UFRRJ

INSTITUTO DE VETERINARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

DISSERTACAO

ESPECIES DE COCCIiDIOS EM THAMNOPHILIDAE (AVES:
PASSERIFORMES) DO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA, RJ:
MORFOLOGIA E TAXONOMIA

LIDIANE MARIA DA SILVA

Seropédica, RJ
2016



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ESPECIES DE COCCIiDIOS EM THAMNOPHILIDAE (AVES: PASSERIFORMES)
NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA, RJ: MORFOLOGIA E TAXONOMIA

LIDIANE MARIA DA SILVA

Sob a orientagdo do Professor

Dr. Bruno Pereira Berto

Dissertagdo submetida como requisito parcial
para obtencao do grau de Mestre em Ciéncias,
no Curso de Poés-Graduacdo em Ciéncias

Veterinarias.

Seropédica, RJ
Fevereiro de 2016



UFRRJ / Biblioteca Central / Divisao de Processamentos Técnicos

636.50896936
S586e
T

Silva, Lidiane Maria da, 1987-

Espécies de coccidios em Thamnophilidae
(Aves: Passeriformes) no Parque Nacional do
Itatiaia, RJ: Morfologia e Taxonomia /
Lidiane Maria da Silva. - 2016.

80 f.: il.

Orientador: Bruno Pereira Berto.
Dissertacéao (mestrado) — Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Curso de
Po6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias.
Bibliografia: f. 48-63.

1. Coccidiose aviéadria - Teses. 2. Ave -
Parasito - Parque Nacional do Itatiaia (RJ
e MG) - Teses. 3. Coccidio - Classificacéao
- Teses. 4. Coccidio - Morfologia - Teses.
5. Parasitologia veterindria - Teses. 1I.
Berto, Bruno Pereira, 1984-. IT.
Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Curso de P6s-Graduacéao em

Ciéncias Veterinarias. III. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

LIDIANE MARIA DA SILVA

Dissertag¢do submetida como requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias,

no Curso de P6s-Graduacido em Ciéncias Veterinarias.

DISSERTACAO APROVADA EM 18/02/2016



DEDICATORIA

A Deus, por tudo que tem realizado na minha vida, e mesmo quando me senti desacreditada

Ele esteva ali me dando for¢a e me empurrando para o caminho da vitoria.

Ao meu noivo, Roger Carvalho, e aos meus pais, José Paulo da Silva e Lidia de Oliveira

Silva, por todo apoio e dedicacdo nos momentos dificeis, pelos quais passei até chegar aqui.

Aos meus familiares e amigos pelo incentivo, amizade e atengdo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da conclusdo deste
trabalho.

Em especial, ao Prof. Dr. Bruno Pereira Berto (Laboratério de Coccidios e
Coccidioses, Departamento de Biologia Animal, Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ), por sua amizade, dedicacdo e pelo
suporte no pouco tempo que lhe coube, pelas suas corregdes € incentivos.

Ao Prof. Dr. Carlos Wilson Gomes Lopes (Laboratorio de Coccidios ¢ Coccidioses,
Departamento de Parasitologia, Anexo 1 do Instituto de Veterinaria, UFRRJ), por suas
recomendagdes, sugestdes e apoio.

Aos colegas do Laboratorio de Coccidios e Coccidioses, especialmente a discente
Mariana Borges Rodrigues, por todo companheirismo, compreensdo, ajuda e paciéncia.

A equipe das atividades de campo, por todos os momentos de convivéncia,
ensinamentos, ajuda e parceria.

Aos funcionarios do Parque Nacional do Itatiaia (PNI), em especial o Dr. Léo
Nascimento, por conceder a entrada no PNI para realizagdo das atividades de campo.

Ao CNPq, por conceder a bolsa de mestrado.

A UFRRIJ, seu corpo docente, dire¢do e administragdo que propiciaram a janela que

hoje vislumbro um horizonte maior.



BIOGRAFIA

LIDIANE MARIA DA SILVA, filha de José Paulo da Silva e Lidia de Oliveira
Silva, brasileira, nasceu aos 18 de julho de 1987 no municipio do Recife, Pernambuco.

Iniciou sua formag@o profissional em 2010, ingressando no Curso de Ciéncias
Biologicas da Universidade Castelo Branco (UCB), Campus Realengo, Rio de Janeiro, RJ.
Foi estagiaria no Laboratorio de Coccidios e Coccidioses do Departamento de Biologia
Animal, Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRIJ), sob
orientacdo do Prof. Dr. Bruno Pereira Berto no 1° semestre de 2014.

Ap6s graduar-se como Bacharel e Licenciada em Ciéncias Bioldgicas em julho de
2014, respectivamente, ingressou-se no més seguinte, no Curso de Poés-graduagdo em

Ciéncias Veterinaria em nivel de mestrado na UFRRUJ.



"O coragdo do homem propoe o seu

caminho, mas o Senhor lhe dirige os

passos."

Provérbios, cap.16. v. 9, Biblia Sagrada.



RESUMO

DA SILVA, Lidiane Maria. Espécies de coccidios em Thamnophilidae (Aves:
Passeriformes) no Parque Nacional do Itatiaia, RJ: Morfologia e Taxonomia. 2016. 80p.
Disserta¢do (Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias). Instituto de Veterinaria,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Os taminofilideos, da mesma forma que outras familias de Passeriformes, podem ser
parasitados por diversas espécies 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 de Thamnophilidae do
PNI. Foram realizadas sete expedi¢cdes no Parque Nacional do Itatiaia, das quais cinco foram
em areas mais preservadas e duas em areas no entorno do parque, as aves foram capturadas
com o auxilio de redes de neblina, ao todos foram capturados 184 espécimes de aves sendo 26
taminofilideos, apds o processamento das amostras observou ser coccidios do género Isospora
e Eimeria. A espécie Isospora parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira,
Lopes, 2015 foi identificada em dois diferentes hospedeiros da familia Thamnophilidae,
Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) e Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823), sendo que
seus oocistos foram caracterizados como polimorficos, ja que os oocistos de P. leucoptera sdo
mais elipsodides em relacdo aos oocistos de D. mentalis que tendem ao ser mais sub-esféricos,
o que pode ser consequéncia do processo de especiacdo/adaptacdo ao hospedeiro. A
intensidade de infeccdo mnos diferentes hospedeiros taminofilideos positivos foram
relativamente baixas, P. leucoptera ¢ D. mentalis tiveram juntos um OoPD de 316 para os
oocistos de 1. parnaitatiaiensis, o que pode ser justificado pelo ambiente conservado do PNI e
pelo habito alimentar insetivoro. Finalmente, a especificidade ocorreu em nivel de familia,
pelo fato de P. leucoptera e D. mentalis, ambos da familia Thamnophilidae, ter sido relatados

como hospedeiros de I. parnaitatiaiensis.

Palavras chave: oocistos, coccidio, Isospora parnaitatiaiensis, Pyriglena leucoptera,

Dysithamnus mentalis, Thamnophilidae.



ABSTRACT

DA SILVA, Lidiane Maria. Coccidian species from Thamnophilidae (Aves:
Passeriformes) at the Itatiaia National Park, RJ: Morphology and Taxonomy. 2016. 80p.
Dissertation (Post Graduate Program in Veterinary Science). Instituto de Veterinaria,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The thaminophilid passerines, just as other families of Passeriformes, can be parasitized by
different species of coccidia, especially the genera Isospora Schneider, 1881 and Eimeria
Schneider, 1875. In this context, this study aimed to identify, characterize and quantify
coccidian species from Thamnophilidae in the Itatiaia National Park. Seven expeditions were
performed at Itatiaia National Park, of which five were in conserved areas and two in areas
around the park. A total of 184 species of birds were captured with mist nets, being 26
thaminophilid passerines. After fecal sampling and processing were observed coccidia of the
genera Isospora and Eimeria. The species Isospora parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes,
Berto, Luz, Ferreira, Lopes, 2015 was identified in two different hosts, Pyriglena leucoptera
(Vieillot, 1818) and Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823), and their oocysts were
characterized as polymorphic, since the oocysts from P. leucoptera were more ellipsoidal and
the oocysts from D. mentalis were more sub-spherical, which may be the result of speciation
process/adaptation to these hosts. The intensities of infection in different hosts were relatively
low, since that P. leucoptera and D. mentalis shed together an OoPD of 316 oocysts of 1.
parnaitatiaiensis, which can be explained by the conserved environment in the Itatiaia
National Park and the insectivore feeding habit. Finally, the specificity occurred at the family
level, because P. leucoptera and D. mentalis, both of Thamnophilidae family, have been

reported as hosts of 1. parnaitatiaiensis.

Keywords: oocysts, coccidia, Isospora parnaitatiaiensis, Pyriglena leucoptera, Dysithamnus

mentalis, Thamnophilidae.
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1. INTRODUCAO

Os passaros (Aves: Passeriformes) desempenham um papel de grande importancia na
natureza, como por exemplo, na polinizacdo das plantas, dispersdo de sementes, no controle
de pragas, e outros, além de serem considerados reguladores tanto da fauna como da flora. As
espécies que se alimentam de néctar auxiliam na polinizacdo 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 germinagao longe do local
de origem. Os insetivoros exercem um importante papel no controle bioldgico de pragas, se
alimentando de insetos que podem prejudicar a agricultura e pastagens (SICK, 1997).

Dentre as diversas familias, a familia Thamnophilidae Swainson, 1824 é composta por
passaros de pequeno porte frequentemente observados capturando formigas e outros
artropodes na vegetacao densa. Devido este comportamento insetivoro, eles sdo considerados
"papa-formigas". Duas grandes areas de distribuicdo desta familia sdo os biomas de Mata
Atlantica e Amazonia (WIENS, 1989; ZIMMER; ISLER, 2003).

Nestes biomas, destacam-se as unidades de conservacdo, como o Parque Nacional do
Itatiaia (PNI), que esta localizado na Serra da Mantiqueira na divisa dos Estados do Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Sao Paulo, uma area protegida com um alto grau de vulnerabilidade,
considerado uma "ilha de conservagdo" da biodiversidade. Criado em junho de 1937, foi o
primeiro Parque Nacional do Brasil. O PNI ¢ caracterizado por montanhas e terreno rochoso
com elevagdo variando de 600 a 2.791 no pico das Agulhas Negras. No Planalto do Itatiaia,
uma 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 hidrograficas 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 ¢ definida
pela vegetacdo deslumbrante ¢ abundantes cursos d’agua. O Parque ¢ uma unidade de
conservagdo que visa a preservacao de ecossistemas naturais, o desenvolvimento de pesquisas
cientificas, atividades de educagdo ambiental, de recreacdo e de turismo ecolégico (ICMBIO,
2015).

Os passaros podem ser parasitados por diversos coccidios, principalmente dos géneros
Isospora Schneider, 1881 e Eimeria Schneider, 1875. Desde os primoérdios da parasitologia as

espécies de coccidios de Isospora e Eimeria tém sido descritas com base no oocisto, pois o



mesmo possui caracteristicas morfologicas significativas para identificacdo. Estas descricoes
propiciaram que inumeras espécies sejam reconhecidas como parasitas de Passeriformes e,
frequentemente, novos coccidios sdo descritos (DUSZYNSKI; WILBER, 1997; BERTO et al.
2011a).

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 espécies do género Isospora t€ém maior
especificidade aos passaros, quando comparadas com aquelas do género FEimeria.
Historicamente, descrigdes de novas espécies no género Isospora sdo mais frequentes quando
confrontadas ao género FEimeria, onde as descricdes sdo mais eventuais (DUSZYNSKI;
WILBER, 1997; BERTO et al. 2011a).

Este estudo teve por objetivo principal identificar, caracterizar e quantificar espécies
de coccidios parasitos de passaros da familia Thamnophilidae no Parque Nacional do Itatiaia
(PNI). Os objetivos especificos foram: (1) Identificar as espécies dos gé€neros Eimeria e
Isospora, e suas respectivas intensidades de, em taminofilideos no PNI; (2) Caracterizar e
comparar as morfologia e morfometria dos oocistos esporulados recuperados de uma ou mais
espécies hospedeiras; (3) Verificar a especificidade de parasitismo em nivel de espécie e

género do hospedeiro, através da caracteristica morfologica e morfométrica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O COCCIDIO

2.1.1. Historico

Os primeiros coccidios foram observados na bile de um coelho por Antoni van
Leeuwenhoek em 1674, utilizando um microscépio rudimentar. Hoje em dia, é aceitavel que
essas formas eram de fato oocistos de FEimeria stiedai (Lindemann, 1865) Kisskalt e
Hartmann, 1907 (DUSZYNSKI et al., 1999). Provavelmente, em 1839, Hake foi o primeiro
pesquisador a observar os oocistos mais detalhadamente; no entanto, ele os considerava como
globulos de pus. Em 1846, Kloss assinalou a presenca de coccidios em um caramujo, que foi
posteriormente nomeado de Klossia helicina Schneider, 1875. Quase 20 anos depois,
Lindemann, em 1865, ao avaliar oocistos presentes na bile de um coelho descreveu a espécie
Monocystis stiedae Lindemann, 1865, considerando-a como uma gregarina (CHISHOLM,
1911; WENYON, 1926). No entanto, em 1869, Rivolta deve ter feito a primeira observacao
de um coccidio em aves, ao recuperar oocistos de coccidios destes em outros passaros.
Embora esse mesmo autor tenha observado que havia divisdo em duas massas no conteudo de
alguns oocistos, essas ndo foram diferenciadas ou caracterizadas, sendo simplesmente descrito
como Psorospermium avium Rivolta, 1869. Em verdade, Rivolta e Silvestrini em 1873,
também se referiram a esse coccidio, considerando todos coccidios de aves como pertencentes
a esse mesmo taxon (BERTO et al., 2011a).

