UFRRJ )
_ INSTITUTO DE VETERINARIA ]
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

TESE

DIVERSIDADE DE HAEMOPROTEUS SPP. EM AVES THAMNOPHILUS
CAERULESCENS E PENELOPE OBSCURA DA MATA ATLANTICA EM MINAS
GERALIS, BRASIL: MORFOLOGIA, TAXONOMIA E FILOGENIA DE
ESPECIES

RAFAELA VENANCONI MATOSO DE FREITAS

SETEMBRO
2022



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
_INSTITUTO DE VETERINARIA ]
PROGRAMA POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

DIVERSIDADE DE HAEMOPROTEUS SPP. EM AVES THAMNOPHILUS
CAERULESCENS E PENELOPE OBSCURA DA MATA ATLANTICA EM MINAS
GERALIS, BRASIL: MORFOLOGIA, TAXONOMIA E FILOGENIA DE
ESPECIES

RAFAELA VENANCONI MATOSO DE FREITAS

Sob a Orientagdo do Professor
Carlos Luiz Massard

e Co-orientagdo da Professora
Marta Tavares D’Agosto

Tese submetida como requisito parcial
para obten¢do do grau de Doutora em
Ciéncias, no Curso de P6s-Graduagdo em
Ciéncias Veterinarias,

Seropédica, RJ
Setembro de 2022



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Segao de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F862d

Freitas, Rafaela Venanconi Matoso de , 1987-
DIVERSIDADE DE HAEMOPROTEUS SPP. EM AVES
THAMNOPHILUS CAERULESCENS E PENELOPE OBSCURA DA MATA
ATLANTICA EM MINAS GERAIS, BRASIL: MORFOLOGIA,
TAXONOMIA E FILOGENIA DE ESPECIES / Rafaela Venanconi
Matoso de Freitas. - Juiz de Fora, 2022.
02 £.: 1il.

Orientadora: Carlos Luiz Massard.

Coorientadora: Marta Tavares D'Agosto

Tese (Doutorado) . —— Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Ciéncias Veterinarias, 2022.

1. maladria aviadria, Hemosporideos, aves silvestres,
Mata Atlantica, cyt b.. I. Luiz Massard, Carlos, 1947
, orient. II. Tavares D'Agosto , Marta, -, coorient.
III Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Ciéncias Veterinarias. IV. Titulo.




(($3UFRRJ

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
UFRRJ PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ATA N° 4206/2022 - PPGCYV (12.28.01.00.00.00.00.50)

N° do Protocolo: 23083.056976/2022-83
Seropédica-RJ, 14 de setembro de 2022.

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

RAFAELA VENANCONI MATOSO

Tese submetida como requisito parcial para a obtengéo do grau de Doutor(a) em Ciéncias, no Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncias Veterinarias.

TESE APROVADA EM 13/09/2022

{Assinado digitalmente em 23092022 08:54) {Assinade digitalmernte em 21092022 [5:59)
MARISTELA PECKLE PEIXOTO PATRICIA SILVEIR A
Dhgprd 3 2808 0 600 08,00, 5 5) CFF R T 26
Matricnla, #E8034585
{Assinado digitalmente em 21092022 11:15) {Assinado digitalmente em 20/09/2022 22:37)
FRAMCIANE CEDROLA VALE ROBERTO JUNIO PEDROSO DIAS
- B4 pEd R4 88 CPF: o, R - ml

(Assinade digitalmenie em 21092022 18:49)
MARTA TAVARES D AGOSTO

CPF i s

Visualize o documento orlglnal em htt mentos/index.jsp informando seu namero: 4206, ano:
2022, tipo: ATA, data de emissdo: 14/09/2022 eo codlgo de verlﬁcag:ao 254319452f


https://sipac.ufrrj.br/public/jsp/autenticidade/form.jsf

Dedico esse trabalho a minha familia,
pelo incentivo e ajuda para chegar até o

fim!



AGRADECIMENTOS

A Deus por me permitir chegar até aqui e me manter firme no proposito.
Aos meus pais Robson Matoso ¢ Vanise Venanconi Matoso, pela educagio, carinho, amor,
ajuda, for¢a, ensinamentos e por serem minha base.

As minhas filhas Laura Venanconi Matoso e Luisa Venanconi Matoso de Freitas que sdo
minha vida, minha maior alegria, amigas, for¢a e incentivo.

Ao meu marido Edgard Bruno de Freitas Silva por todo amor, companheirismo, incentivo,
ajuda, paciéncia e por ser meu porto seguro.

Ao meu irmao Gabriel Venan¢oni Matoso por nossos momentos felizes.

Ao professor Carlos Luiz Massard pela oportunidade em fazer parte de sua equipe, por todo
carinho e atencao.

A professora Marta D’ Agosto por ter me dado estimulo, apoio, por toda empatia e confianga.

Ao professor Huarrisson Azevedo Santos pelo conhecimento compartilhado, atengdo e
dedicagao.

Ao professor Roberto Dias pelos ensinamentos.
A professora Mariana Rossi pela contribuicio.

Aos parceiros de trabalho do “LabProto”: Elen Furtado, Fabiola Silva, Felipe Santos,
Franciane Cedrola, Glauber Barino, Jéssica Andrade Vilas Boas, Luisa Oliveira, Priscila
Fregulia, Roberto Marchesini, Talys Assumpc¢io, Yasmine Moreira, Zacarias Rosalina,
Wellington Ouverney, Maryana de Andrade, Pedro Mendes, Thais Pezenti, Luana Carvalho,
Mylena Barros, Thais Gomes, Saulo Moreira pela contribuicdo profissional, pelos bons
momentos no laboratério e pelas experiéncias.

Aos colegas e parceiros do “LAP”, por toda contribuicdo.

Aos parceiros do LHV da UFRRJ Maristela Peckler, Claudia Bezerra, Renata Lins, Rodrigo
Gredilha, Miguel Mota, Leonardo Paulis, Patricia Gonzaga, Fabricio Amaral, por todo
suporte, mesmo estando todos tdo longe, e por todo acolhimento.

As companheiras de apartamento Maristela Peckler ¢ Thalita Xavier por terem sido minha
familia enquanto eu estive tdo longe de casa e tornado meus momentos de saudade em alegrias.

Ao Arthur Santiago, secretario da UFRRJ, por toda sua boa vontade em ajudar sempre que
necessario.

Aos professores do Programa de pds-graduagdo em Comportamento e Biologia Animal da
UFJF, pelos ensinamentos.

Aos professores do Programa de pos-graduacdo em Ciéncias Veterinarias da UFRRIJ, por
todo conhecimento e experiéncias compartilhadas.

A UFRRJ pela oportunidade em fazer parte do programa.

A UFJF pela oportunidade de desenvolvimento do projeto.



A CAPES pela concessdo da bolsa.

A todos os amigos e familiares que de alguma forma contribuiram para tornar essa jornada
mais leve e satisfatoria.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior Brasil (CAPES)-Cédigo de Financiamento 001, agradeco o
financiamento desta pesquisa.



BIOGRAFIA

Rafaela Venanconi Matoso de Freitas, filha de Vanise Venangoni Matoso e Robson Matoso, nasceu
em 30 de agosto de 1987, na cidade de Juiz de Fora, na zona da mata de Minas Gerais. E casada com
Edgard Bruno de Freitas Silva, com quem possui duas filhas: Laura e Luisa.

Cursou o ensino fundamental na escola estadual Antonio Carlos em Juiz de Fora no qual foi concluido
em 2002. Cursou o 1° ano do ensino médio no IFET Rio Pomba, o 2° ano no IFET Juiz de fora e o 3°
ano no colégio Apogeu, concluido em 2005 o ensino médio.

Em agosto de 2008, ingressou no Centro de Ensino Superior de Juiz de Fora se formando em
Licenciatura Plena em Ciéncias Biologicas (2008-2012). Durante sua vida académica foi bolsista PIBIC
da FAPEMIG na Embrapa Gado de Leite atuando na area de genética vegetal, onde concluiu seu estagio
e faculdade com o trabalho “Viabilidade do polen em Brachiaria sp.” sob a orientacdo do Dr. Fausto de
Souza Sobrinho.

Em 2015 ingressou no Curso de Pés-Graduagdo em Ciéncia Biologicas- Comportamento e Biologia
Animal, nivel mestrado, da Universidade Federal de Juiz de Fora sob orienta¢ao da Professora Doutora
Marta D*Agosto, sendo bolsista pela UFJF.

Ingressou no Curso de Pds-Graduagao em Ciéncias Veterinarias, nivel de Doutorado, na Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, na cidade de Seropédica- RJ, sob orientacdo do Professor Doutor
Carlos Luiz Massard e co-orientacdo da Professora Doutora Marta D‘Agosto e Professor Doutor
Roberto Junio Pedroso Dias, sendo bolsista pela Capes.

Atuou como professora em diversas escolas do municipio de Juiz de Fora- MG, bem como em vdrias
escolas estaduais no mesmo municipio nos anos de ensino fundamental II e EJA. Atuou também no
Centro de Educagao Interativa de Juiz de Fora e na Escola Integra- rede Apogeu, nas turmas de 6°, 7°, 8°
e 9° anos do ensino fundamental I1.

Atuou como flebotomista, na coleta e recebimento de material bioldgico bem como em analises na area
técnica do laboratorio Carlos Chagas em Juiz de Fora- MG.

Hoje em dia, exerce a fungdo de laboratorista na GTA Alimentos atuando na area de microbiologia de
alimentos em Juiz de Fora- MG. Exerce também a funcdo de professora particular para alunos do ensino
fundamental e médio.



RESUMO

FREITAS, Rafaela V. M., Diversidade de Haemoproteus spp. em aves Thamnophilus caerulescens e
Penelope obscura da Mata Atlantica em Minas Gerais, Brasil: morfologia, taxonomia e filogenia
de espécies. 2020. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria) Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022.

Hemosporideos dos géneros Plasmodium e Haemoproteus sdo microeucariotos (Alveolata,
Apicomplexa) parasitos intracelulares obrigatorios de anfibios, aves, mamiferos e répteis, com ampla
distribuicao geografica. A familia Haemoproteidae inclui o género Haemoproteus Kruse, 1890, possui
ampla distribuicao geografica, assim como seus vetores, insetos dipteros hematofagos. Sao parasitos que
vém sendo observados em aves em diferentes regides do mundo e causam diversas alteragdes bioldgicas
nos seus hospedeiros. Em se tratando de diversidade, hoje temos aproximadamente 150 espécies de
Haemoproteus descritas utilizando diferentes ferramentas de estudos. No presente estudo foram
examinadas 21 aves da espécie Thamnophilus caerulescens (Thamnophilidae) presentes em fragmentos
da Floresta Atlantica. Nossos resultados descrevem uma nova espécie de Haemoproteus utilizando
diferentes abordagens para tal. Essa ¢ a primeira vez que uma espécie de Haemoproteus ¢ descrita nessa
espécie de ave. Além disso, foram analisadas quatro aves da espécie Penelope obscura bronzina
(Cracidade) que apresentou prevaléncia de 100% de Haemoproteus sp. Como resultado, nosso estudo
apresenta duas novas linhagens de Haemoproteus (Parahaemoproteus) sp. € novos dados moleculares e
morfologicos de Haemproteus sp. em Cracidade da Mata Floresta Atlantica. Este estudo ressalta
também a importancia da taxonomia integrativa para a caracterizagao do grupo visto a complexidade do
ciclo de vida desses parasitos e o aumento do numero de linhagens, sem caracterizagdo ao nivel
especifico, nos bancos de dados o que pode resultar em uma subestimac¢do no numero de espécies ou
superestimacdo das mesmas. O que ¢ fundamental para trabalharmos questdes como preservagao de
espécies aviarias, visto a influéncia que esses organismos tém sobre a ecologia das aves.

Palavras- chave: malaria aviaria, Hemosporideos, aves silvestres, Mata Atlantica, cyt b.



ABSTRACT

FREITAS, Rafaela V. M., Diversity of Haemoproteus spp. in birds Thamnophilus caerulescens and
Penelope obscura from the Atlantic Forest of Minas Gerais, Brazil: morphology, taxonomy and
species phylogeny.Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria) Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022.

Haemosporids of the genera Plasmodium and Haemoproteus are microeukaryotes (Alveolata,
Apicomplexa) obligate intracellular parasites of amphibians, birds, mammals and reptiles, with wide
geographic distribution. The Haemoproteidae family includes the genus Haemoproteus Kruse, 1890,
which have a wide geographic distribution and are transmitted by blood-sucking dipterous insects. They
are observed parasitizing birds in different regions of the world and cause several biological changes in
their hosts. In terms of diversity, today we have approximately 150 described species of Haemoproteus.
In the present study, 21 birds of the species Thamnophilus caerulescens captured in fragments of the
Atlantic Forest were examined. Our results describe a new species of Haemoproteus using different
approaches. This is the first time that a species of Haemoproteus is described in this bird species. In
addition, four birds of the species Penelope obscura bronzina were analyzed, which showed a
prevalence of 100% of Haemoproteus sp. As a result, our study presents two new strains of
Haemoproteus (Parahaemoproteus) sp. and new molecular and morphological data of Haemoproteus sp.
in Cracids of the Atlantic Forest. This study also highlights the importance of integrative taxonomy for
the characterization of the group, given the complexity of the life cycle of these parasites and the
increase in the number of lineages, without characterization at the specific level, in the databases, which
can result in an underestimation of the number of species or their overestimation. These aproaches are
also essential to work on issues such as the preservation of avian species, given the influence of these
organisms in bird ecology.

Kew-words. Avian malaria, Atlantic Forest, cyt b, haemosporidians, wild birds
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1 INTRODUCAO GERAL

A ordem Haemosporida se define por ser um clado de protistas (Alveolata,
Apicomplexa) parasitos intracelulares obrigatorios de anfibios, aves, répteis e mamiferos
(VALKIUNAS, 2005). Haemosporida possui uma grande importincia médica por abrigar
parasitos causadores da malaria, Plasmodium spp. (GARNHAM, 1966). Além de
Plasmodium, a ordem inclui organismos pertencentes aos géneros Haemoproteus,
Leucocytozoon e Fallisia (VALKIUNAS, 2005) que podem causar grandes prejuizos
econdmicos e ambientais (TALISUNA et al., 2004) visto que possuem importancia ecologica,
principalmente para a conserva¢do de espécies hospedeiras suscetiveis (ATKINSON et al.,
2000). O ciclo de vida desses organismos ¢ heteroxeno com a fase sexuada ocorrendo nos
hospedeiros invertebrados e a fase assexuada ocorrendo nos hospedeiros vertebrados
(REMPLE, 2004).

Os estudos sobre esses organismos nos tropicos datam do inicio do século XX e
cresceram acentuadamente nos ultimos anos, principalmente em hospedeiros aviarios
(ARAGAO, 1908; VALKIUNAS & IEZHOVA, 2018). No entanto, as pesquisas sdo focadas
em dois grupos especificos de hemosporideos, Plasmodium e Haemoproteus possuindo o
maior nimero de espécies descritas, 55 e 140 respectivamente (FECCHIO et al., 2020;
VALKIUNAS & IEZHOVA, 2018). A maior parte desses estudos ocorreu na regido da Asia,
seguido por Africa e em seguida América (SANTIAGO- ALARCON & MARZAL, 2020). A
maioria dos estudos foi focado em relatar infeccdoes em aves, assim como descrever novas
espécies de parasitos hemosporideos (SANTIAGO-ALARCON & MARZAL, 2020). Por
terem ampla distribui¢do geografica esses organismos afetam aves no mundo todo,
acarretando em prejuizos ecoldgicos ja que podem levar seus hospedeiros a morte
(VALKIUNAS 2005; FECCHIO et al., 2020). Apesar da ampla distribui¢do, a riqueza de
espécies hemosporideos é maior nos tropicos (PRICE, 1980; COMBES, 2001; VALKIUNAS,
2005).

A taxonomia desses parasitos era feita inicialmente por meio da observagdao das
formas evolutivas no sangue periférico dos hospedeiros vertebrados através de microscopia
optica (GARNHAM, 1966). Além da observacdo das formas evolutivas nos eritrdcitos,
caracteres como o tdxon do hospedeiro e historia de vida do parasito também passaram a ser
considerados para a classificacdo (MARTINSEN et al. 2007). Mas essas técnicas tém
limitagcdes visto que muitos estudos sdo feitos com aves silvestres que possuem baixa
parasitemia, dificultando a caracterizagdo (VALKIUNAS, 2005). Com o advento da biologia
molecular, estudos com sequéncias de DNA tornaram-se de fundamental importancia para
aprimorar a classifica¢do taxonémica de hemosporideos (CLARK et al., 2015). O banco de
dados moleculares Malavi, foi criado para deposito de sequéncias do gene mitocondrial cyt b
de hemosporideos de hospedeiros avidrios (BENSCH et al., 2009). Hoje sdo mais de 1600
linhagens do género Haemoproteus depositadas no banco de dados Malavi. Fato que ilustra
uma imensa diversidade genética entre os parasitos e possivelmente muitas espécies que ainda
ndo foram descritas (VALKIUNAS & IEZHOVA, 2018). A maior parte dessas linhagens ndo
foi identificada ao nivel especifico (Malavi database). A identificagdo desses organismos
contribui com outros estudos sobre diversidade, especiacdo parasitiria e ecologia. Alguns
autores discutem sobre conceito de espécie em Haemosporida como no trabalho de Outlaw &
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Ricklefs (2014) onde mostraram que a delimitagdo de espécies se tornou complicada a medida
que novas linhagens foram surgindo. Um dos problemas do uso de técnicas restritas (apenas
morfologia ou biologia molecular, por exemplo) ¢ que podem esconder espécies cripticas e
subestimar o numero de espécies para estes hemoparasitos. Apesar disso, cada autor adota
uma métrica para descri¢ao de espécies de Haemosporida.

A presente tese foi desenvolvida com o objetivo de conhecer e identificar a
diversidade de parasitos Haemosporida em aves da espécie Thamnophilus caerulescens e
Penelope obscura da regido neotropical utilizando uma metodologia integrativa que aborda
morfologia, filogenia e biologia molecular.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Ordem Haemosporida

A ordem Haemosporida (DANILEWSKY, 1885) ¢ um clado de microeucariotos
(Alveolata, Apicomplexa) parasitos intracelulares obrigatérios de anfibios, aves, mamiferos e
répteis, com ampla distribuicdo geografica (VALKIUNAS, 2005). Sdo unicelulares,
eucarioticos, sem organelas locomotoras, e com um complexo apical cuja funcdo ¢ a
penetragdo na célula hospedeira. O ciclo de vida ¢ heteroxeno alternando entre hospedeiro
vertebrado e invertebrado (diptero hematdfago) e consiste em esquizogonia, gamogonia €
esporogonia (REMPLE, 2004). A presenca de macrogametocitos e microgametdcitos que se
desenvolvem independentemente, zigoto movel (ou oocineto), esporozoitos e esquizontes sao
as principais caracteristicas encontradas no desenvolvimento destes parasitos (Garnham,
1966, REMPLE, 2004). Estudos em hospedeiros avidrios passaram a ter relevancia apds a
descoberta da similaridade destes hemosporideos com os agentes da malaria humana,
pertencentes ao género Plasmodium (SA, 2011). A ordem Haemosporida teve suas principais
caracteristicas descritas por Danilewsky (1885), porém, por ndo ser taxonomista, este ndo
participou da elaboracdo da classificagdo da ordem. Em seguida, varios outros estudos
contribuiram para o conhecimento do grupo, como o de MacCallum (1897) que descreveu o
estagio de exflagelacdo em corvos no Canada. Logo apds, varios outros se sucederam como
os de Aragio (1907), Celli (1933), Stephens (1937), Scott (1939), Russell (1965), Foster
(1965), Garnham (1966, 1971), Harrison (1978), Bruce-Chwatt (1988), Desowitz (1991),
McGregor (1996), e Poser & Bruyn (1999). A Ordem Haemosporida inclui representantes das
familias Haemoproteidae, Leucocytozoidae, Plasmodiidae e Garniidae, que possuem ampla
distribuicdo geografica e ja foram descritos parasitando diversos grupos de aves em todos os
continentes com exce¢do a Antartida (VALKIUNAS, 2005; SEHGAL, 2011). Classifica¢do
taxondmica dos géneros de hemosporideos, segundo Valkiiinas (2005):

Dominio: Eukariota

Reino: Protista (Haeckel, 1866)
Superfilo: Alveolata

Filo: Apicomplexa Levine, 1970



Classe: Coccidea (Leuckart, 1879)
Subclasse: Coccidia (Leuckart, 1879)
Ordem: Haemosporida (Danilewsky, 1885)
Familia: Haemoproteidae
Género: Haemoproteus Kruse, 1890
Subgénero: Haemoproteus
Subgénero: Parahaemoproteus
Familia: Plasmodiidae
Género: Plasmodium Marchiafava & Celli, 188
Subgénero: Haemamoeba
Subgénero: Giovannolaia
Subgénero: Novyella
Subgénero: Bennettinia
Subgénero: Huffia
Familia: Leucocytozoidae
Género: Leucocytozoon Berestnetf, 1904
Subgénero: Leucocytozoon
Subgénero: Akiba
Familia: Garniidae
Género: Fallisia
Subgénero: Plasmodioides

2.2 Ciclo Biologico de Haemoproteus

Haemoproteus spp. possuem ciclo de vida heteroxeno, com fases eritrociticas e
exoeritrociticas. A fase sexuada acontece no hospedeiro invertebrado, dipteros da familia
Ceratopogonidae e moscas hipobocideas (Hippoboscidae), a fase assexuada ocorre no
hospedeiro vertebrado (VALKIUNAS, 2005; REMPLE, 2004). O desenvolvimento do
parasito nos hospedeiros invertebrados ¢ semelhante, diferindo no tamanho do oocisto,
numero de esporozoitos e duracao da esporogonia (SANTIAGO- ALARCON et al., 2012).
Em hipoboscideos, tanto os machos quanto as fémeas se alimentam de sangue e sdo
susceptiveis a infec¢do. O ciclo de vida de Haemoproteus ¢ apresentado a seguir (Figura 1) e
suas caracteristicas foram baseadas no desenvolvimento da espécie Haemoproteus mansoni
(VALKIUNAS, 2005). Os esporozoitos presentes nas glandulas salivares do vetor sdo
inoculados e penetram as células endoteliais viscerais (1) desenvolvendo em merontes
exoeritrociticos da primeira geracao (2,3) que afetam diferentes 6rgdos como: figado, bago,
rins, musculatura esquelética e pulmdes, a esse processo denominaram merogonia
(FROMONT, 1993; DONOVAN et al.,2008). Os merontes dao origem aos merozoitos de
primeira geragdo, que possuem forma e tamanhos varidveis infectando novas células (4). Em
algumas espécies eles crescem e desenvolvem-se em megalomerontes no tecido muscular ou
cardiaco e nas células endoteliais dos capilares (5,6). Sendo as células endoteliais mais
comumente parasitadas baco, rins, pulmdes, figado e musculatura esquelética. Além disso, os
merozoitos formados nesse processo podem infectar células sanguineas e se desenvolver em
gametocitos (VALKIUNAS, 2005; VALKIUNAS & IEZHOVA, 2018). Por meio de
esquizogonias, ddo origem a novos merozoitos e que penetram nos eritrocitos (7) e se
diferenciam em formas sexuadas, os gametdcitos os quais poderao ser ingeridos pelos vetores
dipteros hematdfagos (8). Os merozoitos da primeira gera¢do infectam células do bacgo (9).
Nesse momento, se desenvolvem em merontes maduros (10,11) que irdo infectar células
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sanguineas (12) e se desenvolverdo em gametocitos (13). E importante ressaltar que apenas
gametdcitos se desenvolvem em eritrocitos e que pelo menos duas geracoes teciduais ocorrem
antes do surgimento dos gametocitos no sangue. A fase entre a infec¢@o e o surgimento das
primeiras formas detectaveis pode durar entre 11 e 21 dias (VALKIUNAS, 2005).

A gametogénese se inicia ap0Os o repasto sanguineo do inseto (14,15). Os gametdcitos
assumem o formato arredondado e saem do eritrocito no intestino do inseto. Os
microgametocitos liberam, por exflagelagdo, microgametas que se unem a macrogametas
(singamia), produzidos a partir dos macrogametocitos (15). O zigoto ¢ formado no ambiente
extracelular, o qual se diferencia em uma forma moével, denominada oocineto (16). O oocineto
migra do intestino para debaixo da lamina basal dando origem ao oocisto (18) iniciando a fase
esporogonica. A esporogonia produz grande nimero de esporocistos (19,20) e quando maduro
se rompe liberando-os na hemocele que por meio da hemolinfa chegam a glandula salivar do
vetor (21). As formas infectantes para as aves sdo 0s esporozoitos que sdo injetados no
momento da alimentagdo do diptero.

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

2.3 Haemosporida em aves silvestres no Brasil

Adolpho Lutz era médico, parasitologista e primeiro pesquisador brasileiro a se
interessar por protozoarios hemoparasitos, tendo como base os trabalhos de Danilewsky (SA,
2011). Seguindo os passos de Lutz, Aragdo trabalhou com Haemoproteus no Brasil e por
volta de 1908 descreveu, pela primeira vez, o ciclo biolégico completo em pombos e em
dipteros da familia Hippoboscidae. A partir de entdo varios outros estudos se sucederam,
como o de Lucena (1941) que publicou uma revisao a respeito de aves infectadas com varias
espécies de hemoparasitos. Lainson et al. (1970), analisaram hemosporideos em aves
Passeriformes. Em 1980, Bennett & Lopes analisaram a prevaléncia e parasitemia em 3449
aves no Estado de Sao Paulo. Também no estado de Sdo Paulo, Woodworth-Lynas et al.
(1989) agregaram novos dados aos estudos de Bennett & Lopes (1980) e analisaram a
prevaléncia de Plasmodium e Haemoproteus em 15574 aves por meio de microscopia optica
nao havendo identificacdo ao nivel especifico dos parasitos. As primeiras espécies de
Haemoproteus registradas no Brasil foram H. columbae e H. danilewskyi, o restante dos
estudos ndo identificaram os parasitos ao nivel especifico (VALKIUNAS, 2005). Mais
recentemente podemos citar os trabalhos feitos por Adriano & Cordeiro (2001), na regido
sudeste, os quais analisaram a prevaléncia e parasitemia de hemosporideos em trés espécies
de aves Columbiformes, por meio de analises morfologicas. Marques et al. (2007) estudaram
a prevaléncia e parasitemia de hemoparasitos e ectoparasitos em aves no sul do Brasil, por
meio de anélises morfoldgicas e de fezes. Do mesmo modo, Fecchio et al. (2007) registraram
a prevaléncia de Plasmodium spp. € de Haemoproteus spp. em aves do Cerrado brasileiro,
utilizando apenas microscopia. Seguindo a mesma metodologia, Sebaio et al. (2010) também
registraram a prevaléncia de Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. no sudeste brasileiro.
Além desses, podemos citar os estudos de Fecchio et al. (2011) e Leite et al. (2013) os quais
analisaram a prevaléncia de Plasmodium spp. € Haemoproteus spp. utilizando ferramentas
morfoldgicas. Com o avango da tecnologia, novas técnicas de andlises foram surgindo como
aquelas baseadas em biologia molecular e estudos dessa natureza aumentaram rapidamente.
Inicialmente, os métodos de diagndsticos por meio da Polymerase Chain Reaction (PCR)
aconteciam sem o acompanhamento de caracterizagdo morfolégica. Porém, com o passar do
tempo fez-se necessaria abordagens conjuntas, tornando-se essenciais para o diagnostico de
parasitos, auxiliando na caracteriza¢do e taxonomia do grupo de hemosporideos. No Brasil,
Ribeiro et al. (2005), Belo et al. (2011), Fecchio et al. (2013), Chagas et al. (2017), Tostes et
al. (2017), Oliveira et al. (2019, 2020), Barino et al. (2020) foram alguns dos estudos que
associaram as técnicas morfoldgicas e moleculares para analises dos parasitos, tendo como
foco o registro e diagnostico dos géneros Plasmodium e Haemoproteus em aves silvestres. Ha
também estudos que visaram registrar a diversidade genética desses organismos e para tal
utilizaram apenas uma abordagem molecular, como foi nos trabalhos de Ferreira-Junior et al.
(2017), Villar et al. (2013), Lacorte et al. (2013), Roos et al. (2015), Bosholn et al. (2016) e
Fecchio et al. (2017a). Todas essas abordagens mostram que ainda ha uma grande quantidade
de hemosporideos a serem descritos em aves nos mais diferentes biomas brasileiros.



2.4 Conceito de Espécie em Haemosporida: identificacio e delimitaciao

A unidade espécie ¢ fundamental na biologia, tendo um grau de importancia
comparado a genes e células (QUEIROZ, 2007), sendo imprescindivel definir espécies para o
estudo da biodiversidade e especiacdo parasitiria (OUTLAW & RICKLEFS, 2014). O
problema do conceito de espécie estda em como determinar os limites e os nimeros de espécies
a partir de dados de observagdo de cada pesquisador (QUEIROZ, 2007). Mayden (1997)
listou 24 conceitos de espécies diferentes e afirmou que esse niumero pode ser ainda maior
havendo varias outras defini¢cdes alternativas. Apesar do que apontado por Mayden (1997),
Queiroz, 2007 listou 13 conceitos de espécie, os quais levam em consideracdo diferentes
areas. Dentre os diferentes conceitos podemos destacar: morfoldgico, que se baseia nos
caracteres fisicos de cada espécie; biologico que reflete na capacidade de gerar descendentes
férteis; ecoldgico, que seriam organismos que possuem o mesmo nicho; e filogenético, que se
baseia em linhagens, destacando a historia evolutiva das populagdes (PERKINS, 2000).

Devido a complexidade do ciclo de vida dos organismos e da falta de conhecimento a
respeito do isolamento reprodutivo entre as espécies, cada autor utiliza uma métrica para
descrever uma nova espécie (OUTLAW & RICKLEFS, 2014).
A necessidade de buscar outras ferramentas surgiu a partir do momento em que pesquisadores
observaram que as caracteristicas morfologicas e a histéria de vida dos parasitos ndo eram
mais suficientes para determinar espécies, ja que essas caracteristicas podem alterar de acordo
com o hospedeiro (PERKINS, 2000). Alguns estudos sugerem critérios para identificagdo de
espécies, como por exemplo, a concordancia entre sequéncias multigénicas e niveis absolutos
de divergéncia genética, diferencas fixas de nucleotideos, 5% de divergéncia no cyt b aliados
com analises morfologicas ou a utilizagdo de multiplos marcadores moleculares para
concordancia filogenética (FALK et al., 2011; BENSCH et al.,, 2007; OUTLAW &
RICKLEFS, 2014). O conceito filogenético de espécie tornou-se uma alternativa objetiva e
rapida a descrigdo de espécies de hemosporideos (OUTLAW & RICKLEFS, 2014). Antes da
era molecular, o conceito de espécie em Haemosporida era baseado apenas em similaridade
morfologica. Caracteristicas como: forma do gametocito, presenca ou auséncia de pigmentos,
quantidade de pigmentos, presenca ou auséncia de vacuolos, danos a célula hospedeira, danos
a espécie de hospedeiro sdo alguns dos critérios utilizados até os dias de hoje (GARNHAM,
1966; PERKINS, 2000; VALKIUNAS, 2005). No entanto essa metodologia vem sendo
questionada visto que a historia de vida do parasito altera de acordo com a espécie hospedeira,
além disso, dependendo da técnica utilizada as caracteristicas morfologicas podem ser
alteradas drasticamente (PERKINS, 2000). A necessidade de buscar outras ferramentas surgiu
a partir do momento em que pesquisadores observaram que as caracteristicas morfoldgicas ¢ a
historia de vida dos parasitos ndo eram mais suficientes para determinar espécies, ja que essas
caracteristicas podem alterar de acordo com o hospedeiro (PERKINS, 2000).

A partir do século XXI, com a chegada da biologia molecular, as informacdes obtidas
a partir do sequenciamento genético mostraram diferencas entre parasitos que foram antes
classificadas como sendo da mesma espécie, segundo a morfologia, agora classificadas como
espécies cripticas, devido as diferencas encontradas no DNA (BENSCH et al., 2004). Um
exemplo foi relatado em Clark et al. (2015) que discutiram sobre especiacdo criptica de
Haemoproteus ptilotis em aves na Austrdlia. As andlises morfologicas confirmaram a
presenga de infeccdo Unica, porém as analises moleculares mostraram distingdo entre as
espécies de parasitos encontradas. Outro exemplo foi o trabalho de Barino ef al. (2020) que



sugerem potenciais espécies cripticas quando analisaram as linhagens de H. syrnii
encontradas em corujas na mata atlantica brasileira.

Apesar do grande avanco e contribuicdo cientifica que as técnicas moleculares
trouxeram a taxonomia da ordem Haemosporida, trouxeram também um acumulo de dados
moleculares com linhagens de parasitos nao identificadas ao nivel especifico (BENSCH et al.,
2009). Delimitar espécies em Haemosporida tornou-se cada vez mais dificil a medida que
novas linhagens foram surgindo apenas com identificacdo molecular. Além disso, o ciclo
biologico do parasito ¢ complexo e faltam muitas informacdes sobre a reproducdo das
espécies definidas (OUTLAW & RICKLEFS, 2014). As técnicas moleculares baseadas em
PCR sugerem que a diversidade dos organismos pode estar subestimada (DIMITROV et al.,
2016). Somente no género Haemoproteus héd mais de 4000 linhagens do gene cyt b
depositadas no banco de dados Malavi sendo a grande maioria ndo identificada ao nivel
especifico (Malavi database, BENSCH et al., 2009). O uso da taxonomia integrativa, que
envolve diferentes técnicas para descrigdo de espécies de Haemosporida, tem sido a
metodologia mais aceita nos ultimos tempos (PALINAUSKAS et al., 2007, MANTILLA et
al., 2016; TOSTES et al., 2017; VALKIUNAS & IEZHOVA, 2018; OLIVEIRA et al., 2019).
Apesar de ser o modelo de estudo mais aceito nos tempos atuais, taxonomia integrativa se
depara com alguns obstaculos. Um deles ¢ a baixa parasitemia de Haemosporida em aves
silvestres (OLIVEIRA et al., 2019). Isso dificulta a caracterizagdo morfoldgica dos parasitos
tendo em vista a auséncia de estdgios eritrociticos ou gametocitos que possam fazer a
diferenciagdo de espécies (DIMITROV et al., 2016). Outro fator que dificulta a caracterizagao
da espécie, porém agora utilizando uma abordagem molecular, ¢ a co-infec¢do ja que as aves
estdo sujeitas a serem infectadas por mais de uma espécie de hemosporideos (OLIVEIRA et
al., 2019). O que significa que os protocolos de PCR utilizados para amplificagdo dos genes
tendem ao favorecimento da amplificagdo da sequéncia do parasito com maior parasitemia
(CHAGAS et al., 2013) ou até mesmo os “primers” utilizados podem corresponder melhor a
uma determinada espécie do que a outras ( ZEHTINDIJIEV et al., 2012).



3 CAPITULO 1

DESCRICAO DE HAEMOPROTEUS (PARAHAEMOPROTEUS) DAGOSTOAE N. SP.,
EM THAMNOPHILUS CAERULESCENS (PASSERIFORMES: THAMNOPHILIDAE)
DO BRASIL



3.1 RESUMO

No Brasil, apesar da riqueza de espécies de aves, os trabalhos com hemosporideos na
mata Atlantica sdo escassos, principalmente em Thamnophilus caerulescens. A mata atlantica
abriga mais de 890 espécies de aves e ¢ considerada um dos cinco biomas mundiais de
importancia prioritaria para conservacdo de espécies. Parasitos do género Haemoproteus ja
foram encontrados em todos os grupos de aves e regides zoogeograficas, exceto na Antartica.
O presente estudo objetivou descrever e caracterizar aspectos filogenéticos, moleculares e
morfologicos da nova espécie Haemoproteus (Parahaemoproteus) dagostoae n. sp.
encontrada em Thamnophilus caerulescens, assemelha-se a H. majoris, distinguindo-se por
nao ter gametocitos na forma de halteres e pelos pigmentos que sdo mais arredondados em H.
majoris. Além disso, o presente estudo relata a presenca de espécies de Plasmodium da Mata
Atlantica brasileira. Esse ¢ o primeiro estudo a descrever espécie de Haemoproteus em
Thamnophilus caerulescens, até o momento somente espécies de Plasmodium foram descritas
nesse grupo de hospedeiros. Esse estudo enfatiza também a importancia dos métodos
moleculares e morfoldgicos na identificacdo de novas espécies de hemosporideos.

Palavras- chave: Mata Atlantica; hemosporideos aviaries; citocromo b; Haemosporida;

3.2 ABSTRACT

In Brazil, despite the richness of bird species, work with hemosporids in the Atlantic
forest is scarce, especially in Thamnophilus caerulescens. The Atlantic Forest host more than
890 species of birds and is considered one of the five world biomes of priority importance for
species conservation. Parasites of the genus Haemoproteus have already been found in all
groups of birds and zoogeographic regions, except in Antarctica. The present study aimed to
describe and characterize by phylogenetic, molecular and morphological approaches a new
species of haemosporidian, Haemoproteus (Parahaemoproteus) dagostoae n. sp. found in
Thamnophilus caerulescens in which it is similar to the H. majoris, distinguished by not
having dumbbell-shaped gametocytes and pigments, which are more substances in H. majoris.
In addition, the present study report Plasmodium species from the Brazilian Atlantic Forest.
This is the first study to describe a Haemoproteus species in Thamnophilus caerulescens,
since, so far, only Plasmodium species have been described in this group of hosts. This study
also emphasizes the importance of molecular and morphological methods in the identification
of new species of hemosporids.

Key-words. Cytochrome b, Atlantic Forest, Avian haemosporidians, Haemosporida



3.3 INTRODUCAO

Hemosporideos aviarios (Apicomplexa: Haemosporida) sdo um grupo diverso de
parasitos com ciclo de vida heteroxeno (PERKINS, 2014; VALKIUNAS, 2005). Na ordem
Haemosporida incluem-se quatro familias Haemoproteidae Doflein, 1916; Plasmodiidae
Mesnil, 1903; Garniidae Lainson, Landau & Shaw, 1971 e Leucocytozoidae Fallis & Bennett,
1961. A familia Plasmodiidae ¢ o grupo mais estudado em relacdo as outras familias em
diversas regides do mundo, isso se deve ao fato do agente da malaria pertencer a esse grupo
(VALKIUNAS, 2005) sendo Plasmodium o primeiro género descrito da ordem Haemosporida
(MARCHIAFAVA & CELLI, 1885). A familia Haemoproteidae inclui o género
Haemoproteus Kruse, 1890 que foi proposto por KRUSE (1890), quando descreveu as trés
primeiras espécies desse género, H. columbae (espécie tipo), H. danilewskii e H. passeris,
sendo as duas primeiras em Columbiformes e a ultima em Passeriformes. O género
Haemoproteus ¢ dividido em dois subgéneros (Haemoproteus e Parahaemoproteus):
Haemoproteus infectando aves da ordem Columbiformes e Parahaemoproteus infectando
outras ordens de aves (BELO, 2011).

Infecgdes causadas por hemosporideos em aves sdo conhecidas e podem variar de
assintomaticas a fatais (FERRELL et al., 2007). Além de afetar o sucesso reprodutivo do
hospedeiro, reduzir o fitness, causar apatia e morte (MERINO et al., 2000; VALKIUNAS et
al., 2013). Segundo FERRELL (2007) Haemoproteus spp. tem baixa patogenicidade e quase
nunca sdo causa de mortalidade, exceto para Columbiformes, codornizes e perus. Apesar
disso, ha registro na literatura de mortes de aves ndo Columbiformes em um zooldgico nos
Estados Unidos causadas por infeccado por Haemoproteus spp. (FERRELL et al., 2007).
HERNANDEZ-LARA et al. (2017) analisaram como os parasitos respondem aos parimetros
ambientais tais como degradagdo ambiental, seca, chuva e como o ambiente pode influenciar
na carga parasitaria do hospedeiro. Segundo este estudo, se 0 ambiente possui boas condi¢des
de sobrevivéncia com alimento abundante, o hospedeiro teria melhor condi¢do corporal sendo
menos susceptivel ao desenvolvimento de alta patogenicidade por parte do parasito . Assim,
fica clara a necessidade de se ampliar estudos sobre diversidade, especificidade e
patogenicidade/dano de hemosporideos em aves (VALKIUNAS et al., 2013; ATKINSON et
al., 1988).

Apesar do grande nimero de estudos ao redor do mundo, esses organismos foram
pouco analisados na regido Neotropical (CLARK et al., 2014). Trabalhos com hemosporideos
em aves silvestres ainda sdo escassos, principalmente na Floresta Atlantica (LACORTE et al.,
2013). Esse bioma ¢ considerado um dos cinco biomas mundiais de importancia prioritaria
para conservagdo (Hay et al., 2000) e estd entre as quatro regides mais importantes dos
neotrdpicos em termos de diversidade de aves ameacadas (Stotz et al., 1996), demonstrando
que estudos ecologicos, genéticos e evolutivos relacionados a parasitos da avifauna desta
regido sdo muito importantes ¢ podem ajudar na conservagao de muitas espécies de aves. A
maioria dos trabalhos nessa regido nao identificou os parasitos no nivel especifico (RIBEIRO
et al., 2005; SANTIAGO-ALARCON et al., 2010; LACORTE et al., 2013; FECCHIO et al.,
2015) apesar da identificacdo especifica contribuir para os programas de conservagdo de
espécies hospedeiras, especificidade parasitaria, diversidade e distribui¢do dos parasitos
(OUTLAW E RICKLEFS, 2014). Segundo Santiago- Alarcon & Marzal (2020) poucos ou
nenhum trabalho sobre hemosporideos avidrios foram produzidos em alguns paises tropicais
até o ano 2000 relacionados aos aspectos moleculares. Ainda segundo os autores esse padrao
vem mudando, porém muitos estudos ainda sdo necessarios para um melhor entendimento
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sobre esses organismos € como esse conhecimento ajudaria na conservagdo de espécies
hospedeiras. A quantidade de dados moleculares acumulados mostra que ainda € necessario
muito trabalho no que diz respeito a taxonomia desses organismos (PERKINS et al., 2011).
Tradicionalmente, a identificacdo e taxonomia desses parasitos dependiam das caracteristicas
da historia de vida baseada na morfologia e as espécies hospedeiras as quais infectam.
Entretanto, abordagens moleculares para resolver a filogenia interna do grupo tém desafiado
muitas dessas hipoteses tradicionais (PERKINS, 2014).

Thamnophilidae ¢ uma das familias com maior nimero de espécies entre os
Passeriformes (SIBLEY & AHLQUIST, 1990; IRESTEDT et al. 2002) e sdo aves geralmente
adaptadas a areas de floresta, dificilmente se locomovendo por grandes distincias ou
atravessando d4reas abertas (ZIMMER & ISLER, 2003). A espécie Thamnophilus
caerulescens Vieillot, 1816 pode ser encontrada na maior parte da América do Sul, com
distribui¢do desde a regido dos Andes no Peru até a Argentina e, contrariando a caracteristica
sedentaria da familia, realiza movimentos sazonais até o extremo sul de sua distribui¢do, no
norte da Argentina, sendo aparentemente residente em outras localidades (ZIMMER &
ISLER, 2003), podendo ter papel importante na transmissao e carreamento de hemoparasitos
para outras areas e aves da América do Sul. Apesar da grande distribui¢do e ocorréncia,
apenas Plasmodium spp. foram registrados nessa espécie de ave (LACORTE et al., 2013),
sendo esse o primeiro trabalho a registrar uma espécie de Haemoproteus em 1. caerulescens.

Estudos como os de Valkiiinas et al. (2008), Merino et al. (2012) e Valkitinas et al.
(2013) abordaram o uso de técnicas morfoldgica, molecular e filogenética para a descri¢ao de
novas espécies de Haemoproteus € Plasmodium. Por isso, cada vez mais, o uso da taxonomia
integrativa vem sendo aplicada, objetivando o melhoramento dos pardmetros utilizados para
descricdo das espécies (OUTLAW & RICKLEFS, 2014). Nesse estudo nos descrevemos a
nova espécie Haemoproteus (Parahaemoproteus) dagostoae n. sp. infectando aves
Thamnophilus caerulescens da Floresta Atlantica brasileira com o auxilio de ferramentas
morfoldgicas, moleculares e filogenéticas. Também detectamos a presenga de Plasmodium sp.
nessas aves. Esse € o primeiro registro de Haemoproteus sp. em aves da espécie T.
caerulescens.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Locais de Estudo e Coleta das Amostras de Sangue

O estudo foi realizado com 21 aves da espécie Thamnophilus caerulescens (Vieillot,
1816), amostradas em trés fragmentos da Mata Atlantica na Zona da Mata de Minas Gerais
(Tabela 1) no periodo de margo de 2013 a dezembro de 2015. As aves foram capturadas com
auxilio de redes de neblina (12x3 m com malha de 38 mm) colocadas em transectos lineares
de 10 redes em quatro pontos no interior de trés fragmentos de Mata Atlantica em Minas
Gerais. As redes permaneceram abertas por aproximadamente 10 horas a partir das 06:00 e
eram vistoriadas a cada 20 minutos, aproximadamente. As aves capturadas eram
imediatamente analisadas, anilhadas e soltas. Amostras de sangue (~ 30ul) foram coletadas
por pun¢do na veia braquial e processadas para detectar e identificar hemosporideos por meio
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de andlises microscopicas e moleculares. Os esfregacos sanguineos foram preparados e
imediatamente secos em temperatura ambiente. As amostras de sangue para analises
moleculares foram colocadas em microtubos de 1,5 ml e armazenadas a -20°C para anélises
posteriores. A identificagdo das aves foi feita por comparagao com as pranchas disponiveis
em Ridgely et al. (2009), Sigrist (2014) e Evangelista-Vargas e Silveira (2018) anilhadas
apés a captura, pesadas e em seguida liberadas. Todos os procedimentos e métodos de
amostragem foram avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal
(CEEA) da Proé-reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), pelo
protocolo n°® 042/2012 e pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade
(SISBIO), solicitacao niimero 29268-3.

Tabela 1. Localidade (municipios) e nimero de hospedeiros coletados em fragmentos da
Mata Atlantica na Zona da Mata mineira.

Localidade (Zona da Mata Mineira) Numero de aves coletadas
Juiz de Fora, Distrito de Caeté 1
(21°48°23S, 43°15°45.7"W)
Juiz de Fora, Jardim Botanico UFJF 19
(21°43°52.57 S, 43°22° 16.2" W)
Juiz de Fora, Jardim Botanico UFJF 1

(21°43°52.5” S,43°22° 16.2" W)

3.4.2 Analises Morfolégicas

Foram feitos trés esfregacos sanguineos de cada ave, sendo o de melhor qualidade
utilizado para calculo da prevaléncia de infeccao, parasitemia, identificagdo e caracterizagao
morfoldgica das espécies de hemoparasitos encontradas. Quando nenhum parasito era
encontrado no esfregago sanguineo mais uma lamina era examinada para confirmagdo do
resultado. As laminas foram secadas ao ar, fixadas em metanol por 3 minutos e coradas com
Giemsa na diluicdo de 1:9 em 4gua destilada, por 40 minutos conforme Valkitinas et al.,
(2008). Os esfregacos foram analisados sob lente de imersdo em microscopio fotdnico
(Olympus BX-51, Toéquio, Japao) em aumento de 1000x para a observagdo de 100 campos
microscopicos objetivando estimar a prevaléncia da infec¢do de acordo com Bush et al.
(1997). Para a estimativa da parasitemia de cada individuo e a quantificacdo do ntimero de
formas eritrocitarias dos parasitos foram seguidos os parametros de Godfrey et al., 1987. A
morfometria dos parasitos foi realizada utilizando o software Image Pro Plus 6.0, medindo
cerca de 50 macrogametdcitos e 50 microgametocitos adultos, de acordo com Valkiiinas
(2005). Para célculo do deslocamento do nicleo (NDR) foi utilizada a formula 2X/(X + Y),
onde Y representa a distancia entre a periferia da célula e a periferia do nicleo da célula
hospedeira, no lado ocupado pelo parasito; e X representa a distancia entre a periferia da

12



célula e a periferia do nucleo da célula hospedeira, no lado ndo ocupado pelo parasito, de
acordo com Bennett et al. (1972).

3.4.3 Extracao de DNA, Amplificacio por PCR e Sequenciamento

Somente as amostras positivas nas analises morfologicas foram amplificadas. O sangue
foi preservado até o momento da extragdo. Foram extraidos 20uL. do DNA total de cada
amostra utilizando o Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega MA, EUA) seguindo
instrugdes descritas pelo fabricante.

ApoOs a extracdo, o DNA foi quantificado em um espectrofotdmetro (Nanodrop
ND-2000 ®, Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) e padronizado para uma
concentracdo de 100ng/uL. Foi utilizado um protocolo de nested-PCR para amplificacao do
gene mitocondrial citocromo b (cyt b). Para a primeira reacdo foram utilizados os iniciadores
HaemFNI (5’-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3’) e HaemNR3
(5’-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3’), descritos por Hellgren et al. (2004). Esses
iniciadores amplificaram 618 pb do gene cyt b de espécies dos géneros Plasmodium,
Haemoproteus e Leucocytozoon. Para a segunda reacdo foram utilizados os iniciadores
HaemF (5’-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3") e HaemR2
(5’-GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3") propostos por Bensch et al. (2000), que
amplificam aproximadamente 525 bp dos géneros Plasmodium e Haemoproteus. A primeira
reacdo consistiu em um volume final de 25 pL, onde foram utilizados 12,5 pL de solugdo Go
Taq® Green Master Mix (Promega, MA, EUA), 2,5 uL de cada oligonucleotideo iniciador a
uma concentragdo de 10 pM (HaemFNI e HaemR2), 5 uL. de DNA gendmico e agua
deionizada para completar o volume até 25 pL. As reacdes foram feitas usando Hot Start,
onde as amostras de DNA sdo aquecidas a 65° C e sé entdo ¢ adicionado o mix de
amplificacdo. Essa metodologia pode reduzir amplificacdes ndo especificas e aumentar a
sensibilidade da reagdo (Kaboev et al., 2000). O ciclo de PCR seguiu o proposto por Hellgren
et al. (2004). As mesmas condigdes foram também usadas na segunda reacdo, exceto que 1uL
do produto da primeira reacdo foi utilizado substituindo o DNA genomico e 1uL dos
iniciadores HaemF e HaemR2 a uma concentracdo de 10uM usados. Os produtos de
amplificacdo foram confirmados por eletroforese em gel, utilizando-se 5 pL do produto da
segunda reacdo juntamente com 2 pL de Blue Green Loading Dye I (LGC Biotecnologia®,
Sao Paulo, Brasil) em gel de agarose 2% (Invitrogen®, California, EUA), visualizados sob luz
ultravioleta.

Como controle negativo, utilizou-se nuclease-free water e como controle positivo
usamos o DNA total extraido de uma amostra de Plasmodium (Haemamoeba) gallinaceum
Brumpt, 1935. Os produtos amplificados foram purificados usando o kit de purificagdo
ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems®, CA, EUA), de acordo
com as instrugdes do fabricante e sequenciados em ambas as direcdes com o conjunto de
primers HaemF e HaemR2 (Bensh et al., 2000) no sequenciador automatico ABI 3130XL
(Applied Biosystems®, CA, EUA).

3.4.4 Analises Filogenéticas

No presente estudo foi gerada uma sequéncia referente ao gene cyt b, a qual foi
designada ao género Haemoproteus utilizando o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool). Essa sequéncia foi incorporada a dois datasets distintos, no primeiro dataset
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objetivamos delimitar a unidade evolutiva taxondmica a qual a nova linhagem de
Haemoproteus pertence, utilizando um método computacional de delimitacdo de espécie. No
segundo dataset, objetivamos o  posicionamento filogenético da nova linhagem de
Haemoproteus em relagao aos demais hemosporideos.

Para a delimitagdo das unidades taxondmicas evolutivas (ESUs) foi utilizado um
dataset com 982 sequéncias do género Haemoproteus, sendo todas as sequéncias acima de
430 pb do gene cyt b depositadas no MalAvi, no periodo de setembro/2019, além da sequéncia
obtida no presente estudo e mais trés sequéncias para o grupo externo, totalizando 986
sequéncias. Como grupo externo foram utilizadas as espécies Leucocytozoon buteonis,
Leucocytozoon fringillinarum e Leucocytozoon quynzae. O alinhamento foi realizado
utilizando-se o programa MAFFT v. 7.0 (Katoh et al., 2019), editado no programa Gblocks
(Talavera and Castresana, 2007) a fim de eliminar sitios pobremente alinhados, resultando em
uma matriz de 479 pb. Para a selecdo do modelo 6timo de sequéncias evolutivas, o conjunto
de dados foi analisado pelo modelo JModel-Test v. 2.1.4 (DARRIBA et al.,, 2012) na
plataforma MEGA X (KUMAR et al., 2018), obtendo-se o modelo de evolugao de sequéncia
GTR + G + 1. A inferéncia filogenética das linhagens de Haemoproteus foi conduzida sob
analise de Maxima Verossimilhanga (ML) implementada no software RaxML
(STAMATAKIS, 2014). A estimativa de delimitacdo especifica foi conduzida no servidor
online do programa MPTP (disponivel em: http: //mptpt.h-its.org), utilizando a filogenia
obtida no RaxML como input, remog¢ao do grupo externo e opgdes padrao do programa.

Para as reconstrucdes filogenéticas, um dataset foi compilado apresentando a
sequéncia do presente estudo, juntamente com 109 sequéncias identificadas a nivel especifico
(denominadas morfoespécies), oriundas do banco de dados MalAvi (BENSCH et al., 2009),
além de 14 sequéncias de linhagens nao identificadas a nivel especifico. Estas linhagens nao
identificadas eram geneticamente similares a linhagem do presente estudo com base na
analise prévia de delimitagdo computacional de espécies. Como grupo externo foram
utilizadas as espécies Leucocytozoon buteonis e Leucocytozoon sp. O alinhamento foi
realizado utilizando-se o programa MAFFT v. 7.0 (KATOH et al., 2019), editado no programa
Gblocks (TALAVERA & CASTRESANA, 2007), a fim de eliminar sitios pobremente
alinhados, resultando em uma matriz de 479 pb. Para a selecio do modelo o6timo de
sequéncias evolutivas, o conjunto de dados foi analisado pelo modelo JModel-Test v. 2.1.4
(DARRIBA et al., 2012) na plataforma MEGA X (KUMAR et al., 2018), obtendo-se o
modelo de evolucdo de sequéncia GTR + G + I. Também na plataforma MEGA X (KUMAR
et al., 2018), foi calculada a divergéncia genética entre as espécies (Figura 1). A inferéncia
filogenética das linhagens de Haemoproteus foi conduzida sob andlise de Méxima
Verossimilhanca (ML) implementada no software RaxML (STAMATAKIS, 2014). Os valores
de suporte dos clados foram avaliados com o critério de auto-convergéncia de bootstrap do
RaxML (STAMATAKIS, 2014) com 500 pseudo-replicatas. A analise de Inferéncia Bayesiana
(IB) foi realizada usando o programa MrBayes in XSEDE v. 3.2.6 (RONQUIST et al., 2012),
disponivel no Portal CIPRES (MILLER et al., 2010), com exclusdo de 25% das arvores
geradas (“Burn-in”). A arvore final compreendeu 100 sequéncias.
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3.5 RESULTADOS
3.5.1 Prevaléncia e Parasitemia

Foram analisadas 21 aves da ordem Passeriformes, pertencentes a espécie
Thamnophilus caerulescens. Dentre as aves analisadas, uma estava infectada por uma nova
espécie de Haemoproteus com prevaléncia de 5.5% (
n? de infectados / n® de examinados x 100) e a parasitemia de 0.42%. E outra ave da
mesma espécie, estava infectada com Plasmodium sp., com prevaléncia de 5.5% e
apresentando parasitemia de 0.18%. Co-infec¢do no material tipo da nova espécie de
Haemoproteus nao foi detectada, por exame microscopico ou por PCR, assim a descri¢ao da
nova espécie ¢ baseada em infec¢do unica.

3.5.1.1 Caracterizacao morfolégica de Haemoproteus (Parahaemoproteus) dagostoae n.
sp. (linhagem XXXX) de aves Passeriformes do Brasil (Figura 2 A-L)

Hospedeiro-tipo: Choca da mata, Thamnophilus caerulescens Vieillot, 1816 (Passeriformes,
Thamnophilidae).

Sequéncia de DNA: linhagem mitocondrial citocromo b XXXXXX (478 bp, GenBank acesso
XXXXXXX);

Localidade-tipo: Fragmento Floresta de Mata Atlantica, na cidade de Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil (21° 48' 23.0" S, 43° 15'45.7" W).

Local da infeccao: eritrocitos maduros; sem outros dados.
Prevaléncia: 1 de 21 aves (5.5%).

Espécime- tipo: Hapantotipo (ntimero de acesso: XXXXXX, Thamnophilus caerulensces,
DATA DO DEPOSITO, LOCAL, coletado por NOME) foi depositado em LOCAL, ESTADO
E PAIS. Parapantétipo (niimero de acesso: XXXXXX outros dados as for the hapantotype) foi
depositado em LOCAL, ESTADO E PAIS.

Material adicional: Laminas de sangue para comprovagao (accession number XXXXXX)
foram depositadas em LOCAL, ESTADO E PAIS.

Distribuicdo: A linhagem numero XXXXX foi encontrada somente no Brasil. Ndo existem
dados suficientes que possam afirmar que a espécie ¢ restrita da regido da Mata Atlantica.

Etimologia: O nome da espécie ¢ em homenagem a professora Doutora Marta Tavares
D’Agosto, que dedicou a vida ao estudo da parasitologia.

Descricao de Haemoproteus (Parahaemoproteus) dagostoae n. sp. (linhagem XXX) de aves
Passeriformes da Mata Atlantica brasileira (Figura 1, Tabela 2).

Gametdcitos jovens (Figura 1 a- d): Os gametdcitos em inicio de formagdo podem ser vistos
em diferentes posigdes dos eritrocitos infectados, porém mais frequentemente na posi¢do
polar ou subpolar. Se desenvolvem em eritrocitos maduros. Possuem formato arredondado ou
oval, contorno irregular e ndo estdo aderidas ao nticleo do eritrocito (Figura 1 a-b). Apresenta
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uma das extremidades afiladas, assemelhando uma cauda (Figura 1 a-d). O citoplasma ¢
corado claro, com aparéncia lisa, pouco granular ¢ com nucleo bem definido. Com o
desenvolvimento, os gametocitos se estendem ao longo do nucleo do eritrocito podendo ou
nao toca-lo. Possuem formato alongado, contorno irregular e prolongamentos “finger like”
com uma das extremidades mais finas. Um acimulo de pigmentos de hemozoina pode ser
visto na extremidade do parasito, assim como presenca de granulos de volutina (Figura 1 c-d).
Nucleo do parasito pequeno e com formato irregular.

Macrogametocitos (Figura 1 e—j): Presentes em eritrocitos maduros, estendendo-se ao longo
de seus nucleos (Figura 1 e). Circulam parcialmente o nucleo do eritrdcito, envolvendo-os
levemente com suas extremidades, porém ndo o circulam completamente (Figura 1 f).
Apresenta contorno uniforme ou levemente irregular nas extremidades com citoplasma azul
claro e homogéneo. Possui varios vactolos de diferentes tamanhos e posi¢des(Figura 1 f-g).
Em mais de 20% dos individuos foram observadas a rota¢dao no eixo do nucleo do eritrocito
(Figura 1 g). As formas maduras tocam tanto o niicleo quanto a membrana do eritrdcito, o que
¢ um cardcter morfolégico visto que nem todas as espécies possuem essa caracteristica
(Figura 1 h). Podem ser observados acimulos de cromatina no nucleo do parasito, com
formas variaveis (Figura 1 e, f & h). Presenca de granulos de volutina (Figura 1 g-h). Um
nucléolo bem evidente pode ser visto na maioria das formas (Figura 1 f-h). Preenchem os
espacos até os polos, deslocando acentuadamente o nucleo do eritrécito lateralmente, podendo
deslocé-lo até a outra margem da membrana da célula, com NDR=0-0.86 (0.51+0.17) (Figura
1 i-j). Formas em eritrocitos anucleados ndo foram encontradas. O ntcleo do parasito ¢ médio
no tamanho, bem corado e evidente, de forma varidvel frequentemente oval de posicao
subterminal e podem tocar a membrana do parasito, em alguns casos tocam os dois lados.
Granulos de pigmentos ovais ou alongados, geralmente médios (0.5-1.0um) no tamanho,
usualmente concentrados na extremidade do parasito ou espalhados aleatoriamente pelo
citoplasma, variando de 9 a 15 (Tabela 2). Hipertrofia em drea e comprimento observadas nos
eritrocitos parasitados (Tabela 2). Individuos com formato de halter ndo foram observados.

Microgametocitos (Figura 1 k-1): Presentes em eritrocitos maduros, estendendo-se ao longo
de seus nucleos envolvendo-os levemente mas ndo totalmente (Figura 1 k-1). Tocam a
membrana e o nucleo do eritrocito. Contorno regular, citoplasma homogéneo com presenga de
vacuolos. Possuem granulos de pigmentos de volutina que se concentram na extremidade do
parasito. O nimero de pigmentos ¢ um pouco menor do que nos macrogametocitos, variando
de 7 a 14. Os pigmentos sdo espalhados no citoplasma, porém a medida que o parasito cresce
se acumulam nas extremidades. O nucleo do parasito ¢ grande no tamanho (area do nucleo
19.49 + 2.71), difusos, alongados, geralmente de posicdo central e tocam a membrana do
parasito. Com a medida que o parasito cresce, o nucleo do eritrécito vai sendo deslocado
lateralmente até tocar a membrana. Nucléolo nao foi observado. Uma leve rotacdo do eixo
(Figura 1 g) do eritrocito foi observada em mais de 30% dos individuos.
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Figura 1. Formas evolutivas de Haemoproteus (Parahaemoproteus) dagostoae n. sp.
encontradas em esfregaco sanguineo de aves 1. caerulescens em fragmentos de Mata
atlantica. a-d gametdcitos jovens; e-j Macrogametocitos; k-1 Microgametodcitos. Cabecas de
setas pretas indicam nucleo do parasito, cabegas de setas brancas indicam granulos de
hemozoina, setas pretas longas indicam vacuolo, setas pretas curtas indicam nucléolo. Barra=

10 pm.

1- H. majoris MT740752 PHSIB1
2- H. vireonis MF817768 VIOLIO6
3- H. tartakovskyi GU289673 ALARVO3
4- H. passeris KY777428 ERU 569H
5- H. palloris KY777422 ERUS17H
6- H. pallidulus IN164720 SYATO3
7- H. vacuolatus EU770153 ANLAL
8- H. dagostoae n. sp.

9- PAPOLO7 KP686101

10- PAPOLYO1 KF482354

11- BTS08217 KY317988

12- TROAED15 KU364576

13- COPILO1 KP686096
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Figura 2. Divergéncia genética encontrada entre as linhagens pertencentes ao clado de H.
dagostoae n. sp e entre as espécies com morfologia semelhante a espécie estudada, em

porcentagem.
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Observacoes Taxonomicas

Entre os parasitos de aves pertencentes a ordem Passeriformes, os gametdcitos de H.
d’agostoae n. sp. sdo particularmente similares a Haemoproteus majoris (Laveran, 1902)
devido a padrdes de crescimento, onde os gametodcitos deslocam o ntcleo do eritrocito
infectado e as caracteristicas morfoldgicas parecidas, como tamanho e posi¢ao do nticleo dos
gametocitos. Haemoproteus dagostoae n. sp. pode ser distinguido de H. majoris por nao ter
gametdcitos na forma de halteres e por apresentar a extremidade afilada assemelhando uma
cauda. Essa ¢ a primeira espécie de Haemoproteus identificada em 7. caerulescens.

3.5.2 Analises Filogenéticas

Uma nova linhagem de Haemoproteus baseada no gene cyt b foi encontrada e
identificada ao nivel de morfoespécie (Figura 3). A andlise filogenética mostrou que
Haemoproteus dagostoae n. sp. agrupou-se a outras linhagens do subgénero
Parahaemoproteus ndo identificadas morfologicamente ao nivel de espécies (Figura 4).
Portanto, nao formou clado com nenhuma espécie ja descrita, sugerindo a presenca de uma
linhagem geneticamente diferente.

No género Thamnophilus ja foram encontradas diversas linhagens de Plasmodium e
Haemoproteus, porém em Thamnophilus caerulescens foram encontradas somente quatro
linhagens de Plasmodium e nenhuma de Haemoproteus relatadas no banco de dados Malavi
(BENSCH et al. 2009). Sendo assim, nosso trabalho registra e descreve pela primeira vez uma
espécie de Haemoproteus em Thamnophilus caerulescens baseada em ferramentas
moleculares, morfolégicas e filogenéticas. E importante notar que esse patogeno é facilmente
distinguivel de outras espécies de acordo com a morfologia dos seus gametocitos (Figura2) e
divergem geneticamente 2,79% de H. pallidus, 2,57% de H. minutus, 2,35% de H. pallidulus
e 3,21% de H. palloris (Figura 1) que sdo as linhagens encontradas mais proéximas a do
presente estudo identificadas ao nivel de espécie.

As andlises de delimitagdo foram feitas para determinar as linhagens mais proximas ao
do presente estudo e em seguida serviram como base para a execucao da arvore filogenética
final que confirmaram que a sequéncia da nova espécie estd localizada em um clado
monofilético bem suportado (Figura 3). A linhagem agrupou-se juntamente com outras
linhagens de Haemoproteus spp. pertencentes ao subgénero Parahaemoproteus nao
identificadas ao nivel especifico.
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Figura 3. Arvore de delimitagio da unidade evolutiva taxonémica, com base no gene
mitocondrial citocromo b (cyt b). Espécies de Leucocytozoon (Apicomplexa, Haemosporida)
foram escolhidas como grupo-externo.
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Tabela 2. Morfometria dos gametdcitos maduros de Haemoproteus dagostoae n. sp. em
eritrocitos de 7. caerulescens.

Caracteristicas

Macrogametdcito (n=30) Microgametocitos (n=30)

Comprimento  12.62-20.36 (17.41 + 1.76) | Comprimento 13.83-20.02 (16.81 £ 1.48)

Largura 2.22-4.16 (3.10 £ 0.44) Largura 2.65-5.09 (3.53 £0.67)
Area 36.34-55.92 (47.23 £ 4.78) Area 39.29-53.21 (47.24 +£3.7)
Nucleos dos Macrogametocitos Nicleo dos Microgametocitos

Comprimento 2.36-4.49 (3.55+0.52) Comprimento  4.66-10.45 (7.44 £ 1.19)

Largura 1.71-3.03 (2.24 £ 0.41) Largura 1.68-4.52 (2.92 + 0.66)
Area 4.46-6.91 (5.76 £ 0.7) Area 14.79-25.12 (19.49 + 2.71)
Granulos de Granulos de

9-15 (11.7 + 1.76) 7-14 (10.76 £ 1.73)

pigmentos pigmentos

em dados morfoldgicos, moleculares e filogenéticos encontrado pela primeira vez em T
caerulescens na Mata Atlantica, no sudeste brasileiro. Esse estudo enfatiza também a
importancia dos métodos moleculares e morfologicos na identificacdo de novas espécies de
hemosporideos. A caracterizagdo morfoldgica da espécie em questdo apresentou gametocitos
de Haemoproteus sp. com padrdes de crescimento e caracteristicas similares principalmente a
descri¢do de H. majoris apresentadas em aves da ordem Passeriformes. Caracteristicas como
o nucleo do eritrocito que ¢ deslocado pelos gametocitos maduros, tamanho e posi¢do dos
gametocitos e do nicleo dos mesmos podem ser encontradas na espécie citada e também na
espécie descrita no presente estudo. Entretanto, H. dagostoae n. sp. pode ser diferenciada pelo
numero de vacuolos, rotacdo do nucleo do eritrocito, por nao ter gametdcitos na forma de
halteres e pelo formato e nimero dos pigmentos. Sabe-se que variagdes no formato e nimero
de gametocitos podem ocorrer em consequéncia da preparacdo dos esfregacos em tempos
diferentes de infec¢do (VALKIUNAS, 2005). No entanto, a preparacdo das laminas foi
executada de maneira correta e os esfregacos eram de boa qualidade. Logo, podemos atribuir
essas variagdes do parasito ao desenvolvimento do mesmo (BURRY-CAINES & BENNETT,
1992).

Apesar da proximidade morfologica entre a espécie do presente estudo e H. majoris, a
espécie encontrada ndo forma clado com nenhuma outra espécie descrita morfologicamente.
A linhagem mais proéxima a H. dagostae n. sp. ¢ PAPOLYOI encontrada no Peru em
Pachyramphus polychopterus. Todas as demais linhagens proximas a espécie do presente
estudo ndo foram identificadas ao nivel especifico, apresentando apenas dados moleculares.
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A importancia dos estudos de hemosporideos avidrios estd vinculada aos aspectos
ecologicos e de conservagdo das espécies hospedeiras, tendo em vista que estas afetam
diretamente os processos ecoldgicos, evolutivos e comportamentais de seus hospedeiros
(FECCHIO et al., 2020). A filogenia baseada em sequéncias do gene mitocondrial citocromo
b (cyt b) pode revelar os possiveis vetores e informagdes para planejar estudos futuros
(VALKIUNAS et al., 2013). No entanto, deve-se estar atento ao fato de que os protocolos de
PCR s3o métodos indiretos de detec¢do de haemosporida, ou seja, ndo apenas o DNA alvo
sera amplificado (VALKIUNAS, 2008). Por isso, 0 uso da taxonomia integrativa vem sendo
aplicada buscando o melhor pardmetro a ser utilizado para definicdo das espécies,
constituindo um modelo para estudo taxondmico do grupo (OUTLAW & RICKLEFS, 2014).

A infeccdo foi confirmada por PCR e microscopia. Mesmo sendo uma ave comum e
de grande distribuicdo na América do Sul (ZIMMER & ISLER, 2003), s6 foram registrados
at¢é o momento quatro linhagens de Plasmodium sp. nesse hospedeiro (Malavi). E, até o
presente estudo, nenhuma linhagem de Haemoproteus de acordo com o banco de dados
Malavi. Sendo assim, espécies de Haemoproteus spp. ndo sdo comumente encontradas nessa
espécie de ave.

A andlise filogenética também confirmou que H. dagostoae n. sp. € uma espécie nova,
nao sendo proxima das espécies ja descritas pois nao formou clado com nenhuma delas como
mostra a andlise de delimitagdo (Figura 4). Mostrou ainda que essa espécie pertence ao
subgénero Parahaemoproteus € que se agrupou juntamente com as linhagens do mesmo
clado: KF482354, KP686101, KY317988, KP686096 e JX029908 (Figura 3). As linhagens
citadas foram encontradas em aves da Ordem Passeriformes na regido da América do Sul,
sendo que apenas uma linhagem, KF482354, foi encontrada na familia Thamnophilidae. A
divergéncia genética entre a espécie mais parecida morfologicamente ( H. majoris) com a
nova espécie descrita foi de 4,67% (Figura 2). Apesar da proximidade morfolégica nota-se
grande divergéncia genética entre as espécies citadas acima, principalmente em relacdo a
ultima. Hellgren et al. (2007) sugerem que linhagens de Haemoproteus spp. baseadas no gene
cyt b com uma divergéncia genética superior a 5% seja morfologicamente diferenciada na
maioria dos casos. Outros estudos também encontraram espécies morfologicamente distintas
com divergéncia genética de 1% ou menos (VALKIUNAS et al. 2008 a;
KRIZANAUSKIENE et al. 2010; LEVIN et al. 2012). Plasmodium spp. foram registradas em
Thamnophilus caerulescens por White et al. (1978), Dias et al. (1984), Ribeiro et al. (2005) e
Lacorte et al. (2013), entretanto os autores ndo identificaram morfologicamente as espécies.
No presente estudo as espécies de Plasmodium encontradas tiveram prevaléncia (apenas uma
ave infectada) e parasitemia de infeccdo baixas e ndo puderam ser identificadas ao nivel
especifico, ja que ndo foram encontradas todas as formas das fases eritrociticas.

Em conclusdo, o presente estudo identifica e descreve em detalhes Haemoproteus
(Parahaemoproteus) dagostoae n. sp. utilizando técnicas morfologicas, moleculares e
filogenéticas. Enfatiza a importancia de ferramentas combinadas para o estudo taxonémico do
grupo Haemosporida, principalmente na presenca de coinfecgdes.
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4.1 RESUMO

A ordem Haemosporida ¢ um clado bem suportado de parasitos de parasitos
heteroxenos transmitidos por insetos dipteros e frequentemente encontrados parasitando aves
silvestres. Esses parasitos ja foram relatados em todas as regides zoogeograficas do mundo,
exceto na Antartida. Um dos potenciais hospedeiros de hemosporideos ¢ a familia Cracidae,
que inclui aproximadamente 50 espécies, das quais 22 estdo presentes no Brasil, classificadas
em nove géneros. Dados sobre organismos da familia Cracidae que sdo parasitados por
hemosporideos sdo escassos, com apenas trés espécies de Haemoproteus sendo registradas
nesse grupo de aves. Encontramos Haemoproteus spp. em todas as aves analisadas da espécie
Penelope obscura bronzina . Dentre os parasitos encontrados, observamos duas linhagens de
Haemoproteus (PENOBS02 e PENOBSO03), que foram caracterizadas por meio de abordagens
morfologicas, moleculares e filogenéticas. Os dados morfologicos dos parasitos
hemosporideos de Cracidae, juntamente com nossos resultados filogenéticos, permitem
discussdes sobre a taxonomia dos parasitos Haemoproteus que infectam aves da familia
Cracidae.

Palavras-chave: Hemosporideos aviarios, Penelope obscura bronzina, mata Atlantica,
Haemoproteus ortalidum, Haemoproteus paraortalidum.

4.2 ABSTRACT

The Haemosporida order is a well-supported clade of heteroxenous parasites
transmitted by dipteran insects and frequently found parasitizing wild birds. These parasites
have already been reported in all zoogeographic regions of the world, except for Antarctica.
One of the potential hosts of haemosporidians is the Cracidae family, which includes
approximately 50 species, 22 of which are present in Brazil, classified within nine genera.
Data on haemosporidian infecting individuals of the Cracidae family is scarce, with only three
Haemoproteus species being recorded in this group of birds. We found Haemoproteus spp.
infection in all Penelope obscura bronzina analyzed. Among the parasites found, we observed
two lineages of Haemoproteus (PENOBS02 and PENOBSO03), which were characterized by
morphological, molecular and phylogenetic approaches. The morphological data on cracid
haemosporidian parasites, together with our phylogenetic results, allows discussions on the
taxonomy of the Haemoproteus parasites that infect birds of the Cracidae family.

Keywords: Avian Haemosporidia, Penelope obscura bronzina, Atlantic Forest,
Haemoproteus ortalidum, Haemoproteus paraortalidum.
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4.3 INTRODUCAO

A ordem Haemosporida Danilewsky, 1885 (Alveolata, Apicomplexa) constitui um
clado diversificado e bem suportado de parasitos heteroxenos obrigatérios, transmitidos por
insetos dipteros hematofagos (Diptera) e atualmente distribuidos em quatro familias e 15
géneros (PERKINS, 2014).

Um importante subconjunto deste clado, os hemosporideos aviarios sdo representados
por quatro géneros: Fallisia, Haemoproteus, Leucocytozoon e Plasmodium, e sao
reconhecidos como amplamente disseminados, infectando aves em quase todos os clados
filogenéticos e regioes zoogeograficas (FECCHIO et al. 2020). Podem causar doencas graves
e até mesmo letais, danificando vérios 6rgios (VALKIUNAS & IEZHOVA, 2017) e, assim,
estudos sobre hemosporideos aviarios sao importantes para avaliar possiveis impactos dessas
infecgdes na vida selvagem.

A familia Cracidae (Galliformes) inclui cerca de 50 espécies atualmente classificadas
em duas subfamilias e nove géneros (Aburria, Chamaepetes, Crax, Nothocrax, Oreophasis,
Ortalis, Pauxi, Penelopina e Penelope). Ocorrem desde o Neartico (sul do Texas, EUA) até a
regido Neotropical, estendendo-se das Guianas e Venezuela até a parte central da Bolivia,
Brasil, Uruguai e norte da Argentina (CBRO, 2015). Todas as aves cracideos apresentam
padrdoes morfologicos homogéneos e sdo caracterizadas principalmente por seus grandes
tamanhos corporais, atingindo at¢ ~90 cm de comprimento e ~5 kg de peso (DEL HOYO et
al. 1994). Por causa disso, eles sdo vitimas de caca ilegal e 19 das 50 espécies de cracideos
estdo listadas como vulneraveis, ameagadas ou criticamente ameacadas (BROOKS &
STRAHL, 2000).

No Brasil, os cracideos sdo representados por 22 espécies, distribuidas nos géneros
Aburria, Crax, Nothocrax, Ortalis, Pauxi e Penelope. Dentre eles, o jacu-de-patas-pretas,
Penelope obscura bronzina, ¢ uma subespécie endémica da Mata Atlantica brasileira com
ampla distribuicao, ocorrendo desde o leste de Minas Gerais até Santa Catarina, passando pelo
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Parand (EVANGELISTA-VARGAS & SILVEIRA, 2018). Por se
alimentarem de frutas e insetos, sdo considerados importantes dispersantes de sementes,
contribuindo significativamente para o funcionamento do ecossistema (WIKIAVES, 2022).

Os dados da literatura sobre hemosporideos de cracideos sdo escassos. Galbadon e
Ulloa (1978), em amplo levantamento na Venezuela, analisaram 360 espécimes de Ortalis
ruficauda, descrevendo uma nova subespécie de Haemoproteus, H. rotundum ortalidum. Mais
tarde, Bennet et al. (BENNET et al. 1982), re-analisando os materiais de comprovante de
Galbadon e Ulloa (1978), redescreveram H. rotundum ortalidum como uma nova espécie, H.
ortalidum, e propuseram uma nova, H. cracidarum. Anos depois, Motta et al. (2013), em
estudo sobre hemosporideos associados a espécie Aburria jacutinga, relatou infecgdes por
Plasmodium e Haemoproteus nesta espécie hospedeira por meio de analises moleculares.
Chagas et al. (2017) relataram, usando dados morfologicos e moleculares, a espécie H.
ortalidum (linhagem cyt b PENOBSO1) parasitando Penelope obscura em um estudo no
sudeste do Brasil. Por fim, Ferreira-Junior et al. (2017), também por caracteriza¢des
morfologicas e moleculares, descreveram uma nova espécie de Aburria jacutinga, H.
paraortalidum.

O uso de abordagens integrativas como métodos moleculares e morfologicos ¢ muito
importante em estudos taxonomicos de hemosporideos, pois ¢ dificil delimitar as espécies
pertencentes a ordem Haemosporida. Aqui, realizamos a caracterizagdo morfoldgica e
molecular de duas espécies de Haemoproteus (Parahaemoproteus) sp. linhagens (PENOBS02
e PENOBSO03) registradas em Penelope obscura bronzina da Mata Atlantica brasileira, e
discutem aspectos da taxonomia de parasitos Haemoproteus associados a aves cracideos.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Locais de Estudo e Amostras de Sangue

Foram utilizadas quatro aves da espécie Penelope obscura. Dois deles foram
capturados em dezembro de 2013 e em abril de 2015, utilizando redes de neblina (12 x 3 m,
com malha de 38 mm) colocadas em transectos lineares de 10 redes em trés fragmentos de
Mata Atlantica em darea urbana de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil (21°48'23”S;
43°15'45,7"W). A Mata Atlantica do Estado de Minas Gerais ¢ um ambiente heterogéneo e
atualmente reduzido a apenas 7% de sua cobertura original. Assim, a maior parte do que resta
da vegetacdo da Mata Atlantica encontra-se em pequenos remanescentes, abrigando uma alta
diversidade de espécies de flora e fauna, incluindo varios taxons endémicos e ameacados
(REVISAO PERIODICA, 2018). As outras duas amostras foram obtidas do IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis, Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil, em agosto de 2017 (21°47'40,2”S; 43°22'53,6”W). As redes
permaneceram abertas por aproximadamente 10 horas, a partir das 6h. Amostras de sangue (~
30ul) foram coletadas por puncdo da veia braquial e processadas para detectar e identificar
hemosporideos por meio de analises microscopicas e moleculares. Os esfregacos de sangue
foram preparados e imediatamente secos a temperatura ambiente. As amostras de sangue para
analises moleculares foram colocadas em microtubos de 1,5 ml e armazenadas a -20° C para
analises posteriores. As aves foram identificadas de acordo com Ridgely et al. (2009), Sigrist
(2014) e Evangelista-Vargas e Silveira (2018), anilhados, pesados e liberados. Todos os
procedimentos e métodos de amostragem foram realizados e seguidos de acordo com as
normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da Universidade
Federal de Juiz de Fora (Protocolo n. 042/2012), Sistema de Autorizacdo e¢ Informagdao em
Biodiversidade (SISBIO) (n. 29.268-3), Instituto Estadual de Florestas (IEF) (Protocolo n.
033/2017), e Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) (Protocolo n. 0255.100178/2016-65).

4.4.2 Analises Morfologicas

Para realizar as analises morfologicas, coletamos amostras de sangue da veia braquial
e preparamos trés esfregacos de sangue para cada ave. Os esfregacos foram fixados, ainda em
campo, durante 3 minutos em metanol e posteriormente corados com corante Giemsa por 45
minutos, diluido em &gua destilada na propor¢ao de 1:9. Os esfregacos de melhor qualidade
foram usados para calcular a parasitemia e a prevaléncia de infeccdo. Quando ndo foram
encontrados parasitas no esfregaco de sangue, outra lamina foi examinada. Os esfregacgos
foram analisados em microscopia de luz (Olympus BX-51, Toquio, Japao) com aumento de
1000X.

As andlises morfométricas foram realizadas no Image-Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics), medindo 10 macrogametdcitos maduros e 6 microgametdcitos da linhagem 1
(PENOBSO03); e 10 macrogametdcitos maduros e 9 microgametdcitos maduros da linhagem 2
(PENOBSO02), seguindo Valkitinas (2005). Para calcular a razdo de deslocamento do nucleo
(NDR), apenas eritrocitos infectados com gametocitos maduros e totalmente crescidos foram
selecionados. O NDR foi1 calculado de acordo com Bennett et al. (1972), utilizando a féormula
NDR =2X /(X +Y), que representa a largura do lado do eritrécito dentro do qual o parasita
se encontra.
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4.4.3 Extraciao de DNA, Amplificacdo por PCR e Sequenciamento

O DNA total de quatro amostras de sangue foi extraido usando o Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega), de acordo com o protocolo do fabricante para extra¢do de
sangue. O gene mitocondrial do citocromo b (cyt b) dos parasitas foi amplificado usando um
protocolo nested-PCR (HELLGREN et al. 2004), na primeira rodada da qual usamos primers
gerais para detecgdo de parasitas dos géneros Haemoproteus, Plasmodium e Leucocytozoon,
HaemNFI e HaemNR3, enquanto na segunda rodada, os primers foram HaemF e HaemR2,
que sdo especificos para os géneros Plasmodium e Haemoproteus.

As PCRs foram realizadas em um volume final de 25ul consistindo de 12,5ul de
GoTaq Green Master Mix (Promega), 2,5ul de 4agua livre de nuclease, 2,5ul de cada primer
(10uM) e 5ul de molde de DNA para reagdes de primeira rodada; e 12,5ul de Taq Green
Master Mix (Promega), 7,5ul de agua sem nuclease, 1ul de cada primer (10uM) e 3ul do
produto da primeira rodada foram usados na segunda rodada de amplificagdo.

Os produtos de amplificagdo foram avaliados por eletroforese em gel executando Sul
do segundo produto da rodada de PCR juntamente com 2pl de Blue Green Loading Dye I
(LCG Biotecnologia) em um gel de agarose a 2% (Invitrogen).

Utilizamos 4gua livre de nuclease como controle negativo e DNA total de Plasmodium
(Haemamoeba) gallinaceum como controle positivo. Os produtos amplificados foram
purificados usando o reagente de limpeza do produto ExoSAP-IT PCR (Applied Biosystems),
de acordo com as instrugcdes do fabricante, e sequenciados em ambas as dire¢des com o
conjunto de primers HaemF e HaemR2.

4.4.4 Analises Filogenéticas

As reconstrugdes filogenéticas foram realizadas usando um conjunto de dados cyt b de
parasitas hemosporideos de aves, com sequéncias recuperadas dos bancos de dados MalAvi
(2009) e GenBank (2015) acessados em junho de 2022, e as sequéncias do presente estudo.
Para elaborar o conjunto de dados, selecionamos todas as sequéncias de H. ortalidium e H.
paraortalidum disponiveis no banco de dados GenBank; sequéncias que apresentaram maior
identidade genética com as sequéncias obtidas neste trabalho verificadas com as linhagens
disponiveis em bancos de dados (Blast/Portal NCBI); e sequéncias de outros morfotipos dos
trés principais géneros de Haemosporida (Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon).
Assim, o conjunto de dados foi composto por 40 sequéncias, sendo 34 pertencentes ao género
Haemoproteus, cinco sequéncias pertencentes ao género Plasmodium e uma sequéncia de
Leucocytozoon buteonis, utilizada como grupo externo.

O alinhamento foi realizado no MAFFT (KATOH, 2019) e posteriormente
inspecionado visualmente para remover sitios mal alinhados, utilizando o software
GBLOCKS v. 0.91b (TALAVERA & CASTRESANA, 2007) nas configuracdes padrao do
programa, resultando em uma matriz com 479 bp. O software MEGA v. 11.0.11 (KUMAR et
al. 2018) foi usado para selecionar o modelo ideal para evolugdo da sequéncia, seguindo as
configuragdes padrdo do programa (método estatistico: maxima verossimilhanga;
lacunas/tratamento de dados ausentes: exclusdo parcial e corte de cobertura do site: 50 %),
obtendo-se 0 modelo de evolucdo da sequéncia GTR + G + I. A andlise de inferéncia
bayesiana (BI) foi realizada no software MrBayes v. 3.2.7a no XSEDE v. 0.1.5 (RONQUIST
et al. 2012), implementado na plataforma CIPRESS. Apos duas simulagdes simultaneas e
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independentes de Markov Chain Monte Carlo realizadas em mais de 1.000.000 geragdes e um
burn-in de 25%, um total de 1625000 arvores foram compiladas em uma tnica melhor arvore
que foi amostrada para os resultados. A arvore resultante foi visualizada e editada no FigTree
1.4.4 (RAMBAUT, 2010). O conjunto de dados obtido apds ser refinado no GBLOCKS
também foi utilizado para calcular a divergéncia entre as linhagens. Para isso, realizamos uma
analise no software MEGA X, utilizando eliminagao parcial no tratamento de gaps e corte de
50% de cobertura do site contorno levemente ameboide. Eles ndo tocam o nucleo. No entanto,
eles tocam a membrana da célula hospedeira. Os granulos de pigmentos sdo agregados em
massa compacta na periferia do parasito. Eles estdo sempre em menor numero de
macrogametocitos (Figura 2H, I). A influéncia dos microgametocitos na forma dos eritrocitos
infectados ndo ¢ pronunciada (Figura 2H, I). Apds andlises moleculares, obtivemos duas
sequéncias de Haemoproteus, que foram nomeadas PENOBS02 e PENOBSO03,
correspondendo a cada linhagem morfoldgica caracterizada por abordagens microscopicas. Os
cromatogramas do sequenciamento foram desativados, além dos outros padroes de
configuracdo do software apos estimativas de arvores.

4.5 RESULTADOS

4.5.1 Prevaléncia e Parasitemia

Todas as quatro amostras de aves analisadas estavam infectadas com Haemoproteus
(Parahaemoproteus) sp. A caracterizacdo morfologica de duas linhagens de Haemoproteus
(Parahaemoproteus) sp. (PENOBS02 e PENOBSO03) registradas em Penelope obscura
bronzina sao mostradas nas Figuras 1 e 2; Tabela 1.

Tabela 1. Morfometria de células hospedeiras e gametocitos maduros de espécies de
Haemoproteus de aves Cracidae

Haemoproteus sp. Haemoproteus sp.

Caracteristicas (linhagem PENOBS02)" (linhagem PENOBS03)"

Eritrocitos nao

infectados 15 30
Comprimento (1)16431)— 14.3 (12.7um + 9.4-17.69 (13.19um= 1.81)
Largura 6.9 — 8.5 (7.7um £ 0.46) 6.73+ 9.97 (8.0um= 0.94)
Nucleo do eritrocito

nio infectado

Comprimento 54-74(62pm =+ 0.6) 5.0- 8.0 (6.21um= 0.88)
Largura 24-3.12.7um £0.2) 2.32-4.13 (3.09um= 0.49)
Macrogametdcito N=10 N=10
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Comprimento
Largura
Area

Nucleo

Comprimento

Largura

Area

Granulos de pigmentos
NDR

Area do vacuolo

Microgametocitos
Comprimento
Largura

Area

Nucleo
Comprimento

Largura

Area

Granulos de pigmentos

NDR

9.04- 13.49 (11.19um +
1.82)

4.68-8.02 (5.3um = 1.36)

22.98- 40.81 (35.72um=+
1.82)

4.52- 6.41 (5.55um= 0.49)
1.95-2.94 (2.41um=+ 0.33)
1.42- 3.40 (2.44pm = 0.68)
5-10 ( 7.1 1.52)

0.31- 0.75 (0.57um + 0.14)
1.2-2.2 (0.9um + 0.20)

N=9

12.23- 14.1 (12.86pum +
1.21)

2.00- 3.45( 2.49um + 0.46)

36.39- 49.8 (42.86um +
5.24)

1.30- 4.95 (3.65um + 1.62)
1.08- 1.71 (1.39pum + 0.22)

2.30- 7.89 (5.85um + 2.56)

7 (5.22+ 1.09)
0- 0.97 (0.63um + 0.26)

13.31- 15.98 (14.62um =
0.73)

5.74- 8.09 (6.81um + 1.09)

23.51- 45.73 (35.38um=
1.09)

4.17-4.77 (4.81um= 0.31)
2.21-3.75 (2.59um= 0.57)
6- 8.98 (7.37um % 0.57)

0- 14 (14+ 4.42)

0.39-0.96 (0.69um + 0.15)
0.31- 4.2 (1.14pm + 1.06)

N=6

12.03- 15.37 (13.72+ 1.03)

5.71-9.59 ( 7.36+ 0.83)

35.39- 45.8 (40.86pm +
4.24)

1.74- 4.3 (3.26pm + 1.58)
1.61-3.21 (2.37um = 0.51)
2.3- 11.11 (8.4pum + 3.96)

2-5(3.16 £ 1.16)
0.54- 0.74 (0.60um+0.07)

* Valores minimos e maximos obtidos seguidos da média aritmética e desvio padrido (entre
parénteses). N = numero de parasitas medidos. Todas as medidas foram fornecidas em
micrometros (um), exceto o numero de granulos de pigmento, que sdo representados por

nameros reais.
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Figura 1. Estagios sanguineos de Haemoproteus sp. (linhagem PENOBS02) registrada em
Cracidae (Penelope obscura bronzina) brasileiro. A-B: Estdgios jovens; C-F:
macrogametocitos; G: eritrocitos duplamente infectados; H-I: microgametocitos. Cabecas de
setas brancas indicam aglomerados de granulos de volutina; cabecas de setas pretas indicam
nucleos de parasitos; setas pretas regulares indicam granulos de hemozoina. Barras de escala
= Sum.
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Figura 2. Estagios sanguineos de Haemoproteus sp. (linhagem PENOBSO03) registrada em
Cracidae (Penelope obscura bronzina) brasileiro. A-B: Estagios jovens; C-G:
macrogametocitos; H-I: microgametdcitos. Cabeca de setas brancas indicam aglomerados de
granulos de volutina; setas pretas indicam nucleos de parasitos; setas brancas regulares
indicam vacuolos; setas pretas regulares indicam granulos de hemozoina. Barras de escala =
Spum.
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4.5.1.1 Haemoproteus (Parahaemoproteus) sp. cyt b linhagem PENOBS02 (Figura 1;
Tabela 1)

Gametocitos jovens (Figura 1 a-b). Desenvolvem-se apenas em eritrocitos maduros e tém
corpos delgados em forma de bastdo. Quando o parasito se desenvolve, assumem um corpo
em forma de bastonete, com um nucleo proeminente, e geralmente ocupam uma posi¢ao
lateral ao nucleo das células hospedeiras (Figura 1A, B). Eles sdo encontrados livres no
citoplasma (Figura 1A, B) e geralmente tocam a membrana da célula hospedeira (Figura 1B).
Os nucleos sdo escuros, proeminentes, geralmente uniformes em contorno, com limites bem
distintos (Figura 1A, B) e ocupam apenas a posicdo central ou subcentral no citoplasma do
parasito (Figura 1B). A medida que o parasito cresce, os gametdcitos se estendem ao longo do
nicleo eritrocito (Figura 1B), assumindo uma forma alongada. Nesta fase de
desenvolvimento, os gametdcitos encontram-se livres no citoplasma e geralmente tocam a
membrana dos eritrécitos. Os granulos de volutina aparecem como mindsculas manchas em
gametocitos precoces (Figura 1A, B). A volutina tende a se aglomerar ao longo da periferia
dos gametécitos sendo particularmente densa nos pdlos, e assim, as partes centrais dos
estagios jovens sao mais claras do que suas partes periféricas (Figura 1A, B). A influéncia dos
gametdcitos jovens na forma dos eritrdcitos infectados ndo ¢ pronunciada.

Macrogametdcitos (Figura 1 C-D). O citoplasma ¢é granular na aparéncia, contendo
numerosos granulos de hemozoina, que sao espalhados aleatoriamente por todo o citoplasma
(Figura 1C, D). Os gametocitos crescem ao longo do nticleo dos eritrdcitos infectados (Figura
1C, D). Parasitos maduros aderem tanto & membrana como ao nucleo dos eritrécitos (Figura
1C, D), possuem formato largo e alongado (Figura 1D); eles deslocam o nucleo da célula
hospedeira lateralmente, as vezes acentuadamente (Figura 1D). Os nucleos do parasita sao
compactos, relativamente pequenos e de forma variavel, e geralmente ocupam uma posi¢ao
mediana (Figura 1C, D). Na maioria das fases observadas, os parasitos apresentam um grande
vactolo (>1 pm), facilmente visivel (Figura 1C, D). Esses vacuolos sdo geralmente
localizados em uma posicao central ou subcentral no citoplasma do parasita (Figura 1C, D).
Os granulos de pigmento s3o arredondados ou ovais, de tamanho médio (entre 0,5 ¢ 1 um de
comprimento), espalhados por todo o citoplasma.

Microgametocitos (Figura 1 E-F): sdo sempre alongados e com o contorno amebdide
(Figura 1 E-F). Eles ndo tocam o ntcleo, mas frequentemente tocam a membrana da célula
hospedeira. Os granulos de pigmento sdo encontrados frequentemente agrupados na
extremidade do parasito (Figura 1 E-F). Os microgametdcitos totalmente crescidos
deslocaram acentuadamente o nucleo da célula hospedeira lateralmente (Figura 1 E-F).

4.5.1.2 Haemoproteus (Parahaemoproteus) sp. cyt b linhagem PENOBS03 (Figura 2;
Tabela 1)

Gametocitos jovens (Figura 2A-C). Os estagios iniciais sao arredondados em forma e estao
localizados em uma posi¢do polar ou subpolar no citoplasma das células hospedeiras.
Gametdcitos jovens se desenvolvem apenas em eritrocitos maduros; eles tém corpos delgados
em forma de haste, com um nucleo proeminente, geralmente ocupando uma posigao lateral ao
nicleo das células hospedeiras (Figura 2 B, C). Encontram-se livres no citoplasma e nao
tocam o nucleo ou a membrana dos eritrocitos (Figura 2 A-C). Os ntcleos sao manchados de
escuro, proeminente, mesmo no contorno, com limites bem definidos (Figura 2 A-C) e
ocupam apenas uma posicdo mediana ou subterminal no citoplasma do parasito (Figura 2
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A-C). A medida que o parasito se desenvolve, os gametdcitos se estendem ao longo do niicleo
do eritrécito (Figura 2 B, C), assumindo um corpo alongado irregular (Figura 2 B, C). Nesta
fase do desenvolvimento, os gametocitos encontram-se livres no citoplasma e nao tocam o
nucleo ou invélucro dos eritrécitos. Granulos de pigmento sao dificeis de ver, mas eles sdao
marrom-escuros, pequenos (< 0,5 um) e agrupados. Os granulos de volutina aparecem como
pequenas manchas nos gametocitos iniciais (Figura 1 B, C). A volutina tende a se agrupar na
periferia dos gametocitos e, assim, as partes centrais dos gametdcitos jovens sdo mais palidas
do que suas partes periféricas (Figura 2 B, C). Frequentemente observamos dupla infecg¢ao de
parasitos jovens, € eles sempre ocupam uma posicao lateral ao nucleo do hospedeiro (Figura 2
B, C). A influéncia dos gametocitos jovens na forma de eritrocitos infectados ndo ¢
pronunciada.

Macrogametdcitos (Figura 2 D-G): O citoplasma ¢ homogéneo, e os granulos de volutina,
tipicamente encontrados em gametocitos jovens, sao dificeis de ver em macrogametdcitos
(Figura 2 D-G). Os gametdcitos crescem ao longo do ntcleo de eritrocitos infectados.
Parasitos em crescimento avangado eventualmente aderem tanto a membrana quanto ao
nicleo dos eritrocitos (Figura 2 D-G). Os gametocitos em maturagdo sdo corpos largos e
alongados, com um contorno uniforme (Figura 2D, E) e deslocam o nucleo da célula
hospedeira lateralmente. Os nucleos do parasito sdo compactos, de formato varidvel,
geralmente medianos ou subterminais em posi¢ao (Figura 2 D-G). Um grande e facilmente
visivel vactolo (>1 pum) estd presente em cada macrogametocito (Figura 2 D-G). Tais
vactolos frequentemente ocupam uma posi¢ao central ou subcentral no citoplasma do
parasito. Os granulos de pigmento s3o arredondados ou ovais, de tamanho médio (entre 0,5 e
1 um de comprimento) e espalhados por todo o citoplasma (Figura 2 E-G). Frequentemente
observamos dupla infeccdo de gametocitos, e eles sempre ocupam uma posi¢ao lateral a
célula hospedeira nucleo. Gametdcitos totalmente desenvolvidos deslocam acentuadamente o
nucleo da célula hospedeira lateralmente (Figura 2 E-G).

Microgametocitos (Figura 2 H-I): Sdo sempre alongados com contorno ameboide (Figura 2
H, I). Eles ndo tocam o nucleo do eritrdcito, mas toca a membrana da célula hospedeira. Os
granulos de volutina sdo encontrados espalhados pelo citoplasma do parasito (Figura2 H, I) e
granulos de pigmento de hemozoina foram encontrados nas extremidades. Totalmente
crescidos, os microgametdcitos deslocaram acentuadamente o nucleo da célula hospedeira
lateralmente (Figura 2 H, I).

Observagdes. Observamos duas linhagens distintas de Haemoproteus sp. associada a
Penelope obscura bronzina. Ambas as linhagens descritas no presente estudo (PENOBS02 e
PENOBSO03) sdo morfologicamente semelhantes as espécies de Haemoproteus
(Parahaemoproteus) paraortalidum descritas por Ferreira-Junior et al. (2018). No entanto,
eles diferem em alguns aspectos. A linhagem PENOBSO03 difere de Haemoproteus (P.)
paraortalidum no formato do corpo do gametocito jovem, que ¢ arredondado na linhagem do
presente estudo, enquanto oval com extremidades pontiagudas em H. paraortalidum;
quantidade e distribuicdo dos granulos de volutina e hemozoina no citoplasma; no tamanho
dos granulos de hemozoina; na auséncia de um vacuolo proximo ao nucleo do parasita e nos
dados da morfometria (Tabela 2) uma vez que nossos parasitos sdo ligeiramente maiores do
que Haemoproteus (P.) paraortalidum na descricdo original, porém as diferengas ndo sdo
estatisticamente significantes. Quando comparado com H. Ortalidum, vemos diferengas como
a forma arredondada de gametdcitos jovens encontrados no presente estudo; Os
macrogametocitos tocam tanto o nicleo quanto a membrana eritrocitaria; PENOBS03 exibe
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pigmentos ovais ou arredondados, enquanto H. ortalidum exibe pigmentos alongados; H.
ortalidum tem dois tipos de gametdcitos, um alongado e outro arredondado. A respeito de H.
cracidarum, a linhagem do presente estudo possui um grande vactolo central, enquanto H.
cracidarum possui muitos deles, espalhados pelo citoplasma; os pigmentos sao mais dificeis
de ver em H. cracidarum e evidentes no parasitas caracterizados neste estudo. Por outro lado,
PENOBSO02 difere de Haemoproteus (P.) paraortalidum no contorno, uma vez que OS
parasitos no presente estudo sdo amebdides em comparacdo com Haemoproteus (P.)
paraortalidum, que apresenta contorno uniforme; nos dados morfométricos, uma vez que os
parasitos caracterizados neste estudo sd3 um pouco maiores; as extremidades sao
arredondadas, diferindo de H. paraortalidum que tem extremidades pontiagudas; € na
capacidade de deformar as células eritrocitarias, uma vez que nas linhagens obtidas no
presente estudo, a influéncia dos gametodcitos na célula hospedeira ¢ muito pronunciada.

Tabela 2. Compara¢do morfométricas das espécies de Haemoproteus dentro de Cracidae.

H. paraortalidum H. ortalidum H. ortalidum H. cracidarum
Eritrocitos nao 15 100 - 100
infectados
Comprimento 11.4-14.3 (12.7+0.63) 13,8 (+£0,8) - 13,0 (£0,8)
Largura 6.9-8.5 (7.7 0.46) 7,3 (£ 0,4) 7,3 (+£0,4)
Nucleo do 15 100 - 100
eritrocito nao
infectado
Comprimento 54-74(6.2+0.6) 5,9 (£0,6) - 5,9 (£0,6)
Largura 24-3.12.7+£0.2) 2,3(£0,3) - 2,3 (0,3)
Macrogametdcito 6 55 50 50
Eritrocito Gametocitos Gametocitos
infectado arredondados alongados
Comprimento 10.7-13.4 (12 £ 0.81) 11,7 (£ 0,8) 13,0 (£1,0) 13,6 (£0,5)
Largura 6.6-9.1 (8.1 £0.95) 8,5 (£0,8) 7,9 (£0,7) 7,8 (£0,4)
Nicleo do
eritrocito
infectado
Comprimento 5.1-6.6 (5.76 = 0.53) 5,4 (£0,5) 5,6 (£0,8) 5,1(0,4)
Largura 2.3-3.0 (2.61 £ 0.25) 2,2 (£0,3) 2,2 (x0,4) 2,3(0,3)
Gametocito
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Comprimento
Largura

Nucleo do
gametocito

Comprimento
Largura

Nimero de
granulos de
pigmento

Diametro dos
granulos de
pigmento

Vacuolo

NDR

Microgametdcito

Eritrocito
infectado

Comprimento

Largura
Nicleo do
eritrocito
Infectado
Comprimento
Largura

Gametocito

Comprimento

Largura

Nucleo do
gametocito

Comprimento

9.4-12.1 (10.97 + 1.12)
3.7-5.9 (4.23 £ 0.75)

2.3-2.9 (2.54 £ 0.18)
1.4-2.3(1.81+0.32)

10.0-19.0 (14.33 +
2.98)

0.5-1.2 (0.68 = 0.13)

1.6-2.0 (1.76 + 0.13)
0-0.52(0.33 +0.19)
4

11.7 - 13.4 (12.68 +
0.77)

6.5 8.4 (7.63 = 0.88)

4.6 6.2 (5.29 £ 0.65)
22-2.7(2.5+0.28)

10.7 - 12.6 (11.98 +
0.85)

2.9-3.5(3.24+0.24)

4.1-10.2(7.16 £ 2.6)

6,8 (+0,8)
57 (+0,5)

2,5(0,5)
1,8 (£ 0,4)

11,3 (£ 1,0)

40

11,9 (£ 0,9)

9,2 (x1,1)

5,4 (+0,6)

2,2 (£0.3)

7,4 (£0,6)

6,3 (& 0,5)

5,0 (= 1,0)

10,8 (& 1,0)
3,7 (+0,4)

2,8 (£ 0,6)
1,9 (£ 0,3)
12,0 (£1,5)

0.5
40

13,0 ( 0,9)

8,0 (£ 0,5)

5,0 (+0,5)

2,2(£0,3)

11,2 (£ 1,2)

34(£04)

6,0 (+0,6)

19,9 (£ 1,9)
4.2 (0,4)

3,1 (20,5)
2,5 (+0,4)
22,5 (£ 2,0)

0.5
20

13,4 (£ 0,7)

7,5 ( 0,4)

5.4 (£0,6)

2,1 (£0,1)

18,3 (= 1,7)

43 (+0,3)

5,1 (0,8)
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Largura 22-3.1(2.59+036) 3,3 (£0,7) 3,1 (+1,0) 2,8 (+0,4)

Numero de 9-16(12.7+2.87) 11,1 (= 1,5) 11,4 (1,4) 19,4 (£ 0,9)
granulos de
pigmentos

Diametro dos 0.5-1.0(0.65+0.13) - - -
granulos de
pigmentos

NDR 03-08(0.61+02) - 0,6 (-) 0.4

Quando comparado com H. Ortalidum diferem pela presenca de dois tipos de
macrogametocitos, pois encontraram apenas um tipo para a linhagem no presente estudo; na
distribui¢do dos granulos de pigmentos, que se agrupam na periferia do citoplasma em
PENOBSO02 e dispersos aleatoriamente em H. ortalidum. Por ultimo, ndés comparamos
PENOBSO02 com o H. cracidarum e encontramos diferengas no numero de vacuolos,
PENOBSO02 com um ou dois grandes centrais, € muitos pequenos vacuolos posicionados
polarmente em H. cracidarum. De acordo com as disparidades morfologicas, essas linhagens
sao também diferentes filogeneticamente. A linhagem PENOBSO03 surgiu como um grupo
irmdo de uma linhagem Haemoproteus, DELCASO1, uma linhagem encontrada em
Delothraupis castaneoventris (ordem Passeriformes, familia Thraupidae). Este clado
composto pelas duas linhagens acima surgiu como um clado grupo irmao formado por
linhagens encontradas em cracideos, como Haemoproteus sp. (ABJACO1), Haemoproteus
paraortalidum (ABUJACOL) e Haemoproteus sp. (PENELOPEO1), as duas primeiras
encontradas em Aburria jacutinga € a terceira em Penelope jacquacu. A éarvore filogenética
também mostrou que a linhagem PENOBSO02 foi posicionada externamente, formando um
clado irmao das linhagens descritas acima mais uma linhagem Haemoproteus nao identificada
(ANIIGNO1), encontrada em Anisognathus igniventris (ordem Passeriformes, familia
Thraupidae) (Figura 3). Assim, fica implicito que as linhagens das espécies correlacionadas
acima pode ndo ser exclusivas de hospedeiros cracideos. E importante ressaltar que as
linhagens encontradas no presente trabalho sdo unicas, pois, utilizando o Algoritmo BLAST
(Portal NCBI), verificou que nenhuma delas correspondia 100% em identidade com qualquer
outro em o banco de dados Genbank e/ou Malavi.

4.5.2 Reconstrucoes Filogenéticas

As duas sequéncias obtidas no presente estudo foram depositadas no banco de dados
MalAvi sob os nomes PENOBS02 e PENOBSO03. Na reconstrugdo filogenética (Inferéncia
Bayesiana), sequéncias obtidas no presente estudo surgiu em um clado bem suportado
(93,48% probabilidade posterior) contendo representantes da espécie Haemoproteus isoladas
de cracideos, incluindo Haemoproteus paraortalidum, que foram relatados infectando
jacutinga (Aburria jacutinga, linhagem ABUJACO1) (MOTTA et al. 2013)e H. ortalidum,
isolado em Penelope obscura por Chagas et al. 2017 (linhagem PENOBSO1) (Figura 3). A
linhagem PENOBSO03 surgiu como um grupo irmao de uma linhagem de Haemoproteus sp.
(DELCASO1) encontrada em Delothraupis castaneoventris (ordem Passeriformes, familia
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Thraupidae). E este clado composto por estas duas linhagens emergiram como um clado
irmao de Haemoproteus sp. (ABJACO1), Haemoproteus paraortalidum (ABUJACO1) e
Haemoproteus sp. (PENELOPEO1), as duas primeiras encontradas em Aburria jacutinga e a
terceira em Penelope jacquacu, ambas pertencentes a ordem Galliformes, familia Cracideos.
Por outro lado, a linhagem PENOBSO02 foi posicionada externamente, formando um clado
irmao com as linhagens acima descritas mais uma linhagem Haemoproteus nao identificada
(ANIIGNO1) pertencente a espécie Anisognathus igniventris (ordem Passeriformes, familia
Thraupidae). A divergéncia genética média dentro deste clado foi de 2,33% (Figura 3, S1).
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Figura 3. Inferéncia Bayesiana (BI) baseada nas sequéncias de Haemoproteus e Plasmodium
cytb. A sequéncia de Leucocytozoon buteonis foi escolhida como grupo externo. (A) Género
Plasmodium; (B) género Haemoproteus (Haemoproteus); (C) Género Haemoproteus
(Parahaemoproteus). As porcentagens nos nds indicam as probabilidades posteriores do BI.
As novas sequéncias obtidas neste estudo estdo marcadas em negrito e asteriscos. A caixa
destacada indica o clado em que nossas sequéncias se agruparam onde outras sequéncias de
cracideos sdo encontradas. Na frente de cada sequéncia esta o codigo seguido pelo nome
obtido do GenBank ou MalAvi. A barra de escala indica sete substituigdes por 100
nucleotideos.
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4.6 DISCUSSAO

No que diz respeito a taxonomia de parasitos hemosporideos que infectam cracideos,
dados morfoldgicos e moleculares consistentes disponiveis referem-se apenas a infecgdes por
Haemoproteus (GALBADON & ULLOA, 1978; FERREIRA-JUNIOR et al., 2018;
RIDGELY & TUDOR, 2009). Aqui, expandimos os dados existentes com a identificagcdo de
dois Haemoproteus sp. distintos, linhagens associadas a Penelope obscura bronzina no
sudeste do Brasil. Esse ¢ o primeiro relato de parasitos hemosporideos infectando esta
subespécie de cracideo, estendendo a distribuicao geografica das infec¢des por Haemoproteus
em cracideo na Mata Atlantica do Estado de Minas Gerais, Brasil, um hotspot importante
para a biologia da conservagao.

Os dados morfologicos obtidos no presente estudo (Figuras 1 e 2), juntamente com a
reconstru¢do filogenética molecular (Figura 3), levantou discussdes sobre a taxonomia dos
parasitos Haemoproteus que infectam pdassaros cracideos. O conceito de espécie em
Haemosporida ¢ complexo e ainda muito discutido. Existem estudos que definem novos
taxons usando apenas uma abordagem morfologica (ZEHTINDJIEV et al., 2012), mas
aquelas que combinam morfologia e os dados moleculares sdo atualmente os mais utilizados
(MERINO et al., 2012; TOSTES et al.,, 2017). Hellgren et al. (2007) propuseram que
sequéncias com divergéncia genética em cit b acima de 5% seriam consideradas espécies
novas, pois espécies com este nivel de divergéncia genética seria morfologicamente distinta.
No entanto, existem exemplos em que duas espécies de Haemoproteus diferem geneticamente
em uma porcentagem muito menor, como Haemoproteus pallidus e Haemoproteus minutos
(HELLGREN et al., 2007); ¢ Haemoproteus jenniae ¢ Haemoproteus iwa (LEVIN et al.,
2012), cujas divergéncias genéticas sao <1%. As seqiiéncias deste trabalho, como mencionado
anteriormente, apareceram em um clado com outras linhagens de Haemoproteus registradas
em Cracidae, entre elas as seqiiéncias correspondentes a H. paraortalidum (FERREIRA
JUNIOR et al., 2018) e H. ortalidum (CHAGAS et al., 2017) (Figura 3), ¢ a média da
divergéncia genética dentro deste clado foi baixa (2,33%, Figura S1).

De acordo com as descrigdes originais e corroborando os achados moleculares, H.
ortalidum e H. paraortalidum apresentaram como caracteristica morfologica importante um
vacuolo proeminente no citoplasma (GALBADON & ULLOA, 1978; BENNET, 1982;
FERREIRA-JUNIOR et al., 2018), que, conforme sugerido por Valkiunas, 2005, ndo ¢ uma
caracteristica comum entre os hemosporideos avidrios e ¢ observada apenas em algumas
espécies parasitos do género. No presente estudo, apesar da pequena disparidade morfoldgica
observada entre os hemosporideos de cracideos, observamos este vacuolo em todos os
parasitos caracterizados morfologicamente (H. (P.) ortalidum; H. (P.) paraoratalidum,
PENOBSO02 ¢ PENOBSO03). Considerando a baixa divergéncia genética dentro do clado de
Haemoproteus de cracideo (2,33%) (Figuras 3, S1) e a presenca do vactolo caracteristico, €
possivel que esses parasitos tenham um ancestral comum com este vacuolo proeminente, que
teria originado a total diversidade dentro deste clado; ou todas as linhagens dentro deste clado
pertencem a da mesma espécie € sao um novo exemplo de polimorfismo em Haemosporida,
como foi observado em Plasmodium (Haemamoeba) lutzi por Oliveira et al. (2019), em
Plasmodium (Novyella) unalis por Tostes et al. (2017), e em Haemoproteus (Haemoproteus)
paramultipigmentatus por Venangoni et al. (2021). O recente e rapido padrao de
diversificacdo observado em aves Cracideos concorda com essas hipoteses Hosner et al.
(2016), sugerindo uma rapida diversificagdo dentro do clado Haemoproteus ortalidum e H.
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paraortalidum. No entanto, para abordar esta questdo, mais dados morfologicos e moleculares
de Haemoproteus em Cracidae sao necessarios.

4.7 MATERIAL SUPLEMENTAR

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 Haemoproteus ortalidum (KX171627/PENOBS01)
2 Haemoproteus sp. (MG192532/ABUCUJO01)
3 Haemoproteus sp. (PENOBS01)
4 Haemoproteus sp. (MN459226/NK168397) 0,69%
5 Haemoproteus sp. (KC250002/ABJACO1) 0,34% 1,03%
6 Haemoproteus paraortalidum (MH036944/ABUJACO1) 0,34% 1,03% 0,00%
7 Haemoproteus sp. (KF482345/PENELOPEO1) 1,03% 1,04% 0,69% 0,69%
8 Haemoproteus sp. (MN459201/NK168377) 1,38% 2,09% 1,73% 1,73% 2,43%
9 Haemoproteus sp. (PENOBS02) 2,09% 2,45% 1,39% 1,39% 1,74% 1.74% 2.45% 2.81%
0-1% [1.1-2%

2,1-3%(3,1-4% 4,1-5%|

Figura S1. Estimativas de divergéncia genética pareada para Haemoproteus spp. As analises
evolutivas foram realizadas no programa MEGA X utilizando as linhagens mais proximas
encontradas neste estudo.
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