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RESUMO

FERREIRA, Carlos Nei Ortizar. Taxonomia e Sistematica de Tyzzeria Allen, 1936
(Chromista: Apicomplexa): caracterizacdo de morfotipos e posicionamento
filogenético do género baseado em evidéncias moleculares. 2024. 176p. Dissertacéo
(Mestrado em Biologia Animal). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Assuntos relacionados a taxonomia e sistematica de coccidios ainda possuem muitos
enclaves para serem resolvidos, tanto no que tange ao levantamento da biodiversidade
desses parasitos, como na organizacgdo filogenética de seus tdxons. Tyzzeria Allen, 1936
perdura até os dias atuais como um dos poucos grupos de coccidios sem ter sua
caracterizacdo genética depositada no GenBank. Além disso, sua classificacdo atual
dentro da familia Eimeriidae Minchin, 1903 é questiondvel. Neste trabalho, sdo
apresentados 4 morfotipos desse coccidio recuperados de amostras fecais de aves
(Anseriformes: Anatidae) domeésticas e silvestres do Brasil. O morfotipo 1, com oocistos
sub esféricos medindo 13,5 x 12,0 um, indice morfométrico de 1,1 um, parede dupla e
lisa com espessura de 1,0 um. O morfotipo 2, com oocistos elipsoidais medindo 13,6 x
10,4 pm, indice morfométrico de 1,3 um, parede dupla, lisa e fina com espessura de 0,8
um. O morfotipo 3, com oocistos elipsoidais medindo 14,5 x 11,7 um, indice
morfométrico de 1,2 um, parede dupla, grossa e levemente aspera, com espessura de 1,1
pum. E o morfotipo 4, com oocistos elipsoidais medindo 14,7 x 11,2 pum, indice
morfométrico de 1,3 um, parede dupla, grossa e muito aspera, com espessura de 1,4 um.
Levando em consideracdo o numero amostral de oocistos analisados, parametros
morfologicos/morfométricos, sequenciamentos realizados e aspectos de especificidade
parasitaria no hospedeiro; apenas o morfotipo 1 pdde ser identificado, sendo este
condizente com Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933) Klimes, 1963. Seus oocistos foram entéo
isolados e sequenciados. Aqui é fornecida a primeira caracterizagdo molecular para o
género (a partir de oocistos dessa espécie) e as analises filogenéticas demonstram que
esse género coccidiano esta intimamente relacionado com Schellackia Reichenow, 1919

e outros eimerideos de anfibios e répteis.

Palavras chaves: parasitologia, coccidios, anseriformes, filogenia, diversidade



ABSTRACT

FERREIRA, Carlos Nei Ortuzar. Taxonomy and Systematics of Tyzzeria Allen, 1936
(Chromista: Apicomplexa): characterization of morphotypes and phylogenetic
position of the genus based on molecular evidence. 2024. 176p. Dissertation (Master’s
in Animal Biology). Institute of Biological and Health Sciences, Federal Rural University
of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Issues related to the taxonomy and systematics of coccidia still have many enclaves to be
resolved, both in terms of the survey of the biodiversity of these parasites and in the
phylogenetic organization of their taxa. Tyzzeria Allen, 1936 remains to this day as one
of the few groups of coccidia without its genetic characterization deposited in GenBank.
Furthermore, its current classification within the family Eimeriidae Minchin, 1903 is
questionable. In this work, we present four morphotypes of this coccidium recovered from
fecal samples of domestic and wild birds (Anseriformes: Anatidae) from Brazil.
Morphotype 1, with subspherical oocysts measuring 13.5 X 12.0 um, morphometric index
of 1.1 um, double and smooth wall with a thickness of 1.0 um. Morphotype 2, with
ellipsoidal oocysts measuring 13.6 x 10.4 pm, morphometric index of 1.3 pum, double,
smooth and thin wall with a thickness of 0.8 um. Morphotype 3, with ellipsoidal oocysts
measuring 14.5 x 11.7 pm, morphometric index of 1.2 um, double, thick and slightly
rough wall, with a thickness of 1.1 um. And morphotype 4, with ellipsoidal oocysts
measuring 14.7 x 11.2 pm, morphometric index of 1.3 um, double, thick and very rough
wall, with a thickness of 1.4 um. Taking into account the sample number of oocysts
analyzed, morphological/morphometric parameters, sequencing performed and aspects of
parasite specificity in the host; only morphotype 1 could be identified, which was
consistent with Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933) Klimes, 1963. Its oocysts were then
isolated and sequenced. Here, the first molecular characterization of the genus (from
oocysts of this species) is provided and phylogenetic analyses demonstrate that this
coccidian genus is closely related to Schellackia Reichenow, 1919 and other eimerids of

amphibians and reptiles.

Key words: parasitology, coccidia, anseriformes, phylogeny, diversity
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1 INTRODUCAO

Catalogar e descrever as coisas a0 nosso entorno, com o intuito de compreender melhor
0 meio que nos cerca, talvez tenha sido uma das praticas mais primitivas da humanidade. Algo
muito mais imprescindivel quanto imaginamos, uma ocupacao tdo primordial como outros
habitos de sobrevivéncia (e.g. cagar, construir utensilios, abrigar-se, comunicar-se). De fato, é
dificil conceber uma mera organizagdo tribal onde a padronizacdo de nomes se fizesse
desnecesséria. Conhecer e denominar nomes a plantas ou animais (sejam esses presas ou
predadores), repassando essas informacdes adiante, representava uma tarefa crucial para nossos
antepassados. Por esse motivo, ha quem diga que a taxonomia seja a “profissao mais antiga do
mundo” (MINELLI, 2005; SOLTIS, 2007; COSTELLO, 2020).

A imensuravel diversidade de seres vivos encontrados no planeta Terra, € algo que
desperta fascinio desde as civilizagdes mais longinquas que se tem registro, com pensadores
historicos ja se debrugando sobre o tema e propondo formas de organizar a natureza de acordo
com critérios pre-estabelecidos. Aristoteles (384-322 a.C.), talvez tenha sido o primeiro grande
naturalista da humanidade, separando os animais em diferentes grupos de acordo com suas
estruturas e comportamentos observados; e sendo responsavel direto pela descricdo de inimeros
desses materiais bioldgicos analisados. Uma das suas divisdes, por exemplo, discriminava 0s
animais entre enaima (ou com sangue) e anaima (ou sem sangue), refletindo o que atualmente
entendemos como animais vertebrados e invertebrados, respectivamente. Seu discipulo,
Teofrasto (370-285 a.C.), também seguindo a tradicdo aristotélica, descreveu centenas de
plantas num compilado denominado Historia Plantarum (ASIMOV, 1966; MAYR, 1982,
RODRIGUES; HIDALGO, 2022). Mas foi s6 depois, quase dois milénios mais tarde, que Carl
Nilsson Linnaeus (1707-1778), com suas obras Systema Naturae e Species Plantarum,
revolucionou verdadeiramente a sistematizacdo desse conhecimento acerca da biodiversidade
ao propor um modelo hierarquico de organizacéo e padronizar a nomenclatura cientifica, dando

moldes a classificagdo moderna tal qual a conhecemos hoje (MAYR, 1982; RAPINI, 2004).

Diante disso, fizeram-se necessarias a criagdo de normatizacbes, como o Codigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica, conhecido por ICZN (sua sigla em inglés) ou o
Caodigo Internacional de Nomenclatura Boténica (ICBN), atualmente denominado Cddigo
Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas (ICN). Existe ainda o Cddigo
Internacional de Nomenclatura de Procariotos (ICNP), anteriormente Cddigo Internacional de
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Nomenclatura de Bactérias (ICNB). Esses tratados sdo convencdes internacionais regidas por
seus respectivos comités, cuja funcdo é de estabelecer as diretrizes para a nomenclatura
cientifica relacionada aos grupos de seres vivos a eles designados. Além disso, 0s surgimentos
e desenvolvimento de areas dentro da Biologia, como a Taxonomia e a Sistematica,
concretizaram-se cada vez mais (PAPAVERO, 1994; AMORIM, 2002).

Ou seja, a sistematizacdo do conhecimento bioldgico tornou-se, essencialmente, um
preceito basico da aplicacdo biologica, com taxonomistas e sistematas destinados a organizar
toda a diversidade de seres vivos catalogados até os dias atuais. E embora indissociaveis,
Taxonomia e Sistemética representam conceitos distintos entre si, com cada uma possuindo
atribuicbes proprias. A Taxonomia € o ramo da Biologia que define os grupos de organismos
bioldgicos, responsavel por descrevé-los conforme suas caracteristicas e nomeé-los,
possibilitando assim, identificaches subsequentes. J& a Sistemética estd mais associada ao
estudo comparativo entre esses organismos com o objetivo de reconstruir seu historico
evolutivo a partir do parentesco entre diversos grupos, dedicando-se a sistematizar todo esse
conhecimento classificado previamente; e organizar os grupos de acordo com suas relacdes de
proximidade, orientada por similaridades entre eles. Em outras palavras, a Taxonomia classifica
e identifica, buscando delinear as diferengas para distinguir e separar as unidades (leia-se
espécies), engquanto a Sistematica organiza os tdxons, buscando encontrar as similaridades para
agrupa-los a luz da histéria evolutiva (MAYR, 1968; SMALL, 1989; INGLIS, 1991;
CHRISTOFFERSEN, 1995).

Nesse sentido, a Parasitologia figura hoje entre as areas mais promissoras para se
inventariar a biodiversidade, com a descri¢do de novas espécies ou mesmo a reorganizacdo de
grupos taxondmicos, sendo comumente frequentes. Exemplos néo faltam, sejam eles no &mbito
da helmintologia, acarologia, entomologia, protozoologia, entre outras areas (GARDNER,;
CAMPBELL, 1992; POULIN, 2014; OKAMURA et al., 2018). De acordo com Morand (2015),
mais da metade de todos organismos existentes sao parasitos; e endossando essa concepcao,
segundo Carlson et al. (2020), o parasitismo € indiscutivelmente o modo de vida animal com a
maior riqueza de espécies na Terra. Contudo, para Poulin (2014) ndo podemos estimar de fato
a quantidade de espécies de parasitos existentes, seja em termos relativos ou absolutos. As taxas
de descoberta de espécies parasitarias ndo mostram sinais de desaceleragéo e espécies cripticas,
denotam um fator complicador adicional, tornando assim, infrutiferos quaisquer metodos de

projecéo.



A Coccidiologia, uma vertente da Protozoologia dedicada ao estudo dos coccidios,
também merece destaque nesse cendrio. Isso porque os coccidios correspondem a um dos
grupos mais diversos de endoparasitos dentro da Parasitologia Animal. E esse interesse se
justifica ndo apenas pelo potencial de descobertas, mas como também pela subestimada
amostragem relacionada a esse grupo. Em trabalho recente, intitulado “Biodiversity of the
Coccidia (Apicomplexa: Conoidasida) in vertebrates: what we know, what we do not know,
and what needs to be done”, Duszynski (2021) discorre sobre a biodiversidade coccidiana
apontando as limitadas amostragens feitas em hospedeiros vertebrados no mundo inteiro,
sobretudo no que diz respeito a fauna silvestre. O autor em uma projecdo conservadora (ao
assumir a possibilidade da existéncia de apenas duas espécies coccidianas por hospedeiro), traca
uma estimativa de que eventualmente possam existir 135.000 novas espécies a serem
descobertas a partir de hospedeiros nunca antes examinados. Nesta mesma linha de raciocinio,
para se ter uma ideia, em levantamento feito por Berto e Lopes (2013), os autores afirmaram
que apenas 3% das aves da ordem Passeriformes foram examinadas para coccidios; e isso
considerando apenas aves do Novo Mundo. De la pra ca, num recorte de pouco mais de 10 anos,
inimeras outras espécies de coccidios ja foram descritas; mas ainda assim, essa diversidade
parece longe de encontrar seu panorama ideal de catalogacgéo; inclusive pelo fato de novas
espécies de aves terem sido descritas nesse hiato de tempo (PACHECO et al., 2021),
representando assim potenciais novos hospedeiros para amostragem (BERTO; LOPES, 2020).

Com isso, a Coccidiologia contém um vasto caminho abrangendo assuntos taxondmicos
e sistematicos; e diante dessa complexidade de biodiversidade, a organizacdo da sistematica
dos taxons, torna-se, por vezes, um desafio. Podemos citar muitas alteracGes e descobertas
relacionadas a isso nos Gltimos anos. Temos o reposicionamento de grupos como o caso do
género Cryptosporidium Tyzzer, 1907 que foi reagrupado com as gregarinas (CARRENO et
al., 1999; BARTA; THOMPSON, 2006). Outros trabalhos ressuscitando géneros como
Eumonospora Allen, 1933 (CHOU et al., 2020) e Cystoisospora (Frenkel, 1977) (BARTA et
al., 2005). Temos ainda, trabalhos como o de Barta et al. (2005) reduzindo o género
Atoxoplasma (Garnham, 1950) como sinonimia de Isospora Schneider, 1881 ou o de Berto et
al. (2023) estabelecendo sinonimias para algumas espécies de Isospora. Redescricdes de
Isospora spp., conforme apresentado por Oliveira et al. (2021) e Ortuzar-Ferreira et al. (2021),
outros trabalhos que complementam a caracterizacdo de espécies de Eimeria Schneider, 1875
e Isospora (OLIVEIRA et al., 2021b; ORTUZAR-FERREIRA et al., 2022) e ainda, inimeras



descri¢des de novas espécies. Destaco aqui, trabalhos onde varias espécies foram descritas de
uma Unica vez. A saber: Modry et al. (2000); Berto et al. (2009) e McAllister et al. (2017).

Dentre os inUmeros taxons que os coccidios englobam, destaca-se a familia Eimeriidae
Minchin, 1903 por ser a mais numerosa em termos de espécies (VOTYPKA et al., 2016). Uma
das bases de classificacdo dos eimerideos concerne ao padrdo morfoldgico de seus oocistos que
possuem esporocistos contendo estruturas de excistamento chamadas de corpos de Stieda e sub-
Stieda (JIRKU et al., 2002; BERTO et al., 2014).

Tyzzeria Allen, 1936 corresponde a um género de coccidio onde 10 espécies estdo
descritas, sendo relatadas para uma vasta gama de hospedeiros (entre aves, répteis e mamiferos),
embora, suas espécies mais bem fundamentadas estejam descritas em aves da ordem
Anseriformes Wagler, 1831, familia Anatidae Vigors, 1825 (DUSZYNSKI et al., 1998;
BERTO, 2008). Compreende também um grupo negligenciado em estudos parasitarios, haja
vista a pouca informacdo encontrada a seu respeito frente a outros grupos (e.g. Eimeria). Isso
se reflete no fato de, ainda hoje, este género perdurar sem uma caracterizacdo genética
estabelecida (ADL et al., 2019). Outro fato intrigante, diz respeito a sua classificacdo atual na
familia Eimeriidae (UPTON, 2000; BERTO, 2008). E curioso perceber como seu padrio
morfolégico destoa dos demais géneros que integram essa familia, tendo em vista que
esporocistos sdo ausentes em seus oocistos. Assim, esse conjunto de fatores (morfologia

singular e auséncia de caracterizacdo molecular), lancam duvidas sobre sua classificacao.

Para melhor se inferir sobre a filogenia dos tdxons, € sempre desejavel que se tenha a
caracterizacdo mais completa possivel de um organismo, juntando dados morfoldgicos e
moleculares; e com os coccidios isso ndo € diferente. S&o0 muitos os autores que aconselham a
aplicacdo de técnicas moleculares como um complemento importante (DUSZYNSKI,;
WILBER, 1997; TENTER et al., 2002; BERTO et al., 2014). Tendo isso em vista, este trabalho
se propds a caracterizar oocistos de Tyzzeria recuperados de amostras fecais de anatideos
domeésticos e silvestres; além de fornecer a primeira caracterizacdo molecular de Tyzzeria

parvula (Kotlan, 1933) Klimes, 1963, sendo esta, a primeira para o0 género.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Realizar coletas de amostras fecais de anatideos domésticos e silvestres (Aves:

Anseriformes) para pesquisa de oocistos coccidianos de Tyzzeria; a fim de identifica-los

morfologicamente, morfometricamente e molecularmente e, consequentemente, fornecer a

primeira caracterizacdo molecular e posicionamento filogenético do género.