No ciclo de vida dos coccidios, a fase assexuada foi inicialmente descrita por Eimer,
em 1870. Cinco anos mais tarde, Schneider, ao observar esse mesmo coccidio, propds para o
mesmo inclui-lo no recém criado género Eimeria, em homenagem a Theodor Eimer, e a
nomeou como Eimeria falciformis Schneider, 1875. Além de seus estudos com passaros,
Rivolta, em 1878, descreveu coccidios parasitos de ras, bezerros e cées, e propds o género
Cytospermium Rivolta, 1878. No entanto, esses coccidios deveriam ter sido incluidos no
género Eimeria (CHISHOLM, 1911; WENYON, 1926).

Em 1881, Schneider propos o género Isospora, a partir dos oocistos recuperados de

uma lesma. A espécie foi nomeada como Isospora rara Schneider, 1881, desenhos e



fotomicrografias desses oocistos eram de baixa resolugdo, porém, eles comprovavam a
presenga de apenas dois esporocistos em cada oocisto, corroborando com a descrigdo de um
novo género. Ainda em 1881, Rivolta e Delprato foram os primeiros a mencionar espécimes
de Isospora em Passeriformes. Esses mesmos autores recuperaram oocistos a partir das fezes
de Sylvia atricapilla Linnaeus, 1758, Erithacus rubecula Linnaeus, 1758 ¢ Passer domesticus
Linnaeus, 1758. Porém, essas espécies ndo foram descritas ou nomeadas. Labbé, em 1893,
sem o conhecimento da publica¢do de Schneider, em 1881, criou o género Diplospora Labbé,
1893 para coccidios parasitos de varios passaros. As espécies foram nomeadas Diplospora
lacazei Labbé, 1893 e Diplospora rivoltae Labbé, 1893. Mais tarde, essas espécies foram
transferidas para o género Isospora (WENYON, 1926; DUSZYNSKI et al., 1999).
Posteriomente, a espécies que ndo tinham corpo de Stieda nos esporocistos foram agrupadas
no género Cystoisospora (BARTA et al., 2005).

Hosoda, em 1928, descreveu Isospora lacazei (Labbé, 1893) Levine, 1982 de pardais
Passer montanus Linnaeus, 1758 no Japao. Essa identificacdo foi mais tarde confirmada por
Becker (1934), Boughton (1930), Henry (1932); Boughton et al. (1938), Rysavy (1954),
Scholtyseck (1954), Levine e Mohan (1960), Mandal (1965), Anwar (1966a), Mandal e
Bhattacharya (1969) e Hernandez-Rodriguez et al. (1976), porém todos fizeram seus relatos
como . lacazei em diferentes espécies de passaros. No entanto, durante esse mesmo periodo,
Schwalbach, em 1959, baseando a sua analise sobre a morfologia dos oocistos, descreveu
novas espécies de Isospora em aves silvestres na Alemanha. Em 1966, Anwar encontrou
merontes e gametas de /. lacazei no intestino delgado de Carduelis chloris Linnaeus, 1758 na
Inglaterra. Pouco tempo depois, Box, em 1975, descreveu estddios extra-intestinais de
Isospora serini Aragdo, 1933, quando isolava merontes em fagdcitos mononucleares do
sangue de Serinus canaria Linaeus, 1758. Posteriormente, essa espécie e mais outras 18, com
ciclos de vida extra-intestinais, foram redescritas e alocadas por Levine (1982a) no género
Atoxoplasma Garnham, 1950. No entanto, a validade deste género foi questionada por
Boulard et al., 1987 e, recentemente, por Carreno e Barta (1999), Schrenzel et al. (2005),
Barta et al. (2005) e Gill e Paperna (2008), comentarios esses que podem ser observados em
Berto et al. (2011a).

Enquanto que se procurava por novas combinacdes para auxiliar na identificacdo de
coccidios de Passeriformes, Levine, em 1982, propds os nomes Isospora passeris Levine,
1982 para parasitos de P. domesticus, e I. lacazei para parasitos de Carduelis Carduelis

Linnaeus, 1758; além do mais, esse mesmo autor apresentou uma lista com 60 espécies do



género Isospora, cada uma com seus respectivos hospedeiros. Em contra partida e no mesmo
ano, Grulet et al. (1982), apés um estudo detalhado sobre a morfologia dos esporocistos de
espécies do género Isospora, descreveram 12 novas espécies em P. domesticus na Franca.
Atualmente, sdo frequentes descricbes de novas espécies de coccidios parasitando
Passeriformes. Numa tentativa de organizar este crescente corpo de informagdes, Duszynski
et al. (1999) reuniram varias espécies de coccidios e seus hospedeiros em um banco de dados
chamado “The Coccidia do World”. Em Passeriformes do Novo Mundo, Berto et al. (2011a)
escreveram uma revisdo que organiza todas as espécies de coccidios de acordo com suas

familias hospedeiras.

2.1.2. Classificacao

Os parasitos de aves mais relevantes da ordem Passeriformes pertencem ao género
Isospora, seguido do género Eimeria. De acordo com Upton (2000) os coccidios dos géneros

Isospora e Eimeria apresentam a seguinte classificacao:

Dominio: Eukaryota Chatton, 1925

Filo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Conoidasida Levine, 1988

Subclasse: Coccidiasina Leuckart, 1879
Ordem: Eucoccidiorida Léger ¢ Duboscq, 1910
Sub-ordem: Eimeriorina Léger, 1911

Familia: Eimeriidae Minchin, 1903

Género: Eimeria Schneider, 1875

Género: Isospora Schneider, 1881

Nos coccidios, uma das caracteristicas principais ¢ o parasitismo intracelular
obrigatorio com ciclos bioldgicos alternados entre reprodugdo sexuada (cujos resultados sdo
oocistos) ¢ assexuada (BERTO et al., 2014a). De acordo com Levine (1985), além de
parasitar diferentes espécies de vertebrados, esses organismos podem também ser

identificados como parasitos de invertebrados.



Por sua vez a Ordem Eucoccidiorida ¢ subdividida em Adeleorina Léger, 1911 e
Eimeriorina. A Subordem Eimeriorina compreende todos coccidios superiores que
desenvolvem gametogonia. Historicamente, os géneros de Eimeriorina foram separados de
acordo com a proporcao de esporocistos € esporozoitos por oocisto, no entanto, atualmente
outras caracteristias, incluindo dados moleculares, sdo utilizadas para diferenciacdo genérica
(BERTO et al., 2014a).

Dentre estas caracteristicas adicionais, a presenca de corpo de Stieda, a qual ¢ uma
estrutura de excistamento do esporocisto, ¢ o componente basico da Familia Eimeriidae.
Neste modelo, os unicos géneros classificados em Eimeriidae sdo: FEimeria, Isospora,
Cyclospora Schneider, 1881 e Caryospora Léger, 1904 em répteis (JIRKU et al., 2002),
porém outros ainda sdo tradicionalmente incluidos nessa familia. Eimeria ¢ o género que
possui a maior biodiversidade da Ordem Eucoccidiorida, sendo relatado em invertebrados e
vertebrados. As espécies de Eimeriidae sdo principalmente intestinais, embora algumas
espécies se desenvolvam em tecidos, incluindo o figado, baco e pulmdes, tubulos renais, vias
biliares ¢ utero (McCULLY et al.,, 1970; OWEN, 1970; ENTZEROTH et al., 1981;
ROSALES, 1999).

2.1.3. Morfologia

De acordo com Levine (1985), os oocistos disporicos tetrazdicos, ou seja, um oocisto
contendo dois esporocistos com quatro esporozoitos cada, foram descritos como espécies do
género Isospora em varios hospedeiros vertebrados e invertebrado, e os oocistos tetrasporicos
dizdicos, ou seja, um oocisto contendo quatro esporocistos com dois esporozoitos cada, foram
descritos como espécies do género Eimeria. Os coccidios do género Isospora sdo os parasitos
mais comuns encontrados em Passeriformes.

Os coccidios sao identificados e classificados frequentemente pelos oocistos, que sdao
formas exogenas observadas nas fezes ou urina de seus hospedeiros, esta identificacdo so
podera ser realizada de maneira precisa quando as caracteristicas morfologicas do organismo
estiverem visiveis apds o periodo de esporulacdo, periodo de maturagdo variavel de acordo
com a espécie. As caracteristicas morfologicas fundamentais para a identificacdo e
organizagdo sistematica dos géneros Isospora e Eimeria sdo: presenca € numero de

esporocistos e esporozoitos; parede do oocisto; micropila e/ou capuz polar; granulo polar e/ou



residuo do oocisto; corpos de Stieda, substieda e parastieda; residuo do esporocisto; corpo
refratil, nacleo e estrias no esporozoito. Entre as caracteristicas morfométricas esta diametro

maior/menor do oocisto, didmetro maior/menor do esporocisto e indices morfométricos

(Figura 1) (BERTO et al., 2014a).

Figura 1. Principais caracteristicas morfoldgicas observadas no oocisto. Capuz polar (mc);
micropola 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 sub Stieda (ssb); corpo de parasita (psb); residuo do esporocisto compacto (csr) ou
difuso (dsr); esporozoito (sp); corpo refractil anterior (arb) e posterior (prb) do esporozoito;
ntcleo do esporozoito (n); e estrias do esporozoito (str). De acordo com Berto et al. (2014a).



Os estudos de Belli et al. (2006) e Mai et al. (2009) assinalaram que a estrutura de
base da parede do oocisto ¢ comum a todos os coccidios. Em ambos os estudos, esses autores
indicaram claramente que a parede do oocisto ¢ constituida por duas camadas distintas, uma
interna e outra externa, envolvida por uma membrana externa, que ¢ normalmente ausente em
oocitos maduros isolados a partir de fezes, pelo fato dessa membrana ser muito delicada, ela ¢
perdida logo apos o desenvolvimento e eliminacdo 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 € mais densa que a outra, as
mesmas sao diferenciadas na microscopia Optica, porém a separagao ¢ muito dificil. O modelo
bi-camada 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 em verdade duas
camadas, com camadas muito finas e/ou fundidas o que dificultou a sua correta observacao
por microscopia de luz (BELLI et al, 2006; MAI et al, 2009).

A coloragdo ¢ 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 aspera, ¢
considerada uma caracteristica importante, em alguns casos, permite diferenciacdo entre
relatos entre espécies do género Eimeria (ALBUQUERQUE et al., 2008). Esse recurso ¢
melhor observado, quando o foco no microscépio 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.,, 2011la,b). Finalmente, a presenca de estruturas
protuberantes na superficie exterior do oocisto, descrito como espinhas ou projecdes conicas,
foi relatada para algumas espécies (McALLISTER; UPTON, 1989; MODRY, 2006). A parede
do oocisto tem importancia significativa na delimitagdo, protecdo e resisténcia no meio
exterior, possibilitando o desenvolvimento e a infectividade do coccidio (LEVINE, 1985;

SOULSBY, 1987).



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 sdo
comuns em FEimeria, sendo raros ou ausentes em outros géneros (BERTO et al., 2014a). O
residuo no oocisto ¢ uma grande estrutura entre os 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 variavel conforme cada uma das espécies observadas.

Os esporocistos possuem estruturas conhecidas como corpo de Stieda e substieda que
facilitam a identificagdo de espécies, pois o tamanho e a forma mostram um padrio
caracteristico para cada espécie de Isospora, portanto ¢ na maioria dos casos, o desempenho
de uma descri¢do detalhada deve ser suficiente para se chegar a nivel de identificacdo das
espécies. Dada a importancia desta estrutura ¢ recomendado que, sempre que possivel, as
variagOes observadas por microscopia Optica para representantes da mesma espécie deve ser
caracterizada e desenhada. As possiveis razdes para tais variagcdes incluem a posi¢do dos
esporozoitos dentro do esporocisto, ou a posi¢do do oocisto e esporocisto sob a lamina. Neste
contexto, estas variagdes sdo sutis e pode, eventualmente, ser observada em esporocistos de
um unico oocisto. No entanto, se estas variacdes sdo evidente em oocistos distintos, € possivel
que o hospedeiro apresente duas espécies diferentes (BERTO et al., 2008a-b). De maneira
geral variam de formato, podem ser em forma de mamilo, achatado, arredondado, meia lua,
entre outros (BERTO et al, 2014a). A importancia do corpo substieda tem sido
tradicionalmente associado com Isospora spp.; no entanto, estudos recentes tém enfatizado o
seu valor potencial para o diagndstico 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 FEimeria
parastiedica como representando um corpo substieda localizado no lado oposto do oocisto em
relagdo ao corpo Stieda. Mais recentemente, em um estudo de Eimeria caviae por 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 do esporocistos,
que impossibilitava a localizacdo das extremidades anterior e posterior do esporocisto

(BERTO et al., 2014a).



O residuo do esporocisto pode ser quantificado relativamente em cada espécie de
coccidio e uma descri¢do 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 que 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., 2013).

As estruturas associadas com o esporozoito sdo os corpos refrateis, o nucleo e estrias
na superficie externa e anterior da membrana do esporozoito. Os corpos refrateis podem ser
exclusivos para cada esporozoito ou pode aparecer como um par, um anterior ¢ outro
posterior, a forma pode ser de alongada a subesférica. O nucleo ¢ geralmente menor do que os
corpos refrateis, e localizado na regido mediana do esporozoito (BERTO et al., 2008b, 2009d,
2013b; LOPES et al., 2014).

2.1.4. Biologia

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 homoxenos e das células epiteliais da mucosa intestinal. As descri¢des
dos ciclos de vida foram confirmadas mais tarde nas revisoes de Levine (1985) e Ball et al.
(1989). Os estudos sobre as espécies do género Eimeria em Passeriformes eram limitados as
descrigdes de oocistos. Entretanto, ha uma escassez de informagdo em relagdo aos ciclos de
vida desse género em Passeriformes (BERTO et al., 2008d, 2009a). Considerando outras
ordens de Aves, ¢ reconhecido que a maioria das espécies de Eimeria tem ciclos intestinais
(LEVINE, 1985; BALL et al, 1989), no entanto, ha algumas excecdes, incluindo aquelas
observadas em: Emeria reichenowi Yakimoff e Matschoulsky, 1935, e Emeria 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 ultimas 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 (1982a), a existéncia de um ciclo extra-

intestinal foi confirmado. Essa possibilidade de ciclo foi fortemente inferida a partir da

10



associacdo proposta entre coccidiose intestinal e formas semelhantes a esporozoitos que
tinham sido observadas no bago de pardais P. domesticus e no figado de candrios S. canaria
(BOX, 1966, 1967). Observacdes experimentais subsequentes indicaram que as espécies de
Atoxoplasma, 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
gametocitos obtidos das visceras de pardais, observando que a transmissdo ocorreu através 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 acaros, mas apenas pela
ingestdo de oocistos do género Isospora. Assim, a Dra. Edith D. Box ¢ reconhecida por ter
associado merogonia extra-intestinal com infeccdo por Isospora (BARTA et al., 2005;
BERTO etal., 2011a).

Ao ser notado que o parasito tinha a capacidade de atravessar barreira intestinal e
infectar outros tecidos, esse foi reconhecido como /. serini, e que esta espécie deve ser
diferenciada de /. canaria que mantém ciclo de vida estritamente intestinal (BOX, 1975,
1977, 1981). Essa espécie se desenvolve no epitélio intestinal e tem periodos, pré-patente e
patente, de quatro a cinco dias e duas a trés semanas, respectivamente. Em comparagao, os
esporozoitos de . serini penetrar no interior dos macrofagos na lamina propria do intestino
delgado e sdo transportados para varios 6rgdos, incluindo aqui o figado, bago e pulmdes, onde
cinco merogonias podem ser observadas em fagocitos. Seguindo esse processo, I. serini
retorna para o intestino em dois modos, isto € os merozoitos podem penetrar diretamente na
mucosa intestinal, ou, alternativamente, apos a acumulagdo de merozoitos nos pulmoes, eles
podem migrar para dentro do trato digestivo através da faringe e traqueia. Dentro do intestino,
novas merogonias e gametogonias forma novas geracdes de oocistos (Box, 1977, 1981). O
periodo patente do ciclo extra-intestinal contrasta com o a natureza do ciclo intestinal
autolimitante, porque o baixa liberacdo do parasito a partir de macrofagos promove uma
infec¢do cronica (BOX, 1981). Posteriormente, Milde (1979) sugeriu que as formas extra-
intestinais muito provavelmente funcionem como reservatorios, permitindo o retorno de
coccidios para o intestino ap6s a infecgao.

Na sequéncia de uma reavaliagdo do género Atoxoplasma, Levine (1982a) listou 19

espécies, incluindo uma nova combinacdo /. serini como Atoxoplama serini (Aragdo, 1933)

11



Levine, 1982. No entanto Box (1966, 1967, 1970, 1975, 1977, 1981) ja havia fornecido
provas conclusivas que as formas observadas em leucocitos 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 nao poderia ser justificado. Esta afirmacgéo 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 combinagdo 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 6rgdos como rins, figado e bago. Ao infectaram as células do epitélio
intestinal este parasito promove a destruicdo das mesmas (GODOY; MATUSHIMA, 2010;
VASCONCELOS et al., 2012). Seus oocistos sdo liberados ndo esporulados, a esporogonia
ocorre no meio ambiente. O ciclo bioloégico ¢ monoxeno, as formas infectantes penetram nas
células epiteliais intestinais onde se multiplicam por merogonia (esquizogonia) e
gametogonia. Desenvolvem gametogonia, onde os gamontes se desenvolvem separadamente e
0 microgametocito produz muitos microgametas (BERTO et al., 2014a).

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.
Observacodes adicionais sobre a biologia destas espécies indicaram que o seu desenvolvimento
seguiu um ritmo circadiano, a qual, durante o verdo, resultou em uma elimina¢do abundante
dos oocistos durante as ultimas horas da tarde (Grulet et al., 1986a, b, ¢). Um dos resultados
desse estudo foi proposto trés padrdes de ciclo de vida.

O primeiro padrao tem um periodo pré-patente de quatro a cinco dias e um periodo
patente de 12 dias. Esse ciclo de vida estd limitado as vilosidades do epitélio intestinal e foi
considerado semelhante ao descrito para I canaria. O segundo padrdo resulta em uma
infeccdo cronica e também ¢ limitado ao intestino. Nesse ciclo de vida, o gametogonia ocorre
a cada noite, nas vilosidades intestinais, através de merozoitos que se desenvolveram nas
criptas de Lieberkiihn. Finalmente, o terceiro padrao também tende a resultar numa infecc¢ao
cronica 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
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terceiro ciclo de vida é semelhante ao anteriormente descrito por Box (1981) para 1. serini
(Grulet et al., 19864, b, ¢).

Na ultima década, Brawner e Hill (1999), Dolnik (1999), Hudman et al. (2000),
McQuistion (2000) e Brown et al. (2001) confirmaram a presenga de um ritmo circadiano, a
qual tinha sido previamente sugerido por Grulet et al. (19864, b, ¢). Misof, em 2004, também
observou uma flutuagao diaria na eliminagdo de oocistos em Turdus merula Linnaeus, 1758,
onde jovens e adultos eliminaram oocistos predominantemente no final tarde. Lopez et al.
(2007) afirmaram que qualquer estudo da prevaléncia de coccidio em passeriformes deve ser
delineado levando em conta o ritmo circadiano destes parasitas (BERTO et al., 2011a).

Dolnik (1999), McQuistion (2000), Misof (2004) e Martinaud et al. (2009)
propuseram duas hipdteses para explicar a dindmica de eliminacgdo de oocistos de Isospora em
passeriformes. Primeiramente, o periodo de eliminacdo dos oocistos poderia corresponder a
um pico na atividade alimentar do hospedeiro. Como muitos partilham o mesmo espaco de
alimentacdo, ¢ admitido que oocistos liberados na area de alimentagdo teria uma maior
probabilidade de transmissdo apods a esporulacdo (BERTO et al., 2011a; COELHO et al.,
2013).

A segunda hipdtese baseia-se na resisténcia de oocistos aos fatores ambientais, tais
como temperatura ¢ umidade. E bem reconhecido que a desidratagio 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
adaptacdo evitando a desidratacdo em condigdes 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 7. 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 ¢ de fato
uma adaptagdo de protecdo contra os efeitos da desidratagdo e a radiagdo ultravioleta que

resulta na mortalidade de oocistos no ambiente (MARTINAUD et al., 2009).

2.1.5. Espécies

As espécies do género Isospora sdo relatadas parasitando aves Passeriformes ha mais

de dois séculos, pela transmissdo desses coccidios serem via feco-oral, a transmissdo ¢
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comum em aves simpatricas, entdo a transmissdo entre aves ndo simpatricas seria improvavel
(BERTO et al., 2011a). Esse tipo de transmissao entre aves ndo simpatricas ja foi relatado,
porém na maioria dos casos houve transmissao promovida pelo comércio legal ou trafego de
Passeriformes silvestres e reintroducdo por centros de triagem de animais silvestres (BERTO;
LOPES, 2013c).

Até recentemente, a Unica espécie de Isospora encontrada infectando taminofilideos
foi Isospora sagittulae McQuistion e Capparella, 1992 (Figura 2) descrito por McQuistion e
Capparella (1992) parasitando Hylophylax naevioides Lafresnaye, 1847, no Equador. Essa
mesma espécie de Isospora também foi descrita infectando Gymmnopithys salvini Berlepsch,
1901, que ¢é restrito a area de endemismo denominado Inambari, distribuidos na Bolivia,
Brasil e Peru e Willisornis poecilinotus Cabanis, 1847, que ocorre na Bolivia, Brasil,
Colombia, Equador, Departamento ultramarino da Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname e
Venezuela, demonstrando que haveria transmissdo desse coccidio entre aves ndo simpatricas
de mesma familia, porém de géneros diferentes que habitam lados opostos da cordilheira dos

Andes e do rio Amazonas (BERTO et al., 2014b).

Figura 2. Isospora sagittulae McQuistion e Capparella, 1992. De acordo com Berto et al.
(2014b).

14



Este estudo de Berto et al. (2014b), aponta os Andes como uma forte barreira
geografica para W. poecilinotus, e ambos, Andes e o rio Amazonas, como forte barreira
geografica para G. salvini. Essas sdo barreiras efetivas para a dispersdo das aves de sub-
bosque, da mesma maneira que também afetam a transmissdo direta de patogenos entre
espécies ou populagdes em lados opostos. Assim, estes dois novos hospedeiros (G. salvini e
W. poecilinotus) para I. sagittulae, nao sdo simpatricos com H. naevioides, relatado com
primeiro hospedeiro deste coccidio. Segundo os mesmos autores a transmissao facilitada pela
acdao humana é improvavel, porque esses taminofilideos ndo sdo valorizados para o comércio
legal ou trafico. No entanto, uma hipotese plausivel ¢ que a transmissdo tennha ocorrido por
meio de outros tamnofilideos com distribuicdo trans e cis-andinas que sdo simpatricos com H.
naevioides, W. poecilinotus e G. salvini. As espécies Formicivora grisea Boddaert, 1783 e
Cercomacra tyrannina Sclater, 1855, podem ser exemplos de dispersores de 1. sagittulae
através dos Andes, devido as suas amplas distribuicdes trans e cis-andina. Estas espécies
poderiam ter mantido e transmitido /. sagittulae. E importante ressaltar que esse estudo nio
indica que F. grisea e C. tyrannina sao hospedeiros para 1. sagittulae. Estas espécies sdo
apenas exemplos de possiveis dispersores de [ sagittulae através dos Andes, devido a sua
distribuicdes. De qualquer forma, o estudo de I sagitfulae em taminofilideos na regido cis-
andina indica que essas ou outras espécies de taminofilideos, ou algum outro mecanismo,
tenha promovido a dispersdo da infeccdo entre os dois lados dos Andes (BERTO et al.,
2014b). Em adicdo, esse estudo ¢ 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 proposto por Duszynski e
Wilber (1997) tem sido utilizado em varios estudos de novos hospedeiros entre Passeriformes
(BERTO et al., 2010, 2011b; LOPES et al., 2013a, 2013b).

Recentemente, Silva et al. (2015) descreveram Isospora parnaitatiaiensis Silva,
Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira, Lopes, 2015 parasitando o papa-taoca-do-Sul no
Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1818) no Parque Nacional do Itatiaia, RJ, a qual tornou-se a

segunda espécie de Isospora em Thamnophilidae.
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2.2. OS TAMINOFILIDEOS

2.2.1. Classificacio

Segundo os dados apresentados pelo Systema Naturae (2000), os taminofilideos pode

ter a seguinte classificagdo:

Reino: Animalia Linnaeus, 1758

Filo: Chordata Bateson, 1885

Classe: Aves Linnaeus, 1758

Ordem: Passeriformes Linnaeus, 1758
Subordem: Tyranni Wetmore e Miller, 1926
Parvordem: Thamnophilida Patterson, 1987

Familia: Thamnophilidae Swainson, 1824

2.2.2. Sistematica

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
Thamnophilinaec Swainson, 1824 sendo subfamilias de Laniidae, diferenciando pela
caracteristica exclusiva da forma prolongada do bico forte e reto, inseriu ainda, trés géneros
validos atualmente em Thamnophilinae: Formicivora Swainson, 1824, Thamnophilus
Vieillot, 1816, e Drymophila Swainson, 1824.

Os géneros Formicivora, Myrmeciza Gray, 1841, e Pithys Vieillot, 1818 foram
alocados por Gray (1841) para familia Turdidae Rafinesque, 1815, dentro da subfamilia
Formicarinae Gray, 1841, ja os géneros Thamnophilus e Cymbilaimus Gray, 1840 integrando

a familia Laniidae, dentro da subfamilia Thamnophilinae. Foi entdo quando o anatomista
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alemao Miiller (1847), estudando a siringe das aves do Novo Mundo, inclusive dos
tamnofilideos, encontrou diferencas morfoldgicas entre as aves, este estudo serviu de base
para o trabalho publicado como o primeiro arranjo taxondmico interno dos Thamnophilidae
por Cabanis e Heine (1859).

Sugeriu Burmeister (1856) uma nova aloca¢do de espécies dos géneros Pithys,
Pyriglena Cabanis, 1847, Myrmeciza, Drymophila, Formicivora, Dysithamnus Cabanis, 1847,
Biastes Burmeister, 1856, Thamnomanes Canabis, 1847 ¢ Thamnophilus dentro da familia
Eriodoridaec Burmeister, 1856. Segundo Sclater (1858a, b, c), as aves neotropicais
classificadas antes como Laniidae e Turdidae passaram a fazer parte da familia Formicariidae
Gray, 1840, que fora dividida nas subfamilias Thamnophilinae, Formicivorinae Sclater, 1858
e Formicariinae Sclater, 1858. Ainda de acordo como o mesmo autor, os Thamnophilinae
abrangiam os géneros Cymbilaimus, Batara Lesson, 1830, Thamnophilus, Pygiptila Sclater,
1858, Dysithamnus, Thamnomanes; os Formicivorinae abrangiam os géneros Herpsilochmus
Cabanis, 1847, Myrmotherula Sclate, 1858, Formicivora, Cercomacra Sclate, 1858,
Pyriglena, Myrmeciza e Hypocnemis Cabanis, 1848; e os Formicarinae abrangiam os géneros
Pithys, Gymnocichla Sclater, 1858 e Phlegopsis Reichenbach, 1850. Cabanis e Heine (1859)
repartiram os Formicariidae em duas familias, Hypocnemididae Cabanis e Heine, 1859,
incluindo os géneros Myrmornis Hermann, 1783, Myrmoborus Cabanis e Heine, 1859,
Pyriglena, Percnostola Cabanis e Heine, 1859 e Myrmeciza; e Eriodoridae, incluindo os
géneros Terenura Cabanis e Heine, 1859, Formicivora, Batara, Thamnomanes,
Herpsilochmus, Dysithamnus, Pygiptila, Thamnophilus, Hypoedaleus Cabanis e Heine, 1859
¢ Biatas Cabanis, in Cabanis e Heine, 1859-1860[1860].

Contudo, nos trabalhos posteriores se manteve a proposta de Sclater (1858b) referente
a utilizacdo da familia Formicariidae para esses géneros deixando de lado a proposta de
Cabannis ¢ Heine (1859), porem diversos géneros descritos por estes autores continuam
validos. Novamente Sclater (1890) propos alteracdes das subfamilias de Formicariidae, um
novo arranjo onde os atuais Thamnophilidae estariam limitados as subfamilias
Thamnophilinae, Formicariinae e Grallariinae Sclater, 1890. Nesta classificacdo compreendia
os “papa-formigas tipicos” e os “papa-formigas de solo”, considerando a morfologia externa,
principalmente caracteristicas do bico e tarso-metatarso, tamanho geral, comprimento da
cauda e presenca ou auséncia de penas ao redor dos olhos (Sclater, 1890). Ridgway (1911)
considerou os papa-formigas tipicos uma subfamilia Thamnophilinae, e os papa-formigas de

solo uma subfamilia Formicariinae, dentro da familia Formicariidae.
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Durante o século XX, estudos morfoldgicos demonstraram que Thamnophilidae retrata
uma linhagem bem definida, conclusdo também corroborada por analises moleculares
recentes (RICE, 2005; MOYLE et al., 2009). Um marco na taxonomia desta familia foi o
trabalho de Cory e Hellmayr (1924), onde dobrou o nimero de géneros validos dos atuais
Thamnophilidae, estes autores dividiram os Formicariidae nas subfamilias Formicariinae e
Myrmotherinae Cory e Hellmayr, 1924, com excecdo de Myrmornis, grande parte dos outros
géneros atuais de Thamnophilidae estava alocado em Formicariinae. O estudo da taxonomia
das aves foi baseado principalmente em caracteristicas morfologicas externas, e a proposta de
Sclater (1858a) sobre o arranjo da familia Formicariidae incluindo também os atuais
Thamnophilidae se sustentou com poucas modificagdes, mas s6 até o inicio dos anos 50
(PETERS, 1951; SKUTCH, 1996). Os estudos sobre as diferengas anatdmicas entre os grupos
comegaram a ser comprovados na década de 1960, onde Heimerdinger ¢ Ames (1967) revelou
diferengas no formato do esterno e, mais tarde Ames (1971), baseado em caracteristicas da
siringe (Thamnophilidae com um par de musculos siringianos e Formicariidae auséncia de
musculatura siringiana intrinseca), esses resultados sugeriram que Formicariidae pertencia a
dois grupos estruturalmente diferentes.

Em 1990, Sibley e Ahlquist publicaram os primeiros resultados de hibridizacdo de
DNA para praticamente todas as familias de aves confirmando as diferencas entre os grupos,
tratando Thamnophilidae e Formicariidae como familias separadas. Este resultado foi
corroborado recentemente por sequenciamentos de DNA de genomas mitocondriais,
demonstrando o polifeletismo de Formicariidae (RICE, 2005). Os mesmos autores
reconheceram os Thamnophilidae como uma familia distinta de Formicariidae, resultado
bastante significativo para a regido Neotropical. Grande parte dos Thamnophilidae ¢
arboricola e se alimenta em diferentes estratos acima do solo, a comegar do sub-bosque até a
copa, poucos membros sdo predominantemente terrestres, diferente dos Formicariidae. Assim
como os Formicariidae, os thamnofilideos exibem intenso dimorfismo sexual, exceto as
espécies seguidoras de formigas de correigdo, circunstdncia n3o manifestada em
Formicariidae (RIDGELY; TUDOR, 1994).

O género Myrmornis, atualmente é suportado dentro de Thamnophilidae na subfamilia
Myrmornithinae Sundevall, 1872, junto com os géneros FEuchrepomis Bravo, Remsen,
Whitney e Brumfield, 2012; Thamnistes Sclater e Salvin, 1860 e Pygiptila, grupo irmao da
subfamilia Thamnophilinae, baseado nas caracteristicas osteologicas, anatdmicas e

moleculares (GALVAO; GONZAGA, 2011; IRESTEDT et al., 2004; MOYLE et al., 2009;
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BRAVO et al., 2012), desse modo o termo “papa-formigas” passou a ser utilizado somente
para se referir as espécies de Thamnophilidae. A classificacdo proposta foi respeitada por
todos os trabalhos posteriores (RIDGELY; TUDOR, 1994; ZIMMER; ISLER, 2003,) e
corroborado por outros estudos moleculares (IRESTEDT et al., 2004, MOYLE et al., 2009),
proposta mantida até os dias atuais (RIDGELY; TUDOR, 2009; REMSEN et al., 2013).

A taxonomia dos Thamnophilidae passou a ser estuda empregando diferentes
caracteres e metodologias, utilizando vocalizagdes, morfologia externa, siringial e genética
(ISLER et al., 1998; GONZAGA, 2001; BATES et al., 1999). No inicio do séc. XXI, a
familia passou a ter uma filogenia relativamente resolvida, com sequéncias de DNA de mais
de cem espécies disponiveis na base de dados do GenBank. MOYLE et al. (2009) utilizando
sequéncias de dois genes nucleares codificantes, determinaram duas subfamilias em
Thamnophilidae, Thamnophilinae € Myrmornithinae. A subfamilia Thamnophilinae dividida
em cinco tribos Microrhopiini, Formicivorini, Thamnophilini, Pyriglenini e Pithyini. BRAVO
et al. (2012) observaram que o género Terenura € polifilético, com a espécie tipo Terenura
maculata Wied-Neuwied, 1831 pertencente a tribo Formicivorini, e as outras espécies a todos
os outros Thamnophilidae. O género Fuchrepomis e uma nova subfamilia Euchrepomidinae
Bravo, Remsen, Whitney e Brumfield, 2012 foi descrita para este clado.

A familia Thamnophilidae em classificagdes 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 reclassificacao
taxonomica dentro da familia. Segundo as resolugdes mais recentes do Comité Brasileiro de
Registros Ornitologicos (CBRO, 2014), a familia se encontra divida 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 ¢ Salvin, 1873, grupo
irmao e basal em relagdo 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.
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2.2.3. Adaptacdes ecologicas

Os passaros da familia Thamnophilidae sdo aves de pequeno porte, que se abrigam e
capturam artropodes em meio a vegetagdo densa (WIENS, 1989). A floresta que ocorre na
costa Atlantica e na Amazdnia sdo duas importantes regides de distribuigdo desta familia
(ZIMMER; ISLER, 2003). Sendo assim, ¢ uma das familias mais importantes na composi¢ao
da avifauna Neotropical, constituida por espécies basicamente insetivoras (SKUTCH, 1996).
Nao ¢ raro ser a familia mais representada em inventarios avifaunisticos de florestas
neotropicais mais proximas da linha do Equador (BIERREGAARD; STOUFFER, 1997),
regido considerada como centro de evolucao da familia (ZIMMER; ISLER, 2003). A grande
maioria membros da familia ¢ arboricola, porém existem alguns terricolas como no género
Myrmeciza, que habitam praticamente todos os nichos que uma floresta pode oferecer a um
passaro insetivoro, desde o sub-bosque até as copas. Vale ressaltar que isto ¢ possivel em
virtude da ampla biodiversidade das florestas brasileiras (ZIMMER; ISLER, 2003; SIGRIST,
2009).

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 artropodes. Normalmente, apresentam asas curtas e elipticas,
adaptadas para movimenta¢do nos ambientes de vegetacdo densa. Em sua maioria, possui pés
e pernas fortes, relativamente grandes, muitos possuem modifica¢des dos artelhos e solas dos
pés facilitando a fixagdo em galhos (ZIMMER; ISLER, 2003). A forte musculatura coxal os
auxilia locomogdo, saltando e pulando. As espécies semiterricolas possuem grande variacdo
no desenvolvimento do tarso e dos dedos. As pernas podem ser altas e grossas, os dedos
longos e fortes e as unhas grandes e afiadas (SICK, 1997). O tamanho da cauda e o 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 ¢ bem macia, especialmente no
dorso e flancos (ZIMMER; ISLER, 2003).

Diversos tamnofilideos tém areas desprovidas de penas, principalmente envolta dos
olhos, isto ¢ observado entre os seguidores de formigas de correigdo, o género Rhegmatorhina
Ridgway, 1888 apresentam essas “manchas” periorbitais evidentes Willis (1969) indagou 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
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possuem um padrdo em tons de preto, branco, varios tons de ferrugem, castanho ou amarelo.
Existe dimorfismo sexual externo na maioria das espécies. Normalmente os machos possuem
combinacgdes de cinza, preto e branco, enquanto que as fémeas tendem para castanho e
ferrugem, porem nem todos os taminofilideos possuem forte dimorfismo sexual externo
(ZIMMER; ISLER, 2003). De acordo com Sigrist (2009), ao explorar determinados bidtopos
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 sdo unidos
na base, tornando o conjunto mais refor¢ado, auxiliando as espécies a capturarem presas. Os
principais géneros da familia sdo: Thamnophilus, Dysithamnus, Thamnomanes,
Myrmotherula, Formicivora, Drymophila, Terenura, Cercomacra e Pyriglena.

A espécie Dysithamnus mentalis (Temminck, 1823) ¢é principalmente insetivora
(DURAES; MARINI, 2005), habitante do sub-bosque e bordas de florestas, capoeiras ¢ matas
de galeria, a espécie apresentam forte dimorfismo sexual, observado nas diferencas da
coloracdo da plumagem. Os mesmos possuem comportamento monogamico, estima-se que o
periodo reprodutivo seja entre o final de setembro e comego de abril. Semelhante ao relatado
na literatura para espécies florestais, o inicio do periodo reprodutivo das espécies florestais ¢
relacionado ao final do inverno ou inicio do periodo chuvoso, com intensa atividade em
outubro (SICK, 1997). As espécies de Pyriglena obtém grande parte de seu alimento
capturando insetos espantados por correigoes (WILLIS; ONIKI 1992). Pyriglena leucoptera
Vieillot, 1818 ¢ comum em sub-bosque de florestas imidas, florestas secundarias e bordas de
floresta (RIDGELY; TUDOR 1994), distribuida no Brasil desde a Bahia até o Rio Grande do

Sul, assim como ao leste do Paraguai e em Missiones, na Argentina (SICK, 1997).

2.2.4. Distribuicao geografica

A maioria das espécies de Aves sdo territoriais pelos menos durante uma etapa de seu
ciclo anual (YAMAGISHI; UEDA, 1986), esta conduta esta relacionado a defesa de recursos
necessarios para sua sobrevivéncia ou sucesso reprodutivo (DUCA et al., 2006). De acordo
com Brown (1964) ao defender seu territorio, o defensor terd acesso a recursos de maior
qualidade, entretanto as aves apenas defendem territorios se os beneficios da defesa
equivalerem os custos-tempo, energia ou riscos de confrontos diretos (BROWN, 1969). A

quantidade de recursos alimentares nos territorios pode ser demonstrada através da relacdo

21



entre tamanho dos territorios e a massa corporal das espécies, alguns estudos demonstram que
o tamanho dos territérios € relacionado a massa corporal (DUCA et al., 2006). Yamagishi e
Ueda (1986) observaram que os limites implicitos nos territorios sdo avaliados como fixos ao
longo do tempo, porém estes limites territoriais evidenciaram variacdes, possivelmente devido
ao periodo de procriagdo, sazonalidade e disponibilidade de recursos alimentares. Durante o
ciclo anual de uma espécie os dados sobre o tamanho do territério, 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 execucdo de planos de conservagdo. Algumas evidéncias mostram que pequenos
fragmentos florestais toleram somente parte do total de espécies originais do local, carecendo
aquelas espécies mais afetadas pelas modificagdes do ambiente, pequenos fragmentos
suportam aquelas mais comuns localmente, que se adaptam bem em habitats alterados, desse
modo, a sobrevivéncia de varias espécies em fragmentos pode ser prejudicada, pois suas
populacdes podem ser muito pequenas a ponto de serem extintas em longo prazo (GIMENES;
ANIJOS, 2003).

A familia Thamnophilidae ¢ uma categoria diversificada na América do Sul e € restrita
a regido Neotropical. A maioria dos tamnofilideos esta intimamente associada a capdes ou a
formagdes distintas de florestas (SICK, 1997), e sdo afetadas por fragmentagdo florestal e
destruicdo da restinga, o que afeta sua abundancia e ocorréncia (WILLIS, 1979). Esta familia
¢ endémica da regido Neotropical, os representantes desta familia estdo distribuidos nas
planicies e florestas de altitude mais baixas da regido neotropical, podem ser encontrados do
sul do México (19° N) ao norte da Argentina (27° S), a familia Thamnophilidae estd limitada a
América Central e ao continente Sul-Americano e ilhas adjacentes, incluindo Trinidad e
Tobago (SKUTCH, 1996), estdo ausentes em parte da Argentina ¢ no Chile estdo
integralmente ausentes (RIDGELY; TUDOR, 1994). Conforme se distancia ao norte e ao sul
da linha do equador a riqueza de espécies desta familia diminui (SKUTCH, 1996).

Segundo Zimmer e Isler (2003) grande parte habita as planicies de florestas imidas, e
alcanga sua maior diversidade na bacia amazdnica, porém essa diversidade diminui conforme
o aumento da altitude nas regides montanhosas, os tamnofilideos possuem maior diversidade
em florestas tropicais e matas de baixada, no entanto muitas espécies da Mata Atlantica, e dos
Andes, podem ser encontrada acima dos 2.000 m de altitude. Algumas espécies habitam
ambientes abertos, como savanas e campos, ndo sdo encontrados nas altas elevacdes e

latitudes, como por exemplo, nos altos Andes ou na Patagonia (ZIMMER; ISLER, 2003).
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Quase todas as espécies da América Central sdo também encontradas na América do Sul com
a excecdo de Thamnophilus bridgesi Sclater, 1856 e Dysithamnus striaticeps Lawrence, 1865,

especialmente na regido amazodnica (SKUTCH, 1996).

2.2.5. Dispersio de coccidios em passaros silvestres

Os parasitas relatados em Passeriformes do Novo Mundo sdo 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 areas geograficamente isoladas e, assim, permanecem isolados; no entanto,
alguns fatores, como o comércio legal ou trafico de passaros silvestres (biopirataria) e
reintroducdo pelos centros de triagem de animais silvestres pode levar a dispersdo de parasitos
(BERTO; LOPES, 2013c).

No Brasil, os passaros nativos sdo protegidos por lei e supervisionados pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente ¢ 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 fiscaliza¢des ambientais. Apenas no
ano de 2013 o Centro de Triagem de Animais Silvestres do IBAMA (CETAS) recebeu 61.990
animais oriundos das acdes de fiscalizacdo, resgate ou entrega voluntaria de particulares. Os
CETAS tem por objetivo, receber, identificar, marcar, triar, avaliar, recuperar, reabilitar e
destinar esses animais silvestres, além disso, realizar e subsidiar pesquisas cientificas, ensino
e extensao (IBAMA, 2015).

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

Além do comércio ilegal de aves, a facilidade de transmissdo de Isospora spp. entre as
aves da mesma familia e o grande ntimero de passaros no Novo Mundopodem garantir uma
ampla dispersdo destes parasitas na América do Norte, do Sul e Central (BERTO et al.,
2011b).
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2.2.6. A coccidiose em passaros

As patologias de aves geralmente estdo relacionadas com a nutricdo, tipo de
alojamento e estresse sofrido por estes animais, por isso, alguns cuidados e medidas sdo
necessarios para minimizar o estresse € manter os mecanismos de defesa do animal (HUEZA,
2008). Entre as patologias mais relevantes ocasionadas em passaros mantidos em cativeiro
estdo: distarbios nutricionais, doengas virais, bacterianas, micoticas ¢ parasitarias (GODOY;
MATUSHIMA, 2010). No entanto, a coccidiose ¢ considerada uma grande causadora de
enterite ¢ morte em todas as espécies de aves, esta doenca ¢ causada por protozoarios da
familia Eimeriidae, incluindo Isospora e Eimeria. (FREITAS et al. 2003, SCHRENZEL et al.
2005, SAKS et al. 2006).. Este tipo de patologia acomete com mais frequéncia passaros
mantidos em cativeiro, porém, poucas sdo as publicagdes que relatam procedimentos de
manejo, nutricdo e principalmente o uso de medicamentos em passaros silvestres (HUEZA
2008). Sabe-se, no entanto, que grande parte das mortes registradas em aves brasileiras vindas
do trafico de animais silvestres sdo causadas por doencas infecciosas, entre elas a coccidiose
(GODOY; MATUSHIMA, 2010).

Os relatos de surtos da coccidiose, entre os animais mantidos em cativeiro estio
associados com a superlotag@o, confinamento e estresse (GODOY, 2007). A relagdo entre a
carga parasitidria e a saide individual influenciam no sucesso da infec¢do, os coccidios
induzem um consumo maior de energia, disfuncdo de orgdos internos, reacdes imunes e
doenca clinica, mas a infec¢do subclinica ¢ muito comum, estando associada a superlotacdo e
ao estresse, causando desidratacdo em animais jovens que apresentam diarréia mucoéide ou
com sangue, pode também ocasionar destrui¢do da mucosa intestinal, ocorrendo ma absor¢ao
¢ anemia, isto em relatos mais intensos (CLEYDE; PATTON, 1996; ZINKE et al., 2004). Os
sinais clinicos observados por Balthazar et al. (2013) em um papagaio-verdadeiro Amazona
aestiva Linnaeus, 1758 foram representativos da coccidiose, caracterizado por apatia, penas
ericadas, diarreia esverdeada com detritos fecais aderida a cloaca e torno das penas, e
associado com um grande niimero de oocistos nas amostras fecais, semelhante ao descrito por
Godoy (2007). A avaliagdo da intensidade de infec¢do por coccidios é fundamental para
estudos sobre o impacto de parasitismo nas populacdes naturais (DOLNIK, 2006). A relacdo
parasito-hospedeiro tem sido o foco de investigacdo nos ultimos anos, estes parasitos

intestinais estdo intimamente associados com a ecologia de aves (LOPEZ et al., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

O levantamento bibliografico consistiu em um compilamento de dados e informacdes
realizado ao longo de todo o periodo de desenvolvimento da pesquisa que originou esta
dissertacdo. Os artigos foram selecionados e analisados através da base de dados "Google

Scholar", “PubMed”, “SciELO” e “Periodicos Capes”.

3.2. LOCALIDADE DE ESTUDO

O local selecionado para este estudo foi o Parque Nacional do Itatiaia (PNI) (22° 15’¢
22°30'S; 44°30°e 44°45°0), que esta situada 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 elevacdes rochosas, com altitude
variando de 600 a 2.791 m, no seu ponto culminante, o Pico das Agulhas Negras. O PNI ¢
uma Unidade de Conservagdo (UC) de protecao integral e faz parte do Mosaico de Unidades
de Conservagdo da Serra da Mantiqueira, abriga uma grande biodiversidade de passeriformes
que representam uma amostragem das aves brasileiras observadas na Mata Atlantica
(ICMBIO, 2015). O Parque Nacional de Itatiaia ¢ uma regido restrita, ainda preservada, com

grande biodiversidade de fauna e flora e ampla diversidade de hospedeiros susceptiveis.

3.3. PONTOS DE COLETA E CAPTURA DAS AVES

Os pontos de coleta selecionados localizaram-se no Municipio de Itatiaia, estado do
Rio de Janeiro no Parque Nacional do Itatiaia. As localidades foram caracterizadas por Mata
Atlantica na parte baixa do Parque Nacional de Itatiaia. Dos sete pontos de coletas, dois

localizaram-se no entorno do PNI os quais sdo areas de transi¢do com pastagens que devem
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sofrer efeitos de borda. Os outros cinco pontos de coleta situaram-se em areas mais
preservadas no PNI (Figura 3).

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 e 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) e julho (22° 27" 4" S, 44°
36' 51" O) de 2015, totalizando sete coletas (Figura 3). Nos locais de captura, foram utilizadas
redes de neblina com tamanho total de 9m por 3m, dimensdes de malha de 20mm ¢ 40mm e
fixadas em hastes de aluminio do tipo encaixe, objetivando a captura de aves de diversos
portes. A frequéncia de verificagdo das redes de neblina foi aproximadamente 20 minutos,
conduzindo-se em sequéncia com a retirada manual da ave, minimizando estresse
(NASCIMENTO et al., 1994). As aves foram inicialmente mantidas em sacos de pano (Figura
4), em seguida, foram identificadas de acordo com o Guia de Campo de Sigrist (2014),
pesadas e medidas em seu comprimento total. Logo apos a identificagdo, as aves foram
transferidas para caixas de papeldo que sdo tradicionalmente utilizadas para o comércio de
aves de pequeno e médio porte (Figura 4). 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 metodologia de OoPD. Apds a obtencdo
das amostras fecais, as aves foram, em seguida, libertadas no proprio ambiente onde foram
capturadas. Em média, o tempo de acondicionamento para a defecag@o variou entre 30min ate

60min.
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Figura 3. Pontos de coleta designados por datas (més/ano) no Parque Nacional do Itatiaia.
Imagem elaborada e extraida do software Google Earth.

Figura 4. Espécime de Pyriglena leucoptera (macho) capturado (A); Saco de contencao (B);
e Caixa de papelao forrada para coleta de amostras fecais (C).

Toda metodologia esta autorizada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) sob autorizagao de n® 45200-1 e comissao de ética

UFRRJ/TV/CEUA n°036/2014 (ANEXOS A ¢ B).
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3.4. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras fecais obtidas foram transportadas em tubos conicos de centrifuga com
capacidade de 15ml, contendo uma defecacdo inteira diluida em solug¢do aquosa de dicromato
de potassio (K2Cr207) a 2,5%, possibilitando a manuten¢do dos oocistos. As mesmas foram
transportadas do Parque Nacional do Itatiaia para o Laboratorio de Coccidios e Coccidioses
(LCC) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

No laboratorio, as amostras foram mantidas nos tubos conicos de centrifuga e solucdo
de K2Cr207 em temperatura ambiente. Para garantir a esporulacdo dos oocistos, os tubos
foram abertos e homogeneizados assegurando constante presenca de oxigénio atmosférico por
um periodo de uma semana.

Ap0s a esporulagdo dos oocistos, utilizou-se a técnica modificada de flutuagdo com
solugcdo saturada de sacarose a 1,2 g/ml via centrifuga¢do (10min/2.000 rpm) descrita por
Sheather (1923) e modificada por Duszynski e Wilber (1997), onde os oocistos foram
separados das fezes e do K2Cr207. A solugdo foi suspensa em agua destilada, homogeneizada
e centrifugada durante 10 minutos, possibilitando a retirada do excesso de K>Cr207. Apos
esse procedimento, o sedimento foi novamente suspenso, homogeneizado e centrifugado em
solu¢do saturada de agucar por mais 10 minutos. Em seguida, o conteudo 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 lamina
de vidro para visualiza¢do ao microscopio. Os simbiotipos foram arquivados no repositorio do

LCC na UFRRJ.

3.5. ESTUDO DOS OOCISTOS

3.5.1 Visualizacio e fotomicrografia dos oocsitos

A visualizagdo e as fotomicrografias foram realizadas utilizando microscopio triocular
Zeiss Primo Star ou microscopio binocular Olympus BX binocular acoplado a camera digital

Eurocam 5.0, em objetiva de 100X com de 6leo de imersao.
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3.5.2. Quantificacdo dos oocistos

A quantificacdo foi realizada com base na metodologia de Dolnik (2006) e Dolnik et
al. (2010), onde a contagem dos oocistos ¢ feita a partir de uma defecacdo inteira. A laminula
foi observada criteriosamente para quantificacdo. Este método promove a intensidade de
infecc@o por meio da quantificagdo de oocistos por defecacdo (OoPD). Este método facilita a
investigacdo em campo e, principalmente, com passaros que defecam quantidades muito
pequenas de fezes insuficientes para alcangar 1g. Ainda de acordo com estes mesmos autores,
além de Lopez 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 tltimas horas do dia.

3.5.3. Identificacao das espécies

Para identificagdo dos oocistos recuperados utilizou-se como base as diretrizes e
estudos morfologicos e morfométricos destacados por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et
al. (2014a) que auxiliam na classificacdo dos oocistos esporulados de coccidios. Assim, em
cada oocisto esporulado procurou-se observar e mensurar, em pum, as seguintes estruturas
morfolégicas: didmetros maior (DM) e menor (dm) do oocisto; diametros maior (EM) e
menor (em) do esporocisto; altura e largura dos corpos de Stieda (CS), substieda (CSS) e
parastieda (CPS); indices morfométricos (diametro maior/ didmetro menor) do oocisto (IM) e
do esporocisto (IME); espessura da parede do oocisto (PO); presenca e auséncia de micropila
(M), granulo polar (GP), residuo do oocisto (RO), residuo do esporocisto (RE) e corpos

refrateis (CR) e ntcleo (N) nos esporozoitos (Figura 1).

3.5.4. Identificacio de novos hospedeiros

Ap0s a identificagdo de uma espécie de coccidio, caso esta ndo tenha sido previamente

descrita neste hospedeiro, este se torna um novo hospedeiro. Entretanto, este novo hospedeiro

29



deve pertencer & mesma familia do hospedeiro cujo coccidio foi descrito originalmente,
sendo, este parasitismo ndo ¢ familia-especifico conforme Duszynski e Wilber (1997) e Berto

etal. (2011a).

3.5.5. Desenho dos oocistos

Os oocistos das identificados em nivel de espécie foram esquematizados e editados
digitalmente através dos programas de editoragdo grafica Corel Draw e Corel Photo-paint

(Corel Corporation®).

3.6. AVALIACAO ESTATISTICA

3.6.1. Histograma

Os histogramas foram preparados para representar graficamente os valores observados
dos DM, dm e IM com suas respectivas frequéncias, de acordo com Berto et al. (2014a),
assim adquiriu-se o valor do intervalo de classe através da razdo da amplitude dos valores
obtidos na amostra pelo numero ideal de classes que ¢ representado pelo produto da
multiplicagdo da raiz quarta do nimero total de amostras por 2,5. Com isso, distribuiram-se as
frequéncias nas classes de valores de DM, dm e IM, sendo preparado um grafico, onde a reta
Y representou as frequéncias, enquanto que a reta X representou os intervalos de classes de

medidas de oocistos (SAMPAIO, 2002).

3.6.2. Analise de varidncia (ANOVA)
Para comparagdo entre as medidas dos didmetros maiores e menores e indices

morfométricos dos oocistos e esporocistos recuperados de diferentes amostras de

taminofilideos originados do Parque Nacional do Itatiaia utilizou-se o pacote estatistico
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Bioestat na versdo 5.0, com nivel de significancia de p < 0,05, para calcular as médias,

[l

variancias, graus de liberdade e valor de “p”.

3.6.3. Regressio linear

A andlise de regressao linear simples objetivou em avaliar as medidas dos dm sobre os
DM de oocistos esporulados pertencentes a uma tnica espécie. 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 graficos foram sobrepostos para
melhor visualizagdo. O método e as interpretagdes corroboram e concordam com Norton e
Joyner (1981), Sampaio (2002) ¢ Berto et al. (2014a) onde as medidas de dm foram
organizadas na reta Y e as medidas de DM na reta X. Os graficos com os residuos, bem como
os coeficientes de inclinagdo das retas de regressdo foram obtidos através do software

Microsoft Excel 2010®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISE DAS AMOSTRAS EXAMINADAS

No total foram capturados e identificados 184 espécimes de aves no PNI, dos quais
apenas 26 (14%) pertenciam a familia Thamnophilidae. Apos a coleta e processamento das 65
amostras fecais (média de trés amostras fecais por passaro), pdde-se observar coccidios do
género Isospora e Eimera em algumas destas. As aves capturadas encontravam-se
aparentemente saudaveis, inclusive aquelas parasitadas por coccidios. A prevaléncia total, e

por hospedeiro, podem ser observadas na tabela 1.

Tabela 1. Prevaléncia de coccidios em Thamnophilidae em um fragmento de Mata Atlantica
na parte baixa no Parque Nacional do Itatiaia, RJ.

Espécies N Positivos
Pyriglena leucoptera Vieillot, 1818 10 8
Dysithamnus mentalis Temminck, 1823 7 2
Rhopias gularis Spix, 1825 6 0
Myrmoderus loricatus Lichtenstein, 1823 1 0
Drymophia ferruginea Temminck, 1822 2 0
Total: 26 10

4.2. IDENTIFICACAO DOS OOCISTOS

Os oocistos recuperados das amostras fecais dos taminofilideos ndo se encontravam
esporulados, no entanto, aos sete dias a esporulacdo ocorreu em quase 70% dos oocistos nas
amostras.

Foram observados, oocistos de FEimeria e Isospora. As identificagdes e suas

respectivas intensidades de infec¢des sdao apresentadas tabela 2.
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Tabela 2. Identificagdo ¢ intensidade de infeccdo (OoPD) de coccidios parasitos de
Thamnophilidae em um fragmento de Mata Atlantica na parte baixa no Parque Nacional do
Itatiaia, RJ.

Identificagiio e OoPD especificos®

Amostras dos Data da 7 . OoPD
hospedeiros® coleta sospora. Isospora sp. Eimeria sp. total®
parnaitatiaiensis
A 20 10 0 30
1 B 22/08/2014 41 17 0 58
II A 18/12/2014 0 0 7 0
A 0 2 0 2
I B 02/03/2015 0 0 0 0
C 0 0 0 0
A 0 0 0 0
IV B 02/03/2015 0 25 0 25
Pl C 0 0 0 0
A 147 589 0 736
V B 02/03/2015 3 11 0 14
C 4 14 0 18
VI A 02/03/2015 10 0 0 10
A 0 116 0 116
VII B 14/05/2015 0 184 0 184
A 0 5 0 5
VIII B 06/07/2015 0 1 0 1
Positivos?: 3 6 1 8
1 A 20/11/2014 42 0 0 42
Dm A 48 0 0 48
II B 02/03/2015 ) 0 0 1
Positivos®: 2 0 0 2
Total de oocistos®: 316 913 7
Total de positivos': 5 6 1

20rdem cronoldgica a qual as amostras foram coletadas por hospedeiro, Pyriglena leucoptera (Pl) e
Dysithamnus mentalis (Dm). Algarismos romanos representam o espécime hospedeiro e as letras suas
respectivas amostras.

®Quantidade de oocistos por espécie em uma tnica defecacio.

°Quantidade de oocistos total em uma tinica defecacio.

4Total de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio (parcial, por espécie hospedeira).

“Total de oocistos observados por espécie de coccidio.

fTotal de hospedeiros positivos para a espécie de coccidio.

Dois padrdes morfologicos nos oocistos identificados como pertencentes ao género
Isospora foram observados. O primeiro padrao foi identificado como 1. parnaitatiaiensis. O
segundo padrao ndo pdde ser identificado e/ou descrito especificamente, apesar da morfologia
deste segundo padrio ter sido constante em todas as amostras as quais foram identificadas
com Isospora sp., por este mesmo motivo, optou pela nomenclatura de Isospora sp., € ndo
Isospora spp.

As espécies de P. leucoptera eliminaram oocistos de Isospora e/ou Eimeria. Estas

foram identificadas como: 1. parnaitatiaiensis, Isospora sp. ¢ Eimeria sp. Por duas vezes,
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coccidios isospordides de duas espécies distintas foram identificados parasitando P.
leucoptera. Ja as espécies de D mentalis eliminaram oocistos apenas do género Isospora, este
foi identificado como I. parnaitatiaiensis. A distribuigdo destas espécies por amostra de fezes

de taminofilideos pode ser observada na tabela 2.

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

Esta espécie foi descrita, originalmente, parasitando o papa-taoca-do-Sul no P.
leucoptera. No estudo atual, além de P. leucoptera, um novo hospedeiro foi identificado, uma
vez que oocistos morfologicamente similares foram recuperados das amostras de fezes do D.

mentalis.

4.2.1.1. Morfologia do oocisto, esporocisto e esporozoito

As formas exogenas (Figuras 5 e 6) de I parnaitatiaiensis foram caracterizadas
morfologicamente da seguinte forma: oocistos sub-esféricos a elipsoides. PO dupla e lisa,
medindo aproximadamente 1.0-1.2 (1.1) um. M e RO ausentes, GP presente variando em
nimero de 1 a 2. Esporocistos elipsdides. CS em forma de mamilo ou botdo. CSS
arredondado a retangular. CPS ausente. RE presente, geralmente como uma massa ovoéide a
elipsdide contendo inumeros pequenos granulos que parecem ser delimitados por uma
membrana, medindo aproximadamente 5-6 x 4-5 (5,5 x 4,5) um. Esporozoitos vermiformes,
com CR anterior e posterior e um N centralmente localizado. A morfometria dos oocistos de
Isospora spp. descritas em Thamnophilidae e dos oocistos de 1. parnaitatiaiensis recuperados

de P. leucoptera e D. mentalis, neste estudo, pode ser visualizada na tabela 3.
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Tabela 3. Comparagdo morfoldgica de espécies do género Isospora descritas em Thamnophilidae no
Parque Nacional do Itatiaia, RJ.

Qocisto Esporocisto
Coccidios Hospedeiros Referencias Didmetros indice Granulo Didmetros indice Corpo de Corpo de ;
Forma L Forma - . . Residuo
(pm) morfométrico  polar (pm) morfométrico Stieda subStieda
Hylophylax McQuistion Ovoidea 25-30x21- 1,27 (1,3-1,4) Presente Sub- 13-16x12- 1,19(1,1-1,3)  Presente, Presente Difuso
naevioides & elipsoide 24 1-3 esférico 13 fino e denso  triangular
Lafresnaye, Capparella (27,5%21,8) aovoide (14,8x12,4)
1847 (1992)
Isospora
sagitule Gymnopithys Bertoetal. Ovoidea 27-31x20- 1,27 (1,1-1,4) Presente Sub- 13-17x12- 1,2 (1,1-1,3) Fino e Triangulara  Difuso
McQuistion & salvini (2014b) elipsoide 24 1-3 esférico 14 achatado, arredondado,
Capparella, Berlepsch, (28,4%22,4) aovoide (15,0x12,6) 0,5%2,0 2,5%5,0
1992 1901;
Willisornis
poecilinotus
Cabanis,
1847
Pyriglena Silvaetal. Elipsoide 22-27x18- 1,23 (1,1-1,5) Presente Elipsoide 13-16x8-10 1,6 (1,5-1,7) Mamiliforme Arredondado Compacto
leucoptera (2015) 21 1-2 (14,6%9,3) aformade aretangular
Vieillot, (23,8x19,4) botao, 1.5%2.0
1818 1,0x2,0
Isospora
parnaitatiaiensis P. Sub- 22-27x18- 1,25 (1,08-  Presente Elipsoide 13-16x8-10 1,58 (1,48- Mamiliforme Arredondado Compacto
Silva, leucoptera esférico a 21 1,45) 1-2 (14,6x9,3) 1,71) aformade aretangular
Rodrigues, elipsoide  (24,0x19,3) botio, 1.5%2.0
Lopes, Berto, 1,0x2,0
Luz, Ferreira, Corrente
Lopes, 2015 ) estudo Sub- 23-28x21- 1,12 (1,02-  Presente Elipsoide 15-17x8-10 1,65 (1,49- Mamiliforme Arredondado Compacto
Dysttham.nus esférico a 24 1,21) 1-2 (15,8%9,6) 1,82) aformade aretangular
mentqlzs elipsoide (25,7%22,8) botdo, 1.5%2.0
Temminck, 1,0x2,0
1823
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Figura 5. Desenho do oocisto esporulado de Isospora parnaitatiaiensis recuperado de
Pyriglena leucoptera. Escala =10 pm

36



Figura 6. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Isospora parnaitatiaiensis
recuperados de Pyriglena leucoptera (A-F) e Dysithamnus mentalis (G-1). Escala =10 um.

Na a figura 6, observa-se que os oocistos obtidos de P. leucoptera ¢ D. mentalis
apresentam as mesmas caracteristicas morfologicas, as quais coincidem com a descri¢do
morfologica de I. parnaitatiaiensis. Além desta, a inica espécie descrita em Thamnophilidae
¢ I sagittulae, que foi descrita originalmente em H. naevioides no Equador e, recentemente,
relatada nos papa-formigas amazonicos G. salvini e W. poecilinotus (McQuistion e Capparella
1992; Berto et al. 2014b). Isospora sagittulae (Tabela 3) difere-se de I parnaitatiaiensis
tendo oocistos maiores com esporocisto subesférico a ovoide e corpo de Stieda fino e
achatado. Portanto, esta espécie € facilmente distinguida de /. parnaitatiaiensis.
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4.2.1.2. Polimorfismo

Os resultados morfologicos revelam que os oocistos de [ parnaitatiaiensis sdo
visivelmente polimorficos nas caracteristicas do esporocisto, corpo de Stieda e substieda
(Tabela 4). Em nenhum desses casos pode-se observar um determinado padrdo em uma
amostra e/ou hospedeiro, uma vez que estes padrdes foram observados na mesma amostra e,
algumas vezes, no mesmo oocisto. Este polimorfismo expde a importancia e a complexidade

da identificagdo de espécies de coccidios.

Tabela 4. Polimorfismo dos oocistos de /. parnaitatiaiensis recuperados de P. leucoptera e
D. mentalis.

Estrutura Forma Percentual Figuras
Esporocsitos Mais alongados 40% 6C e 6l
Esporocsitos Menos alongados 60% 6B ¢ 6G
Corpo de Stieda Mamiliforme 50% 6A e 6C
Corpo de Stieda Forma de Botiio 50% 6B ¢ 6G
Corpo de subStieda Arredondado 85% 6A e 61
Corpo de subStieda Retangular 15% 6B ¢ 6G

Atualmente, a identificagdo de coccidios de Passeriformes esta baseada em diferentes
critérios por diferentes autores. Por exemplo, antes de 1982, mais de 100 espécies de
Passeriformes foram relatadas como hospedeiros de I lacazei. Portanto, com base nas
descrigdes disponiveis e na improbabilidade de que uma unica espécie pudesse parasitar
tantos hospedeiros, Levine (1982b) sugeriu os nomes [ passeris, para parasitas de P.
domesticus e I. lacazei para parasitas de C. carduelis. No entanto, Al-Quraishy e Al-Nasr
(2009) discutiram se todo coccidio de Passeriformes que eram chamados de /. /acazei seriam
da mesma espécies. Eles concluiram que a dieta influencia no tamanho do oocisto em
diferentes Passeriformes e que pelo menos as espécies descritas de P. domesticus deveriam
ser sinimias de /. lacazei. Mais recentemente, Dolnik et al. (2009) utilizaram uma técnica para
isolar um tUnico oocisto e extrair DNA para PCR e sequenciamento e encontraram seis
haplotipos diferentes de Isospora de aves silvestres. Eles descobriram o mesmo haplétipo em
hospedeiros diferentes e varias combinag¢des de haplotipos no mesmo individuo hospedeiro.
Quando eles descobriram oocistos de quatro haplotipos diferentes nas fezes de um unico

passaro, eles concluiram que infec¢des mistas com diferentes haplotipos sejam bastante

38



comuns em aves silvestres. Finalmente, Duszynski e Wilber (1997) sugerem que uma nova
espécie de coccidio deve ser comparado pela morfologia e morfometria dos oocistos em
detalhe com espécies de coccidios que sdo caracteristica-similar e pertencam 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).

Al-Quraishi e Al-Nasr (2009) afirmam que devem haver sinonimias em algumas
espécies de coccidios de Passeriformes, especialmente naquelas descritas no mesmo
hospedeiro em diferentes momentos e condigdes e sem descrigdo detalhada. Em contraste, a
ideia de que centenas de Isospora spp. (diferenciaveis morfologicamente) pertencem a uma
unica espécie € inconsistente e pode ser um retrocesso no conhecimento dos coccidios de
Passeriformes.

Em outro extremo, o conceito de que ligeiras variagdes genotipicas sdo suficientes
para diferenciar espécies trazem confusdo e uma amplificacdo exponencial do niimero de
espécies existentes. Por exemplo, Hafeez et al. (2014) descreveram duas novas espécies de
estorninhos Lamprotornis superbus Riippell, 1845. Em seu trabalho, eles observaram os
mesmos estagios extra-intestinais ¢ a mesma morfologia de oocistos. No entanto, eles
obtiveram duas sequéncias distintas dos genes da subunidade I da citocromo oxidase (COI)
mitocondrial (1,7% de divergéncia) e duas sequéncias distintas da subunidade ribossomal 18S
(DNAr) (0,6% de divergéncia), as quais foram utilizadas como base para a nomeagao de duas
novas espécies. Estas interpretagdes nao sdo coerentes com estudos de outros protozoarios,
como Toxoplasma gondii Dubey & Beattie, 1988 e Paramecium spp. Toxoplasma gondii tem
uma divergéncia genética de 2-3% nos genétipos norte-americanos € europeus, com excepgao
daqueles da América do Sul, que tém muito mais diversidade genética devido a populacao
mais antiga e hibridizada (KHAN et al., 2014). Em um estudo sobre a diversidade genética de
Paramecium spp., utilizando o gene COI, uma variagdo intra-especifica de 11% foi obtida, ou
seja, espécimes com até 11% de divergéncia genética foram consideradas como as mesmas
espécies (ZHAO et al., 2013). Nesse sentido, entendemos que as pequenas variagdes
genotipicas devem ter favorecido o polimorfismo observado nos oocistos deste trabalho,
embora estas alteragdes morfologicas tenham sido observadas em esporocistos de um tnico
oocisto. De qualquer forma, se as variagcdes genéticas existem, elas ndo devem ser suficientes
para descrever outras espécies, mas genotipos dentro de uma uUnica espécie. Além disso,
Grulet et al. (1982) e Berto et al. (2014a) sugerem que pequenas variagdes em corpo de Stieda

e sub-Stieda pode ser um resultado do processo de esporulagdo, a posicdo do esporozoito
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dentro do esporocisto, ou a posicdo de seus oocistos e esporocistos sob a laminula, no
momento da observacao.

Por esta razdo, neste trabalho optou-se por comparar a morfologia dos oocistos
recuperados com os oocistos de coccidios descritos de hospedeiros de mesma familia

(DUSZYNSKI; WILBER, 1997).

4.2.1.3. Frequéncia em classes de dimensdes dos oocistos

Analisando a figura 7, que se refere aos histogramas das mensuragdes dos oocistos de
1 parnaitatiaiensis, observa-se que as freqiiéncias nas classes aumentam e diminuem
gradativamente, ou seja, as medidas dos oocistos apresentam-se em menor quantidade nos
limites dos valores e em maior quantidade nos valores medianos, caracterizando, assim,
apenas uma espécie.

Pode-se ainda observar que os oocistos apresentaram maior frequéncia entre os valores
de 24 a 25 pm de DM e 19 a 20 um de dm, que demonstram maior tendéncia dos oocistos a
possuirem estas dimensdes. No histograma de IM notou-se que as frequéncias sdo maiores na
segunda e terceira classe entre os valores de 1,1 a 1,3 e diminuem consideravelmente nas
classes de valores inferiores. Este resultado sustenta a alta tendéncia dos oocistos desta
espécie a possuirem forma elipsoide, ou seja, IM maior do 1,1. Estas observacdes e

interpretagdes estdo de acordo com Berto et al. (2014).

4.2.1.4. Distribuic¢ao das dimensoes dos oocistos

Os valores de R? obtidos na regressio linear comparativa foram baixos, reafirmando o
polimorfismo dos oocistos de I parnaitatiaiensis (Figura 8). Além disso, pode-se observar
uma diferenca na distribuicdo das dimensdes dos oocistos dos dois hospedeiros, uma vez que
as retas e os pontos mantiveram-se afastados. Esta separacdo foi principalmente devida as
diferengas significativas nos valores de em, menores no oocistos liberados por P. leucoptera,

0s quais os caracterizam como mais elipsoides em relagdo aqueles obtidos de D. mentalis.
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Na distribui¢do das medidas dos esporocistos pdde-se observar uma compatibilidade
nas dimensodes dos esporocistos recuperados dos dois hospedeiros de /. parnaitatiaiensis, uma

vez que as retas e os pontos mantiveram-se proximos ou sobrepostos.
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Figura 7. Histogramas das dimensdes dos oocistos de Isospora parnaitatiaiensis: (A)
diametros maior (cinza escuro) e menor (cinza claro); e (B) indice morfométrico.
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Figura 8. Regressao linear comparativa das dimensdes dos oocistos (acima) e esporocistos
(abaixo) de Isospora parnaitatiaiensis recuperados de dois hospedeiros distintos: Pyriglena
leucoptera (preto e vermelho) e Dysithamnus mentalis (cinza e azul).

4.2.1.5. Aspectos morfométricos comparativos dos oocistos esporulados recuperados dos

diferentes hospedeiros

A ANOVA realizada comparou as médias dos DM, dm, IM dos oocistos e
esporocistos de . parnaitatiaiensis recuperados de P. leucoptera e D. mentalis (Tabela 5). O
teste resultou em diferencas significativas em varias amostras, sendo absolutamente

equivalentes apenas entre os dm dos eporocistos. Ao analisar os aspectos morfométricos dos
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oocistos, observaram-se diferencas significativas de DM entre amostras intra-especificas de P.
leucoptera e D. mentalis; em contra-partida, nas medidas de dm as amostras P. leucoptera e
D. mentalis formaram grupos distintos. Nos valores de IMO apenas uma amostra de P.

leucoptera diferiu das demais.

Tabela 5. Comparacao morfométrica de oocistos de Isospora parnaitatiaiensis recuperados
de diferentes taminofilideos em um fragmento de Mata Atlantica na parte baixa do Parque
Nacional do Itatiaia, RJ.

Amostras dos Oocisto Esporocisto
hospedeiros’ DM dm M DM dm M
I 22/08/2014 233a 19,51 a 12a 14,09 a 924 a 1,53 a
Pl 'V  02/03/2015 25,8a,b 18,35a 1,4b 15,13 a,¢ 9,26 a 1,63 a,c
VI 02/03/2015 24,1a,b 19,67 a 1,22 a 15,46 b, ¢ 9,32a 1,66 b, ¢
Dm I 14/05/2015 25,1a,b 2248 b 1,12 a 15,76 b, ¢ 9,37 a 1,69b, ¢
I 06/07/2015 27,0b 23,79b 1,14 a 15,66 b, c 10,30 a 1,52 a

Letras iguais nas colunas mostram médias equivalentes.

'Ordem cronoldgica a qual as amostras foram coletadas por hospedeiro, Pyriglena leucoptera (PI) € Dysithamnus
mentalis (Dm). Algarismos romanos coincidentes a tabela 2 representam o espécime hospedeiro e as letras suas
respectivas amostras.

Ao comparar os aspectos morfométricos dos esporocistos as amostras de P. leucoptera
e D. mentalis diferiram-se intra-especificamente nos valores de DM e IME; em contra-partida,
os valores de dm foram equivalentes entre todas as amostras.

Ao observar de forma isolada a comparagdo das medidas de dm entre as amostras P.
leucoptera e D. mentalis, poderia-se instantaneamente sugerir a possibilidade de duas espécies
de Isospora distintas, cada uma parasitando um hospedeiro especifico. No entanto, nas
comparagdes morfométricas dos demais aspectos morfométricos dos oocistos e esporocistos,
observaram-se diferencas significativas entre mesmos hospedeiros e equivalentes entre
hospedeiros distintos. Portanto, isto nos possibilita sugerir que esta espécie ¢ altamente
polimorfica, principalmente em sua morfometria.

Estas diferencas significativas entre aspectos morfométricos dos oocistos sdo relatadas
¢ relacionadas a fatores ambientais desde a década de 80 (FAYER, 1980), ¢ em inumeros
trabalhos posteriores, incluindo, 1. lacazei do pardal P. domesticus, na provincia de Coérdoba,
Espanha (GOMEZ et al., 1982), Eimeria opimi Lambert, Gardner, e Duszynski, 1988, de
tuco-tucos Ctenomys spp., na 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,
43



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 na existéncia do polimorfismo observado: (1) stress, (2)
nutri¢do, (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).

Neste sentido, pode-se supor que as condi¢des ambientais encontradas no PNI, como:
temperatura, umidade, altitude, periodo de muda e reprodugdo, pluviosidade, ¢ degradagdo
ambiental podem ter influenciado na distribui¢do dos coccidios e nos pardmetros de
eliminagdo dos oocistos de diferentes hospedeiros ou de mesmos hospedeiros submetidos a
condigOes ambientais distintas.

Pode-se ainda supor que 1. parnaitatiaiensis em P. leucoptera e D. mentalis, esteja em
processo de especiacdo adaptando-se a estes respectivos hospedeiros, onde estariamos
verificando uma tendéncia inicial dos oocistos em D. mentalis serem mais subesféricos. No
entanto, como estes hospedeiros, embora ndo tenham biotopos exatamente iguais, habitam o
mesmo ambiente, infecgdes cruzadas e, assim, retrocruzamentos entre coccidios destes
diferentes hospedeiros devem ocorrer. Neste contexto, pode-se ainda observar que o habito
alimentar insetivoro dos taminofilideos ndo favorege a transmissao feco-oral (DOLNIK et al.
2010). Desta forma, as transmissoes inter- e intra-especificas tendem a ser infrequentes, o que
permitiria um maior desenvolvimento do coccidio no processo de especiagdo e adaptagdo a
uma espécie hospedeira. Em traupideos, os quais sdo frugivoros e granivoros, os coccidios em
diferentes espécies hospedeiras tém uma padrao morfométrico mais uniforme (BERTO et al.
2011b), o que poderia ser resultado de transmissdes frequentes.

Esta suposicdo 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 e sdo distribuidos de
maneira bastante individual, porém no trabalho foi concluido que compartilham uma unica
espécie de coccidio, E. opimi. Devido a ampla distribuigdo geografica, a grande diversidade
taxondmica e a variagdo cromossdmica dentro de Ctenomyidae, sugerem que a especiagdo de

E. opimi esta ativa e em desenvonvimento intenso. Segundo estes autores, E. opimi representa
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uma espécie primitiva de parasita infectando o clado da familia Ctenomyidae, o qual tem
conservado as caracteristicas morfologicas de seus oocistos, porém apresenta polimorfimo da

morfometria devido a adaptacdo/especiacdo as diferentes espécies de Ctenomys.

4.3. INTENSIDADES DE INFECCAO

A intensidade de infeccdo que desenvolve-se 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-infecg¢do
(DOLNIK 2002); (2) a infecgdo com uma dose elevada de oocistos esporulados, que podem
levar a uma infecg@o cronica (DOLNIK, 2002); e (3) a presenga de infecgdes concomitantes,
as quais podem enfraquecer o hospedeiro e aumentar a gravidade da infecgdo (LONG, 1982;
VALKIU-NAS, 2004). Todos os trés fatores dependem da exposi¢cdo do hospedeiro as fezes
que contém oocistos esporuladose, portanto, ¢ dependente do forrageamento e habitos
alimentares das aves. Desta forma, o habito insetivoro dos taminofilideos ndo favorece a
transmissdo dos oocistos, como ocorre com aves frugivoras e granivoras, sendo evidenciado
nos OoPD relativamente baixos obtidos neste trabalho.

Ao observar a tabela 2, verificamos que uma espécime de P. leucoptera teve um
OoPD consideravel em uma das amostras, com 147 oocistos de 1. parnaitatiaiensis. Outros
espécimes de P. leucoptera e D. mentalis tiveram OoPD entre 40 e 50 oocistos, somando em
cinco espécimes positivas o total de OoPD foi 316. A outra Isospora sp. também apresentou
um OoPD alto de 913 no total, onde alguns espécimes de P. leucoptera apresentaram OoPD
de 589, 116 e 184. Os horarios de maior eliminagdo dos oocistos foi no periodo da tarde, entre
13hs e 18h, corroborando com os trabalhos descritos na literatura.

O fendmeno da periodicidade de eliminacdo de oocistos foi observado em espécies de
Isospora em Passeriformes silvestres desde a década de 30, onde foi observado a maior
eliminacdo 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 Saltaror similis d’Orbigny &
Lafresnaye, 1837 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,
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com valores de OoPD que alcangaram 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. Desta forma, o estresse das condicdes 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 competi¢ao
de canto. Neste trabalho, os resultados de OoPD foram classificados em niveis de intensidade

de infecgdo, sendo que cerca de 20% das aves teve OoPD superior a 500 oocistos.
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5. CONCLUSOES

Ap6s a analise dos resultados pdde-se concluir que:

1. Passaros da espécies Pyriglena leucoptera e Dysithamnus mentalis que vivem no
Parque Nacional do Itatiaia estdo parasitados de forma enzootica por coccidios do género
Isospora e Eimeria

2. Dysithamnus mentalis ¢ um novo hospedeiro de I parnaitatiaiensis.

3. As quantificag¢@o dos oocistos nos dois hospedeiros taminofilideos positivos foi baixa, o
que pode ser justificado pelo ambiente conservado do PNI e pelo habito alimentar
insetivoro dessas espécies.

4. Os oocistos esporulados de I. parnaitatiaiensis foram caraterizados como polimorficos,
tanto em P. leucoptera quanto em D. mentalis, o que pode ser uma consequéncia do
processo de especiacdo/adaptacdo ao hospedeiro ou mesmo de infecgdes multiplas em
condicOes naturais.

5. A especificidade ocorreu em nivel de familia, pelo fato de tanto P. leucoptera quanto D.
mentalis, ambos da familia Thamnophilidae, terem sido relatadas como hospedeiros de /.

parnaitatiaiensis, no PNI, Brasil.
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A new species of Isospora Schneider, 1881 (Apicomplexa: Eimeiriidae)
from the grey-hooded attila Attila rufus Vieillot, 1819 (Passeriformes:
Tyrannidae) on the Marambaia island, Brazil
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The New World tyrant-flycatcher (Tyrannidae) Attila rufus (Vieillot, 1819) is commonly known as grey-hooded attila or
‘capitdo-de-saira’ in Brazil (Sick 1997; CBRO 2014). This species has a wide distribution and their population trends
appear to be stable; therefore, it is least concern according to IUCN (2015) criteria.

Although the Tyrannidae is one of the most biodiverse families in the Passeriformes, only two parasites of Isospora
have been described from the family including: (1) Isospora feroxis Berto, Luz, Flausino, Ferreira and Lopes, 2009 from
the short-crested flycatcher Myiarchus ferox (Gmelin, 1789); and (2) Isospora mionectesi Berto, Flausino, Luz, Ferreira
and Lopes, 2009 from the greyvhooded flycatcher Mionectes rufiventris Cabanis, 1846 (Berto ef al., 2011). This study
describes a new species of [sospora parasitizing a grey-hooded attila 4. rufus on Marambaia Island, Rio de Janeiro State,
Brazil.

Material and methods

Bird populations were sampled thirteen times on Marambaia Island (23°04°S, 43°53°W) using mist nets. Sampling
occurred during periods between the years 2007 to 2014, including sampling related by Lopes et al. (2013). Throughout
the entire period, only five 4. rufus were captured. These birds were kept in individual boxes and feces collected
immediately after defecation. After identification of the species, the bird was released and stool samples were placed in
centrifuge tubes containing 2.5% potassium dichromate solution (K,Cr,0,) 1:6 (v/v). Samples were sent to the
Laboratério de Coccidios e Coccidioses, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRI). Samples were
incubated at 23-28°C for 10 days or until ~70% of the oocysts were sporulated. Oocysts were recovered by flotation in
Sheather’s sugar solution (Specific gravity: 1.20) and examined microscopically using the technique described by
Duszynski & Wilber (1997) and Berto ef al. (2014). Morphological observations, line drawings, photomicrographs and
measurements were made using an Olympus BX binocular microscope coupled to a digital camera Eurocam 5.0. Line
drawings were edited using two software applications from CorelDRAW® (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. Abbreviations: total number of measurements [n],
micropyle [M], oocyst residuum [OR], polar granule [PG], Stieda body [SB], substieda body [SSB], parastieda body
[PSB], sporocyst residuum [SR], sporozoite [SZ], refractile body [SRB], nucleus [N].

Results
Five A. rufus were captured and examined between the years 2007 to 2014; however, only one captured in July 25, 2014,
was positive for coccidia.
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Isospora attilae n. sp.
Type host. Grey-hooded attila Artila rufus (Vieillot, 1819) (Aves: Passeriformes: Tyrannidae).

Type locality. Marambaia Island (23°04'S, 43°53'W), Rio de Janeiro, Brazil.

Site of infection. Not investigated

Type-material. Oocysts in 70-100% ethanol, phototypes and line drawings are deposited and available (http:/
rl.ufrrj.br/lec) in the Parasitology Collection of the Laboratério de Coccidios e Coccidioses, at UFRRI, located in
Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil. Photographs of the type-host specimens (symbiotypes) are deposited in the same
collection. The repository number is P-57/2015.

Etymology. The specific epithet is derived from the generic name of the type host.
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Description (Figs la—c; 2a—c). Oocyst shape (n = 17) sub-spherical to ellipsoidal; oocyst wall bilayered; wall
thickness 1.3 (1.1-1.5); outer wall smooth, ¢.2/3 of total thickness; L x W =20.3 x 19.0 (18-22 x 18-21), L/W ratio =
1.07 (1.0-1.2); M, and OR absent, PG present, one or two. Sporocyst shape (n = 13) ellipsoidal; L x W=13.5 x 7.9 (12—
15 x 7-9); L/W ratio = 1.73 (1.6-1.9); SB present, knob-like, 1.0 high x 2.0 wide; SSB present, rounded to trapezoidal,
2.5 high x 4.0 wide; PSB absent; SR present, composed of granules of different sizes; SZ vermiform with 1 posterior
SRB and centrally located N.

Remarks. Isospora aitilae differs from other [sospora species from the passerines of same family (Table 1).
Isospora mionectesi has oocysts and sporocysts larger than [ attilae. Isospora feroxis is very similar to I attilae,
however, it can be distinguished by SB flattened and ovoidal shape of sporocyst (Berto ef al., 2009a; Berto et. al. 2009b).

TABLE 1. Comparative morphology of Isospora aitilae n. sp. and Isospora spp. recorded from Tyrannidae in New
World.

Coccidia  Host Reference Odcysts
Shape Measurements (pm) Shape index  Wall(um) Polar
granule
sub- spheroidal  18.7 = 13.0 1.1 c. 1.2 present
(18-20 = 17-20) (L0-1.1) usually 2
Isospora Mionectes Berto et al.  ellipsoidal 283 =212 1.3 bi-layered, present, I or
mionectesi  rufiventris Cabanis, (2009b) (23-31 = 19-23) (1.2-1.4) cl3 2
1846
Isospora Attila rufus current work  sub- spheroidal  20.3 = 19,0 1.07 present, | or
attilae (Vieillot, 1819) to elipsoidal (18-22 = 18-21) (1.0-1.2) 2
continued.
Coccidia  Host Reference Sporocysts
Shape Measurements (um) Stieda body ~ Substieda body ~ Residuum
Isaspora ovoidal 11.7 = 8.5 present present diffuse
feroxis (11-13 = 8-10) flattened prominent,
Isaspora Mionectes Berto et al. clongate 19.7 = 1.7 present present subspheric
mionectesi  rufiventris Cabanis, (2009b) cllipsoidal  (17-22 = 10-13) rounded prominent al.
1846 compact
Isospora  Attila rufus current work  ellipsoidal 13,5 x7.9 present present rounded  diffuse
attilae (Vieillot, 1819) (12-15 = 7-9) knob like io trapezoidal
Discussion

Unlike other families in the Passeriformes from which only parasites in the genus [sospora have been reported the
Tyrannidae are also hosts to two species of Eimeria including: (1) Eimeria divinolimai Berto, Flausino, Ferreira and
Lopes, 2008 from the rufous casiornis Casiornis rufus (Vieillot, 1816); and (2) Eimeria sicki Berto, Luz, Flausino,
Ferreira and Lopes, 2009 from M. ferax (Berto et al. 2011).

Another point of interest is the inconsistent systematic of Passeriformes. In this case for M. rufiventris, which
remains classified into Tyrannidae, according to TUCN (2015) and BirdLife International (2015); however, this same
species is classified in Rhynchocyclidae, according to CBRO (2014). These discordances hinder the comparisons and
identifications of parasites, mainly coccidia, which have known parasitism specific to the family of the host (Duszynski
& Wilber, 1997; Berto er al., 2011). Thus, regardless of a true classification, the fact is that M. rufiventris is close to the
tyrant-flycatchers; and, for that reason, its coccidium /. mionectesi was added for the morphological comparative study.

Comparison of /. attilae with isosporan species from related hosts (Table 1) clearly supports the designation as a
unique species. Therefore, I. attilae is considered as new to science, being the third description in a New World tyrant-
flycatcher.
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