brasil oriental, meridional (inclusive Rio Grande do Sul) e centro-ocidental
(SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.17. Ramphotrigon megacephalum (Swainson, 1835)

Esta espécie €& conhecida popularmente por maria-cabecuda. Possui tamanho
aproximado de 13 cm; de ocorréncia em sub-bosque de mata e capoeira com predominio em
taquarais, até 1400 m de altitude. Na Serra do Caparaé em até 1900 m. Seu dorso é oliva-
escuro apagado, sobrancelha branco-amarelada, bico largo e chato, asas mais escuras com
duas faixas ocraceas, ventre amarelada, com peito oliva-ocraceo e garganta branca. Uma ave
arredia, que pousa ereta entre a vegetacdo, em meio a taquarais. Prefere o interior escuro do
sub-bosque denso; vive sozinha ou aos pares, alimenta se de insetos; o casal nidifica em
cavidades naturais em arvores, chocando dois ovos. Seu canto ¢ um “ué, urt” abrupto. Ocorre
na Amazonia ocidental, Minas Gerais e Espirito Santo a Santa Catarina; Paraguai e Misiones
(SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.18. Serpophaga nigricans (Vieillot, 1817)

Estd espécie é conhecida popularmente por jodo-pobre. Possui tamanho aproximado
de 12 cm; de ocorréncia em areas arbustivas e abertas, sempre a beira d’agua; até 1500 m de
altitude, as vezes 2000 m. Uma ave pequena e escura, dorso cinza-amarronzado, ventre cinza
mais claro, cauda preta. Vive sozinho ou em casal, saltitando perto d’agua e pousando em
rochas e galhos; desce ao solo e costuma abrir a cauda ou joga-la para cima. Alimenta se de
artropodes a beira d’agua; vasculha o musgo atrés de alimento. Seu canto é um “tchit- tchit-
tch-tch-t-t-t-t-t”. Ocorre da Argentina ao Espirito Santo e Minas Gerais; no norte, nas
montanhas (Itatiaia, Bocaina, etc.) (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).
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2.2.6.3.19. Tolmomyias poliocephalus (Taczanowski, 1884)

Esta espécie é conhecida popularmente por bico-chato-de-cabecga-cinza. Possui
tamanho aproximado de 12 cm; de ocorréncia a meia altura, abaixo do dossel, e em borda de
mata, nas baixadas costeiras, ate 600 m de altitude. Seu dorso é oliva, coroa cinza, mancha
branca diante do olho, olho cor de mel, bico quase todo preto, asa escura com duas faixas e
filetes amarelos, garganta branca, peito oliva, barriga amarelo-clara. Vive em bando misto de
dossel; raramente desce das copas; tem uma postura horizontal, costuma erguer a cauda. Seu
canto ¢ “fi, fii, fi-1, fii-i” um pouco ofegante. De ocorréncia ampla na Amazonia brasileira e
extrabrasileira; também na mata atlantica do litoral de Pernambuco até o Espirito Santo. No
Rio de Janeiro em algumas florestas remanescentes de baixada do norte do estado, em
Campos e Casimiro de Abreu (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).

2.2.6.3.20. Tolmomyias sulphurescens (Spix, 1825)

Estd espécie é conhecida popularmente por bico-chato-de-orelha-preta. Possui
tamanho aproximado de 13,5 cm; de ocorréncia em sub-bosque e borda de mata, araucaria,
em capoeira, em até 1700 m de altitude. Seu dorso é oliva, com coroa e nuca cinzentas,
mancha branca na frente do olho, manchas escuras nas auriculares, asa escura com duas faixas
e filetes amarelos, mandibula clara e chata, garganta acinzentada, peito e flanco olivaceos, e
barriga amarela. Vive sozinho ou em casal; também em bandos mistos pelo subdossel e
estrato médio. Costuma pousar ereto, mas também pode adotar uma postura horizontal com a
cauda erguida; percorre galhos secos a procura de insetos; também consome frutos. Constroi
seu ninho longo e suspenso sobre arvores a beira d’agua, caminhos ou em ravinas. Seu canto é
um “chuit!” agudo e aspero. Ocorre do México a Bolivia e Argentina, em todas as regides do
Brasil, até o Rio Grande do Sul (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al., 2015).
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2.2.6.4. Icteridae

2.2.6.4.1. Cacicus haemorrhous (Linnaeus, 1766)

Esté espécie é conhecida popularmente por guaxe. Possui tamanho aproximado de 28
cm para macho e 23 cm para fémea; sdo aves de dossel, borda de mata e mata de araucaria;
em geral até 1000 m de altitude. Seu olho é azul, bico amarelado, preto brilhoso, uropigio e
coberteiras superiores da cauda vermelhas; a fémea é mais opaca. E uma ave chamativa e
barulhenta, facil de detectar onde ocorre. Sua dieta € composta basicamente por frutos;
procurados nas bordas de floresta, como camboata, e de diversas espécies de embalbas,
também alimenta se de invertebrados, néctar e flores; a colonia fica localizada em galhos
sobre a agua em frondes de palmeiras ou em arvores isoladas; o material do ninho é
constituido de véarios vegetais. Seu chamado é aspero, as vezes intercalados com notas mais

9999

melodiosas, um “tchouiiio™” prolongado, costuma dar um “tchap! tchap! tchap!” aspero
durante alimentacdo e voo. Prefere baixadas quentes com florestas (p. ex. Espirito Santo, Rio
de Janeiro). Ocorre do norte do continente, através da Amazoénia, localmente até o Jurua,
baixo Tapajos e Belem (Para), Brasil oriental e centromeridional; também Pernambuco, sul da
Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goiés e
Mato Grosso do Sul; Paraguai e Argentina (SICK, 1997; SIGRIST, 2014; RIDGELY et al.,

2015).

2.3. 0S COCCIDIOS

2.3.1. Classificacéo

Os coccidios de aves mais abundantes encontrados parasitando a ordem Passeriformes

pertencem ao género Isospora, seguido do género Eimeria. De acordo com Upton (2000) os

coccidios dos géneros Isospora e Eimeria séo classificados da seguinte forma:
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Dominio: Eukaryota Chatton, 1925
Filo: Apicomplexa Levine, 1970
Classe: Conoidasida Levine, 1988
Subclasse: Coccidiasina Leuckart, 1879
Ordem: Eucoccidiorida Léger e Duboscq, 1910
Sub-ordem: Eimeriorina Léger, 1911
Familia: Eimeriidae Minchin, 1903
Género: Eimeria Schneider, 1875

Género: Isospora Schneider, 1881

2.3.2. Diversidade

As espécies do género Isospora séo relatadas parasitando aves Passeriformes ha mais
de dois séculos, pela transmissdo desses coccidios serem via feco-oral, a transmissdo €
comum em aves simpatricas, entdo a transmissdo entre aves nao simpatricas seria improvavel
(BERTO et al., 2011a). Esse tipo de transmissdo entre aves ndo simpétricas ja foi relatado,
porém na maioria dos casos houve transmissdo promovida pelo comércio legal ou trafego de
Passeriformes silvestres e reintroducdo por Centros de Triagem de Animais Silvestres
(BERTO; LOPES, 2013).

Os membros da familia Icteridae pode ser parasitada por coccidios do género
Isospora. Até o presente momento as espécies de Isospora recuperadas dos Passeriformes
dessa familia sdo: (i) Isospora divitis Pellérdy, 1967 de Ptiloxena atroviolacea (d'Orbigny,
1839) (syn. Dives atroviolaceus) em Cuba (PELLERDY, 1967); (ii) Isospora cacici Lainson,
1994 do xexéu Cacicus cela cela (Linnaeus, 1758) na Amazonia brasileira (LAINSON,
1994); (iii) Isospora bellicosa Upton, Stamper e Whitaker, 1995 de Leistes bellicosus
deFilippi, 1847 (syn. Sturnella bellicosa) no Peru (UPTON et al., 1995); (iv) Isospora icterus
Upton & Whitaker, 2000 de Icterus icterus (Linnaeus, 1766) nos EUA (UPTON;
WHITAKER, 2000); e (v) Isospora graceannae Upton & Whitaker, 2000 de Icterus
graceannae Cassin, 1867 nos EUA (UPTON; WHITAKER, 2000); e recentemente, Silva et
al. (2017) descreveram (vi) Isospora guaxi Silva & Berto, 2017, do guaxe C. haemorrhous, e

I. bellicosa em um novo hospedeiro, C. haemorrhous, no PNI no sudeste do Brasil,
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demonstrando transmissdo parasitaria entre icterideos alopatricos que habitam lados opostos
dos Andes.

Desde os anos 2000, espécies de Isospora foram descritas de tiranideos do Novo
Mundo, sendo elas: (i) Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira & Lopes, 2009, da
maria-cavaleira M. ferox, Isospora mionectesi Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes, 2009
do abre-aza-de-cabeca-cinza M. rufiventris, e Isospora attilae Rodrigues, Silva, Lopes, Berto,
Luz, Ferreira & Lopes, 2015, descrito do capitdo-de-saira A. rufus, os hospedeiros destas trés
espécies habitavam a mesma localidade, a Ilha Marambaia no sudeste do Brasil (BERTO et
al., 2009a, b; RODRIGUES et al., 2015); recentemente Isospora lopesi Silva-Carvalho &
Berto, 2018, do patinho P. mystaceus descrito por Silva-carvalho et al., (2018a), no PNI.

Sdo relatadas duas espécies de Isospora encontradas infectando taminofilideos:
Isospora sagittulae McQuistion e Capparella, 1992, descrito por McQuistion e Capparella
(1992) parasitando Hylophylax naevioides (Lafresnaye, 1847), no Equador, um passaro
taminofilideo que tem uma distribuicdo trans-andina na Colémbia, Costa Rica, Equador,
Honduras, Nicaragua e Panama (MCQUISTION; CAPPARELLA 1992). Essa mesma espécie
de Isospora também foi descrita infectando a mae-de-taoca-de-cauda-barrada Oneillornis
salvini (Berlepsch, 1901) (syn. Gymnopithys salvini), que é restrito & &rea de endemismo
denominado Inambari, distribuidos na Bolivia, Brasil e Peru, e o rendadinho Willisornis
poecilinotus Cabanis, 1847, que ocorre na Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Departamento
ultramarino da Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela, demonstrando que
haveria transmissdo desse coccidio entre aves nao simpatricas de mesma familia, porém de
géneros diferentes que habitam lados opostos da cordilheira dos Andes e do rio Amazonas
(BERTO et al., 2014a). Recentemente Silva-carvalho et al., (2018b) relataram um novo
hospedeiro para |. sagittulae em aves taminofilideos na regido Neotropical, o papa-taoca-do-
sul P. leucoptera, demonstrando assim a ampla dispersdo de I. sagittulae; outra Isospora
relatada na familia Thamnophilidae foi descrita por Silva et al. (2016), Isospora
parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira, Lopes, 2016 parasitando a
papa-taoca-do-Sul, P. leucoptera no PNI, RJ.

Na familia Conopophagidae até o presente momento apenas uma espécie de coccidio
isosporoide foi relatada, Isospora borbai Silva-Carvalho et Berto, 2019, descrita por Silva-
Carvalho et al. (2019), encontrada parasitando dois hospedeiros distintos, pertencentes ao
mesmo género e familia, C. melanops e C. lineata capturados em diferentes localidades da

regido do Médio Paraiba, no Estado do Rio de Janeiro.
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2.3.3. Identificacéo

Os coccidios sdo identificados e classificados frequentemente pelos oocistos, que sao
formas exogenas observadas nas fezes ou urina de seus hospedeiros. Essa identificacdo so
podera ser realizada de maneira precisa quando as caracteristicas morfoldgicas do organismo
estiverem visiveis, apds o periodo de esporulacdo, periodo de maturacdo varidvel de acordo
com a espécie. As caracteristicas morfolégicas fundamentais para a identificacdo e
organizacdo sistematica dos géneros Isospora e Eimeria sdo: presenca e numero de
esporocistos e esporozoitos; parede do oocisto; micrépila e/ou capuz polar; gréanulo polar e/ou
residuo do oocisto; corpos de Stieda, substieda e parastieda; residuo do esporocisto; corpo
refratil, nucleo e estrias no esporozoito. Dentre as caracteristicas morfométricas destacamos o
diametro maior/menor do oocisto, diametro maior/menor do esporocisto e indices
morfométricos (Figura 2) (BERTO et al., 2014b).

De acordo com Levine (1985), os oocistos disporicos tetrazdicos, ou seja, um 00cisto
contendo dois esporocistos com quatro esporozoitos cada, foram descritos como espécies do
género Isospora em varios hospedeiros vertebrados e invertebrados, e 0s oocistos
tetraspéricos dizoicos, ou seja, um oocisto contendo quatro esporocistos com dois
esporozoitos cada, foram descritos como espécies do género Eimeria. Os coccidios do género

Isospora séo os parasitos mais comuns encontrados em Passeriformes.
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Figura 2. Principais caracteristicas morfologicas observadas no oocisto. Capuz polar (mc);
micrépola na camada interna (mil) e externa (mol); parede exterior aspera (row) ou lisa (sow);
largua do oocisto (ow); comprimento do oocisto (ol); granulo polar (pg); residuo do oocisto
(or); largura do esporocisto (sw); comprimento do esporocisto (sl); corpo de Stieda (sb);
corpo substieda (ssb); corpo de parastieda (psb); residuo do esporocisto compacto (csr) ou
difuso (dsr); esporozoito (sp); corpo refractil anterior (arb) e posterior (prb) do esporozoito;
nucleo do esporozoito (n); e estrias do esporozoito (str). De acordo com Berto et al. (2014b).
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Os estudos de Belli et al. (2006) e Mai et al. (2009) assinalaram que a estrutura de
base da parede do oocisto é comum a todos 0s coccidios. Em ambos os estudos, esses autores
indicaram claramente que a parede do oocisto é constituida por duas camadas distintas, uma
interna e outra externa, envolvida por uma membrana externa, que € normalmente ausente em
oocistos maduros isolados a partir de fezes; pelo fato dessa membrana ser muito delicada, ela
é perdida logo ap6s o desenvolvimento e eliminagdo do oocisto da célula. Na camada externa
da parede do oocisto observa-se uma superficie aspera e a densidade aumenta conforme se
aproxima da parte interna; ja a camada interna € menos espessa e mais densa que a outra, as
mesmas sdo diferenciadas na microscopia 6ptica, porém a separacdo € muito dificil. O modelo
bicamada estd em desacordo com muitos estudos anteriores que descreveram as paredes dos
oocistos como uma unica camada (LAINSON; SHAW, 1989). No entanto, pensa-se
atualmente que a parede de camada Unica descrita em alguns coccidios era na verdade duas
camadas, com camadas muito finas e/ou fundidas, o que dificultou sua correta observacdo por
microscopia de luz (BELLI et al, 2006; MAI et al, 2009).

A coloracdo é também uma importante caracteristica da parede do oocisto. Muitos dos
artigos citam e diferenciam espécies com base na cor da parede, caracterizando como marrom,
amarelado, castanho, etc., apesar de em alguns casos ter a visualizagdo alterada pela
exposicdo a conservantes, intensidade luminosa e/ou a escolha do filtro utilizado para a
microscopia de luz (NOWELL; HIGGS, 1989). Por outro lado, a diferenca de tonalidade entre
as duas camadas, considerada como mais escura e mais clara, pode ser uma caracteristica
importante em alguns casos (DE SOUZA et al., 2009).

A textura da superficie exterior da parede do oocisto pode variar de lisa a &spera e é
considerada uma caracteristica importante; em alguns casos, permite diferenciacdo entre
relatos entre espécies do género Eimeria (ALBUQUERQUE et al., 2008). Esse recurso é
melhor observado, quando o foco no microscopio de luz é colocado sobre a superficie exterior
da parede do oocisto. A textura da superficie externa da parede do oocisto de Isospora é
predominantemente lisa (BERTO et al., 2011a, b). Finalmente, a presenca de estruturas
protuberantes na superficie exterior do oocisto, descritas como espinhas ou projecGes conicas,
foi relatada para algumas espécies (MCALLISTER; UPTON, 1989; MODRY, 2006). A parede
do oocisto tem importéncia significativa na delimitacdo, protecdo e resisténcia no meio
exterior, possibilitando o desenvolvimento e a infectividade do coccidio (LEVINE, 1985;
SOULSBY, 1987).
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A micropila pode ser definida como uma descontinuidade numa das camadas da
parede do oocisto. Esta caracteristica pode ser observada com mais frequéncia na camada
interna. Em algumas espécies a micropila parece estar coberta por um capuz; o capuz polar,
que proporciona uma protecdo para regides descontinuas das camadas. Estas estruturas séo
comuns em Eimeria, sendo raras ou ausentes em outros géneros (BERTO et al., 2014b). O
residuo no oocisto é uma grande estrutura entre 0s esporocistos que pode ser formado por uma
massa regular compacta ou uma massa irregular de granulos (MODRY et al., 2005; EL-
SHAHOWI et al., 2012); ja o granulo polar, menor que o corpo residual, pode ser observado
sempre denso e com formato varidvel conforme cada uma das espécies observadas.

Os esporocistos possuem estruturas conhecidas como corpo de Stieda e substieda que
facilitam a identificacdo de espécies, pois o tamanho e a forma mostram um padrdo
caracteristico para cada espécie de Isospora; portanto e na maioria dos casos, 0 desempenho
de uma descricdo detalhada deve ser suficiente para se chegar ao nivel de identificacdo das
espécies. Dada a importancia desta estrutura, € recomendado que, sempre que possivel, as
variacdes observadas por microscopia Optica para representantes da mesma espécie, devem
ser caracterizadas e desenhadas. As possiveis razdes para tais variaces incluem a posicdo dos
esporozoitos dentro do esporocisto, ou a posi¢ao do oocisto e esporocisto sob a lamina. Neste
contexto, essas variagdes sdo sutis e podem, eventualmente, ser observadas em esporocistos
de um Unico oocisto. No entanto, se essas variagdes sdo evidentes em oocistos distintos, é
possivel que o hospedeiro apresente duas espécies diferentes (BERTO et al., 2008a-b). De
maneira geral variam de formato; podendo ser em forma de mamilo, achatado, arredondado,
meia lua, entre outros (BERTO et al., 2014b). A importancia do corpo substieda tem sido
tradicionalmente associada com as espécies de Isospora; no entanto, estudos recentes tém
enfatizado o seu valor potencial para o diagnéstico e identificacdo também em espécies do
género Eimeria (BERTO et al., 2008c, 2009a, 2013a).

O corpo de parastieda raramente tem sido descrito em coccidio. Duszynski (1985), e
Duszynski e Wilber (1997), observaram e caracterizaram essa estrutura em Eimeria
parastiedica Duszynski, 1985 como representando um corpo substieda localizado no lado
oposto do oocisto em relagdo ao corpo Stieda. Mais recentemente, em um estudo de Eimeria
caviae Flausino et al., 2014, relataram a presenca de um corpo de parastieda e considerou-o
como uma estrutura semelhante a um corpo de Stieda adicional, localizado na extremidade
oposta dos esporocistos, o que impossibilitava a localizagdo das extremidades anterior e
posterior do esporocisto (BERTO et al., 2014b).
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O residuo do esporocisto pode ser quantificado relativamente em cada espécie de
coccidio e uma descricdo dessa estrutura € um componente de maior detalhe das espécies
descritas. A estrutura pode aparecer como de forma difusa entre os esporozoitos ou pode
formar uma massa compacta de granulos. Em alguns casos, a massa compacta pode ser
rodeada por uma membrana; enquanto em outras espécies, observa-se um padrdo distinto,
onde os granulos desenvolvem uma forma caracteristica de anel (BERTO et al, 2009a, b, c, d,
2011a; LOPES et al., 2013a).

As estruturas associadas com 0 esporozoito sdo os corpos refrateis, o nicleo e estrias
na superficie externa e anterior da membrana do esporozoito. Os corpos refrateis podem ser
exclusivos para cada esporozoito ou podem aparecer como um par; um anterior e outro
posterior; cuja forma pode ser de alongada a subesférica. O nucleo é geralmente menor do que
os corpos refrateis, e localizado na regido mediana do esporozoito (BERTO et al., 2008b,
2009d, 2013b; LOPES et al., 2014). Atualmente, sdo frequentes descri¢des de novas espécies
de coccidios parasitando Passeriformes. Numa tentativa de organizar esse crescente corpo de
informac@es, Duszynski et al. (1999) reuniram varias espécies de coccidios e seus hospedeiros
em um banco de dados chamado “The Coccidia of the World”. Em Passeriformes do Novo
Mundo, Berto et al. (2011a) publicaram uma revisdao que organiza todas as espécies de
coccidios de acordo com suas familias hospedeiras.

2.3.4. Ecologia

2.3.4.1. Transmissao e dispersao

Tyzzer foi um pioneiro nos estudos sobre a coccidiose nas aves, estabelecendo
conceitos sobre a biologia dos coccidios. Nesses estudos, esses organismos foram
considerados parasitos monoxenos e das células epiteliais da mucosa intestinal. As descri¢Ges
dos ciclos de vida foram confirmadas mais tarde nas revisdes de Levine (1985) e Ball et al.
(1989). Os estudos sobre as espécies do género Eimeria em Passeriformes eram limitados as
descricdes de oocistos. Entretanto, ha uma escassez de informacdo em relacdo aos ciclos de
vida desse género em Passeriformes (BERTO et al., 2008d, 2009a). Considerando outras

ordens de Aves, é reconhecido que a maioria das espécies de Eimeria tem ciclos intestinais
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(LEVINE, 1985; BALL et al, 1989), no entanto, ha algumas excecdes, incluindo aquelas
observadas em: Eimeria reichenowi Yakimoff e Matschoulsky, 1935, e Eimeria truncata
(RAILLIET; LUCET, 1891) Waiselewski, 1904 (BERTO et al., 2011a).

Em contraste com Eimeria, os ciclos de vida das diferentes espécies de Isospora em
Passeriformes foram relatados com detalhe durante as Gltimas quatro décadas. Antes de 1966,
apenas o ciclo intestinal tinha sido reconhecido; contudo, apds os estudos pioneiros de Box
(1966, 1967, 1970, 1975, 1977, 1981) e de Levine (1982), a existéncia de um ciclo extra-
intestinal foi confirmado. Essa possibilidade de ciclo foi fortemente inferida a partir da
associacao proposta entre coccidiose intestinal e formas semelhantes a esporozoitos que
tinham sido observadas no baco de pardais, Passer domesticus (Linnaeus, 1758) e no figado
de canarios Serinus canaria (Linnaeus, 1758) (BOX, 1966, 1967). Observacdes experimentais
subsequentes indicaram que as espécies de Atoxoplasma Garnham, 1950, descritos por
Garnham, em 1950, parasitando macréfagos de canarios, mais provavelmente representavam
estadios extra-intestinais de espécies do género Isospora (BOX, 1970). Anteriormente, em
estudos independentes, Lainson (1958, 1959, 1960) referiram a presenca do parasito, alocado
para Lankesterella Labbé, 1899, a partir de gametdcitos obtidos das visceras de pardais,
observando que a transmissao ocorreu atraves do acaro Dermanyssus gallinae De Geer, 1778.
Box (1975, 1977, 1981) posteriormente confirmou que as espécies referidas como
Atoxoplasma e Lankesterella, a partir de canarios e pardais, ndo poderia ser transmitida por
transfusdo de sangue ou &caros, mas apenas pela ingestdo de oocistos do género lIsospora.
Assim, a Dra. Edith D. Box € reconhecida por ter associado merogonia extra-intestinal com
infeccdo por Isospora (BARTA et al., 2005; BERTO et al., 2011a).

Ao ser notado que o parasito tinha a capacidade de atravessar barreira intestinal e
infectar outros tecidos, esse foi reconhecido como Isospora serini Aragdo, 1933, e que essa
espécie deve ser diferenciada de lIsospora canaria Box, 1975 que mantém ciclo de vida
estritamente intestinal (BOX, 1975, 1977, 1981). Essa espécie desenvolve se no epitélio
intestinal e tem periodos, pré-patente e patente, de quatro a cinco dias e duas a trés semanas,
respectivamente. Em comparacdo, 0s esporozoitos de I. serini penetram no interior dos
macrofagos na lamina propria do intestino delgado e sdo transportados para varios 6rgaos,
incluindo aqui o figado, baco e pulmdes, onde cinco merogonias podem ser observadas em
fagocitos. Seguindo esse processo, I. serini retorna para o intestino em dois modos, isto &, 0s
merozoitos podem penetrar diretamente na mucosa intestinal, ou, alternativamente, apds a

acumulacdo de merozoitos nos pulmdes, eles podem migrar para dentro do trato digestivo
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através da faringe e traquéia. Dentro do intestino, novas merogonias e gametogonias formam
novas geracdes de oocistos (Box, 1977, 1981). O periodo patente do ciclo extra-intestinal
contrasta com a natureza do ciclo intestinal autolimitante, porque a baixa liberagcdo do parasito
a partir de macrofagos promove uma infeccdo crénica (BOX, 1981). Posteriormente, Milde
(1979) sugeriu que as formas extra-intestinais muito provavelmente funcionem como
reservatorios, permitindo o retorno de coccidios para o intestino apos a infecgéo.

Na sequéncia de uma reavaliacdo do género Atoxoplasma, Levine (1982) listou 19
espeécies, incluindo uma nova combinacdo I. serini como Atoxoplama serini (Aragdo, 1933)
Levine, 1982. No entanto Box (1966, 1967, 1970, 1975, 1977, 1981) ja havia fornecido
provas conclusivas de que as formas observadas em leucdcitos nas visceras de Passeriformes
foram de fato fases de desenvolvimento de algumas espécies do género Isospora. Assim, uma
vez que tais formas ndo pertencem a uma espécie distinta, o reconhecimento de Atoxoplasma
e Lankesterella em aves ndo poderia ser justificado. Esta afirmacédo foi apoiada pelo trabalho
de Boulard et al. (1987), Upton et al. (2001) e, Gill e Paperna (2008). Finalmente, Carreno e
Barta (1999), Schrenzel et al. (2005) e de Barta et al. (2005), usando uma combinacdo de
estudos morfolégicos e moleculares, confirmaram que espécies de Isospora e Atoxoplasma
estdo intimamente relacionadas e que estes géneros sdo sinonimias.

Apesar de algumas espécies promoverem fases extras intestinais (BERTO et al.
2011a), normalmente, espécies de Isospora estdo relacionadas a infec¢des entéricas, mas
podem acometer outros 6rgaos como rins, figado e baco. Ao infectarem as células do epitélio
intestinal esse parasito promove a destrui¢cdo das mesmas (GODOY; MATUSHIMA, 2010;
VASCONCELOS et al., 2012). Seus oocistos séo liberados ndo esporulados; a esporogonia
ocorre no meio ambiente. O ciclo biol6gico € mondxeno e as formas infectantes penetram nas
células epiteliais intestinais onde se multiplicam por merogonia (esquizogonia) e
gametogonia. Desenvolvem gametogonia, onde 0s gamontes se desenvolvem separadamente e
0 microgametocito produz muitos microgametas (BERTO et al., 2014b).

Os parasitos relatados em Passeriformes do Novo Mundo séo altamente relevantes,
dado que a transmissdo pode ocorrer entre aves simpatricas da mesma familia (Duszynski;
Wilber, 1997; Berto et al., 2011a). Alguns parasitos foram descritos a partir de Passeriformes
que habitam éareas geograficamente isoladas e, assim, permanecem isolados; no entanto,
alguns fatores, como migracdo das aves, o comeércio legal ou trafico de passaros silvestres
(biopirataria) e reintroducdo pelos Centros de Triagem de Animais Silvestres pode levar a
disperséo de parasitos (BERTO; LOPES, 2013).
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No Brasil, 0s péassaros nativos sao protegidos por lei e supervisionados pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), no entanto, o
trafico ilegal de animais € muito intenso, sendo as aves silvestres pertencentes as ordens
Passeriformes e Psittaciformes as mais apreendidas pelas fiscalizacbes ambientais. Apenas no
ano de 2013 o Centro de Triagem de Animais Silvestres do IBAMA (CETAS) recebeu 61.990
animais oriundos das agdes de fiscalizacdo, resgate ou entrega voluntaria de particulares. Os
CETAS tém por objetivo, receber, identificar, marcar, triar, avaliar, recuperar, reabilitar e
destinar esses animais silvestres, além disso, realizar e subsidiar pesquisas cientificas, ensino
e extenséo (IBAMA, 2015).

O comércio ilegal de animais levou a reducdo e extin¢do de algumas espécies de aves
em todo o mundo. Além disso, outra consequéncia € a introducdo de novos parasitos, como
ocorreu com Isospora vanriperorum Levine, 1982, descrita pela primeira vez em cardeais-da-
Virginia Cardinalis cardinalis Linnaeus, 1758, porem devido a sua introducdo na América do
Sul para reprodugdo em cativeiro, I. vanriperorum foi posteriormente relatado em trinca-
ferros-verdadeiros Saltator similis d'Orbigny e Lafresnaye, 1837 (BERTO; LOPES, 2013).

Além do comércio ilegal de aves, a facilidade de transmissdo de espécies Isospora
entre as aves da mesma familia e o grande nimero de passaros no Novo Mundo podem
garantir uma ampla dispersdo destes parasitos na América do Norte, do Sul e Central (BERTO
et al., 2011b).

2.3.4.2. Especificidade ao hospedeiro

A transmissdo de coccidios do género Isospora ocorre principalmente por via feco-
oral. A especificidade tem sido motivo de diversos questionamentos, principalmente pelo fato
da sistematica de Aves ser frequentemente alterada, contudo, compreende-se que esta seja
familia-especifica. Reconhece-se que as especies do género Isospora tém maior
especificidade aos passaros, quando comparadas com aquelas do género Eimeria.
Historicamente, descricdes de novas especies no género Isospora sdo mais frequentes quando
confrontadas ao género Eimeria, onde as descricdes sdo mais eventuais (DUSZYNSKI,;
WILBER, 1997; BERTO et al. 2011a). Esse estudo é baseado no conceito de especificidade
intrafamiliar, que permite que novos hospedeiros de géneros diferentes, mas de mesma

familia possam albergar as mesmas espécies. Até agora, esse conceito de especificidade
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proposto por Duszynski e Wilber (1997) tem sido utilizado em vérios estudos de novos
hospedeiros entre Passeriformes (BERTO et al., 2010, 2011b; LOPES et al., 2013a, 2013b).
Duszynski e Wilber (1997) sugerem que uma nova espécie de coccidio deve ser
comparada pela morfologia e morfometria dos oocistos em detalhe com espécies de coccidios
que sdo caracteristicas-similares e pertengam a mesma familia do hospedeiro. Neste sentido,
eles sugerem o conceito de especificidade em nivel de Familia do hospedeiro, a qual foi

reafirmada por Berto et al. (2011a).

2.3.4.3. Dinémica de eliminac&o de oocistos

Grulet et al. (1982) descreveram 12 espécies de Isospora com base em um exame
detalhado da morfologia dos esporocistos e de alguns aspectos dos ciclos de vida.
Observacdes adicionais sobre a biologia destas espécies indicaram que o seu desenvolvimento
seguiu um ritmo circadiano, o qual, durante o verdo, resultou em uma eliminacdo abundante
dos oocistos durante as Ultimas horas da tarde (Grulet et al., 1986a, b, ¢). Em um dos
resultados desse estudo foram propostos trés padrdes de ciclo de vida.

O primeiro padrdo tem um periodo pré-patente de quatro a cinco dias e um periodo
patente de 12 dias. Esse ciclo de vida esta limitado as vilosidades do epitélio intestinal e foi
considerado semelhante ao descrito para |. canaria. O segundo padrdo resulta em uma
infeccdo crénica e também € limitado ao intestino. Nesse ciclo de vida, 0 gametogonia ocorre
a cada noite, nas vilosidades intestinais, através de merozoitos que se desenvolveram nas
criptas de Lieberkiihn. Finalmente, o terceiro padrdo também tende a resultar numa infeccéao
crbnica devido a intensa merogonia e gametogonia dentro do intestino ao longo de todo o
periodo de 24 horas, com merozoitos formando complexos monociticos-fagocitico. Esse
terceiro ciclo de vida € semelhante ao anteriormente descrito por Box (1981) para I. serini
(Grulet et al., 19864, b, c).

Na ultima década, Brawner e Hill (1999), Dolnik (1999), Hudman et al. (2000),
McQuistion (2000) e Brown et al. (2001) confirmaram a presenca de um ritmo circadiano, a
qual tinha sido previamente sugerido por Grulet et al. (19864, b, c). Misof, em 2004, também
observou uma flutuacdo diéria na eliminacdo de oocistos em Turdus merula Linnaeus, 1758,

onde jovens e adultos eliminaram oocistos predominantemente no final tarde. Lopez et al.
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(2007) afirmaram que qualquer estudo da prevaléncia de coccidio em Passeriformes deve ser
delineado levando se em conta o ritmo circadiano destes parasitos (BERTO et al., 2011a).

Dolnik (1999), McQuistion (2000), Misof (2004) e Martinaud et al. (2009)
propuseram duas hipoteses para explicar a dinamica de eliminacéo de oocistos de Isospora em
Passeriformes. Primeiramente, o periodo de eliminagdo dos oocistos poderia corresponder a
um pico na atividade alimentar do hospedeiro. Como muitos partilham o mesmo espago de
alimentacdo, é admitido que oocistos liberados na area de alimentacdo teria uma maior
probabilidade de transmissdo apo6s a esporulacdo (BERTO et al., 2011a; COELHO et al.,
2013).

A segunda hipotese baseia-se na resisténcia de oocistos aos fatores ambientais, tais
como temperatura e umidade. E bem reconhecido que a desidratacio pode reduzir a
infecciosidade de oocistos. Assim, a eliminacdo dos oocistos no final da tarde, quando as
temperaturas sdo mais baixas e os niveis de umidade sdo mais elevados, pode representar uma
adaptacédo evitando a desidratagdo em condic¢des naturais (DOLNIK, 1999; MCQUISTION,
2000; MISOF, 2004; MARTINAUD et al., 2009). Essa hipotese foi recentemente testada
usando oocistos de Isospora turdi Schwalbach, 1959, um parasito de T. merula. Observou-se
ainda que a exposicdo das fezes a luz solar reduziu a capacidade infecciosa dos oocistos.
Esses achados indicam fortemente que a eliminacdo dos oocistos no final da tarde é de fato
uma adaptacdo de protecdo contra os efeitos da desidratacdo e a radiagdo ultravioleta que
resulta na mortalidade de oocistos no ambiente (MARTINAUD et al., 2009).

2.3.4.4. Fatores associados a densidade e morfologia dos oocistos

A intensidade de infeccdo que se desenvolve na ave pode variar tremendamente
(DOLNIK, 2006). Existem pelo menos trés fatores que sdo importantes em aumentar a
intensidade de infeccdo em coccidios de aves silvestres: (1) a frequéncia de re-infeccéo
(DOLNIK 2002); (2) a infeccdo com uma dose elevada de oocistos esporulados, que podem
levar a uma infeccdo crénica (DOLNIK, 2002); e (3) a presenca de infecgdes concomitantes,
as quais podem enfraquecer o hospedeiro e aumentar a gravidade da infeccdo (LONG, 1982;
VALKIU-NAS, 2004). Todos os trés fatores dependem da exposicdo do hospedeiro as fezes

gue contém oocistos esporulados e, portanto, € dependente do forrageamento e habitos
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alimentares das aves. Desta forma, o habito insetivoro de alguns Passeriformes nao favorece a
transmissao dos oocistos, como ocorre com aves frugivoras e granivoras.

O fendmeno da periodicidade de eliminacao de oocistos foi observado em espécies de
Isospora em Passeriformes silvestres desde a década de 30, e a maior eliminagdo ocorreu no
final da tarde (BOUGHTON, 1937; DOLNIK, 1999, 2006; BROWN et al., 2001; LOPEZ et
al., 2007; MARTINAUD et al., 2009). No trabalho de Coelho et al. (2013) setenta e trés das
220 amostras de trinca-ferros verdadeiros S. similis, foram positivas para Isospora spp.;
apenas 1,8% das amostras coletadas durante a manha tiveram resultados positivos. No final da
tarde, 31,4% das amostras foram positivas. Além disso, a eliminacdo de oocisto foi
quantitativamente maior no final da tarde, com valores de OoPD que alcancaram mais de 3
mil oocistos. Estas aves estavam mantidas em regime de quarentena em um Centro de
Triagem de Animais Silvestres (CETAS), para reabilitacdo e reintroducdo a vida silvestre.
Dessa forma, o estresse das condi¢des de confinamento e tratamento justificam o alto valor de
OoPD.

De forma semelhante, o trabalho de Vasconcellos et al. (2013) foi realizado com
amostras de trinca-ferros verdadeiros S. similis de cativeiro coletadas durante uma competicédo
de canto. Neste trabalho, os resultados de OoPD foram classificados em niveis de intensidade
de infecgdo, sendo que cerca de 20% das aves tiverem OoPD superiores a 500 oocistos.

Diferencas entre aspectos morfométricos dos oocistos sdo relatadas e relacionadas a
fatores ambientais desde a década de 80 (FAYER, 1980), e em inimeros trabalhos, incluindo,
Isospora lacazei Labbé, 1893 do pardal P. domesticus, na provincia de Cérdoba, Espanha
(GOMEZ et al., 1982), Eimeria opimi Lambert, Gardner, e Duszynski, 1988, de tuco-tucos
Ctenomys spp., ha Bolivia (GARDNER; DUSZYNKI, 1990), Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933)
Klimes, 1963 de gansos cinzento Anser anser Linnaeus, 1758 (BERTO et al. 2008e), Eimeria
bareillyi Gil et al., 1963 de bufalos domésticos Bubalus bubalis Linnaeus, 1758 (RAMIREZ
et al. 2009) e Isospora sepetibensis Berto, Flausino, Luz, Ferreira e Lopes, 2008 de traupideos
na Ilha da Marambaia, Rio de Janeiro, Brasil (BERTO et al. 2011b). Varios fatores podem ter
influenciado a existéncia do polimorfismo observado: (1) estresse, (2) nutrigdo, (3) imunidade
do hospedeiro, (4) dose infectante (FAYER 1980, JOYNER 1982), (5) tempo de descarga dos
oocistos durante o periodo patente (DUSZYNSKI, 1971; CATCHPOLE et al., 1975;
JOYNER, 1982), e (6) plasticidade fenotipica, quando um coccidio ativa diferentes fenotipos
em resposta ao seu ambiente (PARKER; DUSZYNSKI, 1986; GARDNER; DUSZYNSKI,
1990).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

O levantamento bibliogréafico consistiu num compilamento de dados e informacdes
realizada ao longo de todo o periodo de desenvolvimento da pesquisa que originou esta tese.
Os artigos foram selecionados e analisados através da base de dados "Google Scholar”,
“PubMed”, “SciELO” e “Periddicos Capes”.

3.2. LOCAL DE ESTUDO

A localidade selecionada para o desenvolvimento desta tese foi o PNI (22° 15°¢
22°30'S; 44°30’e 44°45°0), que esta situado nas divisas dos Estados do Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Sao Paulo, proximo a Rodovia Presidente Dutra, abrange os municipios de Itatiaia e
Resende no Estado do Rio de Janeiro e Bocaina de Minas e Itamonte no Estado de Minas
Gerais. Apresenta um relevo caracterizado por montanhas e elevagdes rochosas, com altitude
variando de 600 a 2.791 m, no seu ponto culminante, o Pico das Agulhas Negras. O PNI é
uma Unidade de Conservacdo (UC) de protecdo integral e faz parte do Mosaico de Unidades
de Conservacédo da Serra da Mantiqueira, abriga uma grande biodiversidade de Passeriformes
que representam uma amostragem das aves brasileiras observadas na Mata Atlantica
(ICMBIO, 2018b). O PNI é uma regido restrita, ainda preservada, com grande biodiversidade
de fauna e flora e ampla diversidade de aves.

Paralelamente ao estudo e coletas realizadas no PNI, foram realizadas outras coletas
em determinadas localidades na Regido do Médio Paraiba Fluminense. Estas foram em: (1)
Cacaria, um pequeno Distrito do Municipio de Pirai, area que apresenta uma certa
preservacao, porém seu entorno é bastante urbanizado e explorado pela atividade pecuéria; e
(2) um fragmento de area de Mata Atlantica no distrito de Santa Rita de Cassia no Municipio

de Barra Mansa.
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3.3. PONTOS DE CAPTURA DE AVES E COLETA DE AMOSTRAS

As expedicdes para captura de aves e coleta de amostras fecais foram realizadas nos
meses de agosto (22° 26' 19" S, 44° 37" 23" O), novembro (22° 26' 57" S, 44° 36' 25" O) e
dezembro (22° 27' 20" S, 44° 36' 28" O) de 2014; margo (22° 27' 38" S, 44° 35' 34" O), abril
(22° 27' 52" S, 44° 36' 26" O), maio (22° 26' 17" S, 44° 37' 33" O), julho (22° 27' 4" S, 44°
36' 51" O), e novembro (44W 36' 10" 22S 27' 48") de 2015; margo (22°19'46.372"S,
44°32'11.319"W), junho (22° 26' 57.872" S, 44° 36' 24.987" 0O), julho (22° 26' 15.538" S, 44°
18' 33.183" O), e outubro (22° 27' 38.112" S, 44° 35' 34.222" O) de 2016; abril (22° 26'
15.538" S, 44° 18' 33.183" O) (22° 27' 20" S, 44° 36' 28" O), junho (22° 27' 4" S, 44° 36' 51"
O), julho (22° 26' 15.538" S, 44° 18' 33.183" 0), e novembro (22°26'57.00"S,
44°36'25.00"W) de 2017; maio (22 27 383 S, 44 35 34,3 0O), e agosto (22°26'57.00"S,
44°36'25.00"W) de 2018, totalizando dezenove coletas no PNI, além desta localidade, foram
realizadas outras trés expedi¢cdes em duas localidades distintas: Cacaria nos meses de agosto e
setembro de 2016 (22° 43’ 2,64”S; 43°51° 14,46° ‘O); e Barra Mansa no més de julho de
2018 (22°29'48.3"S 44°09'45.0"W). Nos locais de capturas, foram utilizadas redes de neblina
com tamanho total de 9m por 3m e 18m por 3m, dimensdes de malha de 20mm e 40mm e
fixadas em hastes de aluminio do tipo encaixe, objetivando a captura de aves de diversos
portes. A frequéncia de verificacdo das redes de neblina foi de, aproximadamente, 20 minutos,
conduzindo-se em sequéncia com a retirada manual da ave, minimizando o estresse
(NASCIMENTO et al., 1994). As aves foram inicialmente mantidas em sacos de pano e, em
sequida, foram identificadas de acordo com os guias de identificacdo de aves em Campo de
Sigrist (2014) e Ridgely et. al. (2015) e fotografadas. Logo ap6s a identificagdo, as aves foram
transferidas para caixas de papeldo que sdo tradicionalmente utilizadas para o comércio de
aves de pequeno e médio porte. Estas caixas foram de diferentes dimensdes para acondicionar
aves de diversos portes e previamente forradas com papel absorvente objetivando-se obter as
defecacdes isoladas para a quantificagdo de OoPD. Apos a obtencdo das amostras fecais, as
aves foram, em seguida, libertadas no proprio ambiente de capturas. Em média, o tempo de
acondicionamento para a defecacéo variou entre 30min até 60min.

Toda metodologia foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio) sob autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) de n° 45200, 49605 e 54951 e Comissdo de Etica CEUA/UFRRJ
protocolos 1V-036/2014, 1B-008/2015 e 1V-6606250616 (ANEXOS).
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3.4. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras fecais obtidas foram transportadas em tubos conicos de centrifuga com
capacidade de 15ml, contendo uma defecacéo inteira diluida em solucéo aquosa de Dicromato
de Potéssio (K2Cr207) a 2,5% a 1:6 (v/v), possibilitando a manutencdo dos oocistos. As
mesmas foram transportadas para o Laboratdrio de Biologia de Coccidios (LABICOC), no
Departamento de Biologia Animal (DBA) do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude
(ICBS) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

No laboratorio, as amostras foram mantidas nos tubos conicos de centrifuga e solucéo
de K2Cr.O7 em temperatura ambiente. Para garantir a esporulagdo dos oocistos, 0s tubos
foram abertos e homogeneizados assegurando constante presenca de oxigénio atmosférico por
um periodo minimo de 10 dias.

Apos a esporulacdo dos oocistos, utilizou-se a técnica modificada de flutuacdo com
solucdo saturada de sacarose a 1,23 g/ml, via centrifugacdo (10min/2.000 rpm) descrita por
Sheather (1923) e modificada por Duszynski e Wilber (1997), onde os oocistos foram
separados das fezes e do K>Cr.O7. Nesta metodologia, a solugdo foi suspensa em agua
destilada, homogeneizada e centrifugada durante 10 minutos, possibilitando a retirada do
excesso de KaCrO7. Apls esse procedimento, o sedimento foi novamente suspenso,
homogeneizado e centrifugado em solucdo saturada de sacarose por mais 10 minutos. Em
seguida, o contetdo do tubo foi elevado com solucdo saturada de sacarose até o limite da
abertura do tubo formando um menisco convergente, onde foi depositada uma laminula de 24
X 24 mm durante 15 minutos; depois deste periodo, a laminula foi retirada e colocada

cuidadosamente na superficie de uma I&mina de vidro para visualizagdo ao microscopio.

3.5. OBTENCAO DE AMOSTRAS DEPOSITADAS NO LABICOC/UFRRJ

Objetivando compara¢Ges morfolégicas e moleculares especificas com oocistos
identificados no trabalho presente, foram requeridos oocistos em Etanol a 70% e as medidas
originais de 1. sagittulae de O. salvini e W. poecilinotus identificados em Berto et al. (2014a),
0os quais foram depositados na Colecdo  Parasitologica do LABICOC

(http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na UFRRJ sob o numero de repositério 52/2014.
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3.6. ESTUDO DOS OOCISTOS

3.6.1 Visualizacéo e fotomicrografia dos oocistos

A visualizacdo e as fotomicrografias foram realizadas utilizando microscopio
binocular Olympus BX (Olympus Otico, Téquio, Japdo) acoplado a uma camera digital

Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia), em objetiva de 100X com de 6leo de imersao.

3.6.2. Quantificacdo dos oocistos

A quantificacéo foi realizada com base na metodologia de Dolnik (2006) e Dolnik et
al. (2010), onde a contagem dos oocistos € feita a partir de uma defecacéo inteira. A laminula
foi observada criteriosamente para quantificacdo. Esse método promove a densidade por meio
da quantificacdo de OoPD. O método facilita a investigacdo em campo e, principalmente, com
passaros que defecam quantidades muito pequenas de fezes, insuficientes para alcancar 1g.
Ainda de acordo com estes mesmos autores, além de Ldpez et al. (2007), Morin-Adeline et al.
(2011) e Pap et al. (2011), as amostras consideradas para os estudos de prevaléncia foram
apenas aquelas coletadas no periodo da tarde (entre 13h e 18h), sendo as demais apenas
utilizadas para estudos comparativos. Isto deve-se ao fato dos coccidios de passaros
possuirem ritmo circadiano de eliminacdo de oocistos, tendendo a eliminar maior quantidade

de oocistos nas ultimas horas do dia.

3.6.3. Identificacdo das espécies

Para identificacdo dos oocistos recuperados utilizou-se como base as diretrizes e
estudos morfoldgicos e morfométricos destacados por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et
al. (2014b) que auxiliam na classificacdo dos oocistos esporulados de coccidios. Assim, em
cada oocisto esporulado procurou-se observar e mensurar, em micrometros (m), as seguintes
estruturas morfoldgicas: diametros maior (DM) e menor (dm) do oocisto; diametros maior

(EM) e menor (em) do esporocisto; altura e largura dos corpos de Stieda (CS), substieda
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(CSS) e parastieda (CPS); indices morfométricos (didmetro maior/didmetro menor) do oocisto
(IM) e do esporocisto (IME); espessura da parede do oocisto (PO); presenca e auséncia de
micrépila (M), granulo polar (GP), residuo do oocisto (RO), residuo do esporocisto (RE) e

corpos refrateis (CR) e ndcleo (N) nos esporozoitos (Figura 2).

3.6.4. Identificacdo de novos hospedeiros

Apos a identificacdo de uma espécie de coccidio, caso essa ndo tenha sido previamente
descrita nesse hospedeiro, este se torna um novo hospedeiro. Entretanto, este novo hospedeiro
deve pertencer a mesma familia do hospedeiro cujo coccidio foi descrito originalmente,
sendo, este parasitismo ndo é familia-especifico conforme Duszynski e Wilber (1997) e Berto
et al. (2011a).

3.6.5. Desenho dos oocistos

Os oocistos identificados em nivel de espécie foram esquematizados e editados
digitalmente através dos programas de editoracdo grafica CoreDRAW® (Corel Draw
Graphics Suite, versdo 11.0, Corel Corporation, Canadd), especificamente o Corel DRAW e
Corel PHOTO-PAINT.

3.7. AVALIACAO ESTATISTICA

3.7.1. Analise de variancia (ANOVA)

Para comparacdo entre as medidas dos didmetros maiores e menores e indices
morfometricos dos oocistos e esporocistos recuperados de diferentes amostras utilizou-se o
pacote estatistico Bioestat na versdo 5.0 (AYRES et al., 2007), com nivel de significancia de
p<0,05, para calcular as médias, variancias, graus de liberdade e valor de “p” (SAMPAIO,
2002; BERTO et al., 2014b).
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3.7.2. Regressao linear

A andlise de regressao linear simples objetivou avaliar as medidas do diamentro menor
(dm) sobre as medidas do diametro maior (DM) de oocistos e esporocistos esporulados. Nos
casos em que hospedeiros de espécies diferentes eliminaram oocistos de mesma espécie, as
regressdes foram realizadas de maneira individual para cada hospedeiro, entretanto os
gréficos foram sobrepostos para melhor visualizacdo. O método e as interpretacdes
concordam com Norton e Joyner (1981), Sampaio (2002) e Berto et al. (2014b) onde as
medidas de dm foram organizadas na reta Y e as medidas de DM na reta X. Os gréficos com
os residuos, bem como os coeficientes de inclinacdo das retas de regressdo foram obtidos

através do software Microsoft Excel 2010®.

3.8. AVALIACAO MOLECULAR

3.8.1 Analises moleculares

Sempre que possivel, de um até 20 (no maximo) oocistos com morfologia equivalentes
em uma amostra foram isolados através do método de Dolnik et al. (2009a). Apds isolamento
em lamina, esse(s) oocisto(s) foi(ram) ressuspenso(s) em PBS, e lavado(s) por centrifugacédo
até o sobrenadante tornar-se claro. O DNA foi extraido dos oocistos purificados utilizando o
Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, S&o Paulo, Brazil) de acordo com instrucdes
do fabricante. Objetivando a quebra dos oocistos, quatro ciclos de congelamento e
descongelamento foram aplicados antes da extracdo do DNA. A amplificacdo do gene da
subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase (COI) foi realizada por nested-PCR, como descrito
anteriormente por Dolnik et al. (2009a) e Yang et al. (2015). Os iniciadores externos COIbF1
(5-GWT CAT TAG TAT GGG CAC ATC A-3") e COIbR1 (5'-CCA AGA GAT AAT ACR
AAR TGG AA-3) produziram um produto com tamanho de 302 pares de bases. Os
iniciadores internos COIbF2 (5'-GGG CAC ATC ATA TGA TGA C-3 ") e COIbR2 (5-ATA
GTA TGTATCATG TAR WGC AA-3') produziram um produto amplificado com 257 pares
de bases. A reacdo de PCR continha 10 pl de 5x Green GoTaq® Flexi Buffer, 3 pl de 25 mM
MgCly, 1 ul de 10 mM dNTPs, 0,4 uM de cada iniciador, 1,25 unidades de DNA polimerase
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GoTag®, 3 ul de DNA (para a reacdo primaria) ou 3 pl de produto primario de PCR (para a
reacdo secundaria) e 30,8 puL de H20. As reacOes priméria e secundaria de PCR foram
realizadas usando as mesmas condi¢6es de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por 5 min, seguido por
35 ciclos de 94°C por 30s, 47°C por 45 s e 72°C por 1 min e uma extensdo final de 72°C por
5 min. Os produtos amplificados do segundo ciclo de PCR foram purificados usando o
Qiagen MinElute PCR Purfication (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil). Todos os produtos do PCR
foram sequenciados usando iniciadores direto e reverso Ludwig Biotecnology, onde um
analisador genético ABI-Prism 3500 (Applied Biosystems, Foster City, California) foi usado
para 0 sequenciamento. Os resultados das reagdes de sequenciamento foram analisados e
editados pelo software Chromas 2.6. Essas anélises foram realizadas em parceria com a Prof.
Viviane Moreira de Lima do Laboratério de Atividade Genotdxica de Plantas (LAGeP) do
Departamento de Biologia Animal, Instituto de Ciéncias Biologicas e da Salde, da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.8.2. Analises das sequéncias

As novas sequéncias geradas foram comparadas com Isospora spp. e outros parasitos
coccidianos disponiveis no banco de dados do GenBank usando o “Basic Local Alignment
Search Tool” (BLAST). Arvores filogenéticas foram construidas para lsospora spp.
sequenciadas pelo gene COI com isolados adicionais do GenBank. Andlises de alinhamento e
parcimdnia foram conduzidas usando o software MEGA verséo 7 (MEGA 7) (TAMURA et
al., 2007). A histéria evolutiva foi inferida utilizando os métodos “Neighbor-Joining” (NJ),
“Maximum Likelihood” (ML) e “Maximum Parsimony” (MP) e as distancias foram
calculadas usando o método Método de Tamura-Nei, baseando-se no modelo de selecdo
“ModelTest” no MEGA 7. Andlises de “Bootstrap” foram realizadas com 1000 réplicas para

avaliar a confiabilidade de topologias de arvores inferidas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. AVES CAPTURADAS E AMOSTRAS EXAMINADAS

Em quatro anos de expedicbes (de agosto/14 a agosto/18) foram capturadas e
identificadas 204 aves da ordem Passeriformes, pertencentes as familias Thamnophilidae,
Conopophagidae, Tyrannidae e Icteridae no PNI. A ordem Passeriformes foi a mais
representativa em numero de espécies. Desse total de aves capturadas a familia
Thamnophilidae obteve uma representatividade de 49,1%; 100/204, ja a familia Tyrannidae
obteve 43,6%; 89/204, seguidas das familias Icteridae com 3,9%; 8/204; e Conopophagidae
com 3,4%; 7/204.

A presenca dessas aves na area de Mata Atlantica no PNI, pode estar associada ao
habito alimentar insetivoro, o qual é predominante entre essas familias do presente estudo
(SICK, 1997). A maioria das trilhas de captura e coleta das aves tinha em seu entorno muitas
arvores da Mata Atlantica, que foram reflorestadas, assim como havia muitos insetos, tais
como formigas de correicéo favorecendo o habito alimentar dessas espécies.

Apos a coleta e processamento das amostras das 204 aves, pode-se observar coccidios
dos géneros Isospora e Eimeria em algumas delas. Observou-se que as aves capturadas
encontravam se aparentemente saudaveis, incluindo aquelas parasitadas por coccidios. A
totalidade de aves capturadas e identificadas, assim como as prevaléncias de aves positivas,

por familias e espécies, podem ser visualizadas na tabela 1.

4.2. DISTRIBUICAO DOS COCCIDIOS NAS FAMILIAS DE AVES

Das 4 diferentes familias de aves cujos especimes foram capturados e identificados no
PNI, todas foram positivas para coccidios, e eliminaram oocistos dos géneros Isospora ou

Eimeria.

55



Tabela 1. Prevaléncia de coccidios dos géneros Eimeria ou Isospora de aves silvestres

capturadas no PNI.

Amostras

Familias/ Espécies / Nomes comuns

Positivo  Negativo Total

Thamnophilidae

Espécie Nome comum
Drymophila ferruginea (Temminck, 1822) trovoada 0 6 6
Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823) choquinha-lisa 11 26 37
Mackenziaena leachii (Such, 1825) borralhara-assobiadora 0 1 1
Mackenziaena severa (Lichtenstein, 1823) borralhara 0 1 1
Myrmoderus loricatus (Lichtenstein, 1823) formigueiro-assobiador 0 2 2
Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) papa-taoca-do-sul 29 12 41
Rhopias gularis (Spix, 1825) choquinha-de-garganta-pintada 0 12 12
Subtotais: 40 60 100
Tyrannidae
Espécies Nome comum
Attila rufus (Vieillot, 1819) capitdo-de-saira 0 3 3
Capsiempis flaveola (Lichtenstein, 1823) marianinha-amarela 0 1 1
Colonia colonus (Vieillot, 1818) viuvinha 0 3 3
Corythopis delalandi (Lesson, 1831) estalador 0 8 8
Elaenia parvirostris Pelzeln, 1868 guaracava-de-bico-curto 1 0 1
Knipolegus cyanirostris (Vieillot, 1818) maria-preta-de-bico-azulado 1 1 2
Knipolegus nigerrimus (Vieillot, 1818) maria-preta-de-garganta-vermelha 0 1 1
Lathrotriccus euleri (Cabanis, 1868) enferrujado 5 3 8
Leptopogon amaurocephalus Tschudi, 1846 cabegudo 9 2 11
Mionectes rufiventris Cabanis, 1846 abre-asa-de-cabeca-cinza 0 11 11
Myiarchus ferox (Gmelin, 1789) maria-cavaleira 0 1 1
Myiarchus swainsoni Cabanis & Heine, 1859 irré 0 1 1
Phyllomyias griseocapilla Sclater, 1862 piolhinho-serrano 0 1 1
Phylloscartes difficilis (Ihering & Ihering, 1907) estalinho 1 0 1
Pitangus sulphuratus (Linnaeus, 1766) bem-te-vi 0 1 1
Platyrinchus mystaceus Vieillot, 1818 patinho 9 15 24
Ramphotrigon megacephalum (Swainson, 1835) maria-cabecuda 1 0 1
Serpophaga nigricans (Vieillot, 1817) jodo-pobre 0 1 1
Tolmomyias poliocephalus (Taczanowski, 1884)  bico-chato-de-cabeca-cinza 0 1 1
Tolmomyias sulphurescens (Spix, 1825) bico-chato-de-orelha-preta 6 2 8
Subtotais: 33 56 89
Conopophagidae
Espécies Nome comum
Conopophaga lineata (Wied, 1831) chupa-dente 1 1 2
Conopophaga melanops (Vieillot, 1818) cuspidor-de-méscara-preta 2 3 5
Subtotais: 3 4 7
Icteridae
Espécies Nome comum
Cacicus haemorrhous (Linnaeus, 1766) guaxe 8 0 8
Subtotais: 8 0 8

Total (Prevaléncia):

84 (41%) 120 204

A maior prevaléncia de positivos foi observada na familia Icteridae (100%; 8/8),
seqguida das familias Conopophagidae (42,9%; 3/7), Thamnophilidae (40%; 40/100), e

Tyrannidae (37%; 33/89). Nas familias de Passeriformes cujo habito alimentar € insetivoro

foram observadas prevaléncias mais baixas, como por exemplo em Conopophagidae e

56



Thamnophilidae. A familia Tyrannidae apresenta um habito alimentar insetivoro em sua
maioria, porem ha algumas espécies que se alimentam tanto de insetos, frutos, anfibios,
peixes, e etc..., sendo considerados onivoros. A familia Icteridae tém o habito de alimentacao
onivoro, se alimenta de insetos, artropodes, pequenos vertebrados, néctar e frutos, o que deve
estar relacionado as maiores prevaléncias observadas. Coccidios dos géneros Eimeria e
Isospora tém transmissdo fecal-oral e, neste sentido, o habito de se alimentar e defecar na
mesma localidade, que sdo caracteristicas desse habito alimentar, deve favorecer a
transmisséao e, consequentemente, maior prevaléncia nessa familia. Por outro lado, familias de
aves predominantemente insetivoras sdo geralmente negativas para coccidios ou tém baixa
prevaléncia (DOLNIK et al., 2010).

Ao analisar as capturas pertencentes as quatros familias de passaros, verificou-se que
as familias Thamnophilidae e Tyrannidae obtiveram uma maior representatividade em
namero de espécimes e espécies em relacdo as familias Conopophagidae e Icteridae, com 7
espécimes pertencentes a 2 espécies distintas, e 8 espécimes pertencentes a uma Unica espécie,
respectivamente. Na familia Thamnophilidae observou-se uma maior quantidade de
espécimes capturados, num total de 100/204, chegando a quase metade do total de passaros
capturados, no entanto, houve pouca diversidade de espécies nesta familia (7 espécies
diferentes), porem, na familia Tyrannidae aconteceu algo diferente, ao todo foram capturados
um total de 89/204 espécimes, um numero bem representativo, mas ao contrario dos
taminofilideos, houve uma grande diversidade de espécies; foram 20 espécies distintas no seu
total. Essa variedade de espécies se deve ao fato desta familia ser a maior entre 0s suboscines
das Américas e a maior do Brasil, que ocupam todos os tipos de ambiente, desde floresta e
cerrados, até ambientes abertos, lacustres e montanhosos (SIGRIST, 2009).

4.2.1. Familia Thamnophilidae

Neste trabalho foram capturadas sete diferentes espécies de taminofilideos: trovoada
D. ferruginea; choquinha-lisa D. mentalis; borralhara-assobiadora M. leachii; borralhara M.
severa; formigueiro-assobiador M. loricatus; papa-taoca-do-sul P. leucoptera; e choquinha-
de-garganta-pintada R. gularis. Destas apenas as espécies D. mentalis e P. leucoptera foram

positivas para coccidios do género Isospora ou Eimeria (Tabela 2).
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Nas amostras fecais de vinte trés taminofilideos capturados foram recuperados e
observados oocistos com morfologia idéntica aquela descrita para I. parnaitatiaiensis espécie
descrita originalmente parasitando P. leucoptera no PNI; e outros dezessete taminofilideos
capturados positivos para oocistos com morfologia idéntica aquela descrita para I. sagittulae,
espécie descrita originalmente parasitando o H. naevioides no Equador.

Alguns taminofilideos capturados eliminaram oocistos de espécies do género Isospora
e Eimeria ao qual a morfologia observada ndo foi compativel com nenhuma espécie de
Isospora e Eimeria descritas de Thamnophilidae. Dessa forma, essas espécies foram
nomeadas como Isospora morfotipo 1, e Eimeria morfotipo 1, e devera ser considerada como

novas espécies apds descri¢do taxondmica detalhada, e publicada em um periddico cientifico.
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Tabela 2. Identificacdo e densidade de infeccdo (OoPD) de coccidios parasitos de
Thamnophilidae em um fragmento de Mata Atlantica no Parque Nacional do Itatiaia, RJ.

Identificacdo e OoPD especificos?

Amostras dos Data da o OoPD
hospedeiros® coleta Isospora Isospora Eimeria Isospora total®

parnaitatiaiensis sagittulae  Morfotipol Morfotipo 1

A 0 0 0 0 0
| 22/08/2014
B 41 17 0 0 58
I A 18/12/2014 0 0 7 0 7
A 0 2 0 0 2
I B 02/03/2015 0 0 0 0 0
C 0 0 0 0 0
A 0 0 0 0 0
IV B 02/03/2015 0 25 0 0 25
C 0 0 0 0 0
A 147 589 0 0 736
VB 02/03/2015 3 11 0 0 14
C 4 14 0 0 18
VI A 02/03/2015 10 0 0 0 10
A 0 116 0 0 116
VII 14/05/2015
B 0 184 0 0 184
A 0 5 0 0 5
b | Vi 06/07/2015
B 0 1 0 0 1
A 2 0 0 0 2
IX 25/07/2016
B 0 0 0 0 0
A 0 0 0 0 0
X B 25/07/2016 0 0 0 0 0
C 0 6 0 0 6
A 0 2 38 0 40
XI B 13/10/2016 0 1 4 0 5
c 0 1 11 0 12
A 1 0 1 0 2
Xl 13/10/2016
B 1 0 5 0 6
Xl A 13/10/2016 1.694 770 616 0 3.080
A 1 3 1 0 5
B 0 0 0 0 0
XIV 27/04/2017
c 0 0 0 0 0
D 1 3 1 0 5
XV A 01/06/2017 0 0 0 0 0
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A 0 0 0 0 0
B 0 0 1 0 1
VI C 28/08/2018 0 0 1 0 1
D 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0
A 5.821 0 0 0 5.821
IX B 28/08/2018 8 0 0 0 8
C 27 0 0 0 27
D 28 0 0 0 28
A 0 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0
X C 28/08/2018 0 0 0 0 0
D 3 0 0 0 3
E 0 0 0 0 0
A 289 0 0 0 289
Xl B 28/08/2018 190 0 0 0 190
C 5 0 0 0 5
Positivosd: 9 3
Total de oocistos®: 19.333 1.864 895 39
Total de positivos': 23 17 12 1

aOrdem cronoldgica a qual as amostras foram coletadas por hospedeiro, Pyriglena leucoptera (PI) e
Dysithamnus mentalis (Dm). Algarismos romanos representam o espécime hospedeiro e as letras suas
respectivas amostras.

bQuantidade de oocistos por espécie em uma Unica defecacéo.

cQuantidade de oocistos total em uma Unica defecacéo.

dTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio (parcial, por espécie hospedeira).

eTotal de oocistos observados por espécie de coccidio.

fTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio.
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4.2.2. Familia Tyrannidae

Neste estudo foram capturadas vinte diferentes espécies de tiranideos: capitdo-de-saira
A. rufus; marianinha-amarela C. flaveola; viuvinha C. colonus; estalador C. delalandi;
guaracava-de-bico-curto E. parvirostri; maria-preta-de-bico-azulado K. cyanirostris; maria-
preta-de-garganta-vermelha K. nigerrimus; enferrujado L. euleri; cabecudo L.
amaurocephalus; abre-asa-de-cabeca-cinza M. rufiventris; maria-cavaleira M. ferox; irré M.
swainsoni; piolhinho-serrano P. griseocapilla; estalinho P. difficilis;  bem-te-vi P.
sulphuratus; patinho P. mystaceus; maria-cabecuda R. megacephalum; jodo-pobre S.
nigricans; bico-chato-de-cabeca-cinza T. poliocephalus; e bico-chato-de-orelha-preta T.
sulphurescens, desta apenas as espécies E. parvirostris; K. cyanirostris; L. euleri; L.
amaurocephalus; P. difficilis; P. mystaceus; R. megacephalum; T. sulphurescens foram
positivas para coccidios do género Isospora ou Eimeria (Tabela 3).

Nas amostras fecais de sete tiranideos capturados foram recuperados e observados
oocistos com morfologia idéntica aquela descrita para I. attilae espécie descrita originalmente
parasitando A. rufus na llha da Marambaia; outros cinco tiranideos capturados positivos para
oocistos com morfologia idéntica aquela descrita para I. lopesi, espécie descrita originalmente
parasitando P. mystaceus no PNI.

Alguns tiranideos capturados eliminaram oocistos de espécies do género Isospora e
Eimeria cujas morfologias observadas nestes oocistos ndo foram compativeis com nenhuma
espécie de Isospora e Eimeria descritas de Tyrannidae. Dessa forma, essas espécies foram
nomeadas como Isospora morfotipo 1, Isospora morfotipo 2, Isospora morfotipo 3, Isospora
morfotipo 4, Isospora morfotipo 5, Eimeria morfotipo 1, e deverdo ser consideradas como
novas espécies apds descricdes taxondmica detalhadas, e publicadas em um periddico

cientifico.
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Tabela 3. Identificacdo e densidade de infeccdo (OoPD) de coccidios parasitos de Tyrannidae em um fragmento de
Mata Atlantica no Parque Nacional do Itatiaia, RJ.

Identificacio e OoPD especificos®

Amostras do: Datada  |sospora  Isospora  lIsospora  lIsospora  lIsospora  Eimeria Isospora. 1sospora OOP?
hospedeiros coleta  Morfotipo Morfotipo Morfotipo Morfotipo Morfotipo  Morfotipo P pora  total
attilae lopesi
1 2 3 4 5 1
A 97 0 0 0 0 0 0 0 97
Ep| | 08/04/2015
B 96 0 0 0 0 0 0 0 96
Positivosd: 1
A 0 0 0 0 0 25 0 0 25
Kc | B 20/07/2017
C
Positivosd: 1
A 2.136 0 0 0 0 0 0 2.136
| 18/12/2014
B 104 0 0 0 0 0 0 104
| A 13/10/2016 0 0 0 0 0 0 1.382 0 1.382
i A 13/10/2016 0 0 0 0 0 1 0 1
Le A 0 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0 1 0 1
v 20/07/2017
C 0 0 0 0 0 0 62 0 62
D 0 0 0 0 0 0 312 0 312
A 0 0 0 0 0 6 0 0 6
\Y 28/08/2018
B 0 0 0 0 0 83 0 0 83
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E 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F 0 0 0 0 85 0 0 0 85
A 0 0 0 0 1.591 0 0 0 1.591

1l B 10/11/2017 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cc 0 0 0 0 4 0 0 0 4
A 0 0 0 295 0 0 0 0 295

v B 10/11/2017 0 0 0 " 0 0 0 0 "
C 0 0 0 73 0 0 0 0 73
D 0 0 0 141 0 0 0 0 141
A 0 0 0 0 17 0 0 0 17
B 0 0 0 0 4 0 0 0

\Y 28/08/2018
C 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D 0 0 0 0 13 0 0 0 13
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 3 0 0 0 0 0 3
Cc 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Vi 28/08/2018
D 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0 0 0
F 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Positivos®: 1 1 3 1
Total de oocistos®: 2.433 13 1.041 580 1.714 565 13.547  11.900
Total de positivos': 2 1 11 1 3 4 7 5

aOrdem cronoldgica a qual as amostras foram coletadas por hospedeiro, Elaenia parvirostris (Ep), Knipolegus cyanirostris (Kc), Lathrotriccus euleri (Le), Leptopogon
amaurocephalus (La), Phylloscartes difficilis (Pd), Platyrinchus mystaceus (Pm), Ramphotrigon megacephalum (Rm), Tolmomyias sulphurescens (Ts). Algarismos romanos
representam o espécime hospedeiro e as letras suas respectivas amostras.

bQuantidade de oocistos por espécie em uma Unica defecacéo.

cQuantidade de oocistos total em uma Unica defecacéo.

dTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio (parcial, por espécie hospedeira).
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eTotal de oocistos observados por espécie de coccidio.
fTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio.
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4.2.3. Familia Conopophagidae

Neste trabalho foram capturadas apenas duas espécies diferentes de conopofagideos:

chupa-dente C. lineata; e cuspidor-de-mascara-preta C. melanops. As duas espécies

capturadas foram positivas para coccidios do género Isospora (Tabela 4).

Nas amostras fecais recuperadas de um chupa-dente C. lineata, e dois exemplares do

cuspidor-de-mascara-preta C. melanops capturados,

foram observados oocistos com

morfologia idéntica aquela descrita para I. borbai, o primeiro coccidio relatado para a familia

Conopophagidae.

Tabela 4. Identificacdo e densidade de infeccdo (OoPD) de coccidios
parasitos de Conopophagidae em um fragmento de Mata Atlantica no Parque

Nacional do Itatiaia, RJ.

Identificacdo e OoPD
especificos®

Amostras dos hospedeiros? Data da OOP[C)
coleta . total
Isospora borbai
A 489 489
Cl I 02/03/2015
B 52 52
Positivos?: 1
I A 13/10/2016 372 372
A 93 93
Cm B 17 17
I 18/05/2018
C 0 0
D
Positivos?: 2
Total de oocistos®: 1024
Total de positivos': 3

aOrdem cronoldgica a qual as amostras foram coletadas por hospedeiro, Conopophaga lineata (Cl) e
Conopophaga melanops (Cm). Algarismos romanos representam o espécime hospedeiro e as letras suas

respectivas amostras.

bQuantidade de oocistos por espécie em uma Unica defecacéo.

cQuantidade de oocistos total em uma Unica defecacao.

dTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio (parcial, por espécie hospedeira).

eTotal de oocistos observados por espécie de coccidio.

fTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio.
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4.2.4. Familia Icteridae

Neste trabalho foi capturada apenas uma espécie de icterideo, o guaxe C.
haemorrhous; num total de oito exemplares pertences a esta espécie. Todos 0s espécimes
capturados foram positivos para coccidios do género Isospora (Tabela 5).

Nas amostras fecais de seis guaxes C. haemorrhous capturados, foram recuperados e
observados oocistos com morfologia idéntica aquela descrita para I. guaxi e outros quatro C.
haemorrhous capturados foram positivos para oocistos com morfologia idéntica aquela
descrita para I. bellicosa, espécie descrita originalmente parasitando L. bellicosus no Peru
(UPTON etal., 1995).

A identificacdo de I. bellicosa em guaxes C. haemorrhous neste estudo registra o PNI,
RJ, como uma nova localidade para este coccidio e demonstra a ampla distribuicdo desse
coccidio no sudeste do Brasil.

E por ultimo, um espécime de C. haemorrhous capturado, eliminou oocistos de uma
espécie do género Isospora cuja morfologia observada nestes oocistos ndo foi compativel com
nenhuma espécie de Isospora descrita de Icteridae. Dessa forma, essa espécie foi nomeada
como morfotipo 1, e devera ser considerada como nova espécie ap6s descricdo taxondmica

detalhada, e publicada em um periddico cientifico.

Tabela 5. lIdentificacdo e densidade de infeccdo (OoPD) de coccidios
parasitos de Icteridae em um fragmento de Mata Atlantica no Parque Nacional
do Itatiaia, RJ.

Identificacio e OoPD
especificos”
Amostras dos hospedeiros? Data da Isospora OOP?
coleta  Isospora Isospora : total
. ; Morfotipo
guaxi bellicosa 1
A 42 0 42
| 03/11/2015
B 246 0 246
1 A 03/11/2015 1619 0 0 1619
ch 1| A 03/11/2015 79 449 0 528
A 0 1 0 1
v 03/11/2015
B 0 83 0 83
A 1 0 2
A% 03/11/2015
B 5 4 0
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A 4 0 0 4
Vi 03/11/2015
B 2 0 0
VIl A 03/11/2015 0 0 87 87
A 7
03/11/2015 2 5
VI B 10 30 0 40
Positivos®: 6 4 1
Total de oocistos®: 2.010 573 87
Total de positivos': 6 4 1

aOrdem cronoldgica a qual as amostras foram coletadas por hospedeiro, Cacicus haemorrhous (Ch). Algarismos
romanos representam o espécime hospedeiro e as letras suas

respectivas amostras.

bQuantidade de oocistos por espécie em uma Unica defecacéo.

cQuantidade de oocistos total em uma Unica defecacéo.

dTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio (parcial, por espécie hospedeira).

eTotal de oocistos observados por espécie de coccidio.

fTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio.

4.3. DENSIDADES DE COCCIDIOS E PERIODICIDADE DE ELIMINACAO DOS
OOCISTOS

Apbds a contagem dos oocistos das amostras positivas pela técnica de OoPD
(DOLNIK, 2016), observou-se nos tiranideos as maiores densidades foram no patinho P.
mystaceus, onde foram obtidas amostras com OoPD de 3.220, 4.814 e 5.429; enferrujado L.
euleri com OoPD de 1.382 e 2.136; e bico-chato-de-orelha-preta T. sulphurescens, com OoPD
de 1.591. As densidades também foram altas nos taminofilideos choquinha-lisa D. mentalis,
onde foram obtidas amostras com OoPD de 5.821 e 8.617; e papa-taoca-do-sul P. leucoptera
com OoPD de 736 e 3.080. Apesar destas maiores densidades, estas aves foram
aparentemente saudaveis. Em verdade, quando comparada a outras familias com habito
alimentar de onivoria, frugivoria e/ou granivoria, estes valores de OoPD mostram-se baixos,
pois conforme mencionado anteriormente, a onivoria, frugivoria e/ou granivoria favorecem a
transmissdo de coccidios, 0 que pode estar associado as densidades mais altas (DOLNIK et
al., 2010), no entanto o habito alimentar das espécies mencionadas acima é insetivora. Os
horarios de maior eliminacdo dos oocistos foram no periodo da tarde, entre 13hs e 18h,
corroborando os trabalhos descritos na literatura. Em comparagdo com aves silvestres em
ambientes impactados, mantidas em cativeiro ou recuperadas do trafico ilegal, onde a
coccidiose tende a ser severa e as densidades bastante altas (COELHO et al., 2011; BERTO;
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LOPES, 2013; GIRAUDEAU et al., 2014; BATISTA et al., 2015), pode-se considerar que as
densidades obtidas neste estudo sdo baixas ou moderadas, e as aves parecem manter uma
relacdo parasito-hospedeiro estavel que ndo alteram suas condicGes de salde. Nesse sentido,
pode-se considerar que as condi¢bes ambientais encontradas no PNI, como: temperatura,
umidade, altitude, periodo de muda e reproducdo, pluviosidade, e degradacdo ambiental
podem ter influenciado na distribuicdo dos coccidios e nos parametros de eliminacdo dos
oocistos de diferentes hospedeiros ou de mesmos hospedeiros submetidos as condicdes

ambientais distintas.

4.4. ALGUMAS OBSERVACOES SOBRE A DISTRIBUICAO E DISPERSAO DE
COCCIDIOS DE PASSAROS ICTERIDEOS NA AMERICA DO SUL: Isospora guaxi E
Isospora bellicosa (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) DO GUAXE Cacicus haemorrhous
(PASSERIFORMES: ICTERIDAE) NO SUDESTE DO BRASIL

O guaxe C. haemorrhous pertence a familia Icteridae. Ocorre exclusivamente em
Florestas neotropicais da regido amazonica; sudeste e regides do centro-oeste do Brasil,
Paraguai; nordeste da Argentina; Colombia; e leste dos Andes (PARKES, 1970; BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2015; IUCN, 2015). Esta espécie se reproduz em colbnias, tecendo
ninhos na forma de saco suspenso no final de galhos de arvores (FEEKES, 1981; SICK,
1997).

Espécies da familia Icteridae sdo amplamente distribuidas, mas restritas ao Novo
Mundo, com exce¢Bes de algumas espécies que vivem na Europa, como o triste-pia
Dolichonyx oryzivorus (Linnaeus, 1758), a grauna-ferruginea Euphagus carolinus (Miiller,
1776), o corrupido-de-baltimore Icterus galbula (Linnaeus, 1758), o chopim-mulato
Molothrus ater (Boddaert, 1783) e a grauna-de-cabeca-amarela Xanthocephalus
xanthocephalus (Bonaparte, 1826) (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2015; IUCN, 2015).

Semelhante a outras familias de Passeriformes, os icterideos podem ser parasitados por
coccidios isospordides. Atualmente, as espécies de Isospora recuperadas de Passeriformes
dessa familia sdo: (i) I. divitis de P. atroviolacea em Cuba (PELLERDY, 1967); (ii) I. cacici
do xexéu C. cela cela na Amazonia brasileira (LAINSON, 1994); (iii) 1. bellicosa de L.
bellicosus no Peru (UPTON et al., 1995); (iv) I. icterus de I. icterus nos EUA (UPTON;
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WHITAKER, 2000); e (v) I. graceannae a partir de I. graceannae nos EUA (UPTON;
WHITAKER, 2000).

Neste contexto, este estudo descreve uma nova espécie de Isospora e I. bellicosa do
guaxe C. haemorrhous no PNI no sudeste do Brasil, demonstrando transmissdo parasitaria

entre icterideos alopatricos que habitam lados opostos dos Andes.

4.4.1 Morfologia de Isospora guaxi e Isospora bellicosa no sudeste brasileiro

Familia Eimeriidae Minchin, 1903

Género Isospora Schneider, 1881

e |sospora guaxi Silva & Berto, 2017 (Figuras 3A; 4A-C)

Hospedeiro tipo: Guaxe C. haemorrhous (Passeriformes: Icteridae).

Localidade tipo: Parque Nacional do Itatiaia (22° 27°48”S, 44° 36°10”W), sudeste do
Brasil.

Espécimes tipo: Os fototipos e os desenhos de linha estdo depositados e disponiveis
(http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo de Parasitologia do Laboratério de
Biologia de Coccidios, na UFRRJ, Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. Fotografias dos
espécimes do hospedeiro tipo (simbiotipos) foram depositadas na mesma cole¢do. O numero
do repositdrio é P-64/2016.

Local do hospedeiro: Desconhecido.

Prevaléncia: 63% (5 de 8 aves infectadas).

Etimologia: O epitafio especifico é derivado do nome local comum para o hospedeiro,
que € "guaxe".

Descricdo: Oocistos (n = 18) subesféricos, 28-34 x 27-32 (30,9 x 29,0); relacéo
comprimento/largura (C/L) 1.0-1.1 (1,06). Parede bicamada, 1,8-2,1 (1,9) de espessura,
camada externa lisa, c.2/3 de espessura total. Micropila e residuo do oocisto ambos ausentes;
unico granulo polar presente. Esporocistos (n = 17) elipsoides, 17-21 x 12-15 (19,3 x 13,8);
relacdo C/L 1,3-1,6 (1,41). Corpo de Stieda presente em forma de botdo, 1,0 de altura, 2,0 de

largura; corpo de substieda presente, proeminente e compartimentalizado com porcéo densa e
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central, arredondada ou irregular, 2,5 de altura, 2.0 de largura e uma parte palida, arredondada
ou trapezoidal, 3,0 de altura, 4,0 de largura; corpo de parastieda ausente. Residuo do
esporocisto presente, composto por muitos granulos dispersos de tamanhos diferentes.
Esporozoito vermiforme com corpo refractario posterior Unico e nucleo centralmente

localizado.

e Isospora bellicosa Upton, Stamper & Whitaker, 1995 (Figuras 3B; 4D — F)

Hospedeiro: Guaxe C. haemorrhous (Passeriformes: Icteridae).

Localidade: Parque Nacional do Itatiaia (22° 27°48”S, 44° 36°10”W), sudeste do
Brasil.

Material estudado: Fototipos e desenhos de linha estdo depositados e disponiveis
(http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo de Parasitologia do Laboratério de
Biologia de Coccidios, na UFRRJ, Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. Fotografias dos
espécimes hospedeiro tipo (simbiotipos) foram depositadas na mesma cole¢cdo. O nimero do
repositorio € 65/2016.

Local do hospedeiro: Desconhecido.

Prevaléncia: 4/8 aves infectadas (50%).

Descricao: Oocistos (n = 24) subesféricos a ovoides, 24-32 x 23-27 (27,1 x 25,0);
comprimento/largura (C/L) relacdo 1.0-1.2 (1.08). Parede com duas camadas, 1,4-1,7 (1,5)
camada exterior espessa lisa, ¢.2/3 de espessura total. Micropila e residuo do oocisto ambos
ausentes; 1 ou 2 granulos polares presentes. Esporocistos (n = 13) elipsoides, 16-21 x 10-12
(18,1 x 10,9); relagdo C/L 1,5-1,7 (1,65). Corpo de Stieda presente em forma de botéo, 1,5 de
altura, 2,5 de largura; corpo de substieda presente, arredondado a retangular, 1,5 de altura, 2,5
de largura; corpo parastieda ausente. Residuo do esporocisto presente, composto por uma
massa compacta ou granulos difusos. Esporozoito vermiforme com um corpo refréatil posterior

e nucleo localizado centralmente.
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Figura 3. Desenhos em linha compostos de oocistos esporulados de Isospora guaxi (A) e
Isospora bellicosa (B) de Cacicus haemorrhous. Barra de escala: 10 um

Figura 4. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Isospora guaxi (A — C) e Isospora
bellicosa (D - F) de Cacicus haemorrhous. Barra de escala: 10 pm
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4.4.2. Caraterizagdo morfologica e morfométrica dos oocistos dos Guaxes

De acordo com Duszynski & Wilber (1997) e uma extensa bibliografia de coccidios de
Passeriformes (BERTO et al., 2011a), as novas espécies devem ser comparadas em detalhes
com as espécies de coccidios que sdo semelhantes em caracteristicas e pertencem a mesma
familia do hospedeiro. Portanto, uma comparacéo foi realizada com Isospora spp. descritas de
Icteridae (Tabela 6). O oocisto de I. guaxi tem tamanho semelhante apenas com 1. icterus; no
entanto, a nova espécie pode ser distinguida pelo seu corpo substieda sendo compartimentado.
Esta caracteristica da compartimentacdo do corpo substieda sé é compartilhada com |I.
graceannae; no entanto, I. guaxi tem oocistos maiores e esporocistos sem granulos
fragmentados espalhados.

O segundo morfotipo observado neste estudo foi muito semelhante a morfologia
descrita para I. bellicosa, exceto pela forma dos oocistos, que eram mais elipsoides na
descricdo de Upton et al. (1995). No entanto, seria insensato considerar uma espécie nova
baseada apenas em uma ligeira diferenca do oocisto, que pode ser derivado de polimorfismo
natural ou um resultado de impactos ambientais e fatores do hospedeiro (FAYER, 1980;
GARDNER; DUSZYNSKI, 1990). De qualquer forma, vale ressaltar que I. bellicosa foi
originalmente descrita a partir de L. bellicosus, que é alopatrico com C. haemorrhous. A
figura 5A demonstra as faixas geograficas desse trans- andino L. bellicosus e cis-andino C.
haemorrhous com énfase na barreira geogréfica, a Cordilheira dos Andes, que separa as
populacdes desses icterideos. Da mesma forma, Berto et al. (2014a) relatam |. sagittulae de
dois novos hospedeiros cis-andinos, O. salvini e W. poecilinotus, que sdo alopatricos com o
hospedeiro tipo trans-andino H. naevioides.

O principal pressuposto introduzido por Berto et al. (2014a) para dispersdo entre papa-
formigas trans e cis-andino podem ser reiterados no trabalho atual. Nesse pensamento,
icterideos com distribuicdes trans e cis-andina poderiam ter sido infectados com 1. bellicosa
na regido trans-andina e transmitido para C. haemorrhous na regiéo cis-andina, dispersando I.
bellicosa através dos Andes, Cacicus uropygialis Lafresnaye, 1843 (Figura 5B), C. cela
(Figura 5C) e Leistes militaris (Linnaeus, 1771) (syn. Sturnella militaris) (Figura 5D) séo
espécies congéneres que possuem distribuigdes cis-andinas simpatricas com L. bellicosus e C.
haemorrhous; portanto, essas espécies sdo exemplos de possiveis dispersores de 1. bellicosa
através dos Andes. Além disso, vale ressaltar que alguns estudos ornitolégicos demonstraram

a capacidade de varios Passeriformes para atravessar ou ignorar o Cordilheira dos Andes,
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especialmente nas ultimas décadas, consequéncia da taxa acelerada de perda de habitat e
fragmentacdo ao longo das encostas andinas e planicies adjacentes, juntamente com o efeito
do aquecimento global nas gamas geogréaficas das espécies (DE LAS CASAS et al., 2004;
AVENDANHAO et al., 2013).

Também é importante notar que guaxes infectados no trabalho atual foram capturados
no sudeste do Brasil (Figura 5A), no lado oposto da América do Sul. Essa populacdo do
sudeste de C. haemorrhous é alopéatrica com a populacdo noroeste, que estd proxima das
populacdes de Leistes spp. (syn. Sturnella spp.) Nesse sentido, conclui-se que Cacicus spp.,
como C. cela, ou outros icterideos suscetiveis a I. bellicosa que possuem faixas no Brasil
central deveriam ter transmitido 1. bellicosa para a populagéo sudeste de C. haemorrhous.

Em conclusdo, I. guaxi é considerado novo para ciéncia e o sexto coccidio isosporoide
relatado de um passaro icteridio. Além disso, um novo hospedeiro para I. bellicosa é descrito,
uma vez que oocistos esporulados com caracteristicas semelhantes foram recuperadas de C.
haemorrhous apoiando a transmissdo de parasitos entre aves alopatricas da mesma familia e

géneros diferentes que habitam lados opostos dos Andes.

¥ 5 :
8¢ §
& ®7) 8 )
%.296 % yr R
B Cacicus haemorrhous B Cacicus cela B Cacicus uropygialis B Sturnella militaris

B Sturnella bellicosa
3 Andes Mountains

£3 Andes Mountains &3 Andes Mountains £3 Andes Mountains

Figura 5. Distribuicdo geografica de varias espécies dos géneros Cacicus e Sturnella na
América do Sul [adaptado DE LAS CASAS et al. (2004); BIRDLIFE INTERNATIONAL
(2015); IUCN (2015)]. Os hospedeiros de Isospora bellicosa sdo Leistes bellicosus (syn.
Sturnella bellicosa) e Cacicus haemorrhous; Leistes bellicosus (syn. Sturnella belicosa) ¢
alopatrica de Cacicus haemorrhous, além de ser separada pelos Andes (A); Cacicus cela (B),
Cacicus uropygialis (C) e Leistes militaris (syn. Sturnella militaris) (D) sdo exemplos de aves
icterideos trans e cis-andinos que sdo simpatricos a Leistes bellicosus (syn. Sturnella belicosa)
e (ou) Cacicus haemorrhous. O asterisco indica a localizagdo aproximada do ponto de coleta
do estudo atual.
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Tabela 6. Morfologia comparativa de espécies do género Isospora recuperado a partir de passaros da familia Icteridae.

Espécies Hospedeiro Oocisto Esporocisto Referencias
Forma Comprimento  Relacdo Grénulo Comprimento Relacdo Corpo de Corpo de
x Largura C/L polar x Largura C/L Stieda substieda
Isospora guaxi Cacicus subesférico 28 -34x27- 10-11 1 17-21x 12— 1.3-1.6 formade proeminente e Presente
haemorrhous 32 (30.9 x (1.06) 15 (19.3 x (1.42) botdo, 1.0 x ~ compartimentalizado estudo
Isospora Cacicus subesférico 24-32x23- 10-12 1-2 16-21 x 10—~ 1.5-1.7 formade arredondado a Presente
bellicosa Upton, haemorrhous  a ovoide 27 (27.1 x (1.08) 12 (18.1 x (1.65) botdo, 1.5 x retangular, 1.5 x 2.5  estudo
Stamper & (L) 25.0) 10.9) 25
Whitaker, 1995 Leistes elipsoide, 2632 x21- 11-14 1-2 17-19 x 10— 1.5-1.8 largo, 1.5 x  homogeéneo, 1.5 x Upton et al.
bellicosus ovoide ou 26 (29.4 x (1.25) 11 (17.8 x (1.67) 2.5 2.5 (1995)
deFilippi oblongo 23.5) 10.7)
Isospora divitis Ptiloxena subesférico 22-30x 20— — ausente (17 x 13) - conspicuo - Pellérdy
Pellérdy, 1967 atroviolacea 28 (1967)
(d'Orbigny)
Isospora cacici Cacicus cela subesférico 22-28 x20- 1.0-12 1-2 17-19 x 11— 1.2-1.5 proeminente, proeminente, 1.0 x Lainson
Lainson, 1994 cela (L) 26 (26.5 x (1.0 14 (17.7 x (1.4) em formade 2.0 (1994)
23.7) 12.5) rolha
Isospora icterus Icterus icterus  subesférico 27-32 x25- 1.0-1.1 1 17-19 x 12— 1.3-1.5 mamiliforme, homogéneo, em Upton &
Upton & (L)) 30 (28.9 x (1.06) 14 (17.8 (1.39) 1.5x%x2.0 forma de baldo, 3.0 ~ Whitaker
Whitaker, 2000 27.2) 12.8) x 5.0 (2000)
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Isospora
graceannae
Upton &
Whitaker, 2000

Icterus
graceannae

Cassin

subesférico

20-26 x 19—

25 (23.9 x
22.3)

1.0-12
(1.07)

1, 14-16 x 10—
fragmentado ;4 (15.5 x

10.7)

1.4-15
(1.44)

robusto, 1.0
x 1.0

compartimentalizado
25x3.0

Upton &
Whitaker
(2000)
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4.5. lsospora lopesi (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) A PARTIR DO PATINHO
Platyrinchus mystaceus (PASSERIFORMES: TYRANNI: TYRANNIDAE) NA AMERICA
DO SUL

O territorio brasileiro possui uma rica diversidade em sua avifauna. Na dltima listagem
de registros de espécies de aves, 29 espécies foram adicionadas, atingindo 1.872 espécies no
Brasil (CBRO, 2014). O patinho P. mystaceus, € uma das menores espécies que habitam o
interior das florestas conservadas. Tem uma ampla distribuicdo geografica do México para a
Bolivia e Argentina. No Brasil, é distribuido do nordeste para o sul (SICK, 1997; BIRDLIFE
INTERNACIONAL, 2016).

Segundo o Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos (CBRO, 2014), P. mystaceus
é classificado na ordem Passeriformes, subordem Tyranni, parvorder Tyrannida, superfamilia
Tyrannoidea e familia Platyrinchidae, que inclui quatro outros Platyrinchus spp., Neopipo
cinnamomea (Lawrence, 1869) e Calyptura cristata (Vieillot, 1818) no Brasil. Em contraste,
a BirdLife International (2016), que € atualmente, baseada na lista de verificacdo de del Hoyo
et al. (2016), e Brands (2017), classifica P. mystaceus na familia Tyrannidae, que é muito
mais abrangente com 450 espécies em todo o mundo.

Semelhante a outros Passeriformes tiranideos podem ser parasitados por coccidio,
Boughton et al. (1938) e Kawazoe et al. (1989) relataram Isospora spp. do piui Sayornis
phoebe (Latham, 1790) e da maria-preta-de-bico-azulado K. cyanirostris; contudo, estas
espécies de coccidios ndo foram descritas ou homeadas. Desde os anos 2000, as espécies de
Isospora foram descritas a partir de péassaros tiranideos do Novo Mundo, I. feroxis, I.
mionectesi e |. attilae, originalmente descritas a partir da maria-cavaleira M. ferox, abre-aza-
de-cabeca-cinza M. rufiventris e capitdo-de-saira A. rufus, respectivamente. Os hospedeiros
destas trés espécies habitavam a mesma localidade, a Ilha Marambaia no sudeste do Brasil
(BERTO et al., 2009a, b; RODRIGUES et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi examinar as fezes do patinho P. mystaceus para determinar
quais parasitos coccidios estavam presentes. Estes espécimes de P. mystaceus foram
capturados no PNI, uma area protegida com alto grau de vulnerabilidade localizado na Serra
da Mantiqueira na fronteira de trés Estados no sudeste do Brasil, Rio de Janeiro, Minas Gerais

e Sdo Paulo.
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4.5.1. Morfologia de Isospora lopesi

Quatorze exemplares de P. mystaceus foram examinados e trés estavam positivos para
coccidio. Todos oocistos observados foram caracteristicos de Isospora. Este material é

descrito abaixo.

Familia Eimeriidae Minchin, 1903

Género Isospora Schneider, 1881

Isospora lopesi Silva-Carvalho & Berto, 2018 (Figuras 6, 7)

Hospedeiro tipo: P. mystaceus (Aves: Passeriformes: Tyranni: Tyrannidae), patinho.

Localidade tipo: Parque Nacional do Itatiaia (22° 27°S, 44° 35’W), sudeste do Brasil.

Espécimes tipo: Fototipos, desenho de linha e oocistos em etanol a 70% foram
depositados no Museu de Zoologia na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
sob 0 nimero de acesso MZURPTZ2017003. Fototipos e desenhos de linha também estédo
depositados e disponiveis (http://r1.ufrrj.br/labicoc /colecao.html) na Colecdo de Parasitologia
do Laboratério de Biologia de Coccidios, na UFRRJ, sob o nimero do repositorio P-79/2017.
Fotografias do espécime do hospedeiro tipo (simbiotipo) foram depositadas na mesma
colecdo.

Local do hospedeiro: Desconhecido.

Prevaléncia: 21% (3 de 14 aves infectadas).

Sequéncia de DNA representativa: um representante COI sequenciado foi
depositado no banco de dados do GenBank sob o nimero de acesso MF438267.

Registro no ZooBank: Para cumprir os regulamentos previstos no artigo 8.5 da
versao alterada de 2012 do o Cddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN, 2012),
os detalhes da nova espécie foram enviados para 0 ZooBank. O Identificador da Ciéncia da
Vida (LSID) para I. lopesi € urn: Isid: zoobank.org: ato: ED3F1187-FB31-439E-B5E2-
9F3COAO50BED.

Etimologia: O nome especifico é derivado do nome de familia do parasitologista
brasileiro Dr. Carlos Wilson Gomes Lopes, dado em sua homenagem por sua contribuicéo

para o estudo dos protozoarios.
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Descrigdo: Oocistos (n = 25) subesféricos a ovoides, 18-24 x 18-22 (20,6 x 19,7);
relagdo comprimento/largura (C/L) 1.0-1.2 (1,05). Parede com camada dupla, 1,3 a 1,6 (1,5)
de espessura, camada externa lisa, ¢.2/3 de espessura total. Micrépila e residuo do oocisto
ambos ausentes, mas um granulo polar esta presente. Esporocistos (n = 24) 2, elipsoides, 12—
16 x 8-11 (14,4 x 8,6); relacdo C/L 1,5-1,9 (1,7). Corpos de Stieda presente, achatado em
forma de meia-lua, 1,0 x 2,5; substieda presente, arredondado, 2,0 x 2,5; corpo parastieda
ausente; residuo do esporocisto presente, composto de dispersas esférulas de tamanhos
diferentes. Esporozoitos 4, vermiformes, com corpos refrateis anteriores e posteriores e
ndcleo centralmente localizado.

Observacges: Seguindo as evidéncias que demonstram especificidade em nivel de
familia relatado em artigos sobre a taxonomia de coccidios de Passeriformes (DUSZYNSKI,;
WILBER, 1997; BERTO et al., 2011a; SILVA et al., 2016), I. lopesi foi comparado em
detalhes com espécies coccidianas que sao morfologicamente semelhantes e parasitam aves
pertencentes a mesma familia hospedeira. Até hoje, trés espécies de Isospora sao registradas
de hospedeiros de Tyrannidae (Tabela 7). I. mionectesi tem oocistos e esporocistos maiores
que 1. lopesi. Os oocistos de I. attilae e I. feroxis tém tamanho e forma semelhantes a I. lopesi;
no entanto, pode ser facilmente distinguido pelo corpo de Stieda achatado em forma de meia-
lua. Além disso, esporocistos de I. lopesi sdo consideravelmente mais alongadas que as de |.
feroxis que € morfometricamente demonstrado pelo indice morfometrico (1,7 vs 1,4). I. attilae
possui esporocistos sobrepondo a faixa de tamanho para I. lopesi. Contudo, o esporocisto em
I. attilae é mais conico no final do corpo de Stieda e tem um residuo de esporocisto menor
(BERTO et al., 2009a, b; RODRIGUES et al., 2015).

Analise filogenética: Amplificagdo de DNA dos oocistos de I. lopesi mostrou uma
faixa clara de ¢.250 bp. Analise filogenética incluiu 30 sequéncias para Isospora spp. e cinco
sequéncias para Eimeria spp. disponiveis no GenBank (Figura 8) Toxoplasma gondii (Nicolle
& Manceaux, 1908) foi usado como o outro grupo. I. lopesi agrupados com 16 Isospora spp.
isolados de Sylvia spp., Isospora hypoleucae Dolnik, Ronn & Bensch, 2009 e duas Eimeria
spp. de roedores, mas sem suporte estatistico. Entre elas, as novas espécies apresentaram a
maior similaridade de 98,5% e 98,0% com Isospora sp. isolados da toutinegra-tomilheira
Sylvia conspicillata Temminck. 1820 (GenBank: KP688311 e KP688312; ver ILLERA et al.,
2015). Em uma segunda anélise, um subconjunto de sequéncias do gene COI de 215 pares de
bases por 10 Isospora spp. foi utilizado (Figura 9). Nesta analise, I. lopesi foi descrito como

um taxon irmdo basal para um clado compreendendo I. hypoleucae e cinco espécies de
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Isospora isolados da toutinegra-de-barrete-preto Sylvia atricapilla (Linnaeus, 1758) com

semelhangas de 96,1% e 95,1-97,5%, respectivamente.

Figura 6. Desenho de linha composto do oocisto esporulado de Isospora lopesi de
Platyrinchus mystaceus. Barra de escala: 1um.
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Figura 7. Fotomicrografias de oocistos esporulados de lIsospora lopesi de Platyrinchus
mystaceus. Abreviaturas: pg, granulo polar; sb, corpo de Stieda; ssb, corpo substieda; sr,
residuo de esporocisto; rb, corpo refratil; n, nacleo. Tudo para a mesma escala. Barra de

escala: 10 pm.
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Tabela 7. Morfologia comparativa de espécies do género Isospora recuparado a partir de passaros tiranideos do Novo Mundo (Tyrannidae).

Espécies Hospedeir Forma dos Referencias
0s Oocistos  Tamanh Indice Tamanh Indice Corpode  Residuo
0 (um) Morfométri 0 (um) Morfométri substieda do
co co Esporocist
0
Isospora  Myiarchus  subesféri  18-20x  1.0-1.1(1.1) 11-13x  1.0-1.5(1.4) proeminen  difuso Berto et al.
feroxis ferox co 17-20 8-10 te (2009a)
Berto, (Gmelin) (18.7 x (11.7 x
Luz, 18.0) 8.5)
Flausino,
Ferreira
& Lopes,
2009
Isospora  Mionectes  elipsoide 23-31x 1.2-1.4(1.3) 17-22 x  1.6-1.8 (1.7) proeminen subesfério, Bertoetal.
mionecte  rufiventris 19-23 10-13 te compacto  (2009b)
si Berto,  Cabanis (28.3 x (19.7 x
Flausino, 21.2) 11.7)
Luz,
Ferreira
& Lopes,
2009
Isospora  Attila rufus subesféri  18-22x  1.0-1.2 12-15x  1.6-1.9(1.7) arredonda  difuso Rodrigues
attilae (Vieillot) coa 18-21 (2.07) 7-9 doa etal.
Rodrigue elipsoide  (20.3 x (13.5 % trapezoide (2015)
s, Silva, 19.0) 7.9)
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Lopes,
Berto,
Luz,
Ferreira
& Lopes,
2015
Isospora

lopesi

Platyrinch  subesféri
us coa
mystaceus  ovoide
Vieillot,

1818

18-24x 1.0-1.2
1822  (1.05)
(20.6 x

19.7)

elipsoide

12-16 x
8-11
(14.4 x
8.6)

15-1.9 (L.7)

achatado a
forma de

meia lua

arredonda
do

difuso

presente

estudo
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Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC5 (KP688314) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isopora sp. JCI-2015 isolate ISC2 (KP688315) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC4 (KP688313) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC7 (KP688309) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iSAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
_‘—_lsospora sp. iSAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. iISAT3 (FJ269359) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
_Eospora sp. JCI-2015 isolate ISC12 (KP688317) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC14 (KP688320) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC6 (KP688308) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC8 (KP688310) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC9 (KP688311) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC1 (KP688306) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC10 (KP688312) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT6 (FJ269362) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
Eimeria sciurorum (KT361025) - spp. (Mammalia: Rodentia)
88.93.91!'Eimeria lancasterensis (KT361033) - spp. (Mammalia: Rodentia)
'—— Isospora lopesi n. sp. (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
— Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC3 (KP688307) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)

Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora serinuse (KX276860) - Serinus canaria (Passeres: Fringillidae)
Isospora sp. iISAT5 (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Eimeria purpureicephali (KU140598) - Purpureicephalus spurius (Psittaciformes: Psittacidae)
Eimeria innocua (HG793049) - spp. (Aves: Galliformes)
Eimeria mephitidis (KT203398) - Mephitis mephitis (Mammalia: Carnivora)

Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeres: Meliphagidae)
Isospora sp. MAH-2013a strain MTZ1 (KF648868) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)

83.66 80| |/sospora sp. (JQ993711) - Apodemus flavicollis (Rodentia: Muridae)

Isospora sp. MAH-2013b strain MTZ2 (KF648869) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
65,64 53 Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. RY-2015c¢ isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora streperae (KM206142) - Strepera versicolour plumbea) (Passeres: Artamidae)

Toxoplasma gondii (HM771690)

Figura 8. Arvore de ML estimada a partir das seqiiéncias COI. Os nlmeros nos representam o
suporte de bootstrap (1.000 réplicas; somente valores > 50% mostrados) para NJ, ML e MP,
respectivamente. A barra de escala representa o numero de substituicdes de nucleotideos por
local.
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Isospora sp. iISAT3 (FJ269359) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

. Isospora sp. iISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
_|lsospora sp. iISAT6 (FJ269362) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

—— Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
Isospora lopesi n. sp. (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeres: Meliphagidae)

Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)

53, 56, 521~

Isospora sp. iISATS (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

L /sospora streperae (KM206142) - Strepera versicolour (Passeres: Artamidae)

Toxoplasma gondii (HM771690)

B
0.05

Figura 9. Arvore de ML estimada a partir do conjunto de dados de sequenciamento COI de
215 pares de bases para Isospora spp. Numeros nos representam suporte a Bootstrap (1.000
réplicas; apenas valores > 50% mostrados] para NJ, ML e MP, respectivamente. A barra de
escala representa o0 nimero de substituicdes de nucleotideos por local.

4.5.2. Caraterizacdo morfologica, morfométrica, molecular e filogenética dos oocistos de

Isospora lopesi

O primeiro parasito coccidiano de Tyrannidae a ter sua sequiéncia COI depositada no
banco de dados do GenBank foi I. lopesi. Como mostrado na arvore da figura 8, a maioria das
sequéncias COI disponiveis para Isospora spp. dos hospedeiros dos Passeriformes sdo das
familias Sylviidae, Meliphagidae e Sturnidae. Todas estas familias pertencem a subordem
Passeres, enquanto P. mystaceus pertence a subordem Tyranni (suboscines), que contém
familias de Passeriformes primitivos, filogeneticamente distantes de familias de Passeres.
Apesar disso, I. lopesi exibiu alta semelhanca com isolados de Isospora spp. de hospedeiros
de Sylviidae (KP688311 e KP688312; 98,5% e 98,0%). NOs prevemos que quanto mais
sequéncias de COI Isospora spp. dos hospedeiros nos Tyranni sdo depositados no banco de
dados do GenBank, essa arvore se reorganizaria formando um ou mais clados de Isospora
spp. de suboscines, onde 1. lopesi seria colocado.

Os genes 28S e 18S rRNA foram reconhecidos como locus Utieis para diferenciar

Isospora spp. de Passeriformes e estimar suas relagGes interespecificas (YANG et al., 2015,
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2016; TOKIWA et al., 2017). Além disso, 0 18S rRNA é o I6cus mais comum usado para
caracterizagdo molecular de parasitos coccidianos como evidenciado pelo grande nimero de
sequéncias de 18S rRNA de coccidia no GenBank. No entanto, no presente estudo o genoma
COl foi escolhido para genotipagem porque é indicado como o mais adequado para estudos
filogenéticos por ter um maior poder de resolucdo do que o gene 18S rRNA na delineagdo de
eventos recentes de especiagdo (YANG et al., 2015; OGEDENGBE et al., 2011). Além disso,
em recentes estudos de Yang et al. (2015, 2016) com genotipagem em locus 18S, 28S e COI
de Isospora spp. de Passeriformes, foi enfatizado que os iniciadores de PCR COlI
originalmente usado por Dolnik et al. (2009a), que geram 215 pares de bases de amplificagéo,
podem ser mais confiaveis para a delimitacdo de espécies de Isospora spp. Nesse sentido, 0s
primers de Dolnik et al. (2009a) foram escolhidos para genotipagem de I. lopesi no presente
estudo. Seguindo Yang et al. (2015, 2016), analises filogenéticas foram inicialmente
construidas comparando 1. lopesi com as sequéncias COIl mais similares depositadas no
GenBank (Figura 8) e, subsequentemente, apenas com sequéncias de Isospora com
comprimento de 215 pares de bases (Figura 9).

Tyrannidae € uma das maiores familias de aves Passeriformes do Novo Mundo
(BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016); entretanto, somente algumas espécies de coccidios
sdo relatadas na familia (BERTO; LOPES, 2013). O estudo dos coccidios dos hospedeiros de
Tyrannidae torna-se mais relevante porque duas espécies de Eimeria, que é um género
parasito coccidiano incomum de Passeriformes, sdo descritos de aves desta familia (Berto et
al., 2008d, 2009b). Aliado a isso, também é importante saber quais espécies de Isospora tem
um ciclo extra-intestinal, jA& que espécies com este ciclo sdo reconhecidas como mais
patogénicas causando a chamada atoxoplasmose (BERTO et al., 2011a). Essas espéceis de
Isospora extra-intestinais foram anteriormente identificadas e/ou nomeadas como
Lankesterella ou Atoxoplasma, até Box (1981) associou a merogonia extra-intestinal em
canarios com uma infeccdo por Isospora. Assim, todas as formas sanguineas descritas como
Atoxoplasma e Lankesterella em Passeriformes foram redescritas como Isospora (BERTO et
al., 2011a). Atualmente, com o estudo molecular e com o numero crescente de epécies de
Isospora sequénciadas no GenBank, é possivel identificar se uma espécie com descricao
morfologica e molecular, possui um ciclo extra-intestinal, através da deteccdo molecular por
PCR/sequenciamento em amostras de sangue de Passeriformes (DOLNIK et al., 2009a;
HAFEEZ et al., 2014). A identificagdo de espécies extra-intestinais que podem ser potencial

causa da coccidiose grave (atoxoplasmose) pode ajudar a classificar os hospedeiros e/ou
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familias mais ou menos suscetiveis a doenca e, portanto, orientam a tomada de decisdo para
conservacao, principalmente em areas protegidas.

Baseado nas caracteristicas morfoldgicas descritas acima, I. lopesi é considerada nova
para a ciéncia e a quarta espécie coccidiana isosporoide relatada de um passaro tiranideo no
Novo do Mundo. Além disso, este é o primeiro parasito coccidiano de um hospdeiro dos
Tyranni a ter a caracterizagdo molecular do gene COI.

4.6. Isospora sagittulae (APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) DE PAPA-FORMIGAS
(PASSERIFORMES: THAMNOPHILIDAE) NA AMAZONIA E NA MATA ATLANTICA
DO BRASIL: COM OBSERVACOES SOBRE SUA DISTRIBUICAO E DISPERSAO NA
REGIAO NEOTROPICAL

Thamnophilidae é uma familia de aves Passeriformes insetivoras que compreende 241
espécies restritas as planicies e a baixa altitude das florestas das ilhas do Caribe, Mesoamérica
e América do Sul. Evidentemente, devido ao grande numero de espécies, € uma familia
altamente polimorfica, e predominantemente composta de aves silvestres com habitos
alimentares insetivoros (SICK, 1997; CBRO, 2014; BIRDLIFE INTERNATIONAI, 2016).

Apesar dessa aparente restricdo em baixas altitudes e limitacdo das suas distribuicdes
as barreiras geograficas da regido neotropical, alguns taminofilideos parecem atravessar fortes
barreiras geogréaficas, ou pelo menos tém populagdes que ndo sdo limitados ou bloqueados por
essas barreiras (SICK, 1997; BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016).

A possibilidade dos taminofilideos cruzarem fortes barreiras, foi assumido por Berto et
al. (2014a), que evidenciaram uma dispersdo coccidiana entre regides trans e cis-andinas por
taminofilideos que habitam ambas as regifes e, possivelmente, cruzam as montanhas dos
Andes. O coccidio eimeriida das aves tem predominantemente transmissao oral-fecal; isto é,
ocorre atraves da ingestdo de oocistos, que séo as fases infecciosas do coccidio eliminado nas
fezes do hospedeiro. Portanto, a transmissdo de coccidios necessariamente ocorre quando
hospedeiros suscetiveis habitam o mesmo ambiente. Em Berto et al. (2014a), o parasito
coccidiano 1. sagittulae foi relatado da mée-de-taoca-de-cauda-barrada O. salvini e do
rendadinho W. poecilinotus na Amazonia brasileira, na regido cis-andina; contudo, esse
parasito foi originalmente descrito a partir de H. naevioides, um passaro taminofilideo que

tem uma distribuicdo trans-andina na Colémbia, Costa Rica, Equador, Honduras, Nicardgua e
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Panama (MCQUISTION; CAPPARELLA 1992). Nesse sentido, presumiu-se que a
transmissdao ocorreu por meio de passaros com distribui¢cdes tanto trans- como cis-andinas,
como Cercomacra tyrannina Sclater, 1855 e Formicivora grisea (Boddaert, 1783), o que
poderia manter e transmitir I. sagittulae através do Andes.

Neste contexto, o presente trabalho contribuiu para a conhecimento sobre a
identificacdo, distribuicdo e dispersdo de I. sagittulae em aves taminofilideos na regido
Neotropical, pois relata o papa-taoca-do-sul P. leucoptera como novo hospedeiro na Floresta
Atlantica do Sudeste do Brasil, demonstrando assim a ampla dispersdo de 1. sagittulae, além

de comparar, de forma morfoldgica e molecular, as amostras da Amazonia e Mata Atlantica.

4.6.1. Morfologia de Isospora sagittulae no sudeste brasileiro

Os papa-taocas-do-sul capturados no PNI foram positivos para I. sagittulae (Tabela 1);
entretanto aqueles capturados em Cacaria foram negativos. Seus oocistos (Figura 10c, d)
foram irregularmente ovoides a elipsoides, 30,8 (29-33) x 24,4 (22-26) pum, com indice
morfométrico de 1,3 (1,2-1,5). Parede do oocisto bicamada e lisa, 1,1 um. Micropila, e
residuo do oocisto estd ausente, mas 1-3 (geralmente 2) granulos polares estdo presentes.
Esporocistos subesféricos a ovoides, 15,9 (14-17) x 13,4 (12-15) pum, com indice
morfomeétrico de 1,2 (1,1-1,3). Corpo de Stieda fino e achatado, 0,5 de altura x 2,0 de largura.
Corpo de substieda triangular a arredondar, 2,5 de altura x 5,0 de largura. Corpo de parastieda
ausente. Residuo do esporocisto composto por granulos dispersos. Esporozoitos com corpo

refratario posterior proeminente e pequeno nicleo.
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Figura 10. Fotomicrografias de Isospora sagittulae recuperado de mde-de-taoca-de-cauda-
barrada Oneillornis salvini (a), rendadinho Willisornis poecilinotus (b) e papa-taoca-do-sul
Pyriglena leucoptera (c, d). Barra de escala: 10 pm.

4.6.2. Material depositado

Fotomicrografias e oocistos em etanol a 70% foram depositados no Museu de
Zoologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil, sob o nimero de acesso
MZURPTZ2017005. Fotomicrografias também foram depositadas e disponibilizadas
(http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo Parasitoldgica do Laboratério de Biologia
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de Coccidios, na UFRRJ, sob o nimero de repositdrio 86/2017. Fotografias dos espécimes
hospedeiros foram depositadas na mesma colecéo.

4.6.3. Morfometria Comparativa

Analises comparativas por ANOVA entre 0s oocistos e esporocistos de I. sagittulae
recuperados de O. salvini, W. poecilinotus e P. leucoptera revelaram algumas diferencas
significativas no tamanho dos oocistos (Tabela 8). Estas diferengas significantes e a alta
irregularidade da forma dos oocistos também foram observadas na distribuicdo das medidas

na analise de Regressdo linear (Figura 11).

4.6.4. Sequenciamento

A amplificacdo de DNA dos oocistos de 1. sagittulae resultou em uma banda em torno
de 250 pares de bases. As sequéncias de DNA dos oocistos recuperados de P. leucoptera e W.
poecilinotus foram 100% equivalentes, e foram depositados no GenBank sob os nimeros de
acesso MF981004 e MF981005, respectivamente.

4.6.5. Analise filogenética

A anélise filogenética incluiu 32 sequéncias das espécies de Isospora disponiveis no
GenBank (Figura 12). Eimeria tenella (Railliet e Lucet, 1891) foi usada como o grupo
externo. I. sagittulae de W. poecilinotus e P. leucoptera dispuseram-se em um clado com a
maior similaridade de 99,5% com 1. lopesi (SILVA-CARVALHO et al. 2018a), o qual foi

depositado com 0 numero de acesso MF438267.
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Tabela 8. Morfometria de oocistos de Isospora sagittulae recuperados de taminofilideos (Thamnophilidae).

Oocistos Esporocistos
Hospedeiros Localidade n' DM dm dm
||V|II ||V|II
(Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
Hylophylax naevioides Lafresnaye, 25-30 21-24 12-13 1.1-1.3
noroeste do Equador 21 1.27  13-16(14.8)
1847 (27.5) (21.8) (12.4) (1.19)
1.2-
_ ) o . o 27-31 21-24 14-17 12-14 1.1-1.3
Oneillornis salvini (Berlepsch, 1901)  Amazoénia brasileira 8 1.3
(29.5)? (22.8)2P (1.29)° (15.5)? (12.9)2 (1.20)2
o N _ 1.1-
Willisornis poecilinotus (Cabanis, . o 27-28 20-25 13-16 12-13 1.1-1.2
Amazonia brasileira 7 1.4
1847) (27.2)° (22.0)? (L.25)° (14.6)? (12.3)? (1.19)2
_ 1.2-
_ o Mata Atlantica 29-33 22-26 14-17 12-15 1.1-1.3
Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) o 27 1.5
Brasileira (30.8)? (24.4)° (1277 (15.9) (13.4) (1.19)

Diametro maior (DM); diamentro menor (dm); e indice morfométrico (IM).

Letras diferentes em cada coluna denotam diferencas estatisticamente significativas (P <0,01) pela ANOVA

a NUmero total de oocistos medidos
b Relagdo comprimento/largura
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4.6.6. Caracterizacdo morfoldgica e morfométrica dos oocistos da Amazbdnia e Mata
Atlantica

Observa-se na tabela 8 que um maior nimero de oocistos de I. sagittulae pode ser
observado, 0 que permitiu verificar a irregularidade no tamanho e na forma dos seus oocistos.
Observando a regresséo linear na figura 11, verifica-se que os pontos de dados estdo distantes
da linha de regressao, indicando irregularidade na distribuicdo das medigdes. Além disso, 0s
valores muito baixos de R? obtidos em ambas as amostras da Amazonia e Mata Atlantica do
Brasil, claramente revelam o polimorfismo dos oocistos de I. sagittulae (BERTO et al.,
2014b). Essa forma irregular também foi morfologicamente observada em alguns oocistos,
principalmente aqueles com forma de bumerangue (Figura 10a, ¢) ou outras formas
irregulares.

Este polimorfismo ja foi relatado na literatura como intrinseco a uma espécie
coccidiana, derivado das diferentes posicdes dos oocistos durante as medicGes e/ou
relacionadas a varios fatores ambientais e do hospedeiro; como estresse, nutri¢cdo, imunidade
do hospedeiro, dose infectante, tempo de descarga dos oocistos durante o periodo da patente,
e plasticidade fenotipica (FAYER, 1980; PARKER; DUSZYNSKI, 1986; GARDNER,;
DUSZYNSKI, 1990; BERTO et al. 2014b).

4.6.7. ldentificacdo molecular e delimitacéo de espécies

A similaridade genotipica de 100% para a localidade COI observado entre as amostras
de W. poecilinotus e P. leucoptera corrobora a semelhanca morfoldgica entre essas mesmas
amostras; portanto, esses resultados enfatizam que os oocistos recuperados dos hospedeiros da
Amazénia e Mata Atlantica no Brasil pertencem a mesma espécie, |. sagittulae. O gene COI
foi escolhido para genotipagem no presente estudo, porque tem sido indicado como o mais
adequado para estudos filogenéticos por ter um maior poder de resolucdo do que o gene 18S
rRNA na delineacdo de eventos recentes de especiacdo (YANG, et al. 2015; OGEDENGBE,
et al. 2011). Além disso, em estudos recentes de Yang et al. (2015, 2016) com genotipagem
nos locus 18S, 28S e COI de espéceis de Isospora dos Passeriformes, foi enfatizado que o
Primers de COI utilizados originalmente por Dolnik et al. (2009a), que geram bandas de 215

pares de bases, podem ser mais confidveis para delimitagéo das espécies de Isospora.
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A delimitacdo de espécies de coccidios tem sido superestimada ou subestimada em
alguns trabalhos cientificos. Esta discussdo foi levantada por Silva et al. (2016), que
destacaram estudos onde cerca de 1% da diferenca genotipica resultou na separacdo em duas
espeécies, e outras onde cerca de 3% da diferenca genotipica ndo resultou em separacdo de
espécies. N6s concordamos com Silva et al. (2016), que basearam a identificacdo das espécies
nas diretrizes de Duszynski e Wilber (1997), onde oocistos devem ser comparados com
espécies de coccidios que sdo caracteristicas semelhantes e pertencem a mesma familia do
hospedeiro; aléem disso, nds entendemos que uma espécie deve ser identificada e classificada
de acordo com todos os seus aspectos morfolégicos, biolégicos, ecoldgicos, e caracteristicas
moleculares. Em outras palavras, de acordo com Kunz (2002), o critério para identificacdo de
novas espécies ndo pode ser apenas com base em um certo nimero de trocas de base dentro da
sequéncia de DNA. De qualquer forma, as fortes equivaléncias morfoldgicas, moleculares e
ecoldgicas (especificidade do hospedeiro) dos oocistos observados no presente trabalho
garantem a identificagdo Unica de I. sagittulae.

4.6.8. Analise filogenética

A analise filogenética (Figura 12) revelou que I. sagittulae esta mais proxima (cerca
de 99,5%) de I. lopesi, e mais distante (cerca de ~ 97%) de Isospora spp. isolado de
toutinegra-tomilheira S. conspicillata (ILLERA, et al. 2015), que é filogeneticamente e
geograficamente distante dos hospedeiros taminofilideos de I. sagittulae (DELHOYO, et al.
2016). Juntamente com os resultados de Silva-Carvalho et al. (2018), este resultado evidencia
a tendéncia da formacdo de um clado contendo Isospora spp. de passaros primitivos
(subordem Tyranni), que devem ser confirmados quando mais Isospora spp. de Tyranni forem
sequenciados pelo gene COIl. Dessa forma, essa observacao reforga o conceito de co-evolucgao
de parasitos coccidianos e seus hospedeiros (ODUM, 1998).
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Figura 11. RegressOes lineares comparativas de oocistos (acima) e esporocistos (abaixo) de
Isospora sagittulae recuperada de Oneillornis salvini e Willisornis poecilinotus na Amazénia
(preto) e Pyriglema leucoptera na Mata Atlantica (cinza).
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Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC4 (KP688313) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC7 (KP688309) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC5 (KP688314) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC2 (KP688315) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC14 (KP688320) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC15 (KP688319) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC13 (KP688318) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC12 (KP688317) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)

_I__ Isospora sp. JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passeres: Leiotrichidae)

Isospora sp. iISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC6 (KP688308) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC8 (KP688310) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
r Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
— Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC10 (KP688312) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC1 (KP688306) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC9 (KP688311) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
—1 =y 94| Isospora sagittulae (MF981005) - Willisornis poecilinotus (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
— Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC3 (KP688307) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT5 (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
| Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)

Isospora serinuse (KX276860) - Serinus canaria (Passeres: Fringillidae)

Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeres: Meliphagidae)

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

Isospora sp. MAH-2013a strain MTZ1 (KF648868) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora tristis (KY344443) - Acridotheres tristis (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. RY-2015c¢ isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. MAH-2013b strain MTZ2 (KF648869) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. (JQ993711) - Apodemus flavicollis (Rodentia: Muridae)
Eimeria tenella (FJ236398)

64, 65

0.01

Figura 12. Arvore de ML estimada a partir das sequéncias do gene COI de Isospora spp.
NUmeros em nos representam suporte a Bootstrap para 1000 réplicas (> 50%) para NJ e ML,
respectivamente. A barra de escala representa 0 nimero de substituicdes de nucleotideos por
site.

4.6.9. Distribuicéo e disperséo de Isospora sagittulae na regido Neotropical

Adicionalmente, os resultados do presente estudo reforcam a hipotese de disperséo de
I. sagittulae através dos Andes, introduzido por Berto et al. (2014a). A morfologia e
identificacdo molecular de I. sagittulae no sudeste do Brasil revelam a ampla dispersao de I.
sagittulae no Brasil; portanto, supde-se que I. sagittulae distribuido por toda a regido
neotropical onde ocorrem os taminofilideos.

Assim como em Berto et al. (2014a), os hospedeiros de |. sagittulae no trabalho atual
ndo sdo simpatricos. O. salvini e W. poecilinotus sdo endémicas da Amazonia, enquanto P.

leucoptera é endémica da Mata Atlantica. Como mostrado na figura 13, o bioma Cerrado esta
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localizado entre esses dois biomas e, consequentemente, entre as faixas geograficas dessas
espécies. Assim, supde-se que os taminofilideos no Cerrado também devem ser parasitados
por I. sagittulae e podem transmitir e dispersar |. sagittulae para taminofilideos na Amazonia
e na Floresta Atlantica. Exemplos de taminofilideos que sdo distribuidos no Cerrado e
poderiam cumprir essa fungdo seriam a choquinha-lisa D. mentalis, o formigueiro-de-barriga-
preta Formicivora melanogaster (Pelzeln, 1868), o papa-formiga-vermelho Formicivora rufa
(Wied, 1831), o chorozinho-de-chapéu-preto Herpsilochmus atricapillus (Pelzeln, 1868), o
choro-boi Taraba major (Vieillot, 1816), a choca-barrada Thamnophilus doliatus (Linnaeus,
1764), a choca-do-planalto Thamnophilus pelzelni (Hellmayr, 1924), e a choca-de-asa-
vermelha Thamnophilus torquatus (Swainson, 1825) (BIRDLIFE INTERNACIONAL, 2016).
Entre essas espécies, D. mentalis, T. major, e T. doliatus podem ser destacadas porque eles
tém distribuicdes trans-andina e cis-andina, incluindo os Biomas brasileiros de Mata
Atlantica, Cerrado e Amazonia (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016); portanto, essas

espécies sdo potenciais dispersores de |. sagittulae na regido Neotropical.
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B Hylophylax naevioides
= Willisornis poecilinotus

I Oneillornis salvini
Pyriglena leucoptera

Andes mountains
Brazilian Cerrado

Figura 13. Distribuicido geografica dos hospedeiros taminofilideos de Isospora sagittulae na
regido Neotropical (com base nos dados da BirdLife International 2016). Apenas Oneillornis
salvini e Willisornis poecilinotus sdo simpatricos uns com os outros na Amazoénia. Hylophylax
naevioides é separado pelos Andes. O novo hospedeiro Pyriglema leucoptera tem distribuicéo
geografica na Floresta Atlantica no sudeste do Brasil, e esta separado das populagdes dos
hospedeiros amazo6nicos pelo bioma do Cerrado.
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4.7. lsospora borbai (CHROMISTA: APICOMPLEXA: EIMERIIDAE) DO CHUPA-
DENTES Conopophaga SPP. (PASSERIFORMES: TYRANNI: CONOPOPHAGIDAE) NA
AMERICA DO SUL

A parvorder Thamnophilida (Passeriformes: Tyranni) é dividida em trés familias:
Thamnophilidae, Melanopareiidae e Conopophagidae. A familia Conopophagidae retne dois
géneros: Conopophaga e Pittasoma. No Brasil, sete espécies de Conopophaga sao relatadas;
no entanto, as duas espécies de Pittasoma estdo restritas a Colémbia, Costa Rica, Panama e
Equador (PIACENTINI et al., 2015; BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016).

As espécies de Conopophaga (chupa-dente) sdo pequenas, com um longo tarso, cauda
curta e asa arredondada. A maioria possui uma faixa pdés-ocular alongada, geralmente branca.
Eles sdo insetivoros terrestres comumente observados em florestas altas e Uumidas, onde
permanecem alojados em galhos finos e, as vezes, voam até o chdo para pegar insetos (SICK,
1997).

O habito alimentar insetivoro ndo favorece a transmissdo oral-fecal de parasitos; no
entanto, varias espécies de coccidios sdo registradas para familias de Passeriformes
insetivoros (BERTO; LOPES, 2013). Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi examinar as
fezes de chupa-dentes Conopophaga spp. capturados em diferentes localidades da regido do
Médio Paraiba, no Estado do Rio de Janeiro, para determinar quais parasitos coccidios

estavam presentes.

4.7.1. Anélise morfoldgica, morfométrica, molecular e filogenética de Isospora borbai no

sudeste do Brasil

Nove exemplares de Conopophaga foram examinadas e quatro positivas para
coccidios (dois C. melanops e um C. lineata do PNI; e um C. lineata de Barra Mansa). Todos

0s oocistos observados foram caracteristicos de Isospora. Este material é descrito abaixo.

Familia Eimeriidae Minchin, 1903

Género Isospora Schneider, 1881

Isospora borbai Silva-Carvalho & Berto (Figuras 14, 15)
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Oocistos (n = 32) subesféricos, 17-22 x 15-22 (20,2 x 19,1); relagdo
comprimento/largura (C/L) 1.0-1.1 (1.06). Parede bicamada, 1,5-2,1 (1,7) de espessura,
camada externa aspera, c.2/3 de espessura total. Micropola presente, sem tampa ou rugas; no
entanto, geralmente com ligeira invaginacdo da camada interna. Residuo do oocisto ausente,
mas um ou dois (frequentemente um subesférico) grénulos polares estdo presentes.
Esporocistos (n = 25) elipsoides, 12-15 x 8-11 (14,1 x 9,1); relagéo C/L 1,4-1,7 (1,56). Corpo
de Stieda presente, em forma de meia lua, 1,0 x 2,5; substieda presente, arredondado, 2,0 x
3,5; corpo de parastieda ausente; residuo do esporocisto presente, composto por particulas
esféricas dispersas de diferentes tamanhos. Esporozoitos vermiformes, com corpo refratario
posterior e nucleo central.

Hospedeiro tipo: C. lineata (Aves: Passeriformes: Tyranni: Conopophagidae), chupa-
dente.

Outro hospedeiro: C. melanops (aves: Passeriformes: Tyranni: Conopophagidae),
cuspidor-de-méascara-preta

Localidade tipo: Parque Nacional do Itatiaia (22 ° 27'S, 44 ° 35'W), sudeste do Brasil.

Outra localidade: Barra Mansa (22 ° 29'S, 44 ° 09'W), sudeste do Brasil.

Espécimes tipo: Fototipos, desenho de linha e oocistos em etanol a 70% estéo
depositados no Museu de Zoologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
sob 0 nimero de acesso MZURPTZ2018008. Fototipos e desenhos de linha também estdo
depositados e disponibilizados (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo de
Parasitologia do Laboratério de Biologia de Coccidios, da UFRRJ, sob o numero do
repositério P-91/2018. Fotografias do espécime hospedeiro tipo (simbionte) foram
depositadas na mesma colegéo.

Local do hospedeiro: Desconhecido.

Prevaléncia: 44% (4 de 9 aves infectadas).

Sequéncia de DNA representativa: Uma sequéncia COI representativa foi
depositada na base de dados do GenBank sob o nimero de acesso MK057528.

Registro no ZooBank: Para cumprir com os regulamentos estabelecidos no artigo 8.5
da versdo de 2012 do Cadigo Internacional de Nomenclatura Zool6gica (ICZN, 2012), em
detalhes, as novas espécies foram submetidas ao ZooBank. O Identificador de Ciéncia da
Vida (LSID) para 1. borbai é urn:lsid:zoobank.org:act:D3BE104D-300F-4251-981C-
393CD86800F7.
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Etimologia: O nome especifico é derivado do sobrenome do parasitologista brasileiro
Dr. Hélcio Resende Borba, dado em sua homenagem por sua contribuicdo ao estudo da
atividade antiparasitaria das plantas.

Observacgdes: Até hoje, apenas duas lIsospora spp. sdo registradas a partir de
hospedeiros da parvorder Thamnophilida (Tabela 9). I. sagittulae e I. parnaitatiaiensis foram
registrados de papa-formigas da familia Thamnophilidae; portanto, nenhuma espécie de
Isospora é registrada das familias Conopophagidae e Melanopareiidae até agora. Como
mostrado na tabela 9, I. borbai é facilmente diferenciado destas duas Isospora spp. de
Thamnophilidae, devido ao seu tamanho menor, forma subesférica, micrdpilas e camada
externa aspera da parede do oocisto.

Analise filogenética: Amplificacdo de DNA de um oocisto individual de 1. borbai
recuperado de um C. melanops do PNI apresentou uma faixa clara de c¢.250 bp. A analise
filogenética incluiu 36 sequéncias para Isospora spp. disponivel no GenBank (Figura 17). E.
tenella foi usada como grupo externo. A I. borbai estava em um clado com a maior
similaridade de 99,0-99,5% com 1. lopesi (SILVA-CARVALHO et al. 2018a), I. sagittulae
(SILVA-CARVALHO et al. 2018b). e Isospora sporophilae Carvalho-Filho, Meireles,
Ribeiro e Lopes, 2005 (RODRIGUES et al. 2018) (Figura 16). Em uma segunda anéalise, um
subconjunto de sequéncias do gene COI de 215 pares de bases para 14 Isospora spp. foi
utilizado (Figura 17). Nesta andlise, I. borbai foi novamente agrupada com I. lopesi, I.
sagittulae e I. sporophilae, préxima ao outro clado com I. hypoleucae (DOLNIK et al. 2009b)
e Isospora isoladas de toutinegra-de-barrete-preto S. atricapilla (DOLNIK et al. 2009a) com

semelhangas de 95,7% e 94,8-97,1%, respectivamente.
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Figura 14. Desenho de linha composto do oocisto esporulado de Isospora borbai de
Conopophaga spp. Barra de escala: 10 pm.
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Figura 15. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Isospora borbai de Conopophaga
spp. Abreviaturas: camadas interna (il) e externa (ol) da parede do oocisto; micrépula (m);
granulo polar (pg); corpos Stieda (sb) e substieda (ssb); residuo de esporocisto (sr);
esporozoito (sz); corpo refratil (rb). Tudo para a mesma escala. Barra de escala: 10 um

106



Tabela 9. Morfologia comparativa de espécies do género Isospora recuperadas a partir da parvorder Thamnophilida.

Oocistos Esporocistos
L o . indice i 5 indice
Coccidios Espécies . ) Diametros Granulo Diametros Corpo de Corpo de i
] Familia Referencias Forma Morfo Parede orma 0 ) Residuo
Hospedeiras (um) o polar (um) . Stieda  substieda
métrio métrico
Hylophylax McQuistion 25-30 x 13-16 x
o ) . . presente,
naevioides Thamno e ovoidea 21-24 bicamada, presente, subesférico 12—13 . presente, )
. o 1.27 ) 1.19 finoe ) difuso
(Lafresnaye, philidae Capparella elipsoide (27.5 x lisa 1-3 aovoide (14.8 x d triangular
enso
1847) (1992) 21.8) 12.4)
Gymnopithys
salvini
Isospora (Berlepsch, 27-31 % 13-17 % ) )
) ) ) . finoe triangular a
sagittulae 1901); Thamno Berto etal. ovoidea 20-24 bicamada, presente, subesférico 12-14 .
o o . o o 127 ] 1.2 acahtado, arredondado, difuso
McQuistion, Willisornis  philidae (2014b) elipsoide  (28.4 x lisa 1-3 aovoide  (15.0 x
. 0.5x20 25x5.0
Capparella, 1992 poecilinotus 22.4) 12.6)
(Cabanis,
1847)
Pyriglena . 29-33 x 14-17 x ] )
Silva- . . . finoe triangular a
leucoptera  Thamno ovoidea 22-26 bicamada, presente, subesférico 12—15 .
o . Carvalhoet 127 ) 1.19 achatado, arredondado, difuso
(Vieillot, philidae elipsoide  (30.8 x lisa 1-3 aovoide (159 x
al. (2018b 05x20 25x5.0
1818) 24.4) 13.4)
Isospora Pyriglena mamilifor
o . 22-27 x ) 13-16 x arredondado
parnaitatiaiensis leucoptera  Thamno Silvaetal. bicamada, presente, me a
) ) o . elipsoide  18-21 123 elipsoide 8-10 1.6 a retangular, compacto
Silva, Rodrigues, (Vieillot, philidae (2016) lisa 1-2 forma de
(23.8 x (14.6 x 15x20

Lopes, Berto,  1818)

botdo,
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Luz, Ferreira, 19.4)
Lopes, 2016

Conopophag

a melanops

S 17-22 x
Isospora borbai (Vieillot, Conopo )
) _corrente . 15-22 bicamada, presente,
Silva-Carvalho 1818); phagida subesférico 1.06 elipsoide
estudo (20.2 x aspera  1-2
e Berto Conopophag e
. 19.1)
a lineata
(Wied, 1831)

9.3)

12-15 x
8-11
(14.1 x
9.1)

1.0x20

forma de
botdo a

forma de
meia lua,
10x25

arredondado,

0x35

difuso
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Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC15 (KP688319) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC13 (KP688318) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC12 (KP688317) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC14 (KP688320) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passeres: Leiotrichidae)
Elsospora sp. iSAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC5 (KP688314) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC4 (KP688313) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviida e)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC7 (KP688309) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC2 (KP688315) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC6 (KP688308) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC8 (KP688310) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC1 (KP688306) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC9 (KP688311) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
e /SOSpOra sp. JCI-2015 isolate ISC10 (KP688312) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sporophilae (MH464544) - Haplospiza unicolor (Passeres: Thraupidae)
Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga melanops (Tyranni: Conopophagidae)
Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeres: Thraupidae)
91,90 Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora sagittulae (MF981005) - Willisornis poecilinotus (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
_Llsospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
Isospora sp. iISATS (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
l—I/sospora sp. JCI-2015 isolate ISC3 (KP688307) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
P [SOSPOF A S€rinuse (KX276860) - Serinus canaria (Passeres: Fringillidae)

Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)

Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeres: Meliphagidae)

94,95

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

Isospora sp. MAH-2013a strain MTZ1 (KF648868) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora tristis (KY344443) - Acridotheres tristis (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. RY-2015c isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. MAH-2013b strain MTZ2 (KF648869) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. (JQ993711) - Apodemus flavicollis (Rodentia: Muridae)

0.01

Eimeria tenella (FJ236398)

Figura 16. Arvore de ML estimada a partir das sequéncias COI. Os nimeros nos representam
0 suporte de Bootstrap (1.000 réplicas; apenas valores > 50% mostrados) para NJ e ML,
respectivamente. A barra de escala representa 0 nimero de substituicdes de nucleotideos por

local.
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Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora sagittulae (MF981005) - Willisornis poecilinotus (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeres: Thraupidae: Sporophilinae)
95,97 === [soSpora sporophilae (MH464544) - Haplospiza unicolor (Passeres: Thraupidae: Diglossinae)
j—Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga melanops (Tyranni: Conopophagidae)
— Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)

Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
[— Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
_— Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

WI_F Isospora sp. iISAT3 (FJ269359) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

56,59 Isospora sp. iISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)
Llsospora sp. iISAT5 (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeres: Meliphagidae)
Isospora tristis (KY344443) - Acridotheres tristis (Passeres: Sturnidae)

Eimeria tenella (FJ236398)

0.01

Figura 17. Arvore de ML estimada a partir do conjunto de dados de sequenciamento COI de
215 pares de bases para espécies do género Isospora. Os nimeros nos representam o suporte
de Bootstrap (1.000 réplicas; apenas valores > 50% mostrados) para NJ e ML,
respectivamente. A barra de escala representa o nimero de substituicdes de nucleotideos por
local.

4.7.2. Caraterizacdo morfoldgica, morfométrica, molecular e filogenética dos oocistos de

Isospora borbai

Até o presente momento, |. borbai é a primeira espécie de coccidio a ser registrada da
familia Conopophagidae. Portanto, no trabalho atual, a diretriz de Duszynski e Wilber (1997)
para comparacdo de novos coccidios com outros registrados a partir da mesma familia
hospedeira foi estendida para o nivel de parvorder. Nesse sentido, I. borbai foi comparada a |.
sagittulae e I. parnaitatiaiensis, que sdo as Unicas espécies de coccidios registradas na
parvorder Thamnophilida, especificamente da familia Thamnophilidae (Tabela 9). Em
qualquer caso, 0s oocistos de I. borbai sdo bastante distintos, porque eles tém uma parede
aspera com uma micrépola, que sdo caracteristicas incomuns em espécies de Isospora.

A analise filogenética (Figuras 16 e 17) reune I. borbai com 1. sagittulae, que também
¢ parasito da parvorder Thamnophilida, e I. lopesi, parasito do patinho P. mystaceus, que
também pertencem ao grupo suboscines (subordem Tyranni). Em contraste, esta abordagem
padrdo relacionada a grupos taxondmicos de hospedeiros é incompativel com a presencga dos
genotipos de 1. sporophilae neste grupo monofilético; visto que este coccidio € o parasito de
pixox0 Sporophila frontalis (Verreaux, 1869) e cigarra-bambu Haplospiza unicolor Cabanis,

1851, que sdo Passeriformes da familia Thraupidae e suborder Passeri. Assim, essa analise
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filogenética mantém a hipotese levantada em Rodrigues et al. (2018) que este grupo
monofilético estd relacionado com coccidios de aves neotropicais, e ndo necessariamente
relacionado a grupos taxonémicos de hospedeiros.

Finalmente, com base nas caracteristicas morfologicas e moleculares descritas acima,
I. borbai é considerada nova para a ciéncia e a primeira espécie de coccidio registrada a partir
de chupa-dente (Conopophagidae).

4.8. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE lIsospora parnaitatiaiensis
(CHROMISTA: MIOZOA: EIMERIIDAE) DO PAPA-TAOCA-DO-SUL Pyriglena
leucoptera E DA CHOQUINHA-LISA Dysithamnus mentalis (PASSERIFORMES:
THAMNOPHILIDAE) NA AMERICA DO SUL

A familia Thamnophilidae Swainson, 1824 é composta por passaros de pequeno porte
frequentemente observados capturando formigas e outros artropodes na vegetacdo densa.
Devido a este comportamento insetivoro, eles sdo considerados "papa-formigas”. Na América
do Sul, duas grandes areas de distribuicdo desta familia sdo os biomas de Mata Atlantica e
Amazonia (WIENS, 1989; ZIMMER; ISLER, 2003).

Os passaros podem ser parasitados por diversos parasitas, tanto de superficie, sangue
ou intestinais, sendo os protozoarios coccidios do género Isospora os mais frequentemente
relatados de passaros. Entretanto, até recentemente a Unica espécie de Isospora descrita
infectando taminofilideos foi I. sagittulae parasitando H. naevioides, no Equador. Essa
espécie foi posteriormente relatada de O. salvini e W. poecilinotus na Amazénia Brasileira, e,
muito recentemente, de P. leucoptera na Mata Atlantica, revelando que esta espécie tem uma
ampla distribuicdo na regido Neotropical (MCQUISTION; CAPPARELLA, 1992; BERTO et
al., 2014; SILVA-CARVALHO et al., 2018).

A espécie 1. parnaitatiaiensis tornou-se a segunda especie de Isospora de
Thamnophilidae ao ser descrita parasitando o papa-taoca-do-Sul P. leucoptera no PNI, uma
unidade de conservacdo no Sudeste Brasileiro e, no trabalho atual, essa mesma espécie
coccidiana € identificada de choquinha-lisas D. mentalis e também P. leucoptera em sua
localidade-tipo, o PNI, fornecendo uma caracterizagdo genotipica preliminar por

sequenciamento do gene COL.
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4.8.1. Prevaléncia e identificacdo de Isospora parnaitatiaiensis

Um total de 41 P. leucoptera e 37 D. mentalis foram examinados e 24 foram positivos
(15 P. leucoptera e 9 D. mentalis) para oocistos coccidianos que foram identificados

morfologicamente como I. parnaitatiaiensis (Figura 18). Este material é descrito abaixo.

Reino: Chromista Cavalier-Smith, 1981

Filo: Miozoa Cavalier-Smith, 1987

Infrafilo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Coccidiomorphea Doflein, 1901

Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879

Familia: Eimeriidae Minchin, 1903

Género: Isospora Schneider, 1881

Isospora parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira, Lopes, 2015

Oocistos subesféricos a elipsoides, medindo 20-31 x 17-25 (25,3 x 21,1) um, com
indice morfométrico de 1,0-1,5 (1,21). Parede do oocisto dupla e lisa, medindo 1,1-1,8 (1,5)
um. Micrépila e residuo do oocisto ausentes. Granulo polar presente variando em numero de
1 a 3. Esporocistos elipsoides, medindo 13-20 x 8-11 (16,0 x 9,8) um, com indice
morfomeétrico de 1,5-1,9 (1,63). Corpo de Stieda em forma de mamilo ou botdo, medindo 1,0-
1,4 x1,9-2,5 (1,1 x 2,1) um. Corpo de substieda arredondado a retangular irregular, medindo
1,2-21 x 2,2-3,2 (1,8 x 2,7) um. Corpo de parastieda ausente. Residuo do esporocisto
presente, geralmente como uma massa ovoide a elipsoide contendo inimeros pequenos
granulos que parecem ser delimitados por uma membrana. Esporozoitos vermiformes, com

corpos refrateis anterior e posterior e um nucleo centralmente localizado.

4.8.2. Resumo Taxonodmico

Hospedeiros: O papa-taoca-do-Sul P. leucoptera; e a choquinha-lisa D. mentalis
(Aves: Passeriformes: Tyranni: Thamnophilidae).

Localidade: Parque Nacional do Itatiaia - Parque Nacional do Itatiaia (22°27'S,
44°36'W).
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Espécimes: Fotomicrografias, desenhos e oocistos rescuperados de D. mentalis em
solugdo de KoCrO7 a 2,5% foram depositados no Museu de Zoologia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil, sob o nimero de acesso MZURPTZ2019020. As
fotomicrografias também foram depositadas e disponibilizadas
(http://rd.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colecdo Parasitologica do Laboratorio de Biologia
de Coccidios, na UFRRJ, sob o numero de repositorio 103/2019. As fotografias dos
hospedeiros foram depositadas na mesma colecéo.

Sequéncia de DNA representativa: a amplificacdo do DNA do gene COI mostrou
bandas em torno de 250 pares de bases. As sequiéncias representativas para D. mentalis e P.
leucoptera foram depositadas no banco de dados GenBank sob os respectivos numeros de
acesso MT233550 e MT233551.

Local da infeccédo: Desconhecido.

Prevaléncia: 31% (24/78) no total; 37% (15/41) para P. leucoptera; e 24% (9/37) para
D. mentalis.

Figura 18. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Isospora parnaitatiaiensis
recuperados de Pyriglena leucoptera (A-D) e Dysithamnus mentalis (E-H). Escala = 10 um.
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4.8.3. Observacoes

A morfometria dos oocistos de Isospora spp. descritas em Thamnophilidae e dos
oocistos de I. parnaitatiaiensis recuperados de P. leucoptera e D. mentalis, neste estudo,
podem ser visualizadas nas tabelas 10 e 11.

Na figura 18, observa-se que os oocistos obtidos de P. leucoptera e D. mentalis
possuem as mesmas caracteristicas morfoldgicas, as quais coincidem com a descricéo original
de I. parnaitatiaiensis (tabela 10). Além dessa, a Unica espécie descrita em Thamnophilidae é
I. sagittulae, que foi descrita originalmente em H. naevioides no Equador e, posteriormente,
relatada de O. salvini, W. poecilinotus e P. leucoptera (MCQUISTION; CAPPARELLA
1992; BERTO et al. 2014b; SILVA-CARVALHO et al., 2018). I. sagittulae (Tabela 10)
difere de I. parnaitatiaiensis tendo oocistos maiores com esporocisto subesférico a ovoide e
corpo de Stieda fino e achatado. Portanto, essa espécie é facilmente distinguida de 1.
parnaitatiaiensis.

O estudo morfométrico (Tabela 11) demonstrou que os oocistos de D. mentalis foram
estatisticamente maiores e mais subesféricos que os da descri¢do original e atual de P.
leucoptera. Em contra-partida os esporocistos foram equivalentes em todos os aspectos
morfométricos (Tabela 11). A regressdo linear (Figura 19) reproduziu graficamente os
resultados do estudo morfométrico, além de evidenciar o polimorfismo de I. parnaitatiaiensis

obtidos dos dois hospedeiros devido aos baixos valores de R?.
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Tabela 10. Comparacdo morfologica de espécies do género Isospora descritas de Thamnophilidae no Novo Mundo.

Oocisto Esporocisto
Coccidios Hospedeiros Referencias Diametros indice Gréanulo Diametros indice Corpo de Corpo de .
Forma s Forma s / . Residuo
(um) morfométrico  polar (um) morfométrico Stieda substieda
Hylophylax McQuistion 25-30 x 21- 13-16 x 12-
naevioides & ovoide a 24 i presente sub-esférico 13 i presente, presente .
Lafresnaye, Capparella elipsoide (27,5 x 1,27 (1,3-1.4) 1-3 a ovoide (14,8 x 119 (1.1-1.3) fino e denso triangular difuso
1847 (1992) 21,8) 12,4)
Gymnopithys
Isospora salvini
sagittulae Be{l;gfch, Bertoetal. ovoidea 27-3;: o resente  sub-esférico 13-114X o fino e triangular a
McQuistion, S ' S 1,27 (1,1-1,4) P : 1,2 (1,1-1,3) achatado, arredondado,  difuso
Willisornis (2014b) elipsoide (28,4 x 1-3 a ovoide (15,0 x
Capparella, - 0,5x2,0 2,5%x5,0
1992 poecmn(_)tus 22,4) 12,6)
Cabanis,
1847
Pyriglena . ) .
Silva- - 29-33 x 22- . 14-17 x 12- finoe triangular a
Ie\t;::eoiﬂtgtra Carvalho et :I\i/ O;g? di 26 (30,8 x 1,27 (1,2-1.5) prels_egnte su:;)evs:ieéleco 15(159x 1,19(1,1-1,3) achatado, arredondado, difuso
la1g - (018) P 24.4) 13,4) 05x20  25x50
P Silva et al - 22-2;1>< ol presente - 13-16 x 8- niz:m?odcfu arredondado
Isospora : * elipsoide 1,23 (1,1-1,5) elipsoide 10 1,6 (1,5-1,7) x aretangular compacto
.o . leucoptera (2015) (23,8 x 1-2 botdo, 1,0 x
parnaitatiaiensis 19.4 (14,6 x 9,3) 20 1.5%x20
Silva, o 4) :
Rodrigues, leuco .tera' formade  arredondado
Lopes, Berto, sithgmnu's corrente sub- - 20-31 x 17- resente 13-20 x 8- mamiloou  a retangular
Luz, Ferreira, y li d esféricoa 25(25,3x 1,21 (1,0-1,5) P elipsoide 11(16,0x 1,63 (1,5-1,9) bots . | g compacto
Lopes, 2015 mentg is estudo elipsoide 21.1) 1-3 9.8) otdo, 1,1 x irregular, 1,8
: Temminck, ' ' 2,1 x 2,7
1823

2| etras diferentes em cada coluna indicam diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) pela ANOVA.
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Tabela 11. Morfometria de oocistos de Isospora parnaitatiaiensis recuperados de Thamnophilidae

do sudeste do Brasil.

Oacistos IF_eegressao Esporocistos Regressao
inear linear
Hospedeiro n' Diametro Diametro ) ~. Diémetro Diémetro x
. n R® Equacao . , Equacéo
maior menor IM (g =)V maior menor IM R =)
(Hm) (Um) (Hm) (Hm)
. 1.24 1.63
Pyriglena 77 24.9 20.1 (1.0- 0. 0.3121x 15.9 9.8 (1.5- 0.5 0.3723x
leucoptera (21-28)2  (17-24)? 1 é)a 16 +12.356 (13-20)* (8-11)2 1 é)a 3  +3.833
Dysithamnus 84 25.8 21.9 (11183 0. 0.5276x 16.1 9.9 (11653 0.2 0.249x +
mentalis (20-31)"  (18-25)° | é)b 44 +8.3547 (14-19) 811§ é)a 7  5.8477

2| etras diferentes em cada coluna indicam diferencas estatisticamente significativas (P <0,01) pela ANOVA.

"NUmero total de oocistos medidos.
" indice morfométrico

"' Coeficiente de determinacéo.

'V Equacdo da reta de regresséo.
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Figura 19. Regresséo linear comparativa das dimensdes dos oocistos (acima) e esporocistos
(abaixo) de Isospora parnaitatiaiensis recuperados de dois hospedeiros distintos: Pyriglena
leucoptera (preto) e Dysithamnus mentalis (cinza).

4.8.4. Analise filogenética

A andlise filogenética baseada no gene COI incluiu sequéncias de coccidios
eimeriideos disponiveis no GenBank (Figura 20). Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux,
1908) Nicolle e Manceaux, 1909 foi usada como grupo externo. Na analise filogenética, I.
parnaitatiaiaensis de P. leucoptera e D. mentalis apresentaram similaridade de 97,1%, ou a
substituicdo de 5 nucleotideos, e foram recuperadas em um clado com maior semelhanca de

98,5% com Isospora serinuse Yang, Brice, Elliot, Ryan, 2015 de canarios S. canaria.

117



Isospora serinuse (KX276860) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae )

Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeriformes: Turdidae)
Isospora serinuse (KR477879) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae)

Isospora parnaitatiaiensis - Pyriglena leucoptera (Passeriformes: Thamnophilidae)

l— Isospora parnaitatiail is - Dy mentalis (Passeriformes: Thamnophilidae)
Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merula (Passeriformes: Turdidae)
Isospora sp. isolate TurMe1 PT (MK573835) - Turdus merula (Passeriformes: Turdidae)
7rI_Eimeria sciurorum (KT361025) - Sciurus vulgaris (Rodentia: Sciuridae)

P

] g Eimeria alorani (MK631867) - Apodemus agrarius (Rodentia: Muridae)
Eimeria apionodes (MK631868) - Apodemus flavicollis (Rodentia: Muridae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeriformes: Meliphagidae)
Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeriformes: Meliphagidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Passeriformes: Thamnophilidae)
= 86,891 /sospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeriformes: Thraupidae)

Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeriformes: Muscicapidae)
_Enena irresidua (KP025690) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

Isospora streperae (KM206142) - Strepera versicolor (Passeriformes: Artamidae)
Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Sturnidae)
— /Sospora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) - Parus major (Passeriformes: Paridae)

Eimeria zuernii (HM771687) - Bos taurus (Artiodactyla: Bovidae)
Isospora amphiboluri (KR108297) - Pogona vitticeps (Squamata: Agamidae)
Eimeria meleagridis (KJ608418) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)

Isospora manorinae (KX276861) - Manorina flavigula (Passeriformes: Meliphagidae)
Eimeria acervulina (FJ236420) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Isospora sp. isolate 218 (JQ993714) - Talpa europaea (Eulipotyphla: Talpidae)
Cyclospora cayetanensis (NC038230) - Homo sapiens (Primates: Hominidae)
Toxoplasma gondii (KM657810)

Figura 20. Arvore de ML estimada a partir das sequéncias COI. Os nimeros nos representam
0 suporte de Bootstrap (1.000 réplicas; apenas valores > 50% mostrados) para NJ e ML,
respectivamente. A barra de escala representa o nimero de substituicbes de nucleotideos por
local.

4.8.5. Caraterizacdo morfologica, morfométrica, molecular e filogenética dos oocistos de
Isospora parnaitatiaiensis

Os resultados morfolégicos indicam que os oocistos de I. parnaitatiaiensis sao
visivelmente polimdrficos nas caracteristicas do esporocisto, corpo de Stieda e substieda. Em
nenhum desses casos pode-se observar um determinado padrdo em uma amostra e/ou
hospedeiro, uma vez que estes padrées foram observados na mesma amostra e, algumas
vezes, no mesmo oocisto (Figura 18). Este polimorfismo expbe a importancia e a
complexidade da identificacdo de espécies de coccidios.

A ANOVA realizada (Tabela 11) resultou em diferencas significativas nos aspectos
morfométricos associados aos oocistos. Observando as meédias e limites dos didametros

maiores e indices morfométricos pode-se concluir que os oocistos obtidos de P. leucoptera
118



foram menores e mais elipsoides do que os do novo hospedeiro D. mentalis (BERTO et al.
2014). Nesse sentido, poderia-se sugerir a possibilidade de duas espécies de Isospora
distintas, cada uma parasitando um hospedeiro especifico. No entanto, nas comparacoes
morfométricas dos esporocistos, observaram-se equivaléncias em todos 0s aspectos
morfométricos.

Estas diferengas significativas entre aspectos morfométricos dos oocistos séo relatadas
e relacionadas a fatores ambientais desde a déecada de 80 (FAYER, 1980), e em inUmeros
trabalhos posteriores, incluindo, 1. lacazei do pardal P. domesticus, na provincia de Cordoba,
Espanha (GOMEZ et al., 1982), E. opimi, de tuco-tucos Ctenomys spp., na Bolivia
(GARDNER; DUSZYNKI, 1990), T. parvula de gansos cinzento A. anser (BERTO et al.
2008e), Isospora sabiai Pinho, Rodrigues, Silva, Lopes, Oliveira, Ferreira, Cardozo, Luz,
Ferreira, Lopes, Berto, 2017 e Isospora massardi Lopes, Berto, Luz, Galvéo, Ferreira, Lopes,
2014 de sabiés do sudeste do Brasil (PINHO et al. 2017; GENOVEZ-OLIVEIRA et al. 2019).
Vérios fatores podem ter influenciado na existéncia do polimorfismo observado: (1) estresse,
(2) nutricdo, (3) imunidade do hospedeiro, (4) dose infectante (FAYER 1980, JOYNER
1982), (5) tempo de descarga dos oocistos durante o periodo patente (DUSZYNSKI, 1971;
CATCHPOLE et al.,, 1975; JOYNER, 1982), e (6) plasticidade fenotipica, quando um
coccidio ativa diferentes fendtipos em resposta ao seu ambiente (PARKER; DUSZYNSKI,
1986; GARDNER; DUSZYNSKI, 1990).

Nesse sentido, pode-se supor que as condi¢des ambientais encontradas no PNI, como:
temperatura, umidade, altitude, periodo de muda e reproducéo, pluviosidade e os impactos
ambientais do deflorestamento no entorno do PNI podem ter influenciado na distribuicdo dos
coccidios e nos parametros de eliminacdo dos oocistos de diferentes hospedeiros ou de
mesmos hospedeiros submetidos a condi¢cdes ambientais distintas.

Pode-se ainda supor que l. parnaitatiaiensis em P. leucoptera e D. mentalis, estejam
em processo de especiacdo adaptando-se a esses respectivos hospedeiros, onde estariamos
verificando uma tendéncia inicial dos oocistos em D. mentalis serem mais subesféricos. No
entanto, como esses hospedeiros, embora ndo tenham bidtopos exatamente iguais, habitem o
mesmo ambiente, infecgbes cruzadas e, assim, retrocruzamentos entre coccidios desses
diferentes hospedeiros devem ocorrer. Essa suposi¢do de polimorfismo por especiacdo aos
diferentes hospedeiros foi introduzida por Gardner e Duszynki (1998) para os oocistos de E.
opimi. Neste trabalho seis espécies de tuco-tucos do género Ctenomys de localidades e habitat

diferentes da Bolivia foram analisados. Estes hospedeiros ndo compartilham o mesmo habitat
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e sdo distribuidos de maneira bastante individual, porém no trabalho foi concluido que
compartilham uma Unica espécie de coccidio, E. opimi. Devido a ampla distribuicdo
geografica, a grande diversidade taxondmica e a variagdo cromossomica dentro de
Ctenomyidae, foi sugerido que a especiacdo de E. opimi estd ativa e em desenvonvimento
intenso. Segundo esses autores, E. opimi representa uma espécie primitiva de parasita
infectando o clado da familia Ctenomyidae, o qual tem conservado as caracteristicas
morfologicas de seus oocistos, porém apresenta polimorfimo devido a adaptacdo/especiacao
as diferentes espécies de Ctenomys e em E. caviae (FLAUSINO et al. 2014). Essas mesmas
observagdes foram feitas para o polimorfismo de I. sabiai e I. massardi de Turdus spp.
também no PNI (PINHO et al. 2017; GENOVEZ-OLIVEIRA et al. 2019). Nesses trabalhos,
0s oocistos das espécies hospedeiras com nichos ecologicos mais especificos, e por isso, mais
isoladas no PNI foram mais diferentes morfometricamente. Nesse sentido, as diferencas
morfométricas observadas nos oocistos dos hospedeiros isolados foram potencialmente
justificadas pelo desfavorecimento da transmisséo, o qual consequentemente favorece o
processo de especiacdo na co-evolucdo parasita-hospedeiro (GENOVEZ-OLIVEIRA et al.
2019; BERTO; LOPES, 2020).

Os valores de R? obtidos na regressdo linear comparativa foram baixos, reafirmando o
polimorfismo dos oocistos de I. parnaitatiaiensis (Figura 19, Tabela 11). Conforme a
abordagem de BERTO et al. (2014b), a localizacdo acima e mais inclinada da reta de
regressao dos oocistos obtidos de D. mentalis demonstram que seus oocistos foram maiores e
mais subesféricos em relacdo aqueles obtidos de P. leucoptera. Em contrapartida, na
distribuicdo das medidas dos esporocistos pbde-se observar plena compatibilidade nas
dimensGes dos esporocistos recuperados dos dois hospedeiros de I. parnaitatiaiensis, uma vez
que as retas e 0s pontos mantiveram-se proximos ou sobrepostos (BERTO et al. 2014b).

O estudo molecular dos oocistos resultou em diferenca genotipica de 2,9% entre as
sequéncias do gene COI obtidas dos dois hospedeiros de I. parnaitatiaiensis, ou simplesmente
a substituicdo de 5 nucleotideos. Corroborando os resultados da ANOVA e da regressdo
linear, essa diferenca deve estar relacionada as diferencas morfométricas observadas no
tamanho e forma dos oocistos e, consequentemente associada a um processo de adaptacao as
especies hospedeiras, ou seja, especiacdo. De qualquer forma, as diferencas morfoldgicas,
morfomeétricas e genotipicas ndo foram consideradas suficientes para descrever uma nova

espécie de D. mentalis, talvez apenas gendtipos\morfotipos de P. leucoptera e D. mentalis.
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A andlise filogenética baseada nas seqiiéncias do gene COI (Figura 20) revelou a
monofilia de I. parnaitatiaiensis de P. leucoptera e D. mentalis com Isospora spp. de canarios
e sabias, os quais sdo hospedeiros filogeneticamente proximos; entretanto, |. parnaitatiaiensis
foi também proxima nesta monofilia com Eimeria spp. de roedores numa similaridade de 94-
95%, 0s quais esperava-se estarem mais distantes na filogenia devido as diferencas
morfoldgicas, bioldgicas e ecoldgicas destes coccidios e hospedeiros. Ao mesmo tempo,
outras Isospora spp. de Passeriformes foram distantes na filogenia, tais como: (1) I.
parnaitatiaiensis e |. sagittulae, as quais sdo registradas de mesmo hospedeiro P. leucoptera e
localidade, o PNI; e (2) Isospora manorinae Yang, Brice, Jian, Ryan, 2016 de Manorina
flavigula (Gould, 1840), que nas suas duas sequencias depositadas diferem em 8%, ou 59
pares de bases. Nestes dois casos, observa-se espécies de coccidios potencialmente proximas
entre si, porém que se localizaram em grupos distintos e distantes na analise filogenética.
Sendo assim, torna-se inviavel fazer qualquer suposicao filogenética com relacdo as Isospora
spp. de Passeriformes, talvez devido a uma pequena quantidade de espécies sequenciadas e
depositadas e/ou a inadequacédo do gene COI para estudos filogenéticos em Isospora spp. de
Passeriformes.

Em concluséo, I. parnaitatiaiensis é identificada morfologicamente e molecularmente
neste trabalho, registrando um novo hospedeiro, D. mentalis, além do hospedeiro-tipo P.

leucoptera no PNI.
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5. CONCLUSOES

Apds a analise dos resultados pdde-se concluir que:

1. Péssaros das familias Thamnophilidae, Tyrannidae, Conopophagidae e Icteridae s&o
hospedeiros de diversas espécies de coccidios, em um nivel de especificidade limitado a
familia de Passeriformes, no PNI, além de outras localidades na Regido do Médio Paraiba
Fluminense.

2. Isospora guaxi é descrita como nova espécie, sendo o sexto coccidio isosporoide relatado
de um péssaro icteridio. Além disso, C. haemorrhous é registrado como um novo hospedeiro
para l. bellicosa.

3. Isospora lopesi é descrita como nova espécie, sendo a quarta espécie isosporoide relatada
de um péssaro tiranideo na Regido Neotropical e a primeira a ser identificada molecularmente
pelo sequenciamento do gene COI.

4. Isospora sagittulae € identificada de P. leucoptera no sudeste do Brasil, evidenciando a
ampla dispersdo de |. sagittulae desde a regido transandina, passando pela Amazénia até a
Mata Atlantica brasileira.

5. Isospora borbai é considerada nova para a ciéncia e a primeira espécie de coccidio
registrada a partir da familia Conopophagidae.

6. Isospora parnaitatiaiensis é identificada morfologicamente e molecularmente, registrando-

se um novo hospedeiro, D. mentalis, além do hospedeiro-tipo P. leucoptera no PNI.
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Titulo do Projeto: COCCIDIOS EM AVES SILVESTRES COMO BIOMARCADORES DE DISPERSAO E IMPACTOS AMBIENTAIS NO PARQUE

NACIONAL DO ITATIAIA E EM SEU ENTORNO
Nome da Instituicido : UFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) [ Fim (més/ano)
1 [ Captura de aves e coleta de amostras 08/2014 06/2015
2 | Identificacao dos coccidios 09/2014 07/2015
3 | Processamento das amostras 09/2014 07/2015
4 | Publicagdo em periédicos e trabalhos de congressos 09/2014 07/2015
5 | Estudo istico para caracterizacao dos oocistos 10/2014 07/2015
6 | Estudo istico para correlacao entre coccidios e impactos ambientais 04/2015 07/2015

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 [ materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difus@o ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizacéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucao Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugcdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importacédo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenca ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigao in situ.

O titular de autorizacao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,

6 | omissao ou falsa descricao de informagoes relevantes que subsidiaram a expedi¢ao do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagao ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biol6gico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccao e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagées em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizacao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacao das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas

1 [O PNISO PERMITE USO DE REDE DE NEBLINA PARA COLETA DE AVES [FEZES E OBSERVAGOES.

Equipe

# Nome Funcao CPF Doc.

1 [ Cleide Domingues Coelho Pesquisador 880.565.547-34 73777617 IFP-RJ Brasileira
2 | Carlos Wilson Gomes Lopes Coordenador 334.954.837-72 2606111 IFP-RJ Brasileira
3 [ Bruno do Bomfim Lopes Pesquisador 081.242.587-16 11317007-0 |.F.P-RJ Brasileira

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

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

Codigo de autenticacao: 84371796 “l“ I‘ ||‘H|M””|’I‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45200-1 Data da Emissao: 08/08/2014 11:16 Data para Revalidacao*: 07/09/2015

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

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto E}PF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: COCCIDIOS EM AVES SILVESTRES COMO BIOMARCADORES DE DISPERSAO E IMPACTOS AMBIENTAIS NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA E EM SEU ENTORNO

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

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# Municipio UF [ Descricdo do local Tipo
1 RJ PARQUE NACIONAL DE ITATIAIA UC Federal
2 | ITATIAIA RJ Entorno do Parque Nacional do Itatiaia (Maromba, etc.) Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1| Captura de animais silvestres in situ Aves

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Aves

Material e métodos
[1~TAmostras biolégicas (Aves) [ Fezes |
[2_| Método de captura/coleta (Aves) | Rede de neblina |

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino | Tipo Destino |
[1_JUFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO | colecdo |

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

Codigo de autenticacao: 84371796 ”l" H ||’H|W””
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45200-1 Data da Emissao: 08/08/2014 11:16 Data para Revalidacao*: 07/09/2015

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

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto [CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: COCCIDIOS EM AVES SILVESTRES COMO BIOMARCADORES DE DISPERSAO E IMPACTOS AMBIENTAIS NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA E EM SEU ENTORNO

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

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de material biol6gico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagédo ou da licengca permanente com a devida
anotacéo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Téaxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n°154/2007. Através do cédigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

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

Codigo de autenticacao: 84371796 ”l" H mHl““m
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45200-1 Data da Emissao: 08/08/2014 11:16 Data para Revalidacao*: 07/09/2015

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

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto E}PF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: COCCIDIOS EM AVES SILVESTRES COMO BIOMARCADORES DE DISPERSAO E IMPACTOS AMBIENTAIS NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA E EM SEU ENTORNO

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

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

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

Codigo de autenticacao: 84371796 ”l" H ||’H|W””
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Anexo B

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagao e Informagéao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 49605-1 I Data da Emissao: 18/06/2015 14:46 I Data para Revalidacao*: 17/07/2016
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular
Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECGCAO DE COCCIDIOS (PROTOZOA: APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA, RJ, BRASIL
Nome da Instituigao : UFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade nicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 [ Captura de aves e coleta de amostras 08/2015 06/2016
2 | Identificagca@o dos coccidios 09/2015 07/2016
3 [ Processamento das amostras 09/2015 07/2016
4 | Publicacao em periddicos e trabalhos de congressos 10/2015 07/2016
5 | Estudo estatistico para caracterizacao dos oocistos 12/2015 07/2016

Observagbes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNALI), da
unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizacéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢cdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, nao podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenca para importacdo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e nao CITES).

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 |ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condicao in situ.

O titular de autorizagao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacao da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,

6 |omissao ou falsa descri¢do de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagao ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR

5 AS DATAS das expedigdes, as condigdes para realizagédo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

# Nome Funcao CPF Doc. N

1_| Carlos Wilson Gomes Lopes Pesquisador 334.954.837-72 2606111 IFP-RJ Brasileira
2 | Bruno do Bomfim Lopes Discente de Doutorado 081.242.587-16 11317007-0 I.F.P-RJ Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio [ UF [Descricao do local [Tipo |
[N [RJ__ [ PARQUE NACIONAL DE ITATIAIA | UC Federal |

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacao: 52541363 “l‘ |H |‘| Vl”‘l’"“l’
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 49605-1 I Data da Emisséao: 18/06/2015 14:46

Data para Revalidacao*: 17/07/2016

a contar da data do aniversario de sua emissao.

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

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto

CPF:103.532.617-50

NACIONAL DO ITATIAIA, RJ, BRASIL

Titulo do Projeto: IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE COCCIDIOS (PROTOZOA: APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE

Nome da Instituicdo : UFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

CNPJ: 29.427.465/0001-05

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1| Captura de animais silvestres in situ Aves
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Aves
Material e métodos
[1TAmostras bioldgicas (Aves) [ Fezes
[2_|Método de captura/coleta (Aves) | Rede de neblina
Destino do material biolégico coletado
Nome local destino Tipo Destino

[#] [
[7_[UFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO [colecao

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°® 03/2014. Através do cédigo

de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

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

Caodigo de autenticacado: 52541363 Hl’ |” m Vl“‘l’"“l‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 49605-1 Data da Emissao: 18/06/2015 14:46 Data para Revalidacao*: 17/07/2016

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

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto [CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE COCCIDIOS (PROTOZOA: APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA, RJ, BRASIL

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

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagédo ou da licenga permanente com a devida
anotacao. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Téxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°® 03/2014. Através do cédigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

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

Cadigo de autenticacao: 52541363 ”l“”l’l"l”‘l’"“l‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 49605-1 Data da Emissao: 18/06/2015 14:46 Data para Revalidacao*: 17/07/2016

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

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto IEPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE COCCIDIOS (PROTOZOA: APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA, RJ, BRASIL

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

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

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

Cadigo de autenticacao: 52541363 Hl“”l’l"l”‘lm“l‘
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Anexo C

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

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

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

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

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

Cronograma de atividades

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

Observacoes e ressalvas

1 A autorizagao nao eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas

em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacao federal cujo p de izacao fundiaria encont em curso; Il) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o 6rgao indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa

forem em area indi: a nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do

Departamento Nacional da Produgéao Mineral, quando a isa visar a exploragao de il ou a extragao de espécimes fosseis; VI) do 6rgao gestor da

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

2 O titular de autorizagao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagéo vigente, ou quando da inadequagao, omissao ou

falsa descricao de informagoes relevantes que subsidiaram a expedicao do ato, podera, i decisao i tera izagao ou licenga ou 0 pelo

ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

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

destinem ao estudo, a difusao ou & pesquisa, estao sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Te

4 O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo

taxondémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao p a viabili de 6es do grupo

taxondmico de interesse em condigao in situ.

5 Esta izagao NAO exime o i titular e os de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela drea, publica ou privada, onde seré realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagao
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao federal cujo processo de regularizagao

fundiaria encontra-se em curso.

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

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o i titular desta izagao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
igoes, as ioes para realizagao das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
8 Este nao dispensa o cl i da legi ao que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e
na zona omic iva, ou ao i tradicional i ao iménio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospecgao e desenvolvimento tecnolégico. Veja

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

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n° 03/2014. Através do cddigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 54951-3 |

Data da Emissao: 20/09/2018 12:43:30

Data da Revalidacao*: 20/09/2019

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

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto

CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

CNPJ: 29.427.465/0001-05

Locais onde as atividades de campo serdao executadas

#

Descricao do local

Municipio-UF

Bioma

Caverna?

Tipo

1

Parque Nacional do ltatiaia

RJ

Mata Atlantica

Nao

Dentro de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
1 | Captura de animais silvestres in situ Aves -

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

# |Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais

1 | Amostras biolégicas (Aves) Fezes

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

Destino do material biologico coletado

# | Nome local destino Tipo destino

1 | UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO Colegao

Este documento foi expedido com base na Instrugao Normativa n°® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Numero: 54951-3 l Data da Emissao: 20/09/2018 12:43:30 | Data da Revalidacao*: 20/09/2019

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

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

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

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biol6gico ou de substrato ndo contemplado

na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagao ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material biolégico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecao
biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biol6gicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Anexo D

~e :
C “E Comissdo de Etica
Nno Uso de Animais

U A INSTITUTO DE VETERINARIA - UFRRJ

Seropédica 16 de abril de 2015

DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo de nimero 036/2014
intitulado “COCCIDIOS EM AVES SILVESTRES COMO BIOMARCADORES DE DISPERSAO E
IMPACTOS AMBIENTAIS.” encaminhado pelo Professor (a) do Departamento de
Parasitologia Animal, Carlos Wilson Gomes Lopes. Informamos que foi aprovado em
reunido ordindria da CEUA-IV realizada no dia 16 de abril de 2015, apds avaliagdo do

plenario da referida Comissao.

Fhhio B Scott L a2
Fabio Barbour Scott Jonimar Pereira Paiva
Coordenador CEUA-IV Vice-Coordenador CEUA-IV

BR 465, Km 7 — Campus da UFRRJ
Seropédica — Rio de Janeiro — CEP: 23.890-000
Telefone: (021) 2682-3051 E-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com
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Anexo E
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE
INFECCAO DE COCCIDIOS (PROTOZOA: APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA, RJ, BRASIL”, protocolo n° 008/2015 sob responsabilidade
do pesquisador Bruno Pereira Berto, que envolve a utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica,encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Experimentag&o Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO INSTITUTO DE BIOLOGIA
DA UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO, em reuniao de

05/11/2015.
Vigéncia do Projeto 02/01/2016 a 20/12/2016
N° da solicitagdo ou autorizagdo SISBIO 42798-1
Atividade(s) Captura, Coleta de fezes
Espécies/ Grupos Taxondmicos Aves (Varias espécies)
Local(is) Parque Nacional do lItatiaia/RJ

We certify that the protocol n® 008/2015, entitled “IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE
COCCIDIOS (PROTOZOA: APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA, RJ,
BRASIL", is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the National Council
for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal Ethical
Committee from the Biology Institute of the Federal Rural University of Rio de Janeiro in 05/11/2015.

™ A~ ; S
LW/ —,‘«/ 7 7,// /// <_ ““@

o 4
2 .‘75 <
Prof. Fabio Faglindes da Rocha Ry 4
Coordenador CEUA/ICBS/UFRRJ {3 ¥
R
Y
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Anexo F

UFRRJ Comissdo de Eticano CY'F

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  J /5 A

CERTIFICADO

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

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

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

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

Origem: N&o aplicavel biotério

Espécie: Aves sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 240 meses N: 500
Linhagem: ndo se aplica Peso: 10 a 10000 g

Resumo: A Mata Atlantica é um dos biomas mais importantes para ser preservado na biodiversidade do planeta, sendo as regiées
das baixadas do litoral do Sudeste brasileiro, onde estd inserido o Estado do Rio de Janeiro, as mais prioritarias para conservagao. A
perda e fragmentacdo de habitats e a biopirataria sao as principais ameagas, as quais, além dos impactos diretos a fauna, flora e
microbiota, indiretamente favorecem a transmissao de parasitas e a susceptibilidade das aves. Neste contexto, surge a
importancia do conhecimento dos parasitas de aves silvestres, principalmente de alguns grupos pouco estudados, como os
protozodrios coccidios (Apicomplexa: Eucoccidiorida), os quais séo de extrema importancia, tanto em termos de biodiversidade,
quanto em sua dindmica e especificidade. Neste sentido, este projeto visa identificar e quantificar as espécies de coccidios de aves
silvestres em areas de Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro, os quais fomentardo estudos complementares sobre a dinamica
do parasitismo entre familias, hébitos, condigées ambientais, etc. As expectativas sdo que os estudos dos oocistos revelem
espécies novas, redescricdes e novos hospedeiros, verificando a transmissao de coccidios entre aves de familias distintas e
possibilitando a elaboracado de chaves dicotdémicas de identificacdo. As distintas caracteristicas ambientais e diferentes nichos
ecolégicos poderdo influenciar na distribuicdo das espécies de coccidios, densidades e nas morfologia e morfometria dos oocistos.
Desta forma, espécies distintas, padroes morfométricos e/ou morfolégicos dos oocistos, e densidades serdo associadas a cada
condigdo ambiental, dado biométrico/biolégico e nicho ecoldgico da ave hospedeira. Finalmente, as identificagées e/ou elevadas
densidades em determinada familia, espécie ameagada/endémica ou aves em determinado ambiente poderdo orientar ou priorizar
a conservacao de determinada ave e/ou localidade.

Local do experimento: Ambiente Silvestre

Seropédica, 17 de outubro de 2016

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR| - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23.890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051 / fax: ---
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceuaiv@ufrrj.br
CEUA N 6606250616
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UFRRJ Comisséo de Eticano C%

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria

Fokio B Scatt =

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinéria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR| - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23.890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051 / fax: ---
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceuaiv@ufrrj.br
CEUA N 6606250616
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Some remarks on the distribution and dispersion of Coccidia
from icterid birds in South America: Isospora guaxi n. sp.
and Isospora bellicosa Upton, Stamper & Whitaker, 1995
(Apicomplexa: Eimeriidae) from the red-rumped cacique
Cacicus haemorrhous (L.) (Passeriformes: Icteridae)

in southeastern Brazil

Lidiane Maria da Silva - Mariana Borges Rodrigues - Irlane Faria de Pinho -
Bruno do Bomfim Lopes - Hermes Ribeiro Luz * Ildemar Ferreira -

Carlos Wilson Gomes Lopes + Bruno Pereira Berto

Received: 27 May 2016/ Accepted: 19 November 2016
© Springer Science+Business Media Dordrecht 2016

Abstract A new species of coccidian, Isospora guaxi
n. sp., and Isospora bellicosa Upton, Stamper &
Whitaker, 1995 (Protozoa: Apicomplexa: Eimeriidae)
are recorded from red-rumped caciques Cacicus haem-
orrhous (L.) in the Parque Nacional do Itatiaia, Brazil.
Isospora guaxi n. sp. has sub-spheroidal odcysts, mea-
suring on average 30.9 x 29.0 pm, with smooth, bi-
layered wall ¢.1.9 pm thick. Micropyle and odcyst
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Programa de Pés-Graduag@o em Ciéncias Veterindrias,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR-465
km 7, Seropédica, Rio de Janeiro 23897-000, Brazil

B. do Bomfim Lopes

Programa de Pés-graduagao em Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdo em Agropecudria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, BR-465 km 7, Seropédica,

Rio de Janeiro 23897-000, Brazil

H. R. Luz - C. W. G. Lopes

Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de
Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, BR-465 km 7, Seropédica,

Rio de Janeiro 23897-000, Brazil
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Departamento de Biologia Animal, Instituto de Ciéncias
BiolGgicas e da Saide, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, BR-465 km 7, Seropédica,

Rio de Janeiro 23897-000, Brazil

e-mail: bertobp@ufrrj.br

residuum are absent, but a polar granule is present.
Sporocysts are ellipsoidal, measuring on average
19.3 x 13.8 um. Stieda body is knob-like and sub-
Stieda body is prominent and compartmentalized.
Sporocyst residuum is composed of scattered granules.
Sporozoites are vermiform, with one refractile body and
a nucleus. Isospora bellicosa has sub-spheroidal to
ovoidal odcysts, measuring on average 27.1 x 25.0 pum,
with smooth, bi-layered wall ¢.1.5 pm thick. Micropyle
and odcyst residuum are absent, but one or two polar
granules are present. Sporocysts are ellipsoidal, measur-
ing on average 18.1 x 10.9 um. Stieda body is knob-
like and sub-Stieda body is rounded to rectangular.
Sporocyst residuum is composed of a cluster of compact
or diffuse granules. Sporozoites are vermiform, with one
refractile body and a nucleus. Isospora bellicosa was
originally described from the Peruvian meadowlark
Sturnella bellicosa deFilippi, a trans-Andean icterid
which is allopatric with the cis-Andean C. haemorrhous.
Therefore, in conclusion, this current study reveals the
dispersion of coccidia from Icteridae across the Andes
Mountains, besides describing the sixth isosporoid
coccidium infecting an icterid bird.

Introduction

The red-rumped cacique, Cacicus haemorrhous (L.)
belongs to the family Icteridae. It occurs exclusively in

@ Springer
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Neotropical forests of the Amazon region; southeast
and midwest regions of Brazil; Paraguay; northeastern
Argentina; Colombia; and east of the Andes (Parkes,
1970; BirdLife International, 2015; ITUCN, 2015). This
species breeds in colonies, weaving nests in the form
of suspended bag at the end of tree branches (Feekes,
1981; Sick, 1997).

Species of the family Icteridae are widely dis-
tributed, but restricted to the New World, with
exception of some species vagrant in Europe, such
as the bobolink Dolichonyx oryzivorus (L.), the rusty
blackbird Euphagus carolinus (Miiller), the baltimore
oriole Icterus galbula (L.), the brown-headed cowbird
Molothrus ater (Boddaert) and the yellow-headed
blackbird Xanthocephalus xanthocephalus (Bona-
parte) (BirdLife International, 2015; TUCN, 2015).

Similar to other families of Passeriformes, the
icterids can be parasitised by isosporoid coccidia.
Currently, the Isospora spp. recorded from passerines
of this family are: (i) Isospora divitis Pellérdy, 1967
from the Cuban blackbird Dives atroviolaceus (d’Or-
bigny) in Cuba (Pellérdy, 1967); (ii) Isospora cacici
Lainson, 1994 from the yellow-rumped cacique Cacicus
cela cela (L.) in Amazonian Brazil (Lainson, 1994); (iii)
Isospora bellicosa Upton, Stamper & Whitaker, 1995
from the Peruvian meadowlark Sturnella bellicosa
deFilippi in Peru (Upton et al., 1995); (iv) Isospora
icterus Upton & Whitaker, 2000 from the Venezuelan
troupial Icterus icterus (L.) in USA (Upton & Whitaker,
2000); and (v) Isospora graceannae Upton & Whitaker,
2000 from the white-edged oriole Icterus graceannae
Cassin in USA (Upton & Whitaker, 2000).

In this context, this study describes a new species of
Isospora and I. bellicosa from red-rumped caciques C.
haemorrhous in the Parque Nacional do Itatiaia (PNI)
in southeastern Brazil, demonstrating parasite trans-
mission between allopatric icterids that inhabit oppo-
site sides of the Andes.

Materials and methods

One expedition was conducted in November 2015 in the
PNI, which is a protected area with a high degree of
vulnerability located in the Serra da Mantiqueira on the
border of the States of Rio de Janeiro, Minas Gerais, and
Sao Paulo. A total of eight C. haemorrhous were
captured with mist nets at an altitude of 592 m
(22°27'48"S, 44°36'10"W). The birds were kept in

@ Springer

individual boxes and feces collected immediately after
defecation. After identification of the species, the bird
was released and stool samples were placed in cen-
trifuge tubes containing a potassium dichromate 2.5%
(K,Cr,0) solution at 1:6 (v/v). Samples were carried to
the Laboratdrio de Biologia de Coccidios, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRIJ). Samples were
incubated at room temperature for one week. Oocysts
were isolated by flotation in Sheather’s sugar solution
(Specific gravity: 1.20) and examined microscopically
using the technique described by Duszynski & Wilber
(1997) and Berto et al. (2014a). Morphological obser-
vations, line drawings, photomicrographs and measure-
ments were made using an Olympus BX binocular
microscope equipped with a digital camera Eurocam
5.0. Line drawings were edited using two software
applications from CoreIDRAW® (Corel Draw Graphics
Suite, Version 11.0, Corel Corporation, Canada),
specifically Corel DRAW and Corel PHOTO-PAINT.
All measurements are in micrometres and are given as
the range followed by the mean in parentheses.

Family Eimeriidae Minchin, 1903
Genus Isospora Schneider, 1881

Isospora guaxi n. sp.

Type-host: Red-rumped cacique Cacicus haemor-
rhous (L.) (Passeriformes: Icteridae).

Type-locality: Parque Nacional do Itatiaia (22°27'48"S,
44°36'10"W), southeastern Brazil.

Type-specimens: Phototypes and line drawings are
deposited and available (http://rl.ufrrj.br/labicoc/
colecao.html) in the Parasitology Collection of the
Laboratério de Biologia de Coccidios, at UFRRJ, Ser-
opédica, Rio de Janeiro, Brazil. Photographs of the type-
host specimens (symbiotypes) are deposited in the same
collection. The repository number is P-64/2016.

Site in host: Unknown.

Prevalence: 63% (5 out of 8 birds infected).
Etymology: The specific epitaph is derived from the
common local name for the host, which is ‘guaxe’.

Description (Figs. 1A; 2A-C)
Sporulated oocyst

Odcysts (n = 18) sub-spheroidal, 28-34 x 27-32
(30.9 x 29.0); length/width (L/W) ratio 1.0-1.1
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Fig. 1 Composite line drawings of sporulated o6cysts of Isospora guaxin. sp. (A) and Isospora bellicosa (B) ex Cacicus haemorrhous.
Scale-bar: 10 pm

D

Fig. 2 Photomicrographs of sporulated o6cysts of Isospora guaxin. sp. (A-C) and Isospora bellicosa (D-F) ex Cacicus haemorrhous.
Scale-bar: 10 pm

(1.06). Wall bi-layered, 1.8-2.1 (1.9) thick, outer layer Sporocyst and sporozoites
smooth, ¢.2/3 of total thickness. Micropyle and odcyst Sporocysts (n = 17) ellipsoidal, 17-21 x 12-15
residuum both absent; single polar granule present. (19.3 x 13.8); L/W ratio 1.3-1.6 (1.41). Stieda body
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present, knob-like, 1.0 high, 2.0 wide; sub-Stieda body
present, prominent and compartmentalized with a
dense and central portion, rounded or irregular, 2.5
high, 2.0 wide, and a pale portion, rounded or
trapezoidal, 3.0 high, 4.0 wide; para-Stieda body
absent. Sporocyst residuum present, composed of
many scattered granules of different sizes. Sporozoite
vermiform with single posterior refractile body and
centrally located nucleus.

Isospora bellicosa Upton, Stamper & Whitaker,
1995

Host: Red-rumped cacique Cacicus haemorrhous (L.)
(Passeriformes: Icteridae).

Locality: Parque Nacional do Itatiaia (22°27'48"S,
44°36'10"W), southeastern Brazil.

Material studied: Phototypes and line drawings are
deposited and available (http://r1.ufrrj.br/labicoc/
colecao.html) in the Parasitology Collection of the
Laboratério de Biologia de Coccidios, at UFRRI,
Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil. Photographs of the
type-host specimens (symbiotypes) are deposited in
the same collection. The repository number is
65/2016.

Site in host: Unknown.

Prevalence: 4/8 birds infected (50%).

Description (Figs. 1B; 2D-F)

Sporulated odcyst

Odbcyst  (n = 24) sub-spheroidal to ovoidal,
24-32 x 23-27 (27.1 x 25.0); length/width (L/W)
ratio 1.0-1.2 (1.08). Wall bi-layered, 1.4-1.7 (1.5)
thick, outer layer smooth, ¢.2/3 of total thickness.
Micropyle and odcyst residuum both absent; 1 or 2
polar granules present.

Sporocyst and sporozoites

Sporocysts (n = 13), ellipsoidal, 16-21 x 10-12
(18.1 x 10.9); L/W ratio 1.5-1.7 (1.65). Stieda
body present, knob-like, 1.5 high, 2.5 wide; sub-
Stieda body present, rounded to rectangular, 1.5
high, 2.5 wide; para-Stieda body absent. Sporocyst
residuum present, composed of a cluster of compact
or diffuse granules. Sporozoite vermiform with one
posterior refractile body and centrally located
nucleus.
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Discussion

According to Duszynski & Wilber (1997) and an
extensive bibliography of coccidia of passerines
(Berto et al., 2011), the new species should be
compared in detail with the coccidian species which
are feature-similar and belong to the same family of
the host. Therefore, a comparison was carried out with
Isospora spp. described from Icteridae (Table 1). The
odcysts of 1. guaxi n. sp. have similar size only with /.
icterus; however, the new species can be distinguished
by its sub-Stieda body being compartmentalized. This
characteristic feature of compartmentalization of the
sub-Stieda body is only shared with . graceannae;
however, I. guaxi has larger odcysts and sporocysts
without splintered granules scattered.

The second morphotype observed in this study was
very similar to the morphology described for I
bellicosa, except for the shape of odcysts, which were
more ellipsoidal in the description of Upton et al.
(1995). However, it would be unwise to consider a
new species only based on a slight morphometric
difference of the odcyst, which can be derived from
natural polymorphism or a result of environmental and
host factors (Fayer, 1980; Gardner & Duszynski,
1990). In any case, it is noteworthy that /. bellicosa
was originally described from S. bellicosa which is
allopatric with C. haemorrhous. Figure 3A demon-
strates the geographic ranges of these icterids trans-
Andean S. bellicosa and cis-Andean C. haemorrhous
with emphasis on the geographical barrier, the Andes
Mountains, which separates the populations of these
icterids. Similarly, Berto et al. (2014b) report Isospora
sagittulae McQuistion & Capparella, 1992 from two
new cis-Andean hosts, Gymnopithys salvini (Berlep-
sch) and Willisornis poecilinotus (Cabanis), which are
allopatric with the frans-Andean host type Hylophylax
naevioides (Lafresnaye).

The main assumption introduced by Berto et al.
(2014b) for dispersion across frans- and cis-Andean
antbirds can be reiterated in the current work. In this
thought, icterids with trans- and cis-Andean distribu-
tions could have been infected with . bellicosa in the
trans-Andean region and transmitted to C. haemor-
rhous in the cis-Andean region, dispersing /. bellicosa
across the Andes. Cacicus uropygialis Lafresnaye
(Fig. 3B), C. cela (Fig. 3C) and Sturnella militaris
(L.) (Fig. 3D) are congeneric species that have trans-
and cis-Andean distributions sympatric with S.
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M Cacicus haemorrhous
B Sturnella bellicosa

B Cacicus cela
Andes Mountains

Andes Mountains

B Sturnella militaris
Andes Mountains

W Cacicus uropygialis
ndes Mountains

Fig. 3 Geographic range of several Cacicus spp. and Sturnella spp. in South America [adapted from De las Casas et al. (2004),
BirdLife International (2015) and IUCN (2015)]. Hosts of Isospora bellicosa are Peruvian meadowlarks Sturnella bellicosa and red-
rumped caciques Cacicus haemorrhous. Sturnella bellicosa is allopatric with C. haemorrhous, besides being separated by the Andes
(A). Yellow-rumped cacique Cacicus cela (B), scarlet-rumped cacique Cacicus uropygialis (C) and red-breasted blackbird Sturnella
militaris (D) are examples of trans- and cis-Andean icterid birds that are sympatric with S. bellicosa and (or) C. haemorrhous. The
asterisk indicates the approximate location of the collection point of the current study

bellicosa and C. haemorrhous; therefore, these species
are examples of possible dispersers of I bellicosa
across the Andes. Additionally, it is noteworthy that
some ornithological studies have demonstrated the
ability of several passerines to cross or bypass the
Andes Mountains especially in recent decades, as a
consequence of the accelerated rate of habitat loss and
fragmentation along the Andean slopes and adjacent
lowlands, coupled with the effect of global warming
on the geographical ranges of the species (De las Casas
et al., 2004; Avendano et al., 2013).

It is also important to note that the red-rumped
caciques infected in the current work were captured in
southeastern Brazil (Fig. 3A), at the opposite end side
of South America. This south-eastern population of C.
haemorrhous is allopatric with the north-western
population, which is close to the populations of
Sturnella spp. In this sense, it is concluded that
Cacicus spp., such as C. cela, or other icterids
susceptible to I bellicosa that have geographical
ranges in central Brazil should have transmitted I
bellicosa to the south-eastern population of C.
haemorrhous.

In conclusion, /. guaxi is considered as new to
science and the sixth isosporoid coccidium reported
from an icterid bird. Additionally, a new host for I
bellicosa is recorded once sporulated odcysts with

@ Springer

similar features were recovered from C. haemorrhous
supporting parasite transmission between allopatric
birds of same family and different genera that inhabit
opposite sides of the Andes.
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Isospora lopesi n. sp. (Apicomplexa: Eimeriidae)
from the eastern white-throated spadebill Platyrinchus
mystaceus Vieillot (Passeriformes: Tyranni: Tyrannidae)
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Abstract A species of Isospora Schneider, 1881
(Protozoa: Apicomplexa: Eimeriidae) considered as
new to science is described and characterised molec-
ularly from the eastern white-throated spadebill
Platyrinchus mystaceus Vieillot in the Parque Nacio-
nal do Itatiaia, southeastern Brazil. Isospora lopesi n.
sp. has o0cysts that are subspheroidal to ovoidal,
1824 x 18-22 (20.6 x 19.7) um, with smooth,
bilayered wall, ¢.1.5 pm thick. Micropyle and odcyst
residuum are absent, but one polar granule is present.
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Sporocysts are ellipsoidal, 12-16 x 8-11 (14.4 x 8.6)
pnm. The Stieda body is flattened to half-moon-shaped
and sub-Stieda body is rounded. Sporocyst residuum is
present, consisting of numerous spherules of different
sizes. Sporozoites are vermiform with anterior and
posterior refractile bodies and nucleus. Molecular
analysis was conducted at the mitochondrial cyto-
chrome ¢ oxidase subunit 1 (coxl) gene. This new
isolate exhibited similarity greater than 98% with
Isospora spp. isolates from spectacled warblers Sylvia
conspicillata Temminck, 1820. This is the fourth
isosporoid coccidian described from New World
tyrannid birds, but is the first to have a complementary
molecular characterisation.

Introduction

The Brazilian territory has a rich diversity in its
avifauna. In the latest listing of bird species records, 29
species were added reaching 1,872 species occurring
in Brazil (CBRO, 2014). The eastern white-throated
spadebill Platyrinchus mystaceus Vieillot is one of the
smallest species that inhabits the interior of conserved
forests. It has a wide geographical range from Mexico
to Bolivia and Argentina. In Brazil, it is distributed
from the northeast to the south (Sick, 1997; BirdLife
International, 2016).

According to the Brazilian Committee of Ornitho-
logical Records (CBRO, 2014), P. mystaceus is
classified in the order Passeriformes, suborder
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Tyranni, parvorder Tyrannida, superfamily Tyran-
noidea and family Platyrinchidae, which includes four
other Platyrinchus spp., Neopipo cinnamomea (Lawr-
ence) and Calyptura cristata (Vieillot) in Brazil. In
contrast, the BirdLife International (2016), which is
currently based on the checklist of del Hoyo et al.
(2016), and Brands (2017), classifies P. mystaceus in
the family Tyrannidae, which is much more compre-
hensive with 450 species worldwide.

Similar to other passerines, spadebills, tyrants,
flycatchers and other tyrannid birds can be parasitised
by coccidia. Boughton et al. (1938) and Kawazoe et al.
(1989) reported Isospora spp. from the eastern phoebe
Sayornis phoebe (Latham) and the blue-billed black-
tyrant Knipolegus cyanirostris (Vieillot); however,
these coccidian species were not described or named.
Since the 2000s, Isospora spp. were described from
New World tyrannid birds, i.e. Isospora feroxis Berto,
Luz, Flausino, Ferreira & Lopes, 2009, Isospora
mionectesi Berto, Flausino, Luz, Ferreira & Lopes,
2009 and Isospora attilae Rodrigues, Silva, Lopes,
Berto, Luz, Ferreira & Lopes, 2015, originally
described from the short-crested flycatcher Myiarchus
ferox (Gmelin), the greyhooded flycatcher Mionectes
rufiventris Cabanis, and the grey-hooded attila Attila
rufus (Vieillot), respectively. The hosts of these three
species inhabited the same locality, the Marambaia
Island in the southeastern Brazil (Berto et al., 2009a, b;
Rodrigues et al., 2015).

The aim of this study was to examine the faeces
from eastern white-throated spadebills P. mystaceus to
determine what coccidian parasites were present.
These P. mystaceus specimens were captured in the
Parque Nacional do Itatiaia (PNI), a protected area
with a high degree of vulnerability located in the Serra
da Mantiqueira on the border of three states in
southeastern Brazil, Rio de Janeiro, Minas Gerais
and Sao Paulo.

Materials and methods

Sample collection

Five expeditions were conducted in the PNI bound-
aries between March 2015 and October 2016. Sam-
pling occurred in March 2015 (22°27'38'S,
44°35'34"W); May 2015 (22°26'17"S, 44°37'33"W);
March 2016 (22°19'46"S, 44°32'11"W); July 2016
(22°26'16"S, 44°18'33"W) and October 2016
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(22°27'38""S, 44°35'34"W). A total of 14 P. mystaceus
were captured with mist nets. The birds were kept in
individual boxes and faeces collected immediately
after defecation. After identification of the species, the
birds were photographed and released and stool
samples were placed in centrifuge tubes containing a
potassium dichromate 2.5% (K,Cr,05) solution at 1:6
(v/v).

Morphological analyses

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

Molecular analyses

The obcysts identified with the characteristic features
of the new species under light microscopy, were
isolated, resuspended in PBS and washed by cen-
trifuging until the supernatant became clear (Dolnik
et al., 2009). DNA was extracted from the purified
oocysts using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue
Kit (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil) according to the
manufacturer’s instructions. In order to fully lyse the
odcysts, four freeze-thaw cycles were applied prior to
the DNA extraction. The PCR amplification for the
mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1)
gene was carried out using a nested PCR, as previously
described by Dolnik et al. (2009) and Yang et al.
(2015). The external primers COIbF1 (5'-GWT CAT
TAG TAT GGG CAC ATC A-3') and COIbR1 (5'-
CCA AGA GAT AAT ACR AAR TGG AA-3)
produced a PCR product of ¢.302 bp in size. The

166



Syst Parasitol (2018) 95:455-463

457

internal primes COIbF2 (5'-GGG CAC ATC ATA
TGA TGA C-3') and COIbR2 (5'-ATA GTA TGT
ATC ATG TAR WGC AA-3') produced an amplicon
of ¢.257 bp in size. The PCR reaction contained 10 pl
of 5x Green GoTaq® Flexi Buffer, 3 pl of 25 mM
MgCl, 1 pl of 10 mM dNTPs, 0.4 uM of each primer,
1.25 units of GoTaq® DNA polymerase, 3 ul of DNA
(for primary reaction) or 3 pl primary PCR product
(for the secondary reaction). Both primary and
secondary PCR were conducted using the same
cycling conditions: 1 cycle of 94°C for 5 min,
followed by 35 cycles of 94°C for 30 s, 47°C for 45
s, and 72°C for 1 min and a final extension of 72°C for
5 min. The amplicons from the second round of PCR
were purified using the Qiagen MinElute PCR Purfi-
cation (Qiagen, Sao Paulo, Brazil). All PCR products
were sequenced using the PCR forward and reverse
primers by Ludwig Biotecnology, were an ABI-Prism
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, California) was used for Sanger sequencing. The
results of the sequencing reactions were analysed and
edited using the program Chromas 2.6.

DNA sequence analyses

The newly generated sequences were compared to
those for Isospora spp. and other coccidian parasites
available on the GenBank database using the Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). Phylogenetic
trees were constructed for Isospora spp. at the coxl
sequences for additional isolates from GenBank.
Alignment and parsimony analyses were conducted
using MEGA version 7 (Tamura et al., 2007). The
evolutionary history was inferred using the Neighbor-
Joining (NJ), Maximum Likelihood (ML) and Max-
imum Parsimony (MP) methods and the distances
were computed using the Tamura-Nei method based
on model selection using ModelTest in MEGA 7.
Bootstrap analyses were conducted using 1000 repli-
cates to assess the reliability of inferred tree
topologies.

Results

Fourteen P. mystaceus were examined and three were
positive for coccidia. All observed odcysts were
characteristic of Isospora. This material is described
below.

Family Eimeriidae Minchin, 1903
Genus Isospora Schneider, 1881

Isospora lopesi Silva-Carvalho & Berto n. sp.

Type-host: Platyrinchus mystaceus Vieillot (Aves:
Passeriformes: Tyranni: Tyrannidae), eastern white-
throated spadebill.

Type-locality: Parque Nacional do Itatiaia (22°27'S,
44°35'W), southeastern Brazil.

Type-specimens: Photosyntypes, line drawing, and
odcysts in 70% ethanol are deposited at the Museu de
Zoologia at the Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Brazil, under the accession number
MZURPTZ2017003. Phototypes and line drawings
are also deposited and available (http://rl.ufrrj.br/
labicoc/colecao.html) in the Parasitology Collection
of the Laboratério de Biologia de Coccidios, at
UFRRIJ, under the repository number P-79/2017.
Photographs of the type-host specimen (symbiotype)
are deposited in the same collection.

Site in host: Unknown.

Prevalence: 21% (3 out of 14 birds infected).
Representative DNA sequence: One representative
cox1 sequence was deposited in the GenBank database
under the accession number MF438267.

ZooBank registration: To comply with the regulations
set out in article 8.5 of the amended 2012 version of
the International Code of Zoological Nomenclature
(ICZN, 2012), details of the new species have been
submitted to ZooBank. The Life Science Identifier
(LSID) for Isospora lopesi is urn:lsid:zoobank.org:
act:ED3F1187-FB31-439E-BSE2-9F3C0OA050BEQ.
Etymology: The specific name is derived from the
family name of the Brazilian parasitologist Dr Carlos
Wilson Gomes Lopes, given in his honor for his
contribution to the study of Protozoa.

Description (Figs. 1, 2)

Sporulated oocyst

Odcysts (n = 25) subspheroidal to ovoidal, 18-24 x
18-22 (20.6 x 19.7); length/width (L/W) ratio 1.0-1.2
(1.05). Wall bi-layered, 1.3—1.6 (1.5) thick, outer layer
smooth, ¢.2/3 of total thickness. Micropyle and odcyst
residuum both absent, but one polar granule is present.
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Sporocyst and sporozoites

Sporocysts (n =24) 2, ellipsoidal, 12-16 x 8-11 (14.4
x 8.6); L/W ratio 1.5-1.9 (1.7). Stieda body present,
flattened to half-moon-shaped, 1.0 x 2.5; sub-Stieda
present, rounded, 2.0 x 2.5; para-Stieda body absent;
sporocyst residuum present, composed of scattered
spherules of different sizes. Sporozoites 4, vermiform,
with anterior and posterior refractile bodies and
centrally located nucleus.

Fig. 1 Composite line drawing of the sporulated odcyst of
Isospora lopesi n. sp. ex Platyrinchus mystaceus. Scale-bar: 10

Remarks

Following the evidence that demonstrate specificity at
the familial level reported in papers on the taxonomy
of coccidians of Passeriformes (Duszynski & Wilber,
1997; Berto et al., 2011; Silva et al., 2016), 1. lopesi n.
sp. was compared in detail with coccidian species that
are morphologically similar and parasitise birds
belonging to the same host family. To date, three
Isospora spp. are recorded from hosts of the Tyran-
nidae (Table 1). Isospora mionectesi has oocysts and
sporocysts larger than I. lopesi. The oocysts of I
attilae and 1. feroxis have similar size and shape to /.
lopesi n. sp.; however, it can be easily distinguished by
the flattened to half-moon-shaped Stieda body. In
addition, sporocysts of . lopesi n. sp. are considerably
more elongated than those of 1. feroxis which is
morphometrically demonstrated by the shape index
(1.7 vs 1.4). Isospora attilae possesses Sporocysts
overlapping the size range for /. lopesi n. sp. However,
the sporocyst in 1. attilae is more tapered at the end of
the Stieda body and has a smaller sporocyst residuum
(Berto et al., 2009a, b; Rodrigues et al., 2015).

Phylogenetic analysis

DNA amplification of the odcysts of I lopesi n. sp.
showed a clear band of ¢.250 bp. Phylogenetic analysis
included 30 sequences for avian Isospora spp. and five
sequences for Eimeria spp. available on GenBank
(Fig. 3). Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux,
1908) was used as the outgroup. Isospora lopesi n. sp.

"

Fig. 2 Photomicrographs of sporulated odcysts of Isospora lopesi n. sp. ex Platyrinchus mystaceus. Abbreviations: pg, polar granule;
sb, Stieda body; ssb, sub-Stieda body; sr, sporocyst residuum; rb, refractile body; n, nucleus. All to same scale. Scale-bar: 10 pm

@ Springer

168



459

455-463

Syst Parasitol (2018) 95

padeys
~uoowr

Apms -JIey 01 @wn 98 X 1) ©o'D (L6l X 900) [EPIOAO 01 “ds
1uasalg asnjjiq papunoy  pauanelf  61-S°1  [1-8 X 9[-TI [eprosdig I TI01 T8 X v7-81  [eplosoydsqng  smyounkm)y  -u isadoj piodsosy

10T ‘sado

3y eI

‘zn7 .O.—.—Umm

(5100) ‘sado] ‘eAlls

JLRL) [eprozaden @wn 6L x SED ©won 61 X €07 [eprosdifo 01 (oqp1a1A) ‘sangupoy
san3Lpoy asmjiq 01 papunoy  AIqouy  6'1-9'l 6L X SI=gl  [eposdiig g0 TI-0T 1781 X Tg-81  [eploxdydsqng  swfis vy avjun vaodsosy

600 ‘sadoy

¥ BIALR ‘Zn]

siueqe) ‘oursnel] ‘ouag

(46002) 1redwod @wn (@ xre)  posdyp (€D @1z x €80 suusayins 1s2100u01U
210 opag  [eouaydsqng WaUIWOoIJ papunoy R 191  €1-0 X TT-LI -aeuolg TO1 ¥I-TI €76 X 1€-€C reprosdiya S2102U0IN vaodsosy

600 ‘sado

¥ eI

(urpwp) ‘oursne]{

(26007) pauaney & (€8x L11) T (rn (0’81 x L'81) xouaf ‘zn] ‘ouag
‘e 19 ouag asna wounwol  EPIOAQ S0l 01-8 X €1-11 [eploAQ  AEnsn 71=0'1  0T-L X 0T-81  [eprosoydsqng smyoupilpy - sixo4af viodsosy

wnnpisal Apoq Apoq  xapur omuerd  xopul
180010dg  epans-qng epong  adeys (wn) az18 adeyg mpog odeys (wn) 2718 adeyg

ouAIRJY 1skoo10dg 156200 1SOH saradg

(aepruueif]) spiiq pruueik] pHoAy MaN woij papiodar “dds piodsosy jo K3ojoydiow aaneredwo) [ Jjqey,

prmger

A

169



460

Syst Parasitol (2018) 95:455-463

88,93,91

Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC5 (KP688314) - Sylvia (Passeres: Sylviid
Isopora sp. JCI-2015 isolate ISC2 (KP688315) - Sylvia icillata (Passer
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Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
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Isospora sp. iISAT3 (FJ269359) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC12 (KP688317) - Sylvia
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Isospora sp. iISAT6 (FJ269362) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula h,
Eimeria sciurorum (KT361025) - spp. (Mammalia: Rodentia)
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Fig. 3 Maximum likelihood tree estimated from the cox1 sequences. Numbers at nodes represent bootstrap support (1,000 replicates;
only values > 50% shown) for Neighbor-Joining, Maximum Likelihood and Maximum Parsimony, respectively. The scale-bar

represents the number of nucleotide substitutions per site

grouped with 16 Isospora spp. isolates from Sylvia
spp., Isospora hypoleucae Dolnik, Ronn & Bensch,
2009 and two Eimeria spp. from rodents but with no
statistical support. Among these, the new species
showed the highest similarity of 98.5% and 98.0%
with Isospora sp. isolates from the spectacled warbler
Sylvia conspicillata Temminck (GenBank: KP688311
and KP688312; see Illera et al., 2015). In a second
analysis, a subset of 215 bp long cox1 gene sequences
for 10 Isospora spp. was used (Fig. 4). In this analysis,
L. lopesi n. sp. was resolved as a basal sister taxon to a
clade comprising Isospora hypoleucae Dolnik, Ronn &
Bensch, 2009 and five Isospora sp. isolates from the
Eurasian blackcaps Sylvia atricapilla (Linnaeus) with
similarities of 96.1% and 95.1-97.5%, respectively.
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Discussion

Isospora lopesi n. sp. is the first coccidian parasite of
the Tyrannidae to have its cox1 sequence deposited in
the GenBank database. As shown in the tree in Fig. 3,
most of the available cox1 sequences for Isospora spp.
from hosts of the Passeriformes are from the families
Sylviidae, Meliphagidae and Sturnidae. All these
families belongs to the suborder Passeres, while P.
mystaceus belongs to the suborder Tyranni (subosci-
nes), which contains families of primitive passerines
that are phylogenetically distant from families of
Passeres. Despite this, 1. lopesi n. sp. exhibited high
similarity with isolates of Isospora spp. from hosts of
the Sylviidae (KP688311 and KP688312; 98.5% and

170



Syst Parasitol (2018) 95:455-463

88, 85, 901"

94, 95, 8317

53, 56, 52

0.05

Isospora sp. iISAT3 (FJ269359) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

| Isospora sp. iISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. iISAT6 (FJ269362) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
Isospora lopesi n. sp. (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeres: Meliphagidae)

_____ Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)
Isospora sp. iISATS (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora streperae (KM206142) - Strepera versicolour (Passeres: Artamidae)

Toxoplasma gondii (HM771690)

Fig. 4 Maximum likelihood tree estimated from the 215 bp long cox1 sequence dataset for Isospora spp. Numbers at nodes represent
bootstrap support (1,000 replicates; only values > 50% shown) for Neighbor-Joining, Maximum Likelihood and Maximum Parsimony,
respectively. The scale-bar represents the number of nucleotide substitutions per site

98.0%). We predict that when more cox1 sequences of
Isospora spp. from hosts in the Tyranni are deposited in
the GenBank database, this tree would rearrange to
form one or more clades of Isospora spp. from
suboscines, where 1. lopesi n. sp. would be placed.
The 28S and 18S rRNA genes have been recognized
as useful loci to differentiate Isospora spp. from
passerines and to estimate their interspecific relationships
(Yang et al., 2015, 2016; Tokiwa et al., 2017). Further-
more, the 18S rRNA is the most common locus used for
molecular characterisation of coccidian parasites as
evidenced by the large number of 18S rRNA sequences
from coccidia on GenBank. However, in the present
study the cox1 gene was chosen for genotyping because it
is indicated as the most suitable for phylogenetic studies
by having a higher resolving power than the 18S rRNA
gene in delineating recent speciation events (Yang et al.,
2015; Ogedengbe et al., 2011). In addition, in recent
studies of Yang et al. (2015, 2016) with genotyping at
18S, 28S and cox1 loci of Isospora spp. from passerines,
it was emphasised that the cox] PCR primers originally
used by Dolnik et al. (2009), which generate 215 bp
amplicons, may be more reliable for species delimitation
of Isospora spp. In this sense, the primers of Dolnik et al.

(2009) were chosen for genotyping of I lopesi in the
present study. Following Yang et al. (2015, 2016),
phylogenetic analyzes were initially constructed com-
paring 1. lopesi n. sp. with the most similar cox]
sequences of varying lengths deposited in GenBank
(Fig. 3) and, subsequently, only with Isospora sequences
with a length of ¢.215 bp (Fig. 4).

The Tyrannidae is one of the largest families of New
World passerine birds (BirdLife International, 2016);
however, a few coccidian species are reported from this
family (Berto & Lopes, 2013). The study of coccidia
from hosts of the Tyrannidae becomes more relevant
because two species of Eimeria, which is an uncommon
coccidian parasite genus of Passeriformes, are described
from birds of this family (Berto et al., 2008, 2009a).
Allied to this, it is also important to know which of
Isospora spp. have an extra-intestinal cycle, as species
with this cycle are recognized to be more pathogenic
causing the so-called atoxoplasmosis (Berto et al.,
2011). These extra-intestinal Isospora spp. were previ-
ously identified and/or named as Lankesterella Labbé,
1899 or Atoxoplasma Garnham, 1950, until Box (1981)
associated the extra-intestinal merogony in canaries
with an Isospora infection. In this way, all blood forms
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described as Atoxoplasma and Lankesterella in passer-
ines were redescribed as Isospora (see Berto et al.,
2011). Currently, with the molecular study and with the
increasing number of Isospora spp. sequences on
GenBank, it is possible to identify if a species with
morphological and molecular description possesses an
extra-intestinal cycle through the molecular detection
by PCR/sequencing in samples of blood from passerines
(Dolnik et al., 2009; Hafeez et al., 2014). The identi-
fication of extra-intestinal species which may have the
potential to cause severe coccidiosis (atoxoplasmosis)
may help classify hosts and/or families more or less
susceptible to the disease, and therefore, guide decision-
making for conservation, principally in protected areas.
Based on the morphological features described
above, 1. lopesi is considered as new to science and the
fourth isosporoid coccidian species reported from a
New World tyrannid bird. In addition, this is the first
coccidian parasite of a host of the Tyranni to have a
molecular characterisation of the cox1 gene.
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Abstract

In the current study, Isospora sagittulae McQuistion and Capparella, 1992 (Protozoa: Apicomplexa: Eimeriidae) is reported from
white-shouldered fire-eyes Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) in the Atlantic Forest in southeastern Brazil. To date, this
coccidian species was described from antbirds in Ecuador and Brazilian Amazon. In this sense, oocysts and measurements of
the description of /. sagittulae from Amazonian antbirds were required from the deposit for comparison between samples from
the Amazon and Atlantic Forest. The morphology was similar in all aspects, despite the polymorphism associated with the oocyst
shape. DNA sequences for the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox7) locus of the oocysts had similarity of 100%.
Therefore, these strong morphological, molecular, and ecological equivalences ensure the unique identification of 1. sagittulae.
Finally, this finding reveals the wide distribution of /. sagittulae in the Neotropical region and indicates that other antbirds in the
Brazilian Cerrado should disperse /. sagittulae to the Amazon and Atlantic Forest.

Keywords Taxonomy - Morphology - Phylogeny - Oocysts - Geographic ranges - Parque Nacional do Itatiaia

Introduction

Thamnophilidae is a family of insectivorous passerine birds
that comprises 241 species restricted to the plains and low-
altitude forests of the Caribbean Islands, Mesoamerica, and
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South America. Evidently, due to the large number of species,
itis a highly polymorphic family, but it is predominantly com-
posed of wild birds with insectivorous feeding habits (Sick
1997; CBRO 2014; BirdLife International 2016).

Despite this apparent restriction at low altitudes and the
limitation of their distributions to geographical barriers in
the Neotropical region, some antbirds appear to cross strong
geographical barriers, or at least they have populations that are
not limited or blocked by these geographical barriers (Sick
1997; BirdLife International 2016).

The possibility of antbirds crossing strong geographical
barriers was assumed by Berto et al. (2014a), which evidenced
a coccidial dispersion across frans- and cis-Andean regions by
antbirds that inhabit both regions and possibly cross the Andes
mountains. The eimeriid coccidia of birds has predominantly
oral-fecal transmission; i.e., it occurs through the ingestion of
oocysts, which are the infective stages of the coccidia shed in
the feces of the host. Therefore, the transmission of coccidia
necessarily occurs when susceptible hosts inhabit the same
environment. In Berto et al. (2014a), the coccidian parasite
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Isospora sagittulae McQuistion & Capparella, 1992 was re-
ported from white-throated antbirds Oneillornis salvini
(Berlepsch, 1901) (syn. Gymnopithys salvini) and from
scale-backed antbirds Willisornis poecilinotus (Cabanis,
1847) in Brazilian Amazon, in the cis-Andean region; how-
ever, this parasite had been originally described from
Hylophylax naevioides Lafresnaye, 1847, a thamnophilid bird
that has a frans-Andean distribution in Colombia, Costa Rica,
Ecuador, Honduras, Nicaragua, and Panama (McQuiston and
Capparella 1992). In this sense, it was presumed that the trans-
mission occurred through antbirds with both trans- and
cis-Andean distributions, as Cercomacra tyrannina Sclater,
1855 and Formicivora grisea (Boddaert, 1783), which could
have maintained and transmitted /. sagittulae across the
Andes.

In this context, the current work aims to contribute to the
knowledge on the identification, distribution, and dispersion
of . sagittulae in thamnophilid birds in the Neotropical re-
gion, reporting the white-shouldered fire-eye Pyriglena
leucoptera (Vieillot, 1818) as a new host in the Atlantic
Forest of southeastern Brazil and thus demonstrating the wide
dispersion of 1. sagittulae, in addition to morphologically and
molecularly comparing the samples of the Amazon and
Atlantic Forest.

Materials and methods
Sample collection

A total of 12 expeditions were conducted in 2 different local-
ities in southeastern Brazil: (1) Parque Nacional do Itatiaia, a
protected area with a high degree of vulnerability, located in
the Serra da Mantiqueira on the border of the States of Rio de
Janeiro, Minas Gerais, and Sdo Paulo (ICMBIO 2016), and
(2) Cacaria at the Municipality of Pirai in the State of the Rio
de Janeiro. A total of 20 white-shouldered fire-eye P.
leucoptera were captured with mist nets. The birds were kept
in individual boxes with clean ground paper. After identifica-
tion of the species, the bird was photographed and released. A
fresh droplet of feces from each individual bird was placed in
an individually centrifuge tube with a potassium dichromate
2.5% (K5Cr,0,) solution.

Obtaining the Amazon samples

Oocysts in 70% ethanol and the original measurements of /.
sagittulae from O. salvini and W. poecilinotus identified in
Berto et al. (2014a), which were deposited in the
Parasitology Collection of the Laboratorio de Biologia de
Coccidios (http://r1.ufirj.br/labicoc/colecao.html) at UFRRJ
under repository number 52/2014, were required for
morphological and molecular comparison.
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Morphological analyses

Samples were carried to the Laboratorio de Biologia de
Coccidios, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). Samples were incubated at room temperature for
10 days or until ~70% of the oocysts were sporulated.
Oocysts were isolated by flotation in Sheather’s sugar solution
(specific gravity 1.20) and examined microscopically using
the technique described by Duszynski and Wilber (1997)
and Berto et al. (2014b). Morphological observations, line
drawings, photomicrographs, and measurements, were made
using an Olympus BX binocular microscope (Olympus
Optical, Tokyo, Japan) coupled to a digital camera Eurckam
5.0 (BEL Photonics, Monza, Italy). All measurements are in
micrometers and are given as the range followed by the mean
in parentheses.

Statistical evaluation

Two parametric statistical methods were employed after pre-
vious evaluation of the data by D’Agostino’s test of normality:
(1) analysis of variance (ANOVA) was used to compare mea-
surements of the length, width, and shape index of the oocysts
and sporocysts recovered from O. salvini, W. poecilinotus, and
P. leucoptera. The statistical package Bioestat 5.0 (Ayres et al.
2007) was used to calculate the mean, variance, degree of
freedom, and p value (Sampaio 2002; Berto et al. 2014b)
and (2) linear regression to determine the distribution of 0o-
cysts recovered from O. salvini and W. poecilinotus in
Amazon and P. leucoptera in Atlantic Forest using methods
proposed by Norton and Joyner (1981) and subsequently
modified by Berto et al. (2014b). The graphs and coefficient
of regression line were obtained using the software Microsoft
Excel 2007® (Microsoft, Redmond, WA).

Molecular analyses

The oocysts of 1. sagittulae from O. salvini, W. poecilinotus,
and P. leucoptera were isolated on the microscopic slide, re-
suspended in PBS, and washed by centrifuging until the su-
pernatant become clear (Dolnik et al. 2009). DNA was extract-
ed from the purified oocysts using the Qiagen DNeasy Blood
and Tissue Kit (Qiagen, Sdo Paulo, Brazil) according to the
manufacturer’s instructions. In order to fully lyse the oocysts,
four freeze-thaw cycles were applied prior to the DNA extrac-
tion. The PCR amplification for the mitochondrial cyto-
chrome ¢ oxidase subunit 1 (cox/) gene was carried out using
anested PCR, as previously described by Dolnik et al. (2009)
and Yang et al. (2015). The external primers COIbF1 5'-GWT
CAT TAG TAT GGG CAC ATC A and COIbR1 5'-CCA
AGA GAT AAT ACR AAR TGG AA produced a PCR prod-
uct size of ~302 pb. The internal primes COIbF2 5'-GGG
CAC ATC ATA TGA TGA C and COIbR2 5'-ATA GTA
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TGT ATC ATG TAR WGC AA produced an amplicon size of
~257 pb. The PCR reaction contained 10 pL of 5x Green
GoTaq® Flexi Buffer, 3 pL of 25 mM MgCl,, 1 pL of
10 mM dNTPs, 0.4 uM of each primer, 1.25 units of
GoTag® DNA polymerase, and 3 puL of DNA (for primary
reaction) or 3 pL primary PCR product (for secondary reac-
tion). Both primary and secondary PCRs were conducted
using the same cycling conditions: 1 cycle of 94 °C for
5 min; followed by 35 cycles of 94 °C for 30 s, 47 °C for
45 s, and 72 °C for 1 min; and a final extension of 72 °C for
5 min. The amplicons from the second round PCRs were
purified using the Qiagen MinElute PCR Purification
(Qiagen, Sao Paulo, Brazil). All the PCR products were se-
quenced using forward and reverse primers by Ludwig
Biotechnology, where an ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA) was used for Sanger
sequencing. The results of the sequencing reactions were an-
alyzed and edited using the program Chromas 2.6.

DNA sequence analyses

The newly generated sequences were compared to each other
and with other coccidian parasite sequences available on
GenBank using the “Basic Local Alignment Search Tool”
(BLAST). Phylogenetic trees were constructed for Isospora

Fig. 1 Photomicrographs of
Isospora sagittulae recovered
from white-throated antbirds
Oneillornis salvini (a), common
scale-backed antbirds Willisornis
poecilinotus (b), and white-
shouldered fire-eyes Pyriglena
leucoptera (¢, d). Scale bar:

10 um

spp. at the cox! locus with additional isolates from GenBank/
EMBL/DDBIJ. Alignment and parsimony analyses were con-
ducted using MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis software, version 7; Arizona State University,
Tempe, AZ, USA). The evolutionary history was inferred
using the maximum likelihood (ML) and neighbor-joining
(NJ) methods, and the distances were computed using the
Tamura-Nei method based on model selection using
ModelTest in MEGA. Bootstrap analyses were conducted
using 1000 replicates to assess the reliability of inferred tree
topologies.

Results
Prevalence and morphology

Nine of 18 P. leucoptera captured in the Parque Nacional do
Itatiaia were positive for . sagittulae. The two P. leucoptera
captured in Cacaria were negative. Its oocysts (Fig. 1¢, d) were
irregularly ovoidal to ellipsoidal, 30.8 (29-33) x 24.4 (22—
26) um, with shape index of 1.3 (1.2-1.5). Oocyst wall
bilayered and smooth, 1.1 pm. Micropyle, oocyst residuum
is absent, but 1-3 (usually 2) polar granules are present.
Sporocysts subspherical to ovoidal, 15.9 (14-17) x 13.4 (12—
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Table 1 Morphometry of Isospora sagittulae oocysts recovered from antbirds (Thamnophilidae)
Host Locality n"  Oocysts Sporocysts
Length (um)  Width (um) Shape Length Width (pum) Shape
index” (pm) index”
Hylophylax naevioides Northwestern 21 25-30(27.5) 21-24(21.8) 1.27 13-16 (14.8) 12-13(124) 1.1-1.3 (1.19)
(Lafresnaye, 1847) Ecuador
Oneillornis salvini Brazilian 8 27-31(29.5)a 21-24(22.8)ab 1.2-1.3(1.29)a 14-17(15.5)a 12-14(129)a 1.1-1.3(1.20)a
(Berlepsch, 1901) Amazon
Willisornis Brazilian 7 27-28(272)b 20-25(22.0)a 1.1-1.4(1.25)a 13-16(14.6)a 12-13(123)a 1.1-1.2(1.19)a
poecilinotus Amazon

(Cabanis, 1847)
Pyriglena leucoptera
(Vieillot, 1818) Forest

Brazilian Atlantic 27 29-33(30.8)a 22-26(244)b

1.2-1.5(1.27)a 14-17(15.9)a 12-15(134)a 1.1-1.3(1.19)a

Different letters in each column denote statistically significant differences (P < 0.01) by ANOVA

“Total number of oocysts measured
® Length/width ratio

15) um, with shape index of 1.2 (1.1-1.3). Stieda body thin
and flattened, 0.5 high x 2.0 wide. Substieda body triangular
to rounded, 2.5 high x 5.0 wide. Parastieda body absent.
Sporocyst residuum composed of scattered granules.
Sporozoites with a prominent posterior refractile body and a
small nucleus.

Material deposited

Photovouchers and oocysts in 70% ethanol are deposited at
the Museu de Zoologia at the Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Brazil, under accession number
MZURPTZ2017005. Photovouchers are also deposited and
available (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) in the
Parasitology Collection of the Laboratorio de Biologia de
Coccidios, at UFRRI, under repository number 86/2017.
Photographs of the host specimens are deposited in the same
collection.

Comparative morphometry

Comparative analyses by ANOVA between the oocysts and
sporocysts of I sagittulae recovered from O. salvini, W.
poecilinotus, and P. leucoptera revealed some significant dif-
ferences in the size of the oocysts (Table 1). These significant
differences and the high irregularity of the shape of the oo-
cysts are also observed in the distribution of measurements in
linear regression (Fig. 2).

DNA sequences
DNA amplification of the oocysts of 1 sagittulae showed a

clear band around ~250 bp. DNA sequences of the oocysts
recovered from P. leucoptera and W. poecilinotus had
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similarity of 100%, and have been deposited in GenBank un-
der the accession numbers MF981004 and MF981005,
respectively.

Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis included 32 sequences from Isospora
spp. available in GenBank (Fig. 3). Eimeria tenella (Railliet
and Lucet, 1891) was used as the outgroup. Isospora
sagittulae from W, poecilinotus and P. leucoptera sat in a clade
with the highest similarity of 99.5% with Isospora lopesi
Silva-Carvalho and Berto, 2018 (Silva-Carvalho et al. 2018)
deposited under accession number MF438267.

28
y=-0.0465x +25.787 o *
25 R'=0.01 "
- Tt
. s e
. J -y
22 *s
:
.
19 - y=0.3292x + 13.072
R=0.13
16 1 y=0.8607x-0.436
R'=059 o2
13 4 A
£ y= 0.5349x + 4.5441
R'= 0.81
10 T T T T T !

T T
13 16 19 22 25 28 31 34
Fig. 2 Comparative linear regressions of oocysts (above) and sporocysts
(below) of Isospora sagittulae recovered from O. salvini and W.
poecilinotus in Amazon (black) and P. leucoptera in Atlantic Forest
(gray)
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Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena I

Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC4 (KP688313) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC7 (KP688309) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC5 (KP688314) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC2 (KP688315) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC14 (KP688320) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC15 (KP688319) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC13 (KP688318) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC12 (KP688317) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passeres: Leiotrichidae)
E Isospora sp. iISAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC6 (KP688308) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
. Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC8 (KP688310) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
r Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
— Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC10 (KP688312) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC1 (KP688306) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC9 (KP688311) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
| Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
(MF981005) - Willisornis poecilinotus (Tyranni: Thamnophilidae)

ptera (Tyranni: Th philidae)

— Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC3 (KP688307) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT5 (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)
—b Isospora serinuse (KX276860) - Serinus canaria (Passeres: Fringillidae)
Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeres: Meliphagidae)
Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. MAH-2013a strain MTZ1 (KF648868) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora tristis (KY344443) - Acridotheres tristis (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. RY-2015c isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. MAH-2013b strain MTZ2 (KF648869) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. (JQ993711) - Apodemus flavicollis (Rodentia: Muridae)
Eimeria tenella (FJ236398)

Fig.3 Maximum likelihood tree estimated from the cox/ gene sequences of Isospora spp. Numbers at nodes represent bootstrap support 1000 replicates
(>50%) for neighbor-joining (NJ) and maximum likelihood (ML), respectively. Scale bar represents the number of nucleotide substitutions per site

Discussion

Morphological and morphometric characterization
of the oocysts from the Amazon and Atlantic Forest

In the current work, a larger number of oocysts of /.
sagittulae was observed (Table 1), which allowed to ver-
ify the irregularity in the size and shape of their oocysts.
Observing the linear regression in Fig. 2, it is verified that
the data points are distant from the regression line, indi-
cating irregularity in the distribution of measurements. In
addition, the very low R values obtained from both sam-
ples from Amazon and Atlantic Forest of Brazil clearly
reveal the polymorphism of the oocysts of I sagittulae
(Berto et al. 2014b). This irregular shape was also mor-
phologically observed in some oocysts, mainly in some

with boomerang-like shape (Fig. la, c) or other irregular
shapes.

This polymorphism has already been related in the litera-
ture as being intrinsic to a coccidian species, derived from the
different positions of the oocysts during the measurements
and/or related to several environmental and host factors, such
as stress, nutrition, immunity of the host, the infecting dose,
the time of oocysts discharge during the patent period, and
phenotypic plasticity (Fayer 1980; Parker and Duszynski
1986; Gardner and Duszynski 1990; Berto et al. 2014b).

Molecular identification and species delimitation
The genotypic similarity of 100% for the cox/ locus observed

between the samples from W. poecilinotus and P. leucoptera
corroborates with the morphological similarity between these
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same samples; therefore, these results emphasize that the oo-
cysts recovered from the hosts of Amazon and Atlantic Forest
in Brazil belong to the same species, /. sagittulae. The coxl
gene was chosen for genotyping in the current study because it
has been indicated as the most suitable for phylogenetic stud-
ies by having a higher resolving power than the 18S rRNA
gene in delineating recent speciation events (Yang et al. 2015;
Ogedengbe et al. 2011). In addition, in recent studies of Yang
etal. (2015, 2016) with genotyping at 18S, 28S, and cox/ loci
of Isospora spp. from passerines, it was emphasized that the
cox] PCR primers originally used by Dolnik et al. (2009),
which generate 215-bp amplicons, may be more reliable for
species delimitation of Isospora spp.

The delimitation of coccidian species has been
overestimated or underestimated in some works. This discus-
sion was raised by Silva et al. (2016), who highlighted studies
where about 1% of genotypic difference resulted in separation
in two species, and others where about 3% of genotypic dif-
ference did not result in species separation. We agree with
Silva et al. (2016), who based the species identification in
the guidelines of Duszynski and Wilber (1997), where oocysts
should be compared with coccidian species that are feature-
similar and belong to the same host family; furthermore, we
understand that a species must be identified and classified
according to all its morphological, biological, ecological,
and molecular characteristics. In other words, according to
Kunz (2002), the criterion for identification of new species
cannot be just on the basis of a certain number of base ex-
changes within DNA sequence. Anyway, the strong morpho-
logical, molecular, and ecological (host specificity) equiva-
lences of the oocysts observed in the present work ensure
the unique identification of . sagittulae.

Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis (Fig. 3) revealed that /. sagittulae is closer
(about 99.5%) to I. lopesi, and more distant (about ~97%) from
Isospora spp. isolated from an Old World warbler, S.
conspicillata (Illera et al. 2015), which is phylogenetically and
geographically distant from the thamnophilid hosts of /.
sagittulae (delHoyo et al. 2016). Together with the results of
Silva-Carvalho et al. (2018), this result evidences the tendency
of the formation of a clade containing /sospora spp. of primitive
passerines (suborder Tyranni), which should be confirmed while
more [sospora spp. from Tyranni are sequenced by cox/ gene. In
this way, this observation strengthens the coevolution concept of
the coccidian parasites and its hosts (Odum 1998).

Distribution and dispersion of /. sagittulae
in the Neotropical region

Additionally, the results of the current study reinforce the as-
sumption of dispersion of . sagittulae across the Andes,
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introduced by Berto et al. (2014a). The morphological and
molecular identification of 1. sagittulae in southeastern
Brazil reveals the wide dispersion of /. sagittulae in Brazil;
therefore, it is assumed that 1. sagittulae is distributed through-
out the Neotropical region where antbirds occur.

Just as in Berto et al. (2014a), the hosts for /. sagittulae in
the current work are not sympatric. Oneillornis salvini and W,
poecilinotus are endemic to the Amazon, while P. leucoptera
is endemic to the Atlantic Forest. As shown in Fig. 4, the
Cerrado biome is located between these two biomes and, con-
sequently, between the geographic ranges of these species.
Thus, it is assumed that antbirds in the Cerrado must also be
parasitized by /. sagittulae and thus they can transmit and
disperse 1. sagittulae to antbirds in the Amazon and Atlantic
Forest. Examples of antbirds that are distributed in the
Cerrado and could fulfill this function would be the plain
antvireo Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823), the
black-bellied antwren Formicivora melanogaster (Pelzeln,
1868), the rusty-backed antwren Formicivora rufa (Wied,
1831), the black-capped antwren Herpsilochmus atricapillus
(Pelzeln, 1868), the great antshrike Taraba major (Vieillot,
1816), the barred antshrike Thamnophilus doliatus

B Hylophylax naevioides
& Willisornis poecilinotus
[ oneitiornis satvini
Pyriglena leucoptera
B3 Andes mountains

[ Brazilian Cerrado

Fig.4 Geographic range of the thamnophilid hosts of Isospora sagittulae
in the Neotropical region (based on data from BirdLife International
2016. Only Oneillornis salvini and Willisornis poecilinotus are
sympatric with each other in the Amazon. Hylophylax naevioides is
separated by the Andes. The new host Pyriglena leucoptera has
geographic range in the Altlantic Forest in southeastern Brazil, and is
separated from the populations of the Amazonian hosts by the Cerrado
biome
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(Linnaeus, 1764), the planalto slaty antshrike Thamnophilus
pelzelni (Hellmayr, 1924), and the rufous-winged antshrike
Thamnophilus torquatus (Swainson, 1825) (BirdLife
International 2016). Among these species, D. mentalis, T.
major, and T. doliatus can be highlighted because they have
trans-Andean and cis-Andean distributions, including the
Brazilian biomes of Atlantic Forest, Cerrado, and Amazon
(BirdLife International 2016); therefore, these species are po-
tential dispersers of . sagittulae in the Neotropical region.

Conclusions

In conclusion, based on all the results reported in the current
study, P, leucoptera is recorded as a new host for L sagittulae
in the Atlantic Forest in southeastern Brazil, revealing the
wide distribution of this coccidian species in the Neotropical
region; in addition, /. sagittulae is molecularly identified from
P. leucoptera and W. poecilinotus, in Atlantic Forest and
Amazon, respectively, corroborating with the previous mor-
phological identifications.
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Abstract

Background The gnateaters Conopophaga spp. are insectivorous passerines commonly observed in high and humid forests,
where they remain lodged in thin branches and, sometimes, they fly to the ground to catch insects. The insectivorous feeding
habit is related to low prevalence and density of coccidians in passerines; however, several coccidian species are recorded
for families of insectivorous passerines.

Purpose This study aimed to examine the feces from gnateaters Conopophaga spp. captured in the municipality of Barra
Mansa and in the Itatiaia National Park, State of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil, to determine what coccidian parasites
were present.

Methods Nine gnateaters were captured with mist nets. Coccidian oocysts were recovered from the fecal samples by flo-
tation in Sheather’s saturated solution. Morphological observations, line drawings, photomicrographs and measurements
were made in optical microscopy and digitally edited. The molecular analysis included the study of the sequence of the
mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox/) gene, with phylogenetic reconstructions based on the neighbor-joining
and maximum likelihood analysis.

Results Four Conopophaga spp. were positive for oocysts. An Isospora sp. considered as new to science is described and
identified from Conopophaga melanops (Vieillot, 1818) and Conopophaga lineata (Wied, 1831). Isospora borbai n. sp.
has oocysts that are subspheroidal, 17-22 x 15-22 (20.2 x 19.1) um, with rough, bilayered wall, ¢.1.7 pm thick. Micropyle
present, but without micropyle cap. Oocyst residuum absent, but one or two polar granules are present. Sporocysts are ellip-
soidal, 12-15 x 8-11 (14.1 x 9.1) um. The Stieda body is knob-like to half-moon-shaped and sub-Stieda body is rounded.
Sporocyst residuum is present, composed of scattered spherules of different sizes. Sporozoites are vermiform with refractile
body and nucleus. Molecular analysis at the cox] gene exhibited similarity greater than 99% with Isospora spp. isolates from
other Neotropical passerine birds.

Conclusion Based on the morphological and molecular features, I. borbai is considered as new to science and the first coc-
cidian species recorded from Conopophagidae.

Keywords Morphology - Molecular biology - Taxonomy - Phylogeny - Coccidia - Oocysts - Neotropical birds -
Thamnophilida - Médio Paraiba Region - Parque Nacional do Itatiaia
Introduction

The parvorder Thamnophilida (Passeriformes: Tyranni) is
divided into three families: Thamnophilidae, Melanopa-

4 Bruno Pereira Berto reiidae and Conopophagidae. The family Conopophagidae

berto.ufrrj@gmail.com brings together two genera: Conopophaga Vieillot, 1816 and
Extended author information available on the last page of the article Pittasoma Cassin, 1860. In Brazil, seven Conopophaga spp.
Published online: 11 June 2019 4 Springer
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are reported; however, the two Pittasoma spp. are restricted
to Colombia, Costa Rica, Panama and Ecuador [4, 12].

The gnateaters Conopophaga spp. are small, with a long
tarsus, short tail and rounded wing. Most species have an
elongated, usually white, post-ocular stripe. They are ter-
restrial insectivores commonly observed in high and humid
forests, where they remain lodged in thin branches and,
sometimes, they fly to the ground to catch insects [13].

The insectivorous feeding habit was previously related to
the low prevalence and density of Isospora spp. in passer-
ines [7]; however, several species of coccidia are recorded
for families of insectivorous passerines [1]. In this context,
the aim of this study was to examine the feces from gnateat-
ers Conopophaga spp. captured in different localities in the
Médio Paraiba region of the State of Rio de Janeiro, South-
eastern Brazil, to determine what coccidian parasites were
present.

Materials and Methods
Sample Collection

A total of five expeditions were conducted in two different
localities in the Médio Paraiba Region in the State of the
Rio de Janeiro, Southeastern Brazil: (1) Itatiaia National
Park (Parque Nacional do Itatiaia), a protected area with a
high degree of vulnerability, located in the Serra da Man-
tiqueira [9]; and (2) an Atlantic forest fragment area at the
Municipality of Barra Mansa. A total of five black-cheeked
gnateater Conopophaga melanops (Vieillot, 1818) (all from
Itatiaia National Park) and four rufous gnateater Conopo-
phaga lineata (Wied, 1831) (two from Itatiaia National Park
and two from Barra Mansa) were captured with mist nets.
The birds were kept in individual boxes and feces collected
immediately after defecation. After identification of the spe-
cies, the birds were photographed and released and stool
samples were placed in centrifuge tubes containing a potas-
sium dichromate 2.5% (K,Cr,0,) solution at 1:6 (v/v).

Morphological Analyses

Samples were taken to the Laboratério de Biologia de
Coccidios, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). Samples were incubated at room temperature
(25 °C) for 10 days or until ~70% of the oocysts were
sporulated. Oocysts were isolated by flotation in Sheath-
er’s sugar saturated solution (specific gravity: 1.20) and
examined microscopically using the technique described
by Duszynski and Wilber [8] and Berto et al. [2]. Morpho-
logical observations, line drawings, photomicrographs and
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measurements were made using an Olympus BX binocular
microscope (Olympus Optical, Tokyo, Japan) coupled to
a digital camera Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza,
Italy). Line drawings were edited using two software appli-
cations from Core]DRAW® (Corel Draw Graphics Suite,
Version 11.0, Corel Corporation, Canada), i.e., Corel
DRAW and Corel PHOTO-PAINT. All measurements are
in micrometres and are given as the range followed by the
mean in parentheses.

Molecular Analyses

An individual oocyst identified with the characteristic fea-
tures of the new species under light microscopy was iso-
lated and resuspended in PBS [5]. DNA was extracted from
the oocyst using the Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, Sao Paulo, Brazil) according to the manufactur-
er’s instructions. To fully lyse the oocyst, four freeze—thaw
cycles were applied prior to the DNA extraction. The PCR
amplification for the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase
subunit 1 (cox1) gene was carried out using a nested PCR,
as previously described by Dolnik et al. [5] and Yang et al.
[19]. The external primers COIbF1 (5-GWT CAT TAG TAT
GGG CAC ATC A-3') and COIbR1 (5'-CCA AGA GAT
AAT ACR AAR TGG AA-3') produced a PCR product
of ¢.302 bp in size. The internal primes COIbF2 (5'-GGG
CAC ATC ATA TGA TGA C-3') and COIbR2 (5'-ATA GTA
TGT ATC ATG TAR WGC AA-3') produced an amplicon
of 257 bp in size. The PCR contained 10 pl of 5 x Green
GoTaq® Flexi Buffer, 3 pl of 25 mM MgCl,, 1 ul of 10 mM
dNTPs, 0.4 uM of each primer, 1.25 units of GoTaq® DNA
polymerase, 3 pl of DNA (for primary reaction) or 3 pl pri-
mary PCR product (for the secondary reaction). Both pri-
mary and secondary PCR were conducted using the same
cycling conditions: one cycle of 94 °C for 5 min, followed
by 35 cycles of 94 °C for 30 s, 47 °C for 45 s, and 72 °C for
1 min and a final extension of 72 °C for 5 min. The ampli-
cons from the second round of PCR were purified using
the Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen, Sdo Paulo,
Brazil). All PCR products were sequenced using the PCR
forward and reverse primers by Ludwig Biotechnology, were
an ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, California) was used for Sanger sequencing. The
results of the sequencing reactions were analysed and edited
using the program Chromas 2.6.

DNA Sequence Analyses

The newly generated sequences were compared to those for
Isospora spp. and other coccidian parasites available on the
GenBank database using the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). Phylogenetic trees were constructed for
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Isospora spp. at the cox1 sequences for additional isolates
from GenBank. Alignment and parsimony analyses were
conducted using MEGA version 7 [18]. The evolutionary
history was inferred using the neighbor-joining (NJ) and
maximum likelihood (ML) methods and the distances were
computed using the Tamura-Nei method based on model
selection using ModelTest in MEGA 7. Bootstrap analyses
were conducted using 1000 replicates to assess the reliability
of inferred tree topologies.

Results

Nine Conopophaga spp. were examined and four were
positive for coccidia (two C. melanops and one C. lineata
from Itatiaia National Park; and one C. lineata from Barra
Mansa). All observed oocysts were characteristic of Isos-
pora. This material is described below.

Family Eimeriidae Minchin, 1903.

Genus Isospora Schneider, 1881.

Isospora borbai Silva-Carvalho et Berto n. sp. (Fig-
ures 1, 2).

Oocysts (n=32) subspheroidal, 17-22x 15-22
(20.2% 19.1); length/width (L/W) ratio 1.0-1.1 (1.06). Wall
bi-layered, 1.5-2.1 (1.7) thick, outer layer rough, ¢.2/3 of
total thickness. Micropyle present, without micropyle cap
or wrinkles; however, generally with slight invagination
of the inner layer. Oocyst residuum absent, but one or two

Fig.1 Composite line drawing of the sporulated oocyst of Isospora
borbai n. sp. from Conopophaga spp. Scale-bar: 10 pm

Fig.2 Photomicrographs of sporulated oocysts of Isospora borbai n. sp. from
Conopophaga spp. Inner (il) and outer (ol) layers of the oocyst wall, m micro-
pyle, pg polar granule, sb Stieda, ssb sub-Stieda bodies, sr sporocyst residuum,
sz sporozoite, rb refractile body. All to same scale. Scale-bar: 10 pm
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Sporocysts

Oocysts

Refer-

Hosts

Table 1 (continued)

Coccidia

Residuum

Substieda
body

Stieda

body

Shape
index

Measurements

Polar Shape
(um)

Wall

Shape
index

Measurements

(um)

ences
Family Shape

Species

granule

1.56 Knob-like Rounded, Diffuse

Present,  EUIPSOi- 15 1558 11
dal

17-22x15-22 1.06 Bi-

Subsphe-

Current

Conopo-

Conopo-

Isospora

to half- 2.0x3.5

moon-

(14.1x9.1)

1=

roidal (20.2%19.1) layered,
rough

work

phaga
mel-
anops

borbai
Silva-

phagidae

shaped,
1.0x2.5

Carvalho

Conopo-

phaga

lineata

(Wied,

1831)

(frequently one subspheroidal) polar granules are present.
Sporocysts (n=25) ellipsoidal, 12-15x8-11 (14.1x9.1);
L/W ratio 1.4-1.7 (1.56). Stieda body present, knob-like to
half-moon-shaped, 1.0x2.5; sub-Stieda present, rounded,
2.0x3.5; para-Stieda body absent; sporocyst residuum pre-
sent, composed of scattered spherules of different sizes.
Sporozoites vermiform, with posterior refractile body and
centrally located nucleus.

Type-host Conopophaga lineata (Wied, 1831) (Aves: Pas-
seriformes: Tyranni: Conopophagidae), rufous gnateater.

Other host Conopophaga melanops (Vieillot, 1818)
(Aves: Passeriformes: Tyranni: Conopophagidae), black-
cheeked gnateater.

Type locality Parque Nacional do Itatiaia (22°27'S,
44°35'W), southeastern Brazil.

Other locality Barra Mansa (22°29'S, 44°09'W), south-
eastern Brazil.

Type specimens Photosyntypes, line drawing, and oocysts
in 70% ethanol are deposited at the Museu de Zoologia at the
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brazil, under
the accession number MZURPTZ2018008. Phototypes and
line drawings are also deposited and available (http://r1.ufrrj
.br/labicoc/colecao.html) in the Parasitology Collection of
the Laboratério de Biologia de Coccidios, at UFRRIJ, under
the repository number P-91/2018. Photographs of the type-
host specimen (symbiotype) are deposited in the same
collection.

Site in host Unknown.

Prevalence 44% (four out of nine birds infected).

Representative DNA sequence One representative coxl
sequence was deposited in the GenBank database under the
accession number MK057528.

ZooBank registration To comply with the regula-
tions set out in article 8.5 of the amended 2012 ver-
sion of the International Code of Zoological Nomen-
clature [10], details of the new species have been
submitted to ZooBank. The Life Science Identi-
fier (LSID) for Isospora borbai is urn:lsid:zoobank.
org:act: D3BE104D-300F-4251-981C-393CD86800F7.

Etymology The specific name is derived from the fam-
ily name of the Brazilian parasitologist Dr Hélcio Resende
Borba, given in his honor for his contribution to the study
of antiparasitic activity of plants.

Remarks To date, only two Isospora spp. are recorded
from hosts of the parvorder Thamnophilida (Table 1). Isos-
pora sagittulae McQuistion, Capparella, [11] and Isospora
parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Fer-
reira, Lopes, 2015 were recorded from antbirds of the family
Thamnophilidae; therefore, no Isospora sp. is recorded from
the families Conopophagidae and Melanopareiidae until
now. As shown in Table 1, I. borbai is easily differentiated
from these two Isospora spp. from Thamnophilidae, due to
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Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC15 (KP688319) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC13 (KP688318) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC12 (KP688317) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC14 (KP688320) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passeres: Leiotrichidae)
Elsospora sp. iSAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC5 (KP688314) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC4 (KP688313) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviida e)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC7 (KP688309) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC2 (KP688315) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC6 (KP688308) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC8 (KP688310) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC1 (KP688306) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC9 (KP688311) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
b /sospora sp. JCI-2015 isolate ISC10 (KP688312) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora sporophilae (MH464544) - Haplospiza unicolor (Passeres: Thraupidae)
Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga melanops (Tyranni: Conopophagidae)
Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeres: Thraupidae)
91,90) Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora sagittulae (MF981005) - Willisornis poecilinotus (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
_Llsospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
Isospora sp. iISATS (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
je /sOSpOra sp. JCI-2015 isolate ISC3 (KP688307) - Sylvia conspicillata (Passeres: Sylviidae)
Isospora serinuse (KX276860) - Serinus canaria (Passeres: Fringillidae)
Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)
Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeres: Meliphagidae)
Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. MAH-2013a strain MTZ1 (KF648868) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora tristis (KY344443) - Acridotheres tristis (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. RY-2015¢ isolate RBF (KT224378) - Manorina flavigula (Passeres: Meliphagidae)
Isospora superbusi strain MTZ2 (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. MAH-2013b strain MTZ2 (KF648869) - Lamprotornis superbus (Passeres: Sturnidae)
Isospora sp. (JQ993711) - Apodemus flavicollis (Rodentia: Muridae)

Eimeria tenella (FJ236398)

Fig.3 Maximum likelihood tree estimated from the coxl sequences.
Numbers at nodes represent bootstrap support (1000 replicates; only
values >50% shown) for Neighbor-Joining and Maximum Likeli-

their smaller size, subspheroidal shape, micropyle and rough
outer layer of the oocyst wall.

Phylogenetic analysis DNA amplification of an individual
oocyst of 1. borbai n. sp. recovered from a C. melanops from
Itatiaia National Park showed a clear band of ¢.250 bp. Phy-
logenetic analysis included 36 sequences for avian Isospora
spp. available on GenBank (Fig. 4). Eimeria tenella (Railliet,
Lucet, 1891) was used as the outgroup. Isospora borbai sat
in a clade with the highest similarity of 99.0-99.5% with
Isospora lopesi Silva-Carvalho et Berto, 2018 [15], Isospora
sagirtulae McQuistion et Capparella, 1992 [16] and Isospora
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hood, respectively. The scale-bar represents the number of nucleotide
substitutions per site

sporophilae Carvalho-Filho, Meireles, Ribeiro et Lopes,
2005 [17] (Fig. 3). In a second analysis, a subset of 215 bp
long cox1 gene sequences for 14 Isospora spp. was used
(Fig. 4). In this analysis, I. borbai was again grouped with
I lopesi, 1. sagittulae and 1. sporophilae, next to the other
clade with Isospora hypoleucae Dolnik, Ronn et Bensch,
[6] (Dolnik et al. [5]) and Isospora isolates from Eurasian
blackcaps Sylvia atricapilla (Linnaeus, 1758) (Dolnik et al.
[5]) with similarities of 95.7% and 94.8-97.1%, respectively.
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Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora sagittulae (MF981005) - Willisornis poecilinotus (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila fr lis (P: : Thraupidae: Sporophilinae)

95,97 pmmm [SOSpOra sporophilae (MH464544) - Haplospiza unicolor (Passeres: Thraupidae: Diglossinae)

p— |sospora borbai (MK057528) - Conopoph. lanops (Tyranni: C pophagidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)

Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeres: Muscicapidae)
— Isospora sp. iISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora sp. iISAT4 (FJ269360) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
_79.7g|_|_— Isospora sp. iISAT3 (FJ269359) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
56,59 Isospora sp. iSAT1 (FJ269357) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carunculata (Passeres: Meliphagidae)

Isospora sp. iISAT5 (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeres: Sylviidae)

Isospora lesouefi (HQ221885) - X:

Fig.4 Maximum likelihood tree estimated from the 215 bp long cox1
sequence dataset for Isospora spp. Numbers at nodes represent boot-
strap support (1000 replicates; only values >50% shown) for Neigh-

Discussion

Isospora borbai is the first coccidian species to be described
from the family Conopophagidae. Duszynski and Wilber [8]
advise that new coccidian species should be compared mor-
phologically with all species recorded in the family of the
host; therefore, due to the lack of descriptions of coccidians
from conopophagids, 1. borbai was compared with the coc-
cidians from the parvorder Thamnophilida. In this sense,
1. borbai was compared to I. sagittulae and I. parnaitati-
aiensis, which are the only coccidian species recorded from
the parvorder Thamnophilida, specifically from the family
Thamnophilidae (Table 1). In any case, the oocysts of 1.
borbai are quite distinctive because they have a rough wall
with a micropyle, which are unusual characteristic features
in Isospora spp.

The phylogenetic analysis (Figs. 3, 4) brings together /.
borbai with . sagittulae, which are also parasites from the
parvorder Thamnophilida, and /. lopesi, parasite of eastern
white-throated spadebills Platyrinchus mystaceus Vieillot,
1818 that also belong to the suboscines (suborder Tyranni).
In contrast, this standard approach related to taxonomic
groups of hosts is incompatible with the presence of the
genotypes of 1. sporophilae in this monophyletic group;
since this coccidian is a parasite of buffy-fronted seedeaters
Sporophila frontalis (Verreaux, 1869) and uniform finches
Haplospiza unicolor Cabanis, 1851, which are passerines of
the family Thraupidae and suborder Passeri. Thus, this phy-
logenetic analysis maintains the assumption raised in Rodri-
gues et al. [17] that this monophyletic group is related with
coccidia of neotropical birds, and not necessarily related to
taxonomic groups of hosts.

phrygia (P : Meliphagidae)
— | SOSpOra tristis (KY344443) - Acridotheres tristis (Passeres: Sturnidae)
Eimeria tenella (FJ236398)

bor-Joining and Maximum Likelihood, respectively. The scale-bar
represents the number of nucleotide substitutions per site

Finally, based on the morphological and molecular
features described above, I. borbai is considered as new
to science and the first coccidian species recorded from a
gnateater (Conopophagidae).
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Abstract I[sospora parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira & Lopes,
2015 was identified from a new host, the plain antvireo Dysithamnus mentalis (Temminck), and
also from the white-shouldered fire-eye Pyriglena leucoptera Vieillot, in its type-locality, the
Itatiaia National Park in the southeastern Brazil, providing a preliminary genotypic
characterization by sequencing the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene. The
oocysts recovered from P. leucoptera and D. mentalis were polymorphic and have genotypic
differences that were not considered sufficient for the description of new species, but only
different genotypes and morphotypes of 1. parnaitatiaiensis related to each host. These
morphological and molecular variations were associated with a process of speciation active and

in adaptive development to their respective host species.
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Introduction

Thamnophilidae Swainson is composed of small birds frequently observed capturing ants and
other arthropods in dense vegetation. Due to this insectivorous behavior, they are recognized as
‘antbirds’. In South America, two major areas of distribution for this family are the Atlantic
Forest and Amazon biomes (Wiens, 1989; Zimmer & Isler, 2003).

Passerines can be parasitized by several parasites, both surface, blood or intestinal, being
the coccidians of Isospora spp. the most frequently reported. However, until recently the only
species of Isospora Schneider, 1881 described from thaminophilid birds was Isospora sagittulae
McQuistion & Capparella, 1992, which parasitized spotted antbirds Hylophylax naevioides
Lafresnaye in Ecuador. This species was later reported from white-throated antbirds Oneillornis
salvini (Berlepsch) and common scale-backed antbirds Willisornis poecilinotus Cabanis in the
Brazilian Amazon, and, more recently, from white-shouldered fire-eyes Pyriglena leucoptera
Vieillot in the Atlantic Forest, revealing that this species has a wide distribution in the
Neotropical region (McQuistion & Capparella, 1992; Berto et al., 2014a; Silva-Carvalho et al.,
2018).

The species Isospora parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira,
Lopes, 2015 became the second species of Isospora to be recorded from Thamnophilidae when it
was described parasitizing white-shouldered fire-eyes P. leucoptera in the Itatiaia National Park
(Parque Nacional do Itatiaia), a conservation unit in southeastern Brazil, and, in the current
work, this same coccidian species is identified from plain antvireos Dysithamnus mentalis
(Temminck) and also P. leucoptera in its type-locality, the Itatiaia National Park, providing a
preliminary genotypic characterization by sequencing the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase

subunit 1 (COI) gene.

Materials and methods

Sample collection

A total of 19 expeditions were conducted in the Itatiaia National Park, a protected area with a
high degree of vulnerability, located in the Serra da Mantiqueira on the border of the States of
Rio de Janeiro, Minas Gerais and Sao Paulo (ICMBIO, 2016), in August (22°26'19"S,
44°37'23"0), November (22°26'57"S, 44°36'25"W) and December (22°27'20"S, 44°36'28"W)
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2014; March (22°27'38"S, 44°35'34"W), April (22°27'52"S, 44°36'26"W), May (22°26'17"S,
44°37'33"W), July (22°27'4"S, 44°36'51"W), and November (44°36'10"S, 22°27'48"W) 2015;
March (22°19'46"S, 44°32'11"W), June (22°26'57"S, 44°36'25"0), July (22°26'15"S,
44°18'33"0), and October (22°27'38"S, 44°35'34"W) 2016; April (22°26'15"S, 44°18'33"W),
May (22°27'20"S, 44°36'28"W), June (22°27'4"S, 44°36'51"W), July (22°26'15"S, 44°18'33"W),
and November (22°26'57"S, 44°36"25"W) 2017; May (22°27'40"S, 44°35'32"W), and August
(22°26'57"S, 44°36'25"W) 2018. A total of 41 P. leucoptera and 37 D. mentalis were captured
with mist nets. The birds were kept in individual boxes and faeces collected immediately after
defecation. After identification of the species, the bird was photographed and released, and stool
samples were placed in centrifuge tubes containing a potassium dichromate 2.5% (K2Cr207)

solution at 1:6 (v/v).

Morphological analyses

Samples were taken to the Laboratorio de Biologia de Coccidios, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ). Samples were incubated at room temperature (25°C) for 10 days or
until ~70% of the odcysts were sporulated. Odcysts were isolated by flotation in Sheather’s sugar
saturated solution (specific gravity: 1.20) and examined microscopically using the technique
described by Duszynski & Wilber (1997) and Berto et al. (2014b). Morphological

observations, line drawings, photomicrographs and measurements were made using an Olympus
BX binocular microscope (Olympus Optical, Tokyo, Japan) coupled to a digital camera Eurekam
5.0 (BEL Photonics, Monza, Italy). Line drawings were edited using two software applications
from CorelDRAW® (Corel Draw Graphics Suite, Version 11.0, Corel Corporation, Canada), i.e.
Corel DRAW and Corel PHOTO-PAINT. All measurements are in micrometers and are given as

the range followed by the mean in parentheses.

Morphometric analyses

Two parametric statistical methods were employed in the morphometric data of the oocysts after
previous evaluation of the data by D’Agostino’s test of normality. Analysis of variance
(ANOVA) was used to compare measurements of the length, width and length/width (L/W) ratio
of the oocysts and sporocysts recovered from P. leucoptera and D. mentalis. The statistical
package Bioestat 5.0 (Ayres et al., 2007) was used to calculate the mean, variance, degrees of
freedom and P-value (Sampaio, 2002; Berto et al., 2014b). Linear regression was used to

determine the distribution of odcysts recovered from P. leucoptera and D. mentalis using

191



W oo ~Jo Ul W

methods proposed by Norton & Joyner (1981) and subsequently modified by Berto et al.
(2014b). The graphs and coefficient of regression line were obtained using the software
Microsoft Excel 2007® (Microsoft, Redmond, Washington).

Molecular analyses

The odcysts identified with the same characteristic features under light microscopy, were
isolated, resuspended in PBS and washed by centrifuging until the supernatant became clear
(Dolnik et al., 2009). DNA was extracted from the purified odcysts using the Qiagen DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen, Sao Paulo, Brazil) according to the manufacturer’s instructions.
In order to fully lyse the o6cysts, four freeze-thaw cycles were applied prior to the DNA
extraction. The PCR amplification for the COI gene was carried out using a nested PCR, as
previously described by Dolnik et al. (2009) and Yang et al. (2015). The external primers
COIbF1 (5-GWT CAT TAG TAT GGG CAC ATC A-3') and COIbR1 (5'-CCA AGA GAT
AAT ACR AAR TGG AA-3") produced a PCR product of 302 bp in size. The internal primes
COIbF2 (5'-GGG CAC ATC ATA TGA TGA C-3") and COIbR2 (5'-ATA GTA TGT ATC ATG
TAR WGC AA-3") produced an amplicon of 257 bp in size. The PCR reaction contained 12.5 uL.
of GoTaq® G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega) (1x), 0.25 pL of each primer (0.2
uM), 3 ul of DNA (for primary reaction) or 3ul primary PCR product (for the secondary
reaction) and 9 pL of Nuclease Free Water. Both primary and secondary PCR were conducted
using the same cycling conditions: 1 cycle of 94°C for 5 min, followed by 35 cycles of 94°C for
30 s, 47°C for 45 s, and 72°C for 1 min and a final extension of 72°C for 5 min. The amplicons
from the second round of PCR were purified using the Qiagen MinElute PCR Purification
(Qiagen, Sao Paulo, Brazil). All PCR products were sequenced using the PCR forward and
reverse primers by Ludwig Biotechnology, were an ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, California) was used for Sanger sequencing. The results of the

sequencing reactions were analyzed and edited using the program Chromas 2.6.

DNA sequence analyses

Sequences were compared to each other and with other coccidian parasites available on the
GenBank database using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Phylogenetic trees
were constructed for Isospora spp. at the COI sequences for additional isolates from GenBank.
Alignment and parsimony analyses were conducted using MEGA version 7 (Tamura et al.,

2007). The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining (NJ) and Maximum
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5
Likelihood (ML) methods and the distances were computed using the Tamura-Nei method based
on model selection using ModelTest in MEGA 7. Bootstrap analyses were conducted using

1,000 replicates to assess the reliability of inferred tree topologies.

Results

Fifteen P. leucoptera and nine D. mentalis were positive for coccidia. All observed oocysts were

characteristic of Isospora. This material is described below.

Family Eimeriidae Minchin, 1903
Genus Isospora Schneider, 1881

Isospora parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira & Lopes, 2015

Hosts: Pyriglena leucoptera Vieillot (Aves: Passeriformes: Thamnophilidae), white-shouldered
fire-eye; Dysithamnus mentalis (Temminck) (Aves: Passeriformes: Thamnophilidae), plain
antvireo.

Locality: Parque Nacional do Itatiaia (22°27'S, 44°35'W) in southeastern Brazil.

Specimens: Photomicrographs and oocysts recovered from D. mentalis in 2.5% K2Cr207 solution
(Williams et al., 2010) are deposited at the Museu de Zoologia at the Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Brazil, under accession number MZURPTZ2019020. Photomicrographs and
line drawing are also deposited and available (http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) in the
Parasitology Collection of the Laboratorio de Biologia de Coccidios, at UFRRJ, under repository
number 103/2019. Photographs of the host specimens are deposited in the same collection.

Site in host: Unknown.

Prevalence: 31% (24/78) in total; 37% (15/41) for P. leucoptera; and 24% (9/37) for D.
mentalis.

Representative DNA sequence: Representative COI sequences were deposited in the GenBank
database under the accession numbers MT233550 (from D. mentalis) and MT233551 (from P.

leucoptera).
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Description (Figs. 1, 2)

Sporulated odcyst
Odbcysts (n = 161) subspheroidal to ellipsoidal, 20-31 x 17-25 (25.3 x 21.1); L/W ratio 1.0-1.5
(1.21). Wall bi-layered, 1.0-1.8 (1.5) thick, outer layer smooth, ¢.2/3 of total thickness.

Micropyle and odcyst residuum both absent, but 1-3 polar granules are present.

Sporocyst and sporozoites

Sporocysts (n = 161) 2, ellipsoidal, 13—-20 x 8—11 (16.0 x 9.8); L/W ratio 1.5-1.9 (1.63). Stieda
body present, nipple- or knob-like, 1.0-1.4 x 1.9-2.5 (1.1 x 2.1); sub-Stieda body present,
rounded to irregular rectangle, 1.2—1.1 x 2.2—-13.2 (1.8 x 2.7); para-Stieda body absent;
sporocyst residuum present, usually as a distinctly ovoidal to ellipsoidal body consisting of
numerous small granules that appear to be membrane-bounded. Sporozoites 4, vermiform, with

anterior and posterior refractile bodies and nucleus.

Remarks

The morphometry of Isospora spp. recorded in Thamnophilidae and of 1. parnaitatiaiensis
recovered from P. leucoptera and D. mentalis in the current study are shown in the Tables 10
and 11. In Fig. 1, it is observed that the o6cysts from P. leucoptera and D. mentalis have the
same morphological characteristic features, which coincide with the original description of 1.
parnaitatiaiensis (Table 1). In addition to this, the only species described in Thamnophilidae is /.
sagittulae, which was originally described in H. naevioides in Ecuador and later reported from
O. salvini, W. poecilinotus and P. leucoptera (McQuistion & Capparella 1992; Berto et al.
2014a; Silva-Carvalho et al., 2018). Isospora sagittulae (Table 1) differs from 1.
parnaitatiaiensis in having larger odcysts with sporocysts subspherical to ovoidal and Stieda
body flattened. Therefore, /. sagittulae is easily distinguished from 1. parnaitatiaiensis. The
morphometric study (Table 2) shows that the oocysts of D. mentalis were statistically larger and
more subspherical than odcysts of the original and current study from P. leucoptera. In contrast,
the sporocysts were equivalent in all morphometric aspects (Table 2). Linear regression (Fig. 2)
graphically shows the results of the morphometric study, in addition to showing the

polymorphism of I parnaitatiaiensis from the two hosts, as highlighted by low values of R%.
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Phylogenetic analysis

DNA amplification of the odcysts of . parnaitatiaiensis showed a clear band of ¢.250 bp. DNA
sequences of the odcysts recovered from P. leucoptera and D. mentalis had similarity of 97.1%
or the substitution of 5 nucleotides. Phylogenetic analysis included 24 sequences for avian
Isospora spp. available on GenBank (Fig. 3). Toxoplasma gondii (Nicolle and Manceaux, 1908)
was used as the outgroup. Isospora parnaitatiaiensis from P. leucoptera and D. mentalis was
recovered in a clade with the highest similarity of 98.5% with Isospora serinuse Yang, Brice,

Elliot & Ryan, 2015 from the island canary Serinus canaria (Linnaeus).

Discussion

Morphological results reveal that the oocysts of 1. parnaitatiaiensis are polymorphic in the
characteristics of the sporocyst, Stieda and sub-Stieda bodies. In none of these cases was
possible to observe a morphotype related a sample and/or host, since these different types were
observed in the same sample and, sometimes, in the same odcyst (Fig. 1). This polymorphism
exposes the importance and complexity of identifying coccidian species.

ANOVA (Table 2) shows significant differences in the morphometric aspects associated
with odcysts. Observing the means and ranges of the oocyst lenghts and L/W ratios, it can be
concluded that the odcysts obtained from P. leucoptera were smaller and more ellipsoidal than
those of the new host D. mentalis (Berto et al. 2014b). In this sense, it would be suggested the
possibility of two distinct species of Isospora, each parasitizing a specific host; however, in the
morphometric comparisons of sporocysts, equivalences were observed in all morphometric
aspects.

These significant differences between morphometric aspects of odcysts have been
reported and related to environmental factors since the 1980s (Fayer, 1980), in addition to
numerous later works, including: (1) Isospora lacazei from house sparrows Passer domesticus
(Linnaeus), in the province of Cordoba, Spain (Gomez et al., 1982); (2) Eimeria opimi Lambert,
Gardner, Duszynski, 1988, from rodent species of the genus Ctenomys Blainville, in Bolivia
(Gardner & Duszynki, 1990); (3) Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933) Klimes, 1963 from greylag
geese Anser anser Linnaeus (Berto et al. 2008); (4) Isospora sabiai Pinho, Rodrigues, Silva,

Lopes, Oliveira, Ferreira, Cardozo, Luz, Ferreira, Lopes & Berto, 2017 and Isospora massardi
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Lopes, Berto, Luz, Galvido, Ferreira & Lopes, 2014 from thrushes Turdus spp. of southeastern
Brazil (Pinho et al., 2017; Genovez-Oliveira et al., 2020). Several factors can have influenced in
the observed polymorphism: (1) stress, (2) nutrition, (3) host immunity, (4) infective dose
(Fayer, 1980; Joyner, 1982), (5) oocyst discharge time during the patent period (Duszynski,
1971; Catchpole et al., 1975; Joyner, 1982), and (6) phenotypic plasticity, when a coccidia
activates different phenotypes in response to its environment (Parker & Duszynski, 1986;
Gardner & Duszynski, 1990).

In this sense, it can be assumed that the variations in the environmental conditions in the
Itatiaia National Park, such as: temperature, humidity, altitude, seedling and reproduction period,
rainfall and the environmental impacts of deforestation around the Itatiaia National Park, may
have influenced in the morphological aspects of the o6cysts from different hosts or from the
same hosts submitted to these different environmental conditions.

It is also worth mentioning that 1. parnaitatiaiensis in P. leucoptera and D. mentalis, may
be in process of speciation adapting to these respective hosts, where there would be an initial
tendency for oocysts in D. mentalis to be more subspherical (Berto and Lopes, 2020). Although
these hosts do not have exactly the same biotopes, they inhabit the same environment; therefore,
interspecific transmissions, that is, transmissions of odcysts between these different hosts should
be frequent. This assumption of polymorphism by adaptation to different hosts was introduced
by Gardner and Duszynki (1990) for the E. opimi odcysts. In their work, six Ctenomys spp. from
different locations and habitats in Bolivia were analyzed. These hosts do not share the same
habitat but have intercession in their geographical distributions that allow interspecific
transmissions. This observation allowed the authors identify a single coccidian species, E. opimi,
despite the polymorphism observed in odcysts. Due to the wide geographical distribution, the
great taxonomic diversity and the chromosomal variation within Ctenomyidae, it has been
concluded that the speciation of . opimi is active and in intense development. In other words,
according to Gardner and Duszynki (1990), . opimi is a primitive species of parasite infecting
the clade of the Ctenomyidae family, which has conserved the morphological characteristics of
its odcysts, but presents polymorphism due to adaptation/speciation to different Ctenomys spp.
These same observations were made for the polymorphism of 1. sabiai and 1. massardi from
Turdus spp. also in the Itatiaia National Park (Pinho et al., 2017; Genovez-Oliveira et al., 2020).
In these studies, the oocysts of the host species with more specific ecological niches, and
therefore more isolated in the Itatiaia National Park, were more different morphometrically. In

this sense, the largest morphometric differences observed in the odcysts of the isolated hosts
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were potentially justified by the infrequency of transmission to other host species, which
consequently favors the process of speciation in the parasite-host coevolution (Genovez-Oliveira
et al., 2020; Berto and Lopes, 2020).

The R? values from the comparative linear regression were low, confirming the
polymorphism of the odcysts of 1. parnaitatiaiensis (Figure 2, Table 2). According to the
approach of Berto et al. (2014b), the superior and more sloped location of the regression line of
the odcysts obtained from D. mentalis indicate that its odcysts were larger and more subspherical
in relation to those from P. leucoptera. On the other hand, in the distribution of sporocyst
measurements, it can be observed equivalence in the dimensions of the sporocysts recovered
from the two hosts of 1. parnaitatiaiensis, since the regression lines and datapoints remained
close or overlapping (Berto et al. 2014b).

The molecular study of odcysts resulted in a genotypic difference of 2.9% between the
sequences of the COI gene from the two hosts of 1. parnaitatiaiensis, or simply the substitution
of 5 nucleotides. Corroborating the results of ANOVA and linear regression, this difference must
be associated to the morphometric differences observed in the size and shape of the odcysts and,
consequently, associated with a process of adaptation to host species, that is, speciation.
Anyway, the morphological, morphometric and genotypic differences were not considered
sufficient to describe a new species of D. mentalis, perhaps only genotypes\morphotypes of P.
leucoptera and D. mentalis (Kunz, 2002).

Phylogenetic analysis based on the sequences of the COI gene (Fig. 3) showed a
monophyly of I parnaitatiaiensis from P. leucoptera and D. mentalis with Isospora spp. from
canaries and thrushes, which are phylogenetically close hosts; however, 1. parnaitatiaiensis was
also close in this monophyly with Eimeria spp. of rodents in a similarity of 94-95%, which were
expected to be more distant in phylogeny due to the morphological, biological and ecological
differences of these coccidia and hosts. At the same time, other Isospora spp. of Passeriformes
were distant in phylogeny, such as: (1) Isospora parnaitatiaiensis and I. sagittulae, which are
recorded from the same host P. leucoptera and locality, the Itatiaia National Park; and (2)
Isospora manorinae Yang, Brice, Jian & Ryan, 2016 from Manorina flavigula (Gould), which in
their two deposited sequences differ by 8%, or 59 nucleotides. In these two cases, coccidian
species that are potentially close to each other are observed, but they are located in distinct and
distant groups in the phylogenetic analysis. These results do not allow a conclusion on the

phylogeny of Isospora spp. de Passeriformes, perhaps due to a small number of sequenced and
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deposited species and/or the non-suitability of the COI gene for phylogenetic studies in Isospora
spp. of Passeriformes.

In conclusion, L. parnaitatiaiensis is identified morphologically and molecularly in the
current work, recording a new host, D. mentalis, in addition to the type-host P. leucoptera in the

Itatiaia National Park, southeastern Brazil.
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Figure Legends

Fig. 1 Photomicrographs of sporulated o6cysts of Isospora parnaitatiaiensis recovered from
white-shouldered fire-eyes Pyriglena leucoptera (A-D) and plain antvireos Dysithamnus

mentalis (E-H). Scale-bar: 10 pym

Fig. 2 Comparative linear regressions of odcysts (above) and sporocysts (below) of Isospora

sporophilae recovered from Pyriglena leucoptera (black) and Dysithamnus mentalis (grey).

Fig. 3 Maximum likelihood tree estimated from the COI sequences. Numbers at nodes represent
bootstrap support (1,000 replicates; only values > 50% shown) for Neighbor-Joining and
Maximum Likelihood, respectively. The scale-bar represents the number of nucleotide

substitutions per site
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Table1

Table2

Table 1 Comparative morphology of Isospora spp. recorded from New World andbirds (Thamnophilidae)

Click here to access/download;Table;table1.docx

Species Host Obcyst Sporocyst Reference
Shape Size Shape  Polar Shape Size Shape  Stieda Sub-Stieda
m index _ granule (um) index _ body body
Hylophylax ovoidal to 25-30 127 present,  subspheroidal ~ 13-16 1.19 present, present, McQuistion
naevioides ellipsoidal x21- (13- 1-3 to ovoidal x 12— (1.1- thin and triangular & Capparella
Lafresnaye 24 1.4) 13 1.3) dense (1992)
(27.5x (14.8 x
21.8) 12.4)
Isospora sagittulae Oneillornis ovoidal to 27-31 127 present,  subspheroidal ~ 13-17 1.2 thin and triangular to  Berto et al.
McQuistion & salvini ellipsoidal x 20— (L.1- 1-3 to ovoidal x 12— (1.1- flattened, rounded, (2014a)
Capparella, 1992 (Berlepsch); 24 1.4) 14 1.3) 0.5x20 25x%50
Willisornis (28.4 % (15.0 x
poecilinotus 224) 12.6)
Cabanis
Pyriglena ovoidal to 29-33 127 present,  subspheroidal  14-17 1.19 thin and triangular to ~ Silva-
leucoptera ellipsoidal x 22— (1.2- 1-3 to ovoidal x 12— (1.1- flattened, rounded, Carvalho et
Vieillot 26 1.5) 15 1.3) 0.5%x20 25x%x5.0 al. (2018)
(30.8 * (159 *
24.4) 13.4)
Isospora P. leucoptera ellipsoidal 22-27 123 present, ellipsoidal 13-16 16 nipple- or rounded to Silva et al.
parnaitatiaiensis Silva, x 18— (L1- 12 x8-10 (1.5- knob-like, rectangle, (2015)
Rodrigues, Lopes, 21 1.5) (146> 1.7 1.0x2.0 1.5%20
Berto, Luz, Ferreira & (23.8 % 9.3)
Lopes, 2015 19.4)
P. leucoptera;  subspheroidal ~ 20-31 1.21 present,  cllipsoidal 13-20 1.63 nipple- or rounded to current study
Dysithamnus 1o ellipsoidal x17- (1.0~ 1-3 x8-11 (1.5~ knob-like,  irregular
mentalis 25 1.5) (16.0x 19 1.1x21 rectangle,
(Temminck) (253 x 9.8) 18x27
21.1)
1
Click here to access/download;Table;table2.docx =
Table 2. Morphometry of Isospora j is 00Cysts d from antbirds from South Brazil,
Qocysts Linear Regression Sporocysts Linear Regressions
Host n' Vi . Vi
L(E;h ‘?l:::h ::lael;,e. R¥"  Equation (y =)" lf!Eh “'dm“' 3:]:]:?' R*  Equation (y =)
Pyriglena 249 20.1 1.24 159 9.8 1.63
leucoptera W (21-28)" (17-24) (1.0-1.5) 016+ 0A)20x:+12.336 (13-20)" (8-11)° (1.5-1.9)" 053 "03723x+3.833
Dysithamnus 258 219 1.18 : 16.1 99 1.63
mentalis 8 goa1p  asasp  (oezp 04 0SZTOXTEISTu g gqrp  (sigp 027 0249x 458477

" Different letters in each column denote statistically significant differences (P<0.01) by ANOVA.
"Total number of oocysts measured.

I Lenght/Width ratio.

M eoefficient of determination.

V coefficient of the regression line.
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Isospora sennuse (KX276860) - Serinus canaria (Passeriformes: Fringillidae )

Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus phii (Passerif : Turdidae)

Isospora serinuse (KR477879) - Seni ia (P: i Fringillidae)

Isospora parnaitatiaiensis (MT233551) - Pyriglena leucoptera (Passeriformes: Thamnophilidae)

L— Isospora parnaitatiaiensis (MT233550) - Dysithamnus mentalis (Passeriformes: Thamnophilidae)
Isospora sp. isolate TurMe8 PT (MK573840) - Turdus merula (Passeriformes: Turdidae)

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

Eimeria sciurorum (KT361025) - Sci igaris (Rodentia; Sciuridae)
;*Meﬂaafomm(MKss1sev)~‘, di granius (Rodk Muridae)
Eimenia apionodes (MK631868) - A i3 flavicollis (F Muridae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - Anthochaera carum:ulata (Passeriformes: Me!nphag.dae)
Isospora manoninae (KT224377) - M: ina flavigula (P: : Meliphag )
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena le (P if Th philidag)
Isospora sporophilae (MHA464545) - Sporophila ff (Passerifs Thraupidae)
Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (P: if Muscicapidae)
Elmona irresidua (KP025690) - Oryclol: fcutus (L ha: L id
trep (KM206142) - Slmpemvors}oolo((Paswﬂomos Anamldae)
Isospomgmmed(KRimsm « Lamp rbus (P: fe : Sturnidae)
b I503pora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) - Parus major (Passenfovmes Paridag)

Eimenia zuemnii (HM771887) - Bos faurus (Artiodactyla: Bovidae)

I i i (KR108297) - Pogona vitticeps (Squamata: Agamidae)
Emena maleagndss (KJB08418) - Melesgns gaftopavo (Galliotmes Phasnamdae)
Isospora manonnae (KX276861) - M: igula (P: phagidae)
Eimeria acarvulina (FJ236420) - Gallus gailus (Galliformes: Phasianidae)

Isospora sp. isolate 218 (JQ993714) - Talpa europaea (Eulip : Talpi

Cyclosp et s (NC038230) - Homo saplens (Pri : Homi )

Toxop gondil (KM857810)
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