2.2. Objetivos Especificos

Coletar amostras fecais de anatideos domésticos ou silvestres (gansos, patos, cisnes e
marrecos) com o intuito de encontrar oocistos de coccidios do género Tyzzeria;

Avaliar a prevaléncia quantificando o numero de hospedeiros positivos encontrados no
levantamento;

Estimar a densidade parasitaria contabilizando o numero de oocistos encontrados por

amostra fecal individual (OoPD — oocisto por defecacdo);

Identificar morfologicamente e morfometricamente de maneira inequivoca 0s oocistos
encontrados, com a captacao de fotomicrografias, para posteriormente realizar o isolamento
dos mesmos;

Extrair o DNA dos esporozoitos contidos nos oocistos previamente identificados
morfologicamente/morfometricamente;

Amplificar o material genético disponivel utilizando a técnica da PCR (Polymerase Chain
Reaction);

Sequenciar regides dos genes nucleares, usando marcadores que codificam o RNA
ribossémico (rRNA) 18S;

Comparar os resultados dos sequenciamentos genéticos com outras sequéncias de espécies
coccidianas depositadas no GenBank visando a caracterizagdo molecular e anélises

filogenéticas para posicionamento do taxon.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Os coccidios (Chromista: Apicomplexa: Coccidia)
3.1.1 Definicéo, classificacéo e biologia parasitaria

Os coccidios sdao microrganismos unicelulares, eucariontes e heterotréficos, parasitos
obrigatérios de metazoarios, capazes de formar oocistos, sendo popularmente classificados
como protozoarios (LEVINE, 1985; LONG, 1990). Entretanto, o termo ‘“protozoario” ¢
controverso, tendo em vista que retne inimeros organismos sem relaces evolutivas entre si,
considerado assim um grupo misto, muito heterogéneo e polifilético (sem um ancestral comum
a todos os individuos) (ROTHSCHIL, 1989; SCHLEGEL; MEISTERFELD, 2003; ADL et al.,
2005). Dessa forma, atualmente, a classificacdo taxonémica mais bem aceita, define-os como
cromistas apicomplexas, pertencentes a subclasse Coccidia Leuckart, 1879, ordem Eimeriida
Léger, 1911 (RUGGIERO et al., 2015).

Chromista Cavalier-Smith, 1981 compreende um reino que engloba tanto seres
eucariontes autotroficos fotossintetizantes (algas) como heterotréficos (protozoarios), sendo
assim, bastante diverso e aplicado a vérios filos (CAVALIER-SMITH, 2000; CAVALIER-
SMITH, 2010). Incluem-se nele, representantes bem conhecidos, como: algas marinhas,
dinoflagelados, oomicetos como Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (1876) (causador da
praga da batata ou do tomate), Paramecium Miiller, 1773 (protozoério ciliado de vida livre) e
parasitos de importancia médica como Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1908) Nicolle
& Manceaux, 1909 (agente da toxoplasmose) e Plasmodium Marchiafava & Celli, 1885 (agente
da malaria) (RUGGIERO et al., 2015; CAVALIER-SMITH, 2018). Ao que parece, a luz da
evolugdo, o ancestral comum apresentava cloroplastos derivados de um processo de
endossimbiose secundaria, com o0s atuais cromistas ndo fotossintetizantes perdendo
secundariamente esta condicdo (CAVALIER-SMITH, 2000; CAVALIER-SMITH, 2010).

Dentro dos cromistas esta inserido o filo Miozoa Cavalier-Smith, 1987, que por sua vez
abarca o infra-filo Apicomplexa Levine, 1970 (CAVALIER-SMITH et al., 2004; RUGGIERO
et al., 2015). Os apicomplexas sdo todos parasitos intracelulares obrigatérios; e sdo assim
chamados, porque dispéem de um complexo apical, na extremidade anterior de seu
citoesqueleto, para realizar a invasdo de uma célula hospedeira (figura 1) (PORTMAN;
SLAPETA, 2004; MORRISON, 2009; SOUZA; BELFORT JR., 2014; VOTYPKA et al.,
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2016). Integram ao complexo apical, diversas estruturas e organelas altamente especializadas
que irdo funcionar integradamente durante o parasitismo. Tais como: 0s anéis apicais, anéis
polares, o conoide, microtibulos subpeliculares, micronemas, roptrias e granulos densos.
Inicialmente, o parasito se liga a moléculas de superficie da célula hospedeira e ha um
ancoramento celular. Todo esse processo de adesdo é dependente de proteinas secretadas pelas
micronemas e roptrias, sendo a secre¢do das roptrias importante também para a formacgédo do
vacuolo parasitdforo. Durante seu deslocamento, o parasito (que ndo dispde de flagelos, cilios
ou outras estruturas locomotoras), executa movimentos de tor¢do e extensao do corpo celular
projetando o conoide para fora de maneira intermitente. E apds a invaséo celular, sdo secretadas
as proteinas dos granulos densos que ajudam a estabilizar o vacuolo parasitéforo e formam a
rede intravacuolar (figura 2). Em apicomplexa, a unidade celular de cada individuo é
denominada “zoito”. (PORTMAN; SLAPETA, 2004; SOUZA; BELFORT JR., 2014).

Além do mais, taxonomicamente, 0s coccidios pertencem a classe Coccidiomorphea
Doflein, 1901 (antiga classe Conoidasida Levine, 1988) que é assim caracterizada por englobar
todos os apicomplexas que possuem o conoide completo. A subclasse Coccidia possui entre
suas ordens, a ordem Eimeriida que antigamente era denominada Eucoccidiorida Léger &
Duboscq, 1910 e comumente chamada por muitos autores de “coccidia” (de onde deriva 0 nome
aportuguesado “coccidio”) (JIRKU et al., 2009). Sendo assim, os “coccidios verdadeiros” estio
alocados nessa ordem; e se diferem dos demais grupos por apresentarem desenvolvimento de
gametas independentes num ciclo evolutivo marcado pelas etapas de merogonia, gametogonia
e esporogonia (BARTA, 2001; TENTER et al., 2002; BERTO et al., 2014; MEHLHORN,
2015). Integram a Eimeriida, familias importantes de coccidios como Eimeriidae (homoxenos
em sua maioria) e Sarcocystidae Poche, 1913 (coccidios heteronexos formadores de cistos). Por
fim, outro aspecto notavel, diretamente ligado a esse grupo é o fato de estarem intimamente
relacionados ao parasitismo intestinal de seus hospedeiros metazodarios, sobretudo no
desenvolvimento gametogbnico; embora muitas espécies sejam capazes de parasitar outros
orgaos e tecidos (ciclos extra-intestinais) (LEVINE, 1985; LONG, 1990; MEHLHORN, 2015;
TAYLOR et al., 2017; DUBEY, 2020).

Portanto, em sintese, coccidios sdo cromistas parasitarios intracelulares obrigatorios que
dispdem de um complexo apical, com conoide completo, apresentando um ciclo dividido em
merogonia, gametogonia e esporogonia; sendo capazes de, ao final dele, formar oocistos
decorrentes de um processo gametogdnico independente, para assim, assegurar sua propagacao

e transmissao para outros hospedeiros.
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Figura 2 — Citoesqueleto e processo de internalizagdo de apicomplexas na célula hospedeira. Na
imagem, as siglas representam: AP (apicoplasto), CA (alvéolos corticais), CO (conoide), DG (granulos
densos), ER (reticulo endoplasmético), GA (aparelho de Golgi), MN (micronemas), MP (microporo),
MT (mitocondria), NU (nucleo), PC (anéis pré-conoidais), PR (anel polar), RH (roptrias) e SM
(microttbulos subpeliculares). Logo abaixo, representam-se em “a” contato primario do zoito sem



orientacdo; em “b” fixacdo seguida de reorientacdo apical; em “c” indu¢do do vactolo parasitéforo e em

“d” translocacéo do zoito para o vacuolo. Fonte: Votypka et al. (2016).

3.1.2 Diversidade e um breve histérico

O tema acerca da biodiversidade de coccidios (e protozoarios de uma maneira geral) é
algo instigante e ja& pautou diversas discussdes entre os estudiosos. Nos primordios da
protozoologia, quando os protozoarios comegaram a ser estudados, uma organizagéo bésica, 0s
separavam de acordo com seus meios de locomogéo. Assim, foram agrupados os ciliados,
flagelados e os rizopodes (aqueles que se utilizam de pseuddpodes). Porém, existia um vasto
grupo que carecia de estruturas locomotoras, sendo denominado de esporozoarios. Os
esporozoarios logo despertaram atencdo especial por serem todos parasitos intracelulares
obrigatérios e com isso, comecaram a ser estudados mais a fundo. E é neste Ultimo grupo onde
os coccidios se inserem (LEVINE et al., 1980; CHURCHILL, 1989; POLJANSKY, 1992).
Cabe salientar que, como ja supracitado, o termo “protozoario” ¢ uma aplicagdo geneérica a
varios grupos (muita das vezes sem correlagdo entre si) e por isso, atualmente, sem validade
taxondmica (CHURCHILL, 1989; POLJANSKY, 1992).

Em 1980, pesquisadores do Comité de Sisteméatica e Evolucdo da Sociedade de
Protozodlogos, em um extenso trabalho de revisdo, afirmaram que a época, o sub-reino
Protozoa Goldfuss, 1818 detinha mais de 65.000 espécies nomeadas, das quais mais da metade
eram fdsseis e aproximadamente 10.000 parasitos. Entre as espécies vivas, incluiam cerca de
250 rizopodes parasitarios e 11.300 de vida livre; 1.800 flagelados parasitarios e 5.100 de vida
livre; 2.500 ciliados parasitarios e 4.700 de vida livre; e 5.600 “Sporozoa” parasitos (incluindo
Apicomplexa Levine, 1970; Microspora Sprague, 1977; Myxozoa Grassé, 1970 e Ascetospora
Sprague, 1979). E ainda assim, 0s autores previram que esses nimeros seriam assustadoramente
maiores nas décadas seguintes, dada a inexploracdo da area (LEVINE et al., 1980). J4 em 1988,
Levine em seu artigo “Progress in Taxonomy of the Apicomplexan Protozoa”, contabilizou
que, para o entdo filo Apicomplexa existiam 4.516 espécies nomeadas distribuidas em 339
géneros, mas considerou que o numero de espécies crescia progressivamente. Como ficou
demonstrado pelo autor, somente em Eimeriorina Léger, 1911 (antiga subordem), entre os anos
1950 a 1987, o0 numero de espécies saltou de 610 para 1.771 (LEVINE, 1988). Segundo Tenter
et al. (2002), no inicio do século XXI o nimero de protozoarios pode ter ultrapassado a marca
de 100.000 espécies.



E curioso perceber que os coccidios figuram entre os primeiros microrganismos a serem
visualizados em microscopia. 1sso porque, em 1674, Anton van Leeuwenhoek, conhecido como
0 “pai da microbiologia”, observou em um microscopio rudimentar, estruturas globulares
extraidas da bile de um coelho. Hoje em dia, acredita-se que na verdade, essas se tratavam de
oocistos de Eimeria stiedae (Lindemann, 1865) Kisskalt & Hartmann, 1907, uma das principais
espécies de coccidios que acometem coelhos, notadamente caracterizada por um ciclo extra
intestinal no epitélio hepatico e ductos biliares (LEVINE, 1973; DUSZYNSKI et al., 1998b;
BERTO, 2010). A primeira descri¢do publicada de um estagio coccidiano por Hake em 1839
sugeriu que os oocistos ndo esporulados de E. stiedae eram gldbulos de pds em figados de
coelho (LEVINE, 1973; DUSZYNSKI et al., 1998b). Isso se justifica, pois, quando os coccidios
foram reconhecidos pela primeira vez como protozoarios, seus complexos ciclos de vida eram
desconhecidos, por isso, estudos anteriores colocaram o estagio exdgeno (oocisto) em um
género e os estagios enddgenos (merontes, gametdcitos) em géneros, familias ou mesmo
subordens diferentes (DOBELL, 1922; LEVINE, 1982; DUSZYNSKI et al., 1998b). Esses
aspectos sobre a biologia dos coccidios s6 foram desvendados com os estudos pioneiros de
Tyzzer (1929) e Tyzzer et al. (1932) ao investigar sobre a coccidiose em aves domésticas,
tragando as bases conceituais do ciclo desses organismos, com cada vez mais novos estudos se
sucedendo posteriormente (BERTO, 2010).

Eimeriida é a ordem mais diversa dentro da subclasse Coccidia (JIRKU et al., 2009).
Para se ter uma ideia, em uma estimativa feita por Duszynski et al. (2000) essa ordem possuia
nos anos 2000, mais de 2.000 espécies registradas; e segundo apontou Votypka et al. (2016), s6
para 0 género Eimeria sdo aproximadamente 1.700 espécies descritas. Esse numero é
indubitavelmente maior nos dias atuais. As estimativas da diversidade de coccidios sugerem
gue mesmo nos hospedeiros mais estudados, como os roedores, apenas cerca de 8% do total
esperado de espécies de coccidios seja conhecido (TENTER et al. 2002; JIRKU et al., 2009).
Existem muitos enclaves sobre a biodiversidade coccidiana, com muitos grupos hospedeiros
pouco investigados. Conforme dito por Duszynski et al. (2007), especialmente, animais
ectotérmicos sdo muito pouco estudados a esse respeito, com o verte menos explorado sendo
0s hospedeiros anfibios. Berto et al. (2014) também afirma que Eimeria é o género com maior
biodiversidade dentro Eimeriida, sendo incrivelmente relatada para todas as classes de

vertebrados e muitos grupos de invertebrados.

Nessa mesma linha, com base apenas nas caracteristicas morfologicas dos oocistos,

Levine (1962) estimou que poderiam haver 2.654.736 oocistos esporulados estruturalmente
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diferentes (espécies) somente em Eimeria. A verdade é que estimar toda essa diversidade com
alguma precisdo, torna-se uma tarefa hercllea, praticamente inviavel. Isso porque, existem
oocistos de espécies hospedeiras ndo relacionadas que parecem quase idénticos em tamanho e
morfologia (DUSZYNSKI et al., 1998b); e em outros casos, existem espécies coccidianas
altamente polimorficas, produzindo oocistos que variam muito em tamanho e aparéncia
(DUSZYNSKI, 1971; PARKER; DUSZYNSKI, 1986; ORTUZAR-FERREIRA et al., 2024).
Segundo Berto et al. (2010) e Ghimire (2010) ha ainda o problema do pseudoparasitismo que

pode levar a descricéo equivocada de muitas espécies coccidianas.

Os levantamentos mais recentes que se tém na literatura, ddo conta de que a
biodiversidade de coccidios € muito negligenciada ainda nos dias atuais. Morrison (2009) em
seu trabalho de revisao “Evolution of the Apicomplexa: where are we now?” afirma que os
apicomplexas detém cerca de 6.000 espécies nomeadas, mas talvez apenas 0,1% do numero
total de espécies tenham sido registradas até o0 momento (com um total estimado em torno de
1,2 a 10 milhGes). Em outro artigo de revisao, Duszynski (2021) tece longos comentarios acerca
da biodiversidade coccidiana inventariada até o0 momento. A sub amostragem é chocante! O
autor concentrou seus esforcos em apenas 12 grupos de vertebrados (sendo 7 de mamiferos, 4
de répteis e 1 de anfibios), os quais estudou significativamente nas Gltimas décadas. Esses
vertebrados totalizam juntos 15.225 espécies, das quais apenas 899 (5,8%) foram examinadas
em algum momento para coccidios (DUSZYNSKI, 2021).

Sendo assim, todos esses dados apresentados permitem tragar um panorama das
possibilidades e desafios de se trabalhar com taxonomia de coccidios. Além disso, como
apontado por Bandoni e Duszynski (1988), um obstaculo adicional diz respeito a preservagédo
desse material taxondmico, uma vez que 0s oocistos ndo se preservam bem ao longo do tempo,
impossibilitando assim, estudos comparativos entre espécimes de diferentes colecdes, tal como

fazem os taxonomistas de metazoarios ou botanicos.

3.1.3 Morfologia e identificacao

Uma das maneiras mais seguras e confiaveis de se identificar coccidios € através da
caracterizagdo morfoldgica e morfométrica de seus oocistos (DUSZYNSKI; WILBER, 1997;
BERTO et al., 2014). Desde o final do século X1X, quando as espécies coccidianas comegaram

a ser descritas, suas descricGes se basearam, primordialmente, em aspectos morfoldgicos de
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oocistos esporulados. Os oocistos correspondem a estruturas exogenas do ciclo de replicacdo
desses cromistas (analogas a ovos de helmintos) que lhes conferem resisténcia ambiental,
protegendo assim 0s esporozoitos, que sdo as formas evolutivas encontradas nesses estagios.
Os oocistos podem ser recuperados pelas fezes ou urina do hospedeiro (DUSZYNSKI,;
WILBER, 1997; TENTER et al., 2002; BERTO et al., 2014).

De uma maneira preliminar, a distingdo dos diferentes géneros de coccidios pode ser
feita mediante a observacdo da configuracdo interna do oocisto, pela relacdo do numero de
esporocistos e esporozoitos presentes dentro de um oocisto esporulado (figura 3).
Estruturalmente, emprega-se uma divisdo entre oocisto, esporocisto e esporozoito. Os 0ocistos
revestem tudo, sendo a barreira mais externa de protecdo. Os esporocistos sdo revestidos pelo
oocisto, mas possuem o0s esporozoitos no seu interior. Os esporozoitos sdo a “unidade
biologica”, o organismo vivo propriamente dito. Alguns géneros sdo poliesporocisticos, isto é,
possuem varios esporocistos (e.g. Eimeria); ja outros, sequer os possuem (e.g. Tyzzeria)
(KHEYSIN, 1972; BERTO et al., 2014; MEHLHORN, 2015).

De acordo com Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al. (2014), especialmente oocistos
eimerideos conferem detalhamento morfoldgico suficiente para se identificar satisfatoriamente
um coccidio ao seu nivel especifico, isto é, a nivel de espécie. Isso é possivel ao se atentar as
chaves dicotdmicas e proceder a morfologia/morfometria comparada com as possiveis espécies
esperadas para cada grupo hospedeiro. Por exemplo, o oocisto, que pode conter inimeras
formas e tamanhos a depender da espécie, é formado por uma parede bicamada (interna e
externa) onde a camada externa pode apresentar também diferentes texturas, variando entre
graus de aspereza, rugosidade e até ser completamente lisa. Pode apresentar micropilas que sdo
descontinuidades da parede de uma das camadas, que por sua vez podem ser acompanhadas por
um capuz polar. O oocisto pode ter em seu interior, granulos polares ou residuos do oocisto. O
esporocisto também pode variar em tamanho e formato a depender da espécie. Estdo inseridos
nele, os corpos de Stieda, sub-Stieda e para-Stieda (caracteres taxonémicos cruciais). Os
esporocistos podem apresentar também residuos do esporocisto e comportam 0s esporozoitos.
Os esporozoitos, por sua vez, ttm um formato vermiforme e sdo dotados de corpos refrateis

anteriores e posteriores, um nucleo central e do complexo apical (figura 4).

Embora a morfologia continue sendo ainda a base de identificagdo, as técnicas
moleculares tem tido cada vez mais aplicabilidade nos dias atuais (TENTER et al., 2002;
MORRISON, 2008; BERTO et al., 2014).
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Figura 3 — Diagrama da relagdo do nimero de esporocistos e esporozoitos por 0ocistos como parametro

de identificagdo dos diferentes géneros de coccidios. Aqueles marcados em vermelho, representam
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géneros contestados por Duszynski et al. (2000), Ghimire (2010) e Adl et al. (2019). A marcacéo de *
no quadrante 2:4, simboliza a existéncia de outros géneros com as mesmas caracteristicas. Fonte:
adaptado de Mehlhorn (2015).

Figura 4 — Estruturas morfoldgicas e aspectos morfométricos de um oocisto esporulado de Eimeriidae:
(ow) largura do oocisto; (ol) comprimento do oocisto; (pg) granulo polar; (or) residuo de oocisto; (row)
parede externa aspera ou (sow) lisa; micropila em (mil) camada interna ou (mol) camada externa; (mc)
capuz da micropila; (sw) largura do esporocisto; (slI) comprimento do esporocisto; (sb) corpo de Stieda;
(ssb) corpo de sub-Stieda; (psb) corpo de para-Stieda; (csr) residuo de esporocisto compacto ou (dsr)
difuso; (sp) esporozoito; (prb) corpo refratil posterior e (arb) anterior do esporozoito; (n) nucleo de

esporozoito; e (str) estrias de esporozoitos. Fonte: Berto et al. (2014).

3.1.4 Ciclo biolodgico dos coccidios (Apicomplexa: Eimeriidae)

Os coccidios, por serem bastante diversos, podem apresentar diferentes ciclos
bioldgicos a depender do grupo estudado. Aqui, sera enfocado aspectos sobre ciclo de

Eimeriidae, familia onde o género Tyzzeria esté situado.

14



Os eimerideos possuem um ciclo biol6gico homoxeno (mas ha excecdes), onde todo o
parasitismo se d& num Unico hospedeiro, sendo marcado pelas fases de merogonia, gametogonia
e esporogonia (figura 5). O hospedeiro parasitado elimina, junto as fezes, os oocistos (estagios
exogenos do parasito) no meio ambiente. Inicialmente, esses oocistos se encontram nao
esporulados e ndo infectantes (imaturos), pois ndo concluiram a meiose esporogdnica; sendo
entdo caracterizados como um conteldo amorfo e compacto (denominado de esporoblasto),
revestido pela parede do oocisto. Sob condi¢6es ideais de umidade, temperatura e oxigenacao
do meio externo, sofrem o processo de esporogonia (ou esporulacéo), ocorrendo a maturacdo
das estruturas internas do oocisto com desenvolvimento pleno dos esporozoitos. E através dessa
etapa que 0s oocistos se tornam infectantes aos seus hospedeiros e que é possivel identificar
morfologicamente as espécies (LEVINE, 1961; KHEYSIN, 1972; LONG, 1990; GARDINER
etal., 1998; TAYLOR et al., 2017; DUBEY, 2020).

No ambiente contaminado, o oocisto é entdo ingerido por um hospedeiro susceptivel
(transmisséo feco-oral) e dentro do organismo animal, passara pelo trato digestério até seu
completo excistamento e liberacdo dos esporozoitos. Em aves, por exemplo, através de acoes
mecanicas da moela, a parede do oocisto é rompida liberando entdo os esporocistos. Estes
sofrerdo a agdo quimica de sais biliares e enzimas como a tripsina, rompendo-se e liberando os
esporozoitos no lumem intestinal (ALLEN; FETTERER, 2002). Esses esporozoitos, por sua
vez, vao invadir os enterdcitos da mucosa intestinal e 14 assumem a forma de trofozoitos (forma
arredondada) onde posteriormente irdo crescer e aumentar de tamanho formando os merontes.
No interior da célula, essa massa celular que constitui o meronte sofre 0 processo de cariocinese
(divisbes mitdticas do nucleo) e citocinese (divisbes mitdticas do citoplasma), gerando assim,
varias formas celulares individualizadas, denominadas merozoitos. Assim, ao final do processo,
haverd um meronte contendo Vvarios merozoitos no seu interior. Essa etapa corresponde a
reproducéo assexuada desse Chromista, denominada de merogonia (KHEYSIN, 1972; LONG,
1990; GARDINER et al., 1998; BOWMAN, 2010; TAYLOR et al., 2017).

Esses merontes hipertrofiam cada vez mais a célula (dada a sucessiva multiplicacéo dos
merozoitos) até romperem-na e com isso, liberarem 0s merozoitos no lumem. Estes, por sua
vez, irdo parasitar outros enterdcitos podendo dar continuidade ao ciclo assexuado (formando
merontes de 28, 3% e 42 geracdo) aumentando, consequentemente, cada vez mais a parasitemia
do hospedeiro. Entretanto, eles também podem se diferenciar em gametocitos que sao formas
celulares com divisGes meioticas, direcionadas a formacéo de gametas. Isso nada mais é do que

a gametogonia, inicio da reproducdo sexuada do ciclo. Nesse processo, ha o desenvolvimento
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de macrogametdcitos e microgametécitos. O macrogametocito possui um macrogameta
(gameta feminino) no seu interior que é séssil, j& 0 microgametocito possui varios microgametas
(gametas masculinos) no seu interior que sdo flagelados e mdveis. Dessa forma, sdo 0s
microgametas que irdo de encontro ao macrogameta, ocorrendo assim, a fertilizacéo (singamia).
Da fertilizagdo se originara um zigoto que posteriormente se transformara no oocisto que sera
excretado novamente pelas fezes, dando continuidade ao ciclo. A capacidade de formar oocistos
como diapausa do ciclo, € uma importante adaptacdo evolutiva, pois garante-lhes resisténcia
ambiental e sobrevivéncia num meio hostil, bem como, propiciam sua disperséo para alcancar
novos hospedeiros (FAYER, 1980). Portanto, merogonia e gametogonia sdo denominadas fases
enddgenas do ciclo e a esporogonia fase exdgena. (LEVINE, 1961; KHEYSIN, 1972; LONG,
1990; GARDINER et al., 1998; TAYLOR et al., 2017; DUBEY, 2020).
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Figura 5 — llustracédo do ciclo de eimerideos. Fonte: Abebe e Gugsa (2018).

3.1.5 Especificidade parasitaria

Em parasitologia, o conceito de especificidade é de extrema relevancia pois
compreender o ciclo, conhecer os hospedeiros e as interagdes ecoldgicas envolvidas, revelam a
dindmica completa da biologia de um parasito, sendo inclusive, muito valioso para tracar
estratégias de cunho sanitario e epidemiolégico (BUSH et al., 1997; BOWMAN, 2010).
Atribui-se o termo estenoxeno para parasitos com alta especificidade parasitaria, isto é, aqueles

altamente especializados a um determinado grupo de hospedeiros, capazes de parasitar um
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grupo restrito apenas. Ja o termo eurixeno é atribuido a parasitos com baixa especificidade,
capazes de parasitar uma gama maior de hospedeiros, sendo assim, menos especificos e mais
generalistas. Existe ainda o termo oligoxeno para parasitos cujos hospedeiros possuem um grau
de parentesco proximo, geralmente para a mesma familia de hospedeiros (e.g. cdo e lobo)
(LONG, 1990; MONTEIRO, 2017).

Com isso em mente, € impossivel estabelecer um padrdo de especificidade comum a
todos coccidios, tendo em vista a diversidade de grupos no qual o termo se refere
(MARQUARDT, 1981). Os eimerideos costumam ser mais restritivos, com cada espécie sendo
especifica a determinados grupos de hospedeiros, porém, sobretudo para coccidios que
perfazem ciclos heteroxenos, como o0s sarcocistideos, essa dinamica costuma variar,
envolvendo hospedeiros intermediarios e definitivos bem diferentes. Segundo Fayer (1980),
varias espécies de Sarcocystis Lankester, 1882 possuem uma faixa estreita de hospedeiros
intermediérios e uma ampla gama de hospedeiros definitivos, ja as espécies de Frenkelia
Biocca, 1968 parecem ter uma ampla gama de hospedeiros intermediarios e uma estreita gama
de hospedeiros definitivos. Long (1990) também reforcou esses argumentos acerca de
Sarcocystis mostrando que principalmente as espécies que parasitam mamiferos de grande
porte, exibem um grau notavel de especificidade para seus hospedeiros intermediarios, sendo
mais especificas a esse tipo de hospedeiro. Outro exemplo, Toxoplasma gondii, pode parasitar
praticamente todo animal de sangue quente, embora s6 complete seu ciclo em felideos
(FAYER, 1980; MARQUARDT, 1981; LONG, 1990; SOUZA; BELFORT JR., 2014).

Em se tratando dos eimerideos, especificamente, este aspecto de especificidade
parasitaria chama muita atencdo. Isto ocorre porque este grupo coccidiano é geralmente
especifico ao nivel de familia dos seus hospedeiros e, em alguns casos, ao nivel de género
(LONG; MILLARD, 1979; MARQUARDT, 1981; LONG; JOYNER, 1984; DUSZYNSKI,
WILBER, 1997; BERTO et al., 2014). Assim, por exemplo, uma espécie de Eimeria que
parasita a galinha doméstica (pertencente a familia Phasianidae Vigors, 1825) ndo é esperada
para a galinha d’ Angola (pertencente a familia Numididae Reichenbach, 1850). Existem varios
trabalhos que discorrem sobre esse assunto (JOYNER; LONG, 1974; VETTERLING, 1976;
LONG; MILLARD, 1979; BARTA et al., 1997; VRBA; PAKANDL, 2015). De acordo com
Joyner e Long (1974) em trabalho intitulado "The Specific Characters of the Eimeria, with
special reference to the coccidia of the fowl™, Eimeria spp. possuem forte especificidade com
seus hospedeiros, sendo incomum a extrapolacdo de uma espécie parasitando um grupo de

hospedeiros fora do mesmo género, podendo até haver excistamento e invasdo celular no
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hospedeiro externo, mas o ciclo tende a ndo se completar pois o coccidio ndo consegue
desenvolver satisfatoriamente alguns de seus estagios essenciais, sejam eles na merogonia,
gametogonia ou esporogonia. Assim, a infeccdo natural fora do seu grupo especifico de
hospedeiros torna-se inviavel. Long e Millard (1979) também demonstraram isso em seu
trabalho " Rejection of Eimeria by foreign hosts", onde oocistos de E. maxima Tyzzer, 1929
(espécie da galinha) inoculados em galinhas d’Angola ndo se desenvolveram, esporozoitos de
E. tenella (Tyzzer, 1929) (espécie da galinha) apresentaram baixa infectividade apos 48 h de
contato in vitro com macréfagos peritoneais de galinhas d’ Angola e perus; e esporozoitos de E.
grenieri Yvoré & Aycardi, 1967 (espécie da galinha d’Angola) foram destruidos por
macrdfagos retirados de galinhas comuns. Além disso, Yvoré e Aycardi (1967) ndo foram
capazes de transmitir E. grenieri para galinhas domeésticas ou perus; e as tentativas
experimentais de transmisséo de E. numidae Pellérdy, 1962 (espécie da galinha d’Angola) por
Pellérdy (1962) ndo resultaram em infeccGes em galinhas domesticas. As tentativas de Johnson
(1923) de inocular E. tenella em patos de 4 meses de idade néo tiveram sucesso. Outra tentativa
malsucedida inclui Tyzzer (1929) que ndo conseguiu infectar galinhas com E. meleagridis
Tyzzer, 1927 de perus; e perus com E. acervulina Tyzzer, 1929 de galinhas. Tiboldy (1933)
também descobriu que Eimeria spp. de patos, gansos e galinhas eram estritamente especificas

do hospedeiro.

Para o género Tyzzeria, estudos também ja foram feitos nesse sentido. Nieschulz (1947)
foi o primeiro a utilizar transmissdo cruzada para testar a especificidade parasitaria de T.
parvula. Depois Klimes (1963) e Svanbaev e Rakhmatullina (1967) realizaram estudos com
infeccdo experimental de T. parvula em marrecos Anas platyrhynchos Linnaeus, 1758. Nenhum
desses autores obtiveram sucesso nos seus testes e verificaram, portanto, que essa espécie
coccidiana era restrita aos gansos. Posteriormente, Berto et al. (2007) realizaram o teste de
susceptibilidade de T. parvula nos anatineos Cairina moschata (Linnaeus, 1758) e A.
platyrhynchos, livres de coccidios, com o propdsito de verificar novamente a especificidade
desse Chromista. Para tal, os autores inocularam por via oral 500ul de solu¢do concentrada
contendo oocistos esporulados em 1 pato (C. moschata) e 1 marreco (A. platyrhynchos). Pela
estimativa apresentada pelos autores, em 10ul de solugédo, foram contabilizados em média 31
oocistos; o que totalizou aproximadamente 1550 oocistos e 12400 esporozoitos (ja que cada
oocisto possui 8 esporozoitos) inoculados por animal. Diariamente, por um periodo superior a
10 dias apds a infeccdo (visto que o periodo pré-patente varia entre 4 a 5 dias), exames de fezes

foram realizados para atestar a eliminacdo de oocistos. Contudo, oocistos ndo foram eliminados
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em nenhuma das aves, configurando assim mais uma vez resultado negativo e corroborando
com trabalhos anteriores. Este, por sua vez, foi o primeiro trabalho a apontar que C. moschata
também ndo € susceptivel a infeccdo por T. parvula (BERTO et al., 2007; BERTO, 2008).

Dessa forma, ao que se tem registro na literatura, Tyzzeria spp. relacionadas a aves
apresentam uma especificidade a nivel de subfamilia de seus hospedeiros. A familia Anatidae
(que integra patos, gansos, marrecos e cisnes) possui subfamilias como Anserinae Vigors, 1825
(onde se encontram 0s gansos e cisnes) e Anatinae Vigors, 1825 (onde se encontram patos e
marrecos) (SICK, 1997). Assim, T. parvula, uma espécie tipica de ganso, fica restrita a
subfamilia Anserinae, enquanto Tyzzeria perniciosa Allen, 1936, uma espécie tipica de

marrecos, ja € restrita a subfamilia Anatinae (BERTO, 2008).

Alguns autores consideram que a base para essa especificidade parasitaria esta mais
relacionada com a imunidade dos hospedeiros. De fato, ha alguns trabalhos onde a
administracdo de imunossupressores propiciou o desenvolvimento de espécies eimerianas fora
dos seus hospedeiros habituais. Todd et al. (1971) descobriram que E. vermiformis Ernst,
Chobotar & Hammond, 1971 de camundongos adentrou no epitélio intestinal de rato, mas nao
sofreu divisdo nuclear, a menos que os ratos fossem tratados com dexametasona, caso em que
se desenvolveram merontes e os oocistos foram eliminados. McLoughlin (1969) obteve
desenvolvimento completo de E. meleagrimitis Tyzzer 1929 (de perus) em galinhas tratadas
com dexametasona. No entanto, esse mesmo autor, também utilizando tal farmaco, ndo
conseguiu obter o desenvolvimento de E. tenella (de galinhas) em perus; e Fitzgerald e
Mansfield (1972) ndo conseguiram obter o desenvolvimento de E. stiedae (de coelhos) em
cordeiros. Esses indicios mostram que a imunidade do hospedeiro pode até desempenhar algum
papel na especificidade do parasito, mas certamente outros fatores mais determinantes, também
estdo envolvidos (FAYER, 1980).

Para Marquardt (1981) existe um forte componente genético na especificidade
coccidiana, o que explicaria o possivel parasitismo girando apenas entre hospedeiros
aparentados. Este autor se aprofunda ainda mais, afirmando que a capacidade de crescimento
do parasito depende da sua sinalizacao a célula hospedeira onde através de rea¢6es bioquimicas,
esta passara a produzir o que o parasito necessita. Ha um sinal primorosamente codificado que
0 parasito envia a célula hospedeira que de alguma forma ativa o genoma celular. Em alguns
casos, a célula hospedeira ndo consegue receber esse sinal pois o coccidio esta no hospedeiro

errado. Por fim, segundo aponta Dubey (2020), a falta de variagdo nas transcriptomas do
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parasito, independentemente da imunocompeténcia do hospedeiro ou do histérico de exposicao,
indica uma falta de plasticidade que poderia limitar o seu potencial de mudanga entre
hospedeiros, explicando em parte a elevada especificidade de hospedeiro para muitas espécies
de Eimeria. Dessa forma, essa alta especificidade esta diretamente relacionada a decodificacédo

molecular da interacdo célula-parasito.

3.1.6 Grupos ancestrais e relagdes evolutivas

O estudo da evolucdo nos permite entender como se deu o surgimento da abundante
diversidade de seres vivos que encontramos atualmente. Um pressuposto crucial para esse
entendimento é o de que todos os organismos, de alguma forma, descendam de uma
ancestralidade comum, que ao longo do tempo passou por extenuantes e sucessivas mudancas
de caracteres hereditarios, culminando assim numa vasta variedade de espécies. Ou seja, uma
forma evolutiva primordial que, permeada por fatores ndo aleatérios (como a selecdo natural)
ou aleatorios (como a deriva genética), pdde acumular diversas alteracbes genotipicas e
fenotipicas que resultaram em mdltiplas ramificac6es, dando origem a diversos grupos de seres
vivos. Entretanto, para muitos desses grupos bidticos, ainda nos dias de hoje, a compreensédo
plena de como esse processo evolutivo se deu ou as circunstancias que condicionaram a ele,
continuam obscuras ou mesmo confusas (MAYR, 2001; KUTSCHERA; NIKLAS, 2004;
FUTUYAMA, 2005).

Tendo isso em vista, analises comparativas entre diferentes grupos de organismos a
despeito de aspectos bioldgicos, morfoldgicos ou fisioldgicos, podem trazer pistas sobre uma
ancestralidade, ressaltando evidéncias quanto a suas relac6es evolutivas. Com isso, a cladistica
(também chamada de sistematica filogenética), busca inferir sobre essas relacdes de parentesco;
e para melhor interpretar os dados, nomeia os caracteres de acordo com a cronologia de
surgimento dos mesmos. Por exemplo, dentro do processo evolutivo o termo plesiomorfia se
refere a uma estrutura ou condi¢cdo mais antiga, original, que foi alterada resultando em outra
mais recente. Por outro lado, apomorfia € a estrutura ou condic¢do derivada, mais recente em
uma série de transformacdes surgidas por modifica¢fes de uma condi¢do mais antiga. Ha ainda
os termos sinapomorfia e simplesiomorfia que designam caracteres compartilhados.
Sinapomorfia é quando todas espécies do grupo analisado compartilham uma apomorfia, ja
simplesiomorfia é quando todas espécies do grupo analisado compartilham uma plesiomorfia.
Autapomorfias sdo casos particulares em que uma sinapomorfia é compartilhada no cladograma
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por um Unico tdxon terminal. Arqueomorfias sdo as condigdes apomorficas de caracteres de um
grupo, mas que sao sinapomorficas para um nivel mais abrangente de generalidade. E por fim,
homoplasia é quando uma mesma condicdo apomorfica surge mais de uma vez,
independentemente (AMORIM, 2002; FUTUYAMA, 2005). Com esses conceitos em mente,
podemos agora explanar melhor sobre a evolugao dos coccidios.

Os apicomplexas sdo classificados junto com ciliados e dinoflagelados dentro do
superfilo Alveolata Cavalier-Smith, 1991. Entretanto, os apicomplexas sdo organismos
puramente parasitarios, portanto, a transicdo da predacdo para o parasitismo intracelular é
provavelmente a caracteristica mais marcante na sua evolucdo (KOPECNA et al., 2006). A
radiacdo evolutiva dos apicomplexas é datada do periodo Pré-Cambriano (ESCALANTE;
AYALA, 1995; KOPECNA et al., 2006), quando se supde que organismos multicelulares
tenham surgido. Isto claramente antecede o aparecimento dos vertebrados e, muito
provavelmente, também dos invertebrados (LYNCH, 1999; KOPECNA et al., 2006).

Indiscutivelmente, os apicomplexas sdo muito bem sucedidos evolutivamente, dada a
sua alta diversidade, especializagdo em hospedeiros, complexidade de ciclos e biologia. S&o
organismos encontrados em todos os tipos de ambientes e parasitam todos os tipos de
metazoarios, envolvendo inclusive, teias troficas entre predadores, presas e vetores em seus
ciclos. Incluem-se no infra-filo Apicomplexa, diversos grupos morfologicamente e
ecologicamente distintos, como: gregarinas, criptosporidios, coccidios, hemosporidios e
piroplasmas. A maioria dos apicomplexas possui uma organela inica chamada apicoplasto, que
é um plastidio nao fotossintético altamente reduzido, que retém poucas fungdes essenciais para
a sobrevivéncia do parasito. O infra filo evoluiu de um flagelado fotossintético, com o0s
apicomplexas formando um grupo irmao a cromistas marinhos e de agua doce de vida livre
(VOTYPKA et al., 2016).

Dentro dos apicomplexas, temos classes como Coccidiomorphea e Gregarinomorphea
Grassé, 1953 (RUGGIERO et al., 2015; BRANDS, 2024). Esses dois tdxons, tragam entre si,
um salto evolutivo importante. Estamos falando agora de dois grupos: das gregarinas (inseridas
dentro de Gregarinomorphea) e dos coccidios (inseridos dentro de Coccidiomorphea). As
gregarinas, representam nesse caso um grupo ancestral, guardando consigo plesiomorfias
(BERTO et al., 2014). Uma dessas plesiomorfias mais importante é a sizigia. A sizigia
corresponde a um tipo de reproducdo sexuada primitiva, onde a formacéo dos gametocitos €

dependente de um contato intimo entre 0 macro e microgametocito, mediante a um
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emparelhamento celular dos trofozoitos, onde uma parede gametocistica se forma ao redor do
par de gametdcitos que entdo comega a produzir os gametas. A reproducao por sizigia tem uma
capacidade limitada de produzir microgametas, e esses gametocitos maduros possuem uma
localizacdo extracelular, mas adjacente a célula hospedeira (epicelular). Por outro lado, 0s
coccidios desenvolveram uma gametogonia mais vantajosa evolutivamente. 1sso porque o seu
desenvolvimento gametogdnico é independente, com macrogametdcitos e microgametocitos
podendo se formar em células separadas e distantes entre si. Seus gametocitos sao intracelulares
e, nesse caso, a singamia entre 0s gametas € perfeitamente viavel pois 0 microgametocito €
capaz de produzir nimeros significativamente maiores de microgametas que irdo percorrer o
caminho ao encontro do macrogameta. Além do mais, essa apomorfia garante-lhes uma maior
variabilidade genética, assegurando de forma mais eficiente a perpetuacdo de novas geragoes.
Outra diferenca biologica entre esses dois grupos € que as gregarinas, ao contrario dos
coccidios, sdo parasitos extracelulares na sua grande maioria (LEVINE, 1988b,c; COX, 1994;
TENTER et al., 2002; BARTA, 2001; BERTO et al., 2014; VOTYPKA et al., 2016).

As gregarinas sao subdivididas ainda em arquigregarinas, eugregarinas e neogregarinas.
As arquigregarinas sdo o grupo mais basal, sendo encontradas apenas em ambientes aquaticos,
parasitando vermes marinhos, por exemplo. Delas, evoluiram as eugregarinas que sao 0 grupo
mais diversificado (tanto em numero de espécies como em alcance de hospedeiros), sendo
encontrado tanto em ambientes aquaticos como terrestres. E as neogregarinas, foram o Gltimo
grupo a surgir, sendo encontradas exclusivamente em invertebrados terrestres (LEANDER,
2008; VOTYPKA et al., 2016). Segundo Cox (1994), seus ciclos bioldgicos séo essencialmente
semelhantes, mas em arquigregarinas e neogregarinas uma fase esquizogénica (reproducéo
assexuada) precede a gametogonia e isso estd ausente em eugregarinas. Com isso, Wenyon
(1926) considerou agrupar as arquigregarinas e neogregarinas como ‘“esquizogregarinas”.
Todavia, Grassé (1953) argumentou que as arquigregarinas, como grupo ancestral, deram
origem &s eugregarinas que perderam a esquizogonia e que esta condigdo foi secundariamente
readquirida pelas neogregarinas. Ainda segundo Cox (1994), a ligacéo das arquigregarinas com
as neogregarinas nao é sustentavel pois existem grandes diferencas entre os dois grupos,
incluindo o fato das arquigregarinas serem predominantemente extracelulares, enquanto as
neogregarinas séo intracelulares. Os ciclos de vida das gregarinas sugerem que elas sejam
parasitos menos evoluidos, pois também é observado que seus esporozoitos tendem a ser retidos
no corpo do hospedeiro até serem liberados quando ele morre e se decompde, um método de

disseminacdo muito dispendioso. Este método de dispersdo parece eficaz apenas quando 0s
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hospedeiros vivem em contato proximo uns aos outros (WENYON, 1926; LEVINE, 1985;
COX, 1994).

Apesar da reproducdo assexuada ja ser observada em algumas espécies de gregarinas,
essa condicdo so foi se estabelecer em sua plenitude em Coccidiomorphea. Essa caracteristica
biologica reprodutiva, permitiu-lhes uma rapida multiplicacdo e um aumento efetivo da
parasitemia no hospedeiro. E dentro de Coccidiomorphea, podemos notar também grupos mais
ancestrais aos coccidios, denominados protococcidios. Os protococcidios, por sua vez, estdo
alocados dentro da ordem Adeleida Léger, 1911 que contempla familias como Adeleidae
Mesnil, 1903; Aggregatidae Labbé, 1899; Haemogregarinidae Neveu-Lemaire, 1901;
Hepatozoidae Wenyon, 1926; entre outras (RUGGIERO et al., 2015; BRANDS, 2024). Os
protococcidios, também chamados de “coccidios primitivos”, sdo notadamente conhecidos por
parasitarem invertebrados e compartilham com as gregarinas a sizigia. Dessa forma, 0s
protococcidios tém uma simplesiomorfia com as gregarinas (LEVINE, 1985; COX, 1994;
UPTON, 2000; BARTA et al., 2012; BERTO et al., 2014). De particular curiosidade é o fato
de que, enquanto alguns protococcidios permaneceram homoxenos, outros adotaram ciclos de
vida heteroxenos envolvendo vertebrados e invertebrados. Barta (1989) sugere que esses
heteroxenos evoluiram de homoxenos que ja parasitavam invertebrados. E curioso perceber que

essa dualidade de ciclo também ¢ observada nos “coccidios superiores”.

Cabe salientar que, diferentemente dos “coccidios superiores”, as gregarinas € 0s
protococcidios sdo bem menos estudados. E isso se da por razdes 6bvias: coccidios superiores
despertam interesse/preocupacdo médica e zootécnica, tendo em vista que estdo diretamente
relacionados a impactos socioecondmicos em larga escala na producdo animal mundial, além
de apresentarem espécies que parasitam humanos. Com isso, esses grupos ancestrais, por nao
terem essas implicacGes, muitas vezes, ficam fadados ao esquecimento, com muitas lacunas
ainda a serem preenchidas sobre biologia, diversidade, entre outras coisas (LEVINE, 1985;
COX, 1994; KOPECNA et al., 2006).

Evolutivamente, os “coccidios superiores” (ou simplesmente coccidios) se encontram
apenas na ordem Eimeriida, estando mais associados ao parasitismo de vertebrados.
Apresentam grupos que perfazem ciclos heteroxenos, como aqueles pertencentes as familias
Sarcocystidae e Calyptosporidae Overstreet, Hawkins & Fournie, 1984 e outros homoxenos,
como na familia Eimeriidae. Uma caracteristica que unifica essas familias dentro de Eimeriida,

é o fato desses apicomplexas ndo apresentarem mais sizigia em um ciclo bem delimitado com
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merogonia, gametogonia e esporogonia; sendo, portanto, essa, uma sinapomorfia entre todos 0s
coccidios (LEVINE, 1985; COX, 1994; UPTON, 2000; BARTA et al., 2012; BERTO et al.,
2014).

Um caso interessante que desperta curiosidade é o da familia Cryptosporidiidae Léger,
1911, género Cryptosporidium. Antigamente, este grupo era tido como um coccidio bem
singular e unico (XIAO et al., 2004), com um ciclo homoxeno similar ao dos eimerideos, porém
com localizacao epicelular e um parasitismo intracelular extra citoplasmatico (ficam aderidos
na superficie dos enterdcitos ou entre as microvilosidades da planura estriada adentrando as
criptas intestinais) (BARTA; THOMPSON, 2006; BARTOSOVA-SOJKOVA et al., 2015).
Entretanto, estudos das ultimas décadas, ancorados principalmente na biologia molecular,
evidenciaram que na verdade esse grupo de Apicomplexa esta intimamente mais relacionado
com as gregarinas do que com os coccidios (CARRENO et al., 1999; BARTA; THOMPSON,
2006). Alem disso, descobertas a respeito da sua biologia também foram feitas, trazendo a tona
novas evidéncias, como o fato de Cryptosporidium ser intracelular facultativo, podendo
apresentar uma fase de vida livre no Ilimem intestinal ou externamente em ambientes aquaticos
e biofilmes (CLODE et al., 2015; ALDEYARBI; KARANIS, 2016). Observa-se também que
estes apresentam uma esporogonia enddgena, com seus oocistos ja sendo eliminados
esporulados no ambiente, embora isso também aconteca com alguns coccidios sarcocistideos.
Além disso, ficou demonstrado por Aldeyarbi e Karanis (2016) que Cryptosporidium parvum
Tyzzer, 1912 pode gerar oocistos de dois tipos: os de parede fina ou de parede espessa. Os de
parede fina, provavelmente se rompem dentro do proprio hospedeiro causando autoinfeccao, ja
0s de parede espessa sdo eliminados nas fezes contaminando o ambiente. Com isso,
Cryptosporidium possui caracteristicas semelhantes tanto as gregarinas como aos coccidios
superiores. Barta e Thompson (2006) revelaram semelhancas entre suas organelas de
alimentacdo e a localizacao epicitoplasmatica com as gregarinas, entretanto, a gametogonia em
Cryptosporidium ndo ocorre por sizigia e eles também apresentam merogonia, gametogonia e
esporogonia como componentes do seu ciclo. Estas caracteristicas biologicas sdo apoiadas pela
filogenia, com Cryptosporidium formando um clado distinto entre gregarinas e coccidios
(CARRENO et al., 1999; XIAO et al., 2004; BARTA; THOMPSON, 2006; BARTA et al.,
2012; BERTO et al., 2014; CLODE et al., 2015). Dessa forma, atualmente esse género é
pertencente a classe Gregarinomorphea, ordem Cryptogregarida Cavalier-Smith, 2014
(RUGGIERO et al., 2015; BRANDS, 2024).
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Essas relacGes evolutivas, refletem-se ndo apenas em aspectos bioldgicos do ciclo de
vida, mas também em caracteristicas morfolégicas dos oocistos, na conformacdo e
compartimentalizacdo das suas estruturas fisicas de excistamento. A parede do oocisto é dupla,
formada por duas camadas, uma mais externa de constituicdo lipidica (conferindo
impermeabilidade) e outra mais interna constituida de amino&cidos, carboidratos e
glicoproteinas. Isso faz dela extremamente resistente no ambiente, sendo inclusive
impermedavel a muitos produtos de limpeza (BELLI et al., 2006; MAI et al., 2009). Porém, toda
essa resisténcia tem que ser quebrada no momento de excistamento, possibilitando a saida dos
esporozoitos, e consequentemente dando sequéncia ao ciclo bioldgico. E nesse sentido, os
diferentes grupos coccidianos adotaram diferentes adaptacGes evolutivas.

Nos grupos mais ancestrais, essas estruturas tendem a ser mais rudimentares, mas a
medida que vamos progredindo na evolugdo coccidiana essas estruturas tornam-se mais
especializadas e aprimoradas (figura 6). Oocistos de protococcidios, por exemplo, apresentam
suas paredes fixadas por fissuras. De acordo com Berto et al. (2010) o protococcidio do género
Adelea Schneider, 1875 possui oocistos em formato discoide, semelhante ao “vidro de relogio”,
com seus esporocistos apresentando fissuras. Barroussia Schneider, 1885, que também parasita
invertebrados, tem oocistos cujos esporocistos sdo formados por duas valvas unidas por uma
sutura longitudinal, e que se abrem como um bivalve. E curioso perceber como alguns coccidios
guardam semelhancas com esses grupos. Acroeimeria Paperna & Landsberg, 1989,
Choleoeimeria Paperna & Landsberg, 1989 (ambos parasitos de répteis) e Goussia Labbé, 1896
(parasito de anfibios e peixes), possuem paredes de seus esporocistos compostas por duas placas
unidas por uma sutura longitudinal (fig. 6a). Adicionalmente, dados de filogenia molecular em
combinacdo com os padrdes morfoldgicos observados, destacaram a semelhanca filogenética
desses géneros com Barroussia (JIRKU et al., 2002; BERTO et al., 2014).

Oocistos de coccidios de peixes, diferem dos coccidios de hospedeiros terrestres por
terem uma parede mais membranosa e macia (PAPERNA, 1995). Por exemplo, oocistos de
Calyptosporidae (outro grupo de coccidios de peixes) apresentam esporocistos que possuem
caracteristicas distintas como sutura longitudinal, extenséo posterior e sporopodia capitado ou
acapitado (BERTO et al., 2014). Segundo Paperna (1995), a grande variabilidade em estrutura,
relacfes parasito-hospedeiro e biologia entre os coccidios de peixes, indica uma origem
polifilética. Conforme explica o autor, essa diversidade pode representar um menor grau de
especializacdo evolutiva, em comparacdo com a elevada conformidade estrutural e de

desenvolvimento observada em coccidios eimerideos homoxenos de aves e mamiferos. O
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desenvolvimento heteroxeno de alguns desses coccidios, pode servir como mais uma prova de
um nivel inferior de especializacdo, seguindo a postulacdo de Landau (1982) de que os

coccidios homoxenos se originaram de formas heteroxenas ancestrais.

Muitas das caracteristicas estruturais e de desenvolvimento encontradas nesses
coccidios, também ocorrem em coccidios de hospedeiros invertebrados ou de vertebrados
inferiores, bem como nos coccidios heteroxenos formadores de cistos (Sarcocystidae), de
vertebrados superiores. Essas semelhancas podem ser notadas em Sarcocystis e Cystoisospora,
como: oocisto fragil; esporocistos valvulados sem corpo de Stieda que se rompem ao longo das
linhas suturais; corpos cristalinos em esporozoitos e merozoitos em vez de corpos refréteis; uma
parede fotovoltaica que seja multicamada ou tenha funis ou invaginagdes; endodiogenia como
um estagio no desenvolvimento merogbnico e endopoligenia como a principal forma de
merogonia (PELSTER, 1973; DUBEY, 1977; FERGUSON et al. 1980; PAPERNA, 1995). Os
coccidios sarcocistideos, por sua vez, desenvolveram uma abertura alternativa de seus
esporocistos, realizada por suturas na parede do esporocisto que é composto por quatro valvas
(fig. 6b). Essa é uma sinapomorfia da familia Sarcocystidae (JIRKU et al., 2002; BERTO et al.,
2014; VOTYPKA et al., 2016).

Segundo Paperna (1995) e Jirkt et al. (2002), a auséncia de verdadeiros “corpos
formadores de parede” durante o desenvolvimento zigotico, a presenca de véus membranaceos
e paredes finas dos oocistos, configuram tragcos de grupos ancestrais. Jirki et al. (2009) explica
que os macrogametocitos de coccidios de peixes e anfibios geralmente ndo tém corpos
formadores de parede tipicos, e nenhuma organela envolvida na formacéo da parede do oocisto
foi identificada com clareza. Em eimerideos, a nivel estrutural, durante a sequéncia completa
de desenvolvimento do macrogametdcito até a formacgdo do oocisto, uma caracteristica notavel
¢ o0 surgimento de granulos densos em macrogametdcitos avancados, que desaparecem
posteriormente como consequéncia da sua participacdo na formacdo da parede oocistica. Em
geral, a distingdo dos corpos formadores de parede em macrogametocitos coccidianos parece
estar diretamente correlacionada com a espessura da parede do oocisto, o que explica sua menor
proeminéncia em coccidios de peixes e anfibios, que normalmente tém uma parede de oocisto

muito fina.

Neste sentido, os eimerideos parecem corresponder ao grupo mais avancado
evolutivamente. Seus esporocistos dispdem ainda de uma estrutura altamente adaptada para

realizar o excistamento de seus esporozoitos, denominado corpo de Stieda (que pode ou nédo
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estar associado a uma segunda estrutura chamada de corpo de sub-Stieda). Esse processo de
excistamento se d& através dos corpos de Stieda e sub-Stieda, que funcionam como tampas,
com refinados encaixes que se abrem, por onde, apos a dissolucdo deles, os esporozoitos
atravessam a parede esporocistica até se excistarem por completo (fig. 6¢). A titulo de
comparacao, essas estruturas podem ser equiparadas a opérculos de ovos de alguns helmintos,
sendo uma estrutura de direcionamento para promover a saida de dentro de uma parede tdo
resistente. Dessa forma, para muitos estudiosos o corpo de Stieda seria uma autapomorfia de
coccidios de familia Eimeriidae, entretanto alguns géneros com a sistematica incerta foram
tradicionalmente alocados nessa familia (JIRKU et al., 2002; BERTO et al., 2014). Além disso,
nos Ultimos tempos, com a aplicagdo de analises moleculares, muitos grupos coccidianos se
mostram parafiléticos. Com isso, ndo ha um consenso entre os especialistas sobre a origem e

organizacao sistematica de muitos grupos; isso sera melhor debatido no topico 6.1 da discussao.

Figura 6 — Desenhos esquemaéticos e microscopia eletrénica de varredura de esporocistos mostrando as
estruturas de excistamento dos diferentes grupos de coccidios. Em “a” fica evidenciado a abertura do
esporocisto de um grupo ancestral, ao longo de uma Unica fenda longitudinal (Goussia janae, Aggregata
octopiana). Em “b”, a abertura alternativa por suturas na parede do esporocisto composto por quatro
valvas (Cystoisospora suis). E em “c”, mostra-se que num coccidio eimerideo (Eimeria tenella), os
esporozoitos sdo liberados apds a dissolugdo do tampdo formado pelos corpos de Stieda e sub-Stieda.
Fonte: Fonte: Votypka et al. (2016).
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3.2 Coccidios do género Tyzzeria Allen, 1936
3.2.1 Historico de descri¢do do género e suas espécies

Este género foi estabelecido em 1936 por Ena Alida Allen (1875-1954), zobloga e
parasitologista estadunidense. Na ocasido, a pesquisadora recebeu o intestino delgado de um
jovem pato de Pequim Anas platyrhynchos domesticus (sinonimia A. boschas), oriundo de Long
Island (Nova lorque), em 27 de agosto de 1935. No material analisado, foram encontrados
oocistos com um padrdo morfologico que se assemelhava com os géneros Pfeifferinella
Wasielewski, 1904 e Schellackia por serem octazbicos (conterem 8 esporozoitos situados
diretamente dentro do oocisto), sem esporocisto. Porém, adaptando as chaves de identificacdo
para a sub familia Cryptosporidiinae Hoare, 1933 sugerida por Hoare (1933), e embasando-se
em aspectos bioldgicos, Allen justificou a proposicdo do novo género que foi alocado dentro
da familia Eimeriidae, sub familia Cryptosporidiinae. Segundo a autora, Tyzzeria se
diferenciava de ambos 0s géneros por perfazer seu ciclo, estritamente intestinal, num Unico
hospedeiro, que nesse caso € um vertebrado (pato). Em contrapartida, Schellackia é um coccidio
com um ciclo sanguineo que contempla dois hospedeiros, sendo um deles invertebrado
(artrépode vetor). E em Pfeifferinella que também parasita invertebrados (moluscos), é
observado ainda um tubo de fertilizacdo em seus gametocitos maduros, caracteristica essa
inexistente em Tyzzeria (HOARE, 1933; ALLEN, 1936).

A espécie tipo foi Tyzzeria perniciosa Allen, 1936, descrita como altamente patogénica,
fato este que denotava também sua relevancia econdmica. A espécie teve ainda seu ciclo de
vida estudado, com a caracterizacdo de seus estagios enddgenos. A autora também pontuou que
0s oocistos desse novo coccidio eram de tamanhos bem pequenos, assim a espécie poderia
passar facilmente desapercebida em exames sem uma devida atencdo no diagndstico
coproparasitologico (ALLEN, 1936).

O género homenageia Edward Ernest Tyzzer (1875-1965), prestigiado patologista e
parasitologista estadunidense com uma carreia que abrangeu 40 anos; e que concentrou esforgos
em muitas frentes, mas que ganhou célebre destaque na protozoologia, com notaveis
contribuicdes sobre coccidios de galinhas. Tyzzer descreveu inimeras novas espécies de
importancia para a sanidade avicola, como: E. acervulina; E. maxima; E. tenella e E. mitis
Tyzzer, 1929. Ele ainda foi responsavel por descrever os géneros Cryptosporidium e

Histomonas Tyzzer, 1920. Além dessa homenagem, Tyzzer também foi agraciado em outras
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descricBes de espécies como: Bartonella tyzzeri Weinman & Pinkerton, 1938; Cryptosporidium
tyzzeri Levine, 1961 e Eimeria tyzzeri Yakimoff & Rastegaieff, 1931 (WILLIAMS, 2013).

No mesmo ano, em novembro de 1936, uma segunda espécie de Tyzzeria foi descrita:
Tyzzeria natrix (Matubayasi, 1936) Matubayasi, 1937, dessa vez tendo como hospedeiro
Rhabdophis tigrinus (Boie, 1826), uma serpente da familia Colubridae Oppel, 1811, na
provincia de Chiba, no Japdo. Entretanto, desconhecendo o trabalho de Allen, ao descrever esta
espécie, o cientista japonés Hisakiti Matubayasi relata a ocorréncia de oocistos distintos,
avaliando aspectos morfoldgicos e, sobretudo, bioldgicos do ciclo desse coccidio. Propde-se
entdo a criagdo de um novo género, nomeando-o Koidzumiella Matubayasi, 1936 em
homenagem a Koidzumi (importante pesquisador japonés), com a espécie tipo sendo
Koidzumiella natrix Matubayasi, 1936. Matubayasi também descreveu oocistos que abrigavam
diretamente 8 esporozoitos, cujos esporocistos eram ausentes, alocando o género também na
familia Eimeriidae (MATUBAYASI, 1936). Mas no ano seguinte, este mesmo autor publicou
outro trabalho, intitulado “Studies on parasitic protozoa in Japan II. Coccidia parasitic in
snakes; with special remarks on Tyzzeria (Koidzumiella) natrix, parasitic in Natrix tigrina”
reconhecendo, portanto, seu equivoco inicial: “Enquanto meu artigo estava no prelo, o artigo
de Allen chegou em minhas méos [...] fiquei convencido que os géneros Koidzumiella e
Tyzzeria representam um tnico ¢ mesmo género.” (MATUBAYASI, 1937, p. 01). Dessa forma,
pela lei da prioridade taxondmica, 0 nome valido para a espécie passou a ser Tyzzeria natrix,
sendo o género Koidzumiella uma sinonimia de Tyzzeria (MATUBAYASI, 1937). Ha de se
destacar, contudo, que Duszynski et al. (1998) acreditam que esse coccidio é resultado de uma

esporulacdo anormal de alguma espécie de Isospora ou Caryospora Léger, 1904.

Uma nova espécie foi descrita, apenas 10 anos mais tarde: Tyzzeria allenae Chakravarty
& Basu, 1946. Um fato curioso é que em sua descri¢do original, o nome atribuido foi “T.
alleni”, entretanto, como 0 nome se prop6s a homenagear Ena A. Allen, descritora do género
(e uma mulher) seu epiteto especifico se encontrava grosseiramente inapropriado. Este erro foi
entdo corrigido (emend. Pellérdy, 1974), substituindo a declina¢do “i” por “ae”, conforme
preconizado pelas regras internacionais de nomenclatura quando se objetiva homenagear uma
figura feminina (PELLERDY, 1974; DUSZYNSKI et al. 1998). Esta espécie foi descrita
parasitando o ganso-pigmeu de algoddo Nettapus coromandelianus (Gmelin, 1789) em Calcuta,
na India. Chakravarty e Basu (1946) diferenciaram-na das outras espécies congéneres alegando

que T. allenae diferenciava-se na forma, tamanho dos oocistos, estrutura dos esporozoitos e
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outros caracteres. Um ponto interessante € que esta espécie, diferentemente das outras, foi
reportada parasitando o intestino grosso da ave (CHAKRAVARTY; BASU, 1946).

Depois, em 1960, Norman Levine e Virginia lvens descreveram uma nova especie para
0 género, a primeira parasitando mamiferos. Tyzzeria peromysci Levine & Ivens, 1960 foi
descrita a partir de contetdos fecais, extraidos de necropsias, de roedores selvagens das espécies
Peromyscus leucopus (Rafinesque, 1818) e P. maniculatus Wagner, 1845; capturados durante
a primavera e verdo de 1958, em lllinois, nos Estados Unidos. O nome especifico da espécie
foi dado em homenagem ao seu hospedeiro, fazendo mencéo ao seu epiteto genérico. Os autores
ndo conseguiram estudar mais a fundo sobre a biologia desse parasito, pois ndo encontraram
estagios enddgenos nos tratos intestinais dos animais. Os autores observaram sutis diferencas
entre 0s oocistos dos dois hospedeiros, mas que ndo justificaram a descricdo de duas espécies
(LEVINE; IVENS, 1960). De acordo com Duszynski et al. (1998) e Berto (2008),
possivelmente, trata-se de uma descricdo errbnea a partir de oocistos de coccidios de

invertebrados (e.g. Pfeifferinella) ingeridos pelo roedor.

Um momento de particular relevancia ocorreu no ano de 1963, quando Klimes tratou de
corrigir um erro historico e descrever Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933) Klimes, 1963. Essa
espécie, na verdade ja tinha sido observada em fezes de gansos Anser anser Linnaeus, 1758 por
Kotlan em 1933 na Hungria; algo que precede até mesmo a criagdo do género em 1936. Porém,
Kotlan néo reconhecendo a existéncia de um novo género a denominou como Eimeria parvula
Kotlan, 1933 (KOTLAN, 1933). Naquela época, dados confiaveis sobre coccidioses em
Anseriformes eram escassos e muito se especulava ainda sobre a questdo de especificidade
parasitaria, com as atencdes se voltando principalmente para as espécies de Eimeria no
diagndstico de coccidioses em aves domésticas. Aspectos patoldgicos diferenciais e
desenvolvimento dos estagios endogenos eram muito frisados, com a caracterizacdo
morfoldgica sendo menos acurada em alguns casos. Havia um debate sobre a possibilidade de
gue as espécies que infectavam galinhas também pudessem infectar outras aves, como patos e
gansos. Este fato gerava uma certa confuséo entre os autores, isso fica evidente nos manuscritos
de Kotlan (KOTLAN, 1932; KOTLAN, 1933). Um ano antes, Kotlan (1932) ja havia descrito
uma espécie de anatideos, denominada Eimeria anseris Kotlan, 1932. O préprio Kotlan, um
ano depois em outro artigo, reconheceu que essa sua descri¢do se tratava na verdade de duas
espécies onde ele as separou como E. anseris e E. parvula (KOTLAN, 1933). Segundo
Duszynski et al. (1998), todas essas espécies podem ser consideradas como sinonimias de T.
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parvula. Entretanto, outros autores consideram vélida essa separagdo, colocando E. anseris
como uma espécie a parte (KLIMES, 1963; GAJADHAR et al., 1983).

Outro caso que dificultou a taxonomia do género, foi a descricdo de Tyzzeria anseris
Nieschulz, 1947 anos antes. Na verdade, T. anseris é outra sinonimia de T. parvula (KLIMES,
1963; DUSZYNSKI et al. 1998). Isso aconteceu porque quando Nieschulz (1947) encontrou
este mesmo coccidio em gansos na Holanda, T. parvula ainda néo tinha sido estabelecida por
Klimes (1963). Assim, ndo tendo essa referéncia prévia, mas ja conhecendo o trabalho de Allen,
Nieschulz ao observar o padrdo morfol6gico dos oocistos, classificou-os como Tyzzeria e
nomeou a espécie. Esse autor fez ainda observacdes bastante pertinentes ao afirmar que T.
anseris e T. perniciosa, se assemelhavam muito em tamanho e forma (embora tivesse relatado
que esta ultima fosse menor). Somente ap6s sua infeccdo experimental em pato ter obtido
resultados negativos, ele chegou a conclusdo de que nao se tratava de “Tyzzeria de patos” (T.
perniciosa) e, consequentemente, designou o coccidio como uma espécie independente para
gansos (NIESCHULZ, 1947; KLIMES, 1963).

Klimes, havia acumulado observagdes, de coletas ocasionais, feitas por ele mesmo
desde 1953. Ele coletou amostras fecais de gansos Anser anser domesticus (Linnaeus, 1758)
em diferentes localidades na Tchecoslovaquia. Assim como Kotlan e Nieschulz, ele observou
oocistos pequenos, esféricos, sem esporocistos e octazoicos. E, revisando artigos anteriores, em
um trabalho primoroso, chegou a conclusdo que os coccidios analisados por esses autores se

tratavam da mesma espécie. Suas consideraces foram contundentes:

Em nenhum dos casos, por mim observados, encontrei oocistos de E. parvula. Mesmo
quando encontrei oocistos esféricos correspondentes a eles, no que diz respeito ao
tamanho, eles ndo esporularam ou, se o fizeram, provaram ndo ser Eimeria, mas
Tyzzeria. Ninguém, exceto Kotlan, descreveu E. parvula com mais detalhes e,
portanto, a sua existéncia pode ser considerada duvidosa. Ao comparar afirmacdes da
literatura de Kotlan (1933) e Nieschulz (1947), podemos constatar uma conformidade
absoluta com as propriedades de E. parvula e T. anseris. Todas as descri¢cGes
concordam quanto ao formato dos oocistos, as paredes dos oocistos, & micropila e ao
tamanho [...] A Unica diferenca reside no fato de que Kotlan classifica os oocistos
como Eimeria, enquanto Nieschulz os classifica como Tyzzeria, pois descobriu que
eles ndo formavam esporocistos. Kotlan, em seu artigo, ndo descreveu a esporulacao
ou o tempo de esporulagdo, nem o corpo residual relativamente grande e marcante,
embora ele tivesse oocistos esporulados dessa espécie, uma vez que os infectou e
determinou o ciclo intravital como sendo de 5 dias. Além disso, Kotlan tirou fotos
desses oocistos. Fica claro nas figuras de seu artigo que 8 esporozoitos livres, e ndo 4
esporocistos, sdo formados no oocisto (KLIMES, 1963, p. 441).
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A exemplo de Nieschulz, Klimes também constatou por experiéncia prépria que T.
parvula era transmissivel apenas entre gansos, permitindo sua distingdo com T. perniciosa.

Além disso, ele pondera para outros fatores:

T. parvula difere de T. perniciosa por suas dimensdes um pouco maiores e um ciclo
enddgeno um pouco mais curto. Tem alta no quinto dia, enquanto T. perniciosa
aparece pela primeira vez no sexto dia. T. parvula ataca, sobretudo, a parte superficial
das vilosidades e € menos patogénica. T. perniciosa penetra profundamente na
submucosa e é muito patogénica. (KLIMES, 1963, p. 443).

Dessa forma, T. parvula é mais uma espécie a parasitar aves da ordem Anseriformes,
que s6 devidamente nomeada 30 anos ap0s seu primeiro avistamento cientificamente reportado
(KLIMES, 1963).

A proxima espécie a ser descrita foi Tyzzeria pellerdyi Bhatia & Pande, 1966,
novamente na india, mas agora na cidade de Gorakhpur. Em novembro de 1965, anatideos das
espécies Spatula querquedula (Linnaeus, 1758), Mareca strepera (Linnaeus, 1758) e Aythya
nyroca (Guldenstadt, 1770) foram examinados quanto ao conteldo cloacal e exames
histopatologicos post mortem. Nas duas Ultimas espécies hospedeiras, foram constatados
oocistos dessa nova espécie coccidiana (BHATIA; PANDE, 1966). Cabe sublinhar que
Duszynski et al. (1998) também consideram essa espécie como uma sinonimia de T. parvula,
porém outros autores ainda, trazem-na separadamente em trabalhos e revisdes (GAJADHAR et
al., 1983; DUBEY, 2020).

No ano seguinte, mais uma espécie foi descrita: Tyzzeria chenicusae Ray & Sarkar,
1967. Esta foi descrita, novamente, a partir de amostras do anatideo N. coromandelianus,
também na india. Os autores apenas diferiram-na das outras espécies pela medic&o dos oocistos
e tempo de esporulacdo (RAY; SARKAR, 1967). Pellérdy (1974) sugeriu a correcdo dessa
espécie para Eimeria chenicusae (Ray & Sarkar, 1967). Duszynski et al. (1998) e Berto (2008)
também apontam que T. chenicusae seria uma sinonimia de E. chenicusae. Porem, em alguns
outros trabalhos, autores persistem em classifica-la como Tyzzeria (GAJADHAR et al., 1983;
DUBEY, 2020).

Tyzzeria typhlopisi Ovezmukhamedov, 1968 foi outra espécie descrita a partir de
serpentes, no Turquemenistdo. Seu hospedeiro tipo foi Xerotyphlops vermicularis Merrem,
1820. Amostras fecais foram obtidas de coletas realizadas nos meses de marco, abril, julho e
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outubro de 1966 no deserto de Kara-kuma, no vale de Telzhen e nas montanhas Konet-Dag
(OVEZMUKHAMEDOQV, 1968). De acordo com Duszynski et al. (1998), os oocistos na qual
a descricdo foi baseada representam, muito provavelmente, oocistos degenerados de Eimeria
typhlopisi Ovezmukhamedov, 1968 que tiveram seus esporocistos colapsados, liberando assim

0S esporozoitos livres no interior dos oocistos.

No inicio da década seguinte, uma nova espécie foi descrita: Tyzzeria galli Fernando &
Remmler, 1973. Mais uma espécie a ser descrita em aves, mas dessa vez em Galliformes. Seu
hospedeiro tipo foi Gallus lafayettii Lesson, 1831. Alguns espécimes dessa ave, que habitavam
selvas ao norte do Sri Lanka (Ceildo), foram necropsiados. Amostras de conteidos oriundos do
intestino delgado inferior, ceco e reto foram analisadas, onde se constatou oocistos desse
coccidio (FERNANDO; REMMLER, 1973). Segundo Duszynski et al. (1998) e Berto (2008)
essa espécie pode ter sido descrita erroneamente, fruto de uma esporulagdo anormal de alguma
Eimeria ou de protococcidio de invertebrados (pseudoparasito).

A penultima espécie a ser descrita foi Tyzzeria chalcides Probert, Roberts & Wilson,
1988. Esta foi outra espécie descrita em répteis, mais precisamente em Chalcides ocellatus
(Forsskal, 1775), uma espécie de lagarto. Sua descricdo foi decorrente de um exame realizado
numa col6nia desses lagartos que eram originarios de Abu-Rawash, no Egito, trazidos para o
Pais de Gales, no Reino Unido. No artigo, os autores forneceram uma descri¢do dos estagios
enddgenos e exdgenos da espécie. De acordo com eles, foram encontrados oocistos condizentes
com 0 género no contetdo da vesicula biliar; e estagios enddgenos foram observados na
vesicula biliar e no epitélio do ducto biliar (PROBERT et al., 1988). Entretanto, anos mais tarde,
Ball et al. (1994) comprovaram que esse coccidio, na verdade se tratava de uma espécie de
Eimeria ao reexaminarem a sua esporogonia, demonstrando que a descri¢do foi decorrente de
uma esporulacao alterada (oocistos com esporocistos rompidos), propondo entdo a sua correcao
nomenclatural para Eimeria chalcides (Probert, Roberts & Wilson, 1988). Como eles mesmo
argumentaram, Paperna e Landsberg (1989), ja suspeitavam desse caso. Cabe ressaltar que
quando Ball et al. (1994) publicaram seu trabalho, Paperna e Landsberg (1989) ja tinham
proposto a definicdo do género Choleoeimeria Paperna & Landsberg, 1989 para designar
Eimeria spp. de répteis que se desenvolviam dentro de epitélios biliares e morfologicamente
ndo dispunham de corpo de Stieda nos seus esporocistos. Como na época, esse Novo género nao
era amplamente aceito, Ball et al. (1994) mantiveram a denominacdo E. chalcides. Porém,
atualmente se sabe essa separagio se mostrou perfeitamente acertada (MEGIA-PALMA et al.,
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2015), com isso, sua denominagao correta se tornou Choleoeimeria chalcides (Probert, Roberts,
& Wilson, 1988).

E por fim, na década de 1990 tivemos a ultima espécie descrita para o0 género: Tyzzeria
boae Lainson & Paperna, 1994. Esta é mais uma espécie descrita em serpentes, dessa vez a
partir de amostras de Boa constrictor Linnaeus, 1758; sendo também a primeira espécie descrita
no continente sul-americano, mais precisamente no Brasil. Um fato interessante é que a espécie
foi descrita a partir do rim da serpente, sendo, portanto, mais uma a apresentar ciclo extra
intestinal. Os autores descreveram em detalhes o0s estagios de merogonia e gametogonia
observados nas células de tubulos renais, além dos oocistos provenientes do contetdo cloacal
(LAINSON; PAPERNA, 1994). Vale frisar que Duszynski et al. (1998) lancam duvida sobre
sua validade e sugerem que esse coccidio pode ser alguma espécie do género Klossiella Smith

& Johnson, 1902 ou de algum outro coccidio mal identificado.

3.2.2 Classificacdo taxondmica

Atualmente este género coccidiano esta inserido dentro da familia Eimeriidae (LEVINE,
1988b,c; UPTON, 2000; BERTO, 2008; RUGGIERO et al., 2015; VOTYPKA et al., 2016;
BRANDS, 2024) e segue a seguinte classificacao:

e Dominio Eukaryota Chatton, 1925
Reino Chromista Cavalier-Smith, 1981
Filo Miozoa Cavalier-Smith, 1987

Infrafilo Apicomplexa Levine, 1970

Superclasse Sporozoa Leuckart, 1879

Classe Coccidiomorphea Doflein, 1901
Subclasse Coccidia Leuckart, 1879

o Ordem Eimeriida Léger, 1911
o Familia Eimeriidae Minchin, 1903
o Género Tyzzeria Allen, 1936

3.2.3 Morfologia
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Oocistos de parede dupla (bicamada) contendo 8 esporozoitos livres no seu interior
juntos ao residuo do oocisto que pode variar de pequenas esférulas mais dispersas ou agregadas,
formando um corpo residual compacto. Esporocistos sdo ausentes. Esporozoitos séo
vermiformes, com a extremidade anterior mais afilada e a extremidade posterior mais
arredondada; apresentando corpo refréatil e um ndcleo central (figura 7) (ALLEN, 1936;
LEVINE, 1961; BERTO, 2008; DUBEY, 2020).

Figura 7 — Morfologia de um oocisto esporulado de Tyzzeria: (DM) didmetro maior; (dm) diametro

menor; (ep) espessura da parede do oocisto; (r) residuo de oocisto; (e) esporozoitos. Fonte: Berto (2008).

3.2.4 Listagem de espécies, demais hospedeiros e locais relatados

Atualmente, este género consta com 10 espécies, sendo elas: (1) Tyzzeria allenae; (2)
Tyzzeria boae; (3) Tyzzeria chenicusae; (4) Tyzzeria galli; (5) Tyzzeria natrix; (6) Tyzzeria
parvula; (7) Tyzzeria pellerdyi; (8) Tyzzeria perniciosa; (9) Tyzzeria peromysci e (10) Tyzzeria
typhlopisi. (DUSZYNSKI et al., 1998; BERTO, 2008; GHIMIRE, 2010).

As espécies T. boae, T. chenicusae, T. galli, T. natrix, T. peromysci e T. typhlopisi,
apenas foram relatadas nos respectivos hospedeiros e localidades de suas descri¢Oes originais
(ja citados antecipadamente no topico 3.2.1). Tyzzeria allenae foi mencionada ainda num
registro de Mandal (1970), mas sendo registrada novamente para Calcuta, na india e para seu
hospedeiro ja conhecido. Por outro lado, T. pellerdyi, T. parvula e T. perniciosa possuem
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registros diversos, sobretudo essas duas ultimas (GAJADHAR et al., 1983; DUSZYNSKI et
al., 1998).

Tyzzeria parvula, ainda com o nome posteriormente invalidado, T. anseris, foi relatada
no Canada e nos Estados Unidos para outros hospedeiros. Foi encontrada em Cygnus
columbianus (Ord, 1815) na Baia de Chesapeake (no estado de Maryland); em Anser albifrons
frontalis (Scopoli, 1769) nas localidades de Area de Vida Selvagem Trimble (Missouri) e nos
Refugios de Vida Selvagem de Sacramento e Lago Tule (ambos na Califérnia). Também inclui
Anser caerulescens caerulescens (Linnaeus, 1758) no Fort Severn e Weenusk (em Ontario) e
Reflgio de Vida Selvagem do Lago Tule (na California); e A. c. atlanticus (Linnaeus, 1758) na
Area Nacional de Vida Selvagem Cap Tourmente (Quebec) e Pea Island (Carolina do Norte).
A essa lista integram A. rossii Cassin, 1861 nos Refugios de Vida Selvagem de Merced e Lago
Tule (ambos na Califérnia). Branta canadensis interior (Linnaeus, 1758) em Pea Island
(Carolina do Norte), na Baia de Chesapeake (Maryland), no Reflgio de Vida Selvagem de
Seney (Michigan), em Horseshoe Lake e Fort Severn (ambos em Ontario) e Owl River (em
Manitoba). Na outra subespécie, B. c. moffitti, tem-se registros para os Refugios de Vida
Selvagem Malheur (Oregon) e do Lago Tule (Califérnia). Ja para Branta hutchinsii taverneri
(Richardson, 1832), ha registros no Reflgio de Vida Selvagem de Sacramento (Califérnia); e
para B. h. minima nos Refugios de Vida Selvagem do Lago Lower Klamath (Oregon) e
Sacramento (Califérnia). Para Branta bernicla hrota (Linnaeus, 1758), registro em Tle aux
Pommes (Quebec) (FARR, 1952; LEVINE, 1951; HANSON et al., 1957).

Mais tarde, e Skene et al. (1981) também relataram T. parvula para B. canadensis, mas
dessa vez, no Kortright Waterfowl Park em Guelph, Ontério, Canada. Greiner et al. (1981)
registraram T. parvula para B. h. leucopareia (Delacour, 1951) numa area perto de Crescent
City, Califérnia; em gansos de cativeiro em Patuxent Wildlife Research Center (Maryland) e
Amchitka Island (Alaska); e em gansos de vida livre em Buldir (Alaska). Gajadhar et al. (1983)
apontam que Nieschulz (1947) tinha registrado essa espécie também em C. olor (Gmelin, 1789).
T. parvula também ja foi relatada na Russia (RAKHMATULLINA; SVANBAEV, 1967
SHIBALOVA; MOROZOVA, 1979), na China (DAI et al., 2004) e no Iraque, na Provincia de
Ninive (ABDULLA, 2010).

Recentemente, novos hospedeiros e localidades para T. parvula foram registrados.
Dolnik e Loonen (2007) relataram sua ocorréncia para B. leucopsis (Bechstein, 1803), em
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Spitsbergen, na Noruega; e Berto et al. (2008) para A. cygnoides (Linnaeus, 1758) em
Seropédica, estado de Rio de Janeiro, Brasil.

Em relacdo aos seus registros para A. anser, além dos relatos de Kotlan (1933),
Nieschulz (1947) e Klimes (1963) na Europa; Farr e Wehr (1952) também j& haviam observado
essa espécie em Maryland (Estados Unidos), depois Cerna (1956) observou T. parvula em
gansos dessa espécie na Tchecoslovaquia novamente; Golemansky (1961) e Arnaoudov (1969)
registraram-na para Bulgaria, Arnastauskiene (1967) para a Lituania, Pellérdy (1974) para a
Alemanha; e Chauve (1988) fez registros para o sudoeste da Franca. Posteriormente, Arslan et
al. (2002) relatam a espécie na Provincia de Kars, na Turquia. Berto et al. (2007) trazem relatos
numa propriedade rural do municipio do Rio de Janeiro (Brasil) e Berto et al. (2008b) na zona
rural do municipio de Rio Claro e na regido metropolitana do municipio do Rio de Janeiro

(ambos no estado do Rio de Janeiro, Brasil).

T. pellerdyi foi relatada pela primeira vez no continente americano por Bristol et al.
(1981) no Condado de Hudspeth, Texas (Estados Unidos). Esse relato, traz consigo também, os
seguintes novos hospedeiros para a espécie: Anas acuta Linnaeus, 1758; A. carolinensis
Gmelin, 1789; A. platyrhynchos Linnaeus, 1758; Mareca americana (Gmelin, 1789); Spatula
clypeata (Linnaeus, 1758) e S. discors (Linnaeus, 1766). Posteriormente, ha registros para o
continente europeu, com Chauve et al. (1991) reportando a ocorréncia de T. pellerdyi em patos

mulard (hibridos) em trés assentamentos agricolas em Landes, no sudoeste da Franga.

T. perniciosa foi relatada por Davies (1957) causando um surto de coccidiose em patos
domeésticos na Gra-Bretanha. Essa espécie também foi registrada por Rakhmatullina e
Svanbaev (1967) em patos domésticos e selvagens na Russia; e nesse mesmo ano, na Hungria
por Versényi (1967). Lu et al. (1985), Peiyun et al. (1982) Fan e Di (1988) e Yin et al. (1988)
registraram-na em Pequim, na China. Chauve et al. (1991) também registraram essa espécie em
patos mulard (hibridos) em trés assentamentos agricolas em Landes, no sudoeste da Franca.
Hsiao et al. (1996) fizeram registro em Taiwan; e Abdulla (2010) também registrou T.

perniciosa na Provincia de Ninive, no Iraque.

De acordo com Duszynski et al. (1998) outros hospedeiros para essa espécie, incluem:

Anas acuta Linnaeus, 1758; A. fuligula Linnaeus, 1758; Aythya affinis (Eyton, 1838); Oxyura

leucocephala (Scopoli, 1769) e Tadorna tadorna (Linnaeus, 1758). Recentemente, Berto et al.

(2022) fizeram um registro inédito de T. perniciosa para A. superciliosa Gmelin, 1789 em Perth,
Austrélia.
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Além disso, Simms (1950) mencionou Tyzzeria sp. para B. canadensis na Carolina do
Norte (Estados Unidos); Farr (1952) reportou a ocorréncia de Tyzzeria sp. para Anas rubripes
Brewster, 1902, B. canadensis e A. c. caerulescens nos Estados Unidos; Levine (1952) também
relatou Tyzzeria sp. para B. c. interior, no sul de Illinois (Estados Unidos); Levine (1953)
menciona Tyzzeria sp. para Anseriformes das espécies Clangula hyemalis (Linnaeus, 1758) e
A. caerulescens, cujas amostras foram coletadas em expedicio ao Rio Perry no Oceano Artico,
a noroeste do Canada. Lapage (1961) reporta Tyzzeria sp. para A. c. atlanticus. Farr (1965)
identificou Tyzzeria sp. em Aythya affinis Eyton, 1838 no Reflgio Nacional de Vida Selvagem
do Alto Mississippi (Estados Unidos). Leibovitz (1969) relatou oocistos de Tyzzeria para C.
olor, em Long Island, Estados Unidos. E h& poucos anos, Brown et al. (2010) relataram ter
encontrado oocistos de Tyzzeria sp. em Fratercula arctica (Linnaeus, 1758), Branta leucopsis
(Bechstein, 1803) e Anser erythropus (Linnaeus, 1758) na Gra-Bretanha. Larki et al. (2018)

relatou Tyzzeria sp. também em patos domésticos em Ahvaz, no Ira.

Adiante, sdo expostas detalhadamente as descri¢Bes originais de cada uma das especies

mencionadas, bem como, as descri¢cdes complementares feitas por outros autores:

3.2.5 Descrigdes das espécies
3.2.5.1 Tyzzeria perniciosa Allen, 1936

Conforme a descricdo de Allen (1936): Oocistos elipticos, medindo de 10-13,3 x 9-
10,8 um. Parede do oocisto espessa, incolor e constituida por 2 camadas, sendo a externa mais
fina que a interna e muito transparente, consequentemente pouco visivel. Sem opérculo ou
micrépila visivel. Protoplasma do oocisto ndo esporulado, grosseiramente granular,
preenchendo completamente o espaco delimitado pela parede. Esporozoitos em nimero de 8,
desenvolvendo-se diretamente dentro da parede do oocisto, ndo havendo formacdo de
esporocisto. Esporozoitos curvos, uma extremidade mais arredondada e mais larga que a outra,
com cerca de 10 um de comprimento por 3,5 um de largura na extremidade maior. Massa
residual grande, composta por granulos de varios tamanhos, geralmente esféricos, exceto em
oocistos mantidos por algum tempo apos a esporulacao, caso em que os granulos da massa as

vezes ficam um tanto dispersos.

Conforme a descricdo de Chauve et al. (1991): Oocistos pequenos, quase esféricos,

medindo diametros entre 10,2-14,3 x 9,2-13,3 um, com médias de 12,2 x 10,6 pum.
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Esporocistos ausentes, 8 esporozoitos livres e presenca de um residuo do oocisto bem

desenvolvido, com contorno difuso e estrutura heterogénea.

Conforme a descricdo de Berto et al. (2022): Oocistos elipsoidais, medindo 10-11 x 7—
8 um (10,7 x 7,4); com razdo morfométrica de 1,4—1,5 pm (1,4). Parede do oocisto composta
por duas camadas, com 0,4-0,7 um (0,6) de espessura; camada externa lisa, com 2/3 da
espessura total da parede. O residuo do oocisto apresenta-se como granulos de tamanhos
diferentes, geralmente agrupados em uma extremidade do oocisto, medindo 2,5 um. Presenca
de 8 esporozoitos, curvos e afilados na extremidade anterior, medindo 6-8 x 1-2 um (6,9 x 1,8),

com corpo refratil posterior robusto e proeminente e sem ndcleo discernivel.

Hospedeiro-tipo: Anas platyrhynchos domesticus

Outros hospedeiros: Anas acuta, A. fuligula, A. superciliosa, Aythya affinis, Oxyura

leucocephala, Tadorna tadorna, pato mula hibrido (A. platyrhynchos x C. moschata)

Sitio de infeccdo: intestino delgado, com invasdo das camadas da mucosa e submucosa

até as camadas musculares

Localidade-tipo: Estados Unidos (Rinebeck, Long Island, estado de Nova lorque)

Outras localidades: Gra-Bretanha (ndo especificado) / Ruassia (ndo especificado) /

Hungria (n&o especificado) / China (Pequim) / Franca (Landes) / Taiwan (ndo especificado) /

Iraque (Provincia de Ninive) / Australia (Perth)

3.2.5.2 Tyzzeria natrix (Matubayasi, 1936) Matubayasi, 1937

Oocistos esféricos, de parede simples, sem micropila e com diametros de 11,7 x 16,1
um e média de 14,4 pm. Esporocistos ausentes. Oocistos imaturos com parede rigida de formato
irregular, tendo protoplasma constituido por granulos microscopicos e na area circundante
(periférica) vérias particulas grandes e brilhantes. Presenca de um corpo residual reduzido,
periférico, de formato concavo e subesférico, formado por varios granulos menores superficiais
e localizado em uma das extremidades do feixe de esporozoitos. Esporozoitos incolores, em
formato de banana, com um nucleo e um corpo refréatil. Possuem ambas as extremidades iguais
em formato e largura. Sdo agregados, mas em arranjo paralelo (embora a disposicdo nem
sempre seja regular), em numero de 8 e contidos diretamente dentro do oocisto
(MATUBAYASI, 1936; 1937).
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Sinonimias: Koidzumiella natrix; Tyzzeria (Koidzumiella) natrix

Hospedeiro-tipo: Rhabdophis tigrinus

Outros hospedeiros: sem relatos

Sitio de infeccdo: intestino delgado

Localidade-tipo: Japdo (Hota, Provincia de Chiba)

Outras localidades: sem relatos

3.2.5.3 Tyzzeria allenae Chakravarty & Basu, 1946

Oocistos com formato oval, medindo 14,48-17,37 x 9,63-11,5 um. Micropila ausente,
um corpo residual formando uma massa esférica compacta é observado em um dos polos do
oocisto apds a formacao dos esporozoitos. Massa do corpo residual medindo cerca de 6,42 um
de didmetro. Oocistos ndo esporulados sdo completamente preenchidos pela massa zigética
constituida por grande namero de granulos refrateis. Os esporozoitos aparecem inicialmente
como corpos esfericos, mas logo assumem uma forma alongada com extremidades posteriores
arredondadas e anteriores pontiagudas. Medem cerca de 5,35-6,48 um em comprimento.
Apresentam um nucleo central com contorno esférico, medindo 2,14 um em didmetro
(CHAKRAVARTY; BASU, 1946).

Sinonimia: T. alleni

Hospedeiro-tipo: Nettapus coromandelianus

Outros hospedeiros: sem relatos

Sitio de infeccdo: intestino grosso

Localidade-tipo: india (4rea de derramamento de pesca de Bidyadhari, bairro de

Calcuta, Ballygunge, Bengala Ocidental)

Outras localidades: sem relatos

3.2.5.4 Tyzzeria peromysci Levine & lvens, 1960
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Oocistos, recuperados de P. leucopus, eram elipsoidais, com parede do oocisto muito
palida amarelada, lisa e composto por uma Unica camada com cerca de 0,6 um de espessura.
Micrdpila ausente. Mediam 14-17 x 11-12 um, com uma média de 15,2 x 11,2 um; e suas
relacBes comprimento: largura variaram de 1,3-1,5 um, com média de 1,36 pum. Um ou dois
granulos polares presentes. Esporozoitos em forma de banana, crescentes ou lanceolados,
agrupados em bola sem orientacdo em nenhuma direcdo particular, as vezes com 1 ou 2
esporozoitos separados dos demais. Um residuo de oocisto pequeno e compacto com 3—4 um
de didmetro foi observado em alguns oocistos nos quais 0S esporozoitos estavam
suficientemente bem separados, que pode ter sido escondido nos outros oocistos pelos
esporozoitos agrupados ao seu redor (LEVINE; IVENS, 1960).

Oocistos, recuperados de P. maniculatus, eram elipsoidais, com parede incolor a
amarelada muito palida, lisa e composta por uma unica camada com cerca de 0,6 um de
espessura. Mediam 11-14 x 9—11 um, com uma média de 12,6 por 10,1 pum; e suas relagdes
comprimento: largura variaram de 1,1-1,4 um, com média de 1,24 pm. Micropila ausente. Um
ou dois granulos polares presentes. Esporozoitos em forma de banana, forma de meia-lua ou
lanceolados, com cerca de 3,5 um de largura e 9—11 um de comprimento. Agrupavam-se em
uma bola sem orientagdo em nenhuma direcdo especifica, as vezes com 1 ou 2 esporozoitos
separados dos demais. Esporozoitos frequentemente com granulos finos no citoplasma (as
vezes sem citoplasma granular), exceto na regido central onde esta localizado o ndcleo. Nenhum
residuo de oocisto foi observado, mas é possivel que um pequeno residuo tenha sido escondido
dentro da bola de esporozoito (LEVINE; IVENS, 1960).

Hospedeiro-tipo: Peromyscus leucopus e P. maniculatus

Outros hospedeiros: sem relatos

Sitio de infeccdo: desconhecido, o artigo menciona apenas “contetido intestinal”

Localidade-tipo: Estados Unidos (ambiente rural nas proximidades de Sullivan, estado

de Illinois)

Outras localidades: sem relatos

3.2.5.5 Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933) Klimes, 1963
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Conforme a descri¢do de Kotlan (1933): Oocistos de formato arredondado ou eliptico-
arredondado, tamanho pequeno e com didmetros médios de 10-15 x 10-14 um. Possuem uma
parede delicada, mas sem micropila. Na grande maioria, os tamanhos ficam entre 13 x 13 um
ou 13 x 10 um, mas oocistos menores (11 x 10 um) sdo predominantes, enquanto aqueles que
atingem 15 pum sdo bastante raros. O esporonte preenche quase completamente o espago do
oocisto.

Conforme a descri¢do de Nieschulz (1947): Oocistos alongados, elipticos e incolores,
com membrana moderadamente espessa e sem micrépila visivel. Suas dimensdes medem para
o didmetro maior, valores entre 12—-16 um, com média de 14,0 um; e o didmetro menor variando
de 10-12,5 um, com média de 11,5 um. Apds a esporulacédo, 8 esporozoitos foram observados
livremente juntos de um corpo residual bastante grande, redondo e compacto; de localizacéo
excéntrica no oocisto. Os esporozoitos ficam esticados ou curvados no oocisto; e apresentavam
uma extremidade arredondada e a outra ligeiramente pontiaguda. Um vactolo relativamente
grande pode ser visto na extremidade arredondada; e situado no meio do esporozoito, préximo

a extremidade pontiaguda esta o nucleo.

Conforme a descricdo de Klimes (1963): Oocistos de formato ligeiramente eliptico a
esférico, pequenos, incolores, medindo em torno de 14,8 um (12-17) no comprimento médio e
12,8 um (11-15) na largura média; com indice de forma de 1,156 um. A parede é lisa, fina,
com uma espessura média de 0,5 um e ndo apresenta micrépila. O protoplasma do oocisto ndo
esporulado é grosseiramente granulado e preenche completamente o oocisto. Ao final da
esporulacdo, esporocistos ndo sao formados e 8 esporozoitos permanecem livres. O corpo
residual é relativamente grande e consiste em uma aglomeracdo de granulos mais ou menos
compacta. Esporozoitos com uma extremidade obtusamente arredondada; e outra bastante
pontiaguda e ligeiramente curvada.

Conforme a descricdo de Pellérdy (1974): Oocistos eram pequenos, esféricos a

subesféricos, com tamanho médio de 14,8 um (12-17) de diametro.

Conforme a descri¢do de Greiner et al. (1981): Os oocistos subesféricos, medindo 11—
15 x 10-13 pm (13,3 x 11,7 pm), ndo tinham micrdpila e continham 8 esporozoitos nus € um

residuo de oocisto.

Conforme a descrigéo de Skene et al. (1981): Oocistos pequenos, redondos, incolores,

de paredes finas e sem micrdpila. Mediam 11,3-15,1 x 8,7-13,9 um, apresentando médias
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morfométricas de 13,1 x 11,1 um. Oocistos esporulados apresentando 8 esporozoitos e auséncia

de esporocistos.

Conforme a descricdo de Chauve (1988): oocistos pequenos, esféricos a subesféricos,
com parede fina, lisa e incolor. Tinham um tamanho médio de 13,2 um. Micropila ausente. 8

esporozoitos livres e um residuo do oocisto foram observados.

Conforme a descricdo de Berto et al. (2007): Oocistos sdo esféricos a subesféricos,
variando de 12,4-18,0 x 10,7-15,9 um (15,4 x 13,4 um), indice morfométrico de 1,15 pm, com
parede dupla, medindo de 0,4-0,7 um de espessura, sendo a parte externa lisa e incolor, ¢ a
parte interna esverdeada e palida. A micropila esta ausente, mas o residuo do oocisto esta
presente contendo numerosos granulos e esférulas. Rodeados por residuos encontram-se 8

esporozoitos tendo uma extremidade redonda e outra fina e ligeiramente curvada.

Conforme a descri¢do de Berto et al. (2008): Oocistos sdo esféericos a subesféricos e
mediam 12,4 (11-15) x 10,4 (8-12) um. Apresentaram indice de forma de 1,2 (1,0-1,4) um.
Parede do oocisto bicamada com 0,7 um (0,6-0,8) de espessura. O lado externo era liso e
incolor, enquanto o lado interno era esverdeado e claro. Micropilas e granulos polares estavam
ausentes. Residuo do oocisto presente, as vezes formando uma massa de esférulas e granulos,
e outras vezes disperso. Os esporozoitos tinham uma extremidade arredondada e a outra

extremidade era fina e ligeiramente curvada.
Sinonimias: Eimeria parvula; Tyzzeria anseris

Hospedeiro-tipo: Anser anser

Outros hospedeiros: A. albifrons frontalis, A. caerulescens caerulescens, A. c.

atlanticus, A. cygnoides, A. rossii, Branta canadensis interior, B. ¢. moffitti, B. hutchinsii
taverneri, B. h. minima, B. h. leucopareia, B. leucopsis, B. bernicla hrota, Cygnus columbianus,

C. olor.

Sitio de infec¢do: porgdo posterior do intestino delgado, nas células superficiais

(KOTLAN, 1933) / terco anterior do intestino delgado com infiltraces nas vilosidades, sendo
mais intensa na por¢do média e menos acentuada na porgao posterior; desenvolvimento no ceco

em casos isolados, mas apenas nas células superficiais, sem penetrar nas vilosidades (KLIMES,

1963).

Localidade-tipo: Hungria (Budapeste)
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Outras localidades: Holanda (ndo especificado) / Tchecoslovaquia (ndo especificado) /

Canada (lle aux Pommes e Area Nacional de Vida Selvagem Cap Tourmente, estado de
Quebec; Owl River, estado de Manitoba; Fort Severn, Weenusk, Horseshoe Lake e Kortright
Waterfowl Park, estado de Ontéario) / Estados Unidos (Amchitka Island e Buldir, estado do
Alaska; Baia de Chesapeake e Patuxent Wildlife Research Center, estado de Maryland;
Crescent City e Refugios de Vida Selvagem de Merced, Lago Tule e Sacramento, estado da
Califérnia; Pea Island, estado da Carolina do Norte; Reflgios de Vida Selvagem de Malheur e
Lago Lower Klamath, estado de Oregon; Refugio de Vida Selvagem de Seney, estado de
Michigan; Area de Vida Selvagem Trimble, estado do Missouri) / Alemanha (n&o especificado)
/ Bulgaria (ndo especificado) / Lituania (ndo especificado) / Russia (ndo especificado) / Franca
(regido sudoeste, ndo especificado) / China (Pequim) / Turquia (Provincia de Kars) / Noruega
(Spitsbergen) / Brasil (municipios de Rio Claro, Rio de Janeiro e Seropédica, estado do Rio de

Janeiro) / Iraque (Provincia de Ninive)

3.2.5.6 Tyzzeria pellerdyi Bhatia & Pande, 1966

Conforme a descricdo de Bhatia e Pande (1966): Oocistos subesféricos/ovoides,
incolores e lisos, medindo 11,0-16,0 x 8,0-11,0 um (média de 13,0 x 10,0 um). Apresentam
parede oocistica bastante desenvolvida (0,5-0,7 um de espessura). Micrdpila e capa micropilar
ausentes. [Esporonte grosseiramente granular, quase preenchendo o0s oocistos. Sem
desenvolvimento esporocistico e com 8 esporozoitos. Residuo do oocisto medindo 4,0-5,0 um
de diametro, sendo compacto, central ou polar, granular escuro e com glébulos de tamanhos
variados. Granulos polares ausentes. Esporozoitos em forma de banana, com 8,0-10,0 x 1,7—
2,2 um de tamanho (média de 8,5 x 2,0 um), apresentando um nucleo central e um glébulo

proeminente na extremidade mais larga, com a outra extremidade afilada.

Conforme a descricao de Bristol et al. (1981): Oocistos eram subesféricos a ovoides; e

mediam 10 x 13 pum de didmetro.

Conforme a descri¢éo de Chauve et al. (1991): Oocistos ndo tdo pequenos, mais ovoides,
medindo didmetros entre 13,3-17,3 x 10,2-14,3 um, com médias de 15,3 x 11,8 um.
Esporocistos ausentes, 8 esporozoitos livres e presenca de um residuo do oocisto pequeno,

denso, bem delimitado e de natureza homogénea.

Hospedeiro-tipo: Mareca strepera e Aythya nyroca
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Outros hospedeiros: Anas acuta, A. carolinensis, A. platyrhynchos, Mareca americana,

Spatula clypeata, S. discors, pato mula hibrido (A. platyrhynchos x C. moschata)

Sitio de infeccdo: desconhecido/ndo informado

Localidade-tipo: india (Gorakhpur, Uttar Pradesh)

Outras localidades: Estados Unidos (Condado de Hudspeth, estado do Texas) / Franca
(Landes)

3.2.5.7 Tyzzeria chenicusae Ray & Sarkar, 1967

Oocistos amplamente cilindricos, medindo tamanhos de 20,4-27,6 um de comprimento
por 14,4-20,4 um de largura; uma média de 24,84 x 16,8 um e indice morfométrico de 1,0-1,5
um. Parede do oocisto com espessura de 1,4 um, sendo a camada externa mais brilhante e escura
que a interna. Auséncia de micropila. Corpo residual presente, consistindo de uma massa
compacta de corpos granulares localizados em um polo do oocisto, medindo de 6-8,4 um.
Esporozoitos em forma de banana, com dimens@es de 13,2-4,2 um com a extremidade mais
larga contendo um vacuolo (RAY; SARKAR, 1967).

Sinonimia: E. chenicusae

Hospedeiro-tipo: N. coromandelianus

Outros hospedeiros: sem relatos

Sitio de infeccdo: desconhecido/ndo informado

L ocalidade-tipo: india (ndo especificado)

Outras localidades: sem relatos

3.2.5.8 Tyzzeria typhlopisi Ovezmukhamedov, 1968

Oocistos de formato oval, contendo 8 esporozoitos e sem esporocistos. Suas dimensdes
tinham 31,5-32,4 um de comprimento ¢ 18,9-20,7 um de largura. Micrdpila e corpo residual
ausentes. As dimensdes dos esporozoitos sao 12,6 x 9,0 um e estdo dispostos aleatoriamente no

oocisto (OVEZMUKHAMEDOV, 1968).
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Hospedeiro-tipo: Xerotyphlops vermicularis

Outros hospedeiros: sem relatos

Sitio de infecgdo: desconhecido, o artigo s6 menciona “contetdo do intestino posterior”

Localidade-tipo: Turquemenistdo (pocos de Iner-Chage, Porsy-Kuyu e Cheltsk, no

Deserto de Kara-kuma; Gyaurskaya e Vale de Telzhen, na Area de Tedzhenstroy; Germab,
Terceiro Birlesik e Chuli, nas Montanhas Konet-Dag)

Outras localidades: sem relatos

3.2.5.9 Tyzzeria galli Fernando & Remmler, 1973

Oocistos esferoides com uma delicada parede de camada Unica, medindo 13,8 um (12—
15) de diametro. Granulo polar presente, 8 esporozoitos circundam o residuo do oocisto, que
tem um aspecto de massa granular e aparentemente tem membrana limitante externa propria.
Os esporozoitos sdo elipsoides, medem cerca de 4 X 2 um € apresentam uma superficie achatada,
com um polo afilado e outro arredondado, onde o nucleo é claramente visivel (FERNANDO;
REMMLER, 1973).

Hospedeiro-tipo: Gallus lafayettii

Outros hospedeiros: sem relatos

Sitio de infecgdo: desconhecido/ndo informado, o artigo s6 menciona “oocistos

encontrados nas fezes”

Localidade-tipo: Sri Lanka (Centro-norte de Ceildo)

Outras localidades: sem relatos

3.2.5.10 Tyzzeria boae Lainson & Paperna, 1994

Oocistos esféricos a subesféricos, medindo 19,0 x 18,0 um (15,0-22,5 x 15,0-21,5),
com indice morfométrico de 1,0 um (1,0-1,1). A parede do oocisto é incolor e extremamente
delicada, a do oocisto esporulado tornando-se quase invisivel. Nao ha micrépila. Oocisto ndo
esporulado com o esporoblasto preenchendo quase todo o espaco interno do oocisto.

Esporozoitos em numero de 8, inicialmente dispostos proximos uns dos outros como um cacho
46



de bananas, mas em oocistos mais antigos frequentemente tornam-se irregularmente dispersos.
Eles apresentam uma medida médiade 11,0 x 1,8 um (8,5-12,5 x 1,25-2,0) e possuem 2 corpos
refrateis situados anterior e posterior ao nicleo. Uma de suas pontas € opticamente densa, na
extremidade mais pontiaguda, que € presumivelmente formada pelas ultraestruturas de conoide
e relacionados. H& a presenca de um residuo do oocisto esférico e volumosos, com granulos e
globulos, apresentando média de 15,5 x 14,8 um (13,5-18,5 x 13,5-17,5). Auséncia de corpo
polar (LAINSON; PAPERNA, 1994).

Hospedeiro-tipo: Boa constrictor

Outros hospedeiros: sem relatos

Sitio de infeccdo: células epiteliais dos tubulos contorcidos distais e os tubulos coletores

dos rins

Localidade-tipo: Brasil (regido norte do estado do Pard)

Outras localidades: sem relatos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Levantamento bibliogréafico

A obtencéo de fontes e referéncias para a concepcao desta dissertacéo se deu de maneira
constante até que se findasse o prazo para a conclusdo do mestrado. Visando um levantamento
bibliografico mais completo possivel, buscou-se diversificar as areas de busca, com procuras
frequentes sendo realizadas em sites como “Google Académico”, “PubMed”, “Web of
Science”, “Portal de Periddicos da Capes”, “Scielo”, “Scopus” e a propria aba do Google para
pesquisas. Artigos mais antigos, ndo disponiveis digitalmente, foram requisitados por e-mails,
via COMUT (Sistema de Comutacdo Bibliografica) a repositorios de bibliotecas nacionais de
universidades e instituicdes, tais como: Fiocruz (Manguinhos), UFRJ (Museu Nacional), USP,
USP (ESALQ), UNICAMP e UFRGS. Essas instituicdes enviaram copias digitalizadas dos
artigos solicitados.

O banco de dados do site “The Coccidia of the World”, disponivel digitalmente, também
foi uma fonte constante de pesquisas; e em Gltimo caso, artigos de interesse que faltavam a lista,
foram conseguidos diretamente com o autor D. W. Duszynski, quem gentilmente cedeu cdpias
digitalizadas dos artigos requeridos.

4.2 Permissoes e licencas

A realizacdo deste trabalho, seguiu todo o protocolo ético para a amostragem dos dados
obtidos. As amostras fecais oriundas de aves domésticas foram apenas coletadas ap6s doacbes
dos respectivos criadouros ou lojas agropecudrias, onde as aves se encontravam. Ja as amostras
obtidas de aves silvestres foram conseguidas ap0s constante monitoramento até a descarga
natural das mesmas no ambiente em que se encontravam (beira de lagos, gramados), sem que
houvesse contencdo ou manipulacdo dessas aves. Para tal, ha uma licenca em vigéncia na
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) registrada sob o niimero 09/2023, e vinculada
ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS) da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ) (anexo 1). Também ha uma licenca do Sistema de Autorizacdo e
Informac&o em Biodiversidade (SISBIO) sob o numero 84721, vinculada ao Instituto Chico
Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio), Ministério do Meio Ambiente, Governo

Federal.
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4.3 Origem e coleta das amostras

Para a obtencdo das amostras fecais, foram realizadas coletas periddicas em locais que
albergassem anatideos, como pontos comercias ou mesmo residéncias, sendo estas requisitadas
e adquiridas mediante a intermediagdo e consentimento prévio dos proprietarios dos animais e
estabelecimentos. Os locais de obtencdo das amostras de aves domésticas foram: lojas
agropecuarias, criadouros, hotéis-fazenda, residéncias e hospitais veterinarios. Além disso,
foram realizadas coletas esporadicas de anatideos silvestres que habitam as delimitacfes da area

compreendida no campus sede da UFRRJ, em Seropédica (RJ).

Foram ao todo, realizadas 16 coletas que se estenderam entre 0s anos de 2022 a 2023.
No total, foram inspecionados 12 locais diferentes em 6 municipios, com 5 deles situados no
estado do Rio de Janeiro e 1 em Minas Gerais, todos na regido sudeste do Brasil. Segue abaixo,
a relacdo de datas e locais de cada coleta (Tabela 1) e suas respectivas coordenadas geogréaficas
(Tabela 2):

Tabela 1. Datas, locais e municipios onde cada coleta foi realizada.

NUmero Data Local Municipio
da coleta
Coleta 1 28/02/2022 Criadouro Sombra e Teresopolis (RJ)
Agua Fresca
Coleta 2 22/05/2022 Granja Comary Teresopolis (RJ)
(lago)
Coleta 3 15/06/2022 Sitio Lago Santa Barra Mansa (RJ)
Rita
Coleta 4 31/07/2022 Criadouro Sombra e Teresopolis (RJ)
Agua Fresca
Coleta 5 02/01/2023 Hotel Fazenda Resende (RJ)
Villa-Forte
Coleta 6 02/01/2023 Hotel Fazenda 3 Resende (RJ)
Pinheiros
Coleta 7 28/01/2023 Hotel Fazenda Vale Virginia (MG)

da Mantiqueira

Coleta 8 02/02/2023 AnimAves Loja Seropédica (RJ)
Agropecuéria
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Coleta 9

Coleta 10

Coleta 11

Coleta 12

Coleta 13

Coleta 14

Coleta 15

Coleta 16

08/02/2023

02/03/2023

01/04/2023

10/06/2023

05/10/2023

13/10/2023

19/10/2023

15/11/2023

Lago do IB
(UFRRJ)

Toca dos Bichos
Loja Agropecuaria

Criadouro Sombra e
Agua Fresca

Criadouro Sombra e
Agua Fresca

Hospital Veterinario
Birds & Cia

Lago do IB
(UFRRJ)

HVPA/UFRRJ
(setor de selvagens)

Alagados do
PSA/UFRRJ

Seropédica (RJ)

Rio de Janeiro (RJ)

Teresopolis (RJ)

Teresopolis (RJ)

Rio de Janeiro (RJ)

Seropédica (RJ)

Seropédica (RJ)

Seropédica (RJ)

Tabela 2. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta.

Local

Coordenada geografica

Criadouro Sombra e Agua Fresca
Granja Comary (lago)

Sitio Lago Santa Rita

Hotel Fazenda Villa-Forte

Hotel Fazenda 3 Pinheiros

Hotel Fazenda Vale da Mantiqueira
AnimAves Loja Agropecudria
Lago do IB (UFRRJ)

Toca dos Bichos Loja Agropecuaria
Hospital Veterinario Birds & Cia
HVPA/UFRRJ (setor de selvagens)

22°27'10"S 42°59'40"W (1.063 m)

22°27'06"S 42°58'36"W (897 m)

22°29'45"S 44°09'48"W (506 m)
22°30'19"S 44°40'22"W (475 m)

22°29'28"S 44°41'11"W (491 m)

22°19'54"S 45°06'57"W (955 m)

22°48'27"S 43°38'05"W (12 m)

22°45'36"S 43°41'28"W (23 m)

22°53'53"S 43°33'56"W (27 m)
22°54'57"S 43°13'05"W (20 m)

22°45'28"S 43°41'36"W (32 m)
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Alagados do PSA/UFRRJ 22°45'36"S 43°41'05"W (21 m)

As aves selecionadas para esta investigacdo parasitaria compreenderam todas as aves da
ordem Anseriformes, familia Anatidae que estivessem disponiveis em cativeiro (domesticadas
ou selvagens em cuidados veterinarios) ou ainda, nativas de vida livre com ocorréncia para as
regibes de amostragens. Isto €, patos, marrecos, gansos e cisnes domesticos ou silvestres
(figuras 8, 9, 10, 11, 12). Os anatideos foram selecionados como o grupo hospedeiro de
amostragem, pois conforme apontado por Duszynski et al. (1998) e Berto (2008) essas aves
configuram hospedeiros tipicos de Tyzzeria, sendo assim 0 grupo mais provavel onde pode-se
obter oocistos desses coccidios. A seguir, encontra-se a relacdo dos hospedeiros e o nimero de

replicatas amostrais obtidas em cada coleta (Tabela 3):

Tabela 3. Quantidade de amostras obtidas por coleta.

NUmero Numero de Identificacdo dos Quantidade de
da coleta hospedeiros hospedeiros amostras
Coleta 1 1 Anser cygnoides 10

(Linnaeus, 1758)

Coleta 2 1 Anser anser 14
Linnaeus, 1758 /
Anser cygnoides
(Linnaeus, 1758) /
A. anser domesticus

/ A. cygnoides
domesticus —

amostra mista*

Coleta 3 1 Cairina moschata 8
domestica
(Linnaeus, 1758)

Coleta 4 5 Anser anser 47
(Linnaeus, 1758)

Coleta 5 3 Anas platyrhynchos 30
Linnaeus, 1758 / A.
platyrhynchos
domesticus
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Coleta 6

Coleta 7

Coleta 8

Coleta 9

Coleta 10

Coleta 11

Coleta 12

Coleta 13

Coleta 14

Coleta 15

Coleta 16

Cairina moschata
domestica
(Linnaeus, 1758)

Cairina moschata
(Linnaeus, 1758)

Pato mulard
(hibrido entre
Cairina moschata
domestica x Anas
platyrhynchos
domesticus)

Dendrocygna
viduata (Linnaeus,
1766)

Anser anser
Linnaeus, 1758 /
Anser cygnoides

(Linnaeus, 1758) /
Cairina moschata
domestica
(Linnaeus, 1758) /
Anas platyrhynchos
Linnaeus, 1758

Anser cygnoides
(Linnaeus, 1758)

Anser cygnoides
(Linnaeus, 1758)

Cairina moschata
domestica
(Linnaeus, 1758)

Dendrocygna
viduata (Linnaeus,
1766)

Cairina moschata
(Linnaeus, 1758)

Amazonetta
brasiliensis
(Gmelin, 1789)

30

13

10

28

40

80

20

64
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Todas as amostras foram oriundas de defecacbes naturais, sem o uso de farmacos ou
quaisquer outros meios para tal. Foram coletadas diretamente dos recintos dos animais ou nas
imediacdes de suas instalagdes (gramados, areas externas, comedouros, proximidades de lagos).
Jé& para as amostras de anatideos silvestres de vida livre, foi realizado monitoramento ativo do
comportamento das aves, com observacdo a distancia com auxilio de binoculos (modelo
Bushnell H20 Waterproof 8 x 25 mm), até certificar-se que as aves tinham evacuado. Logo em
seguida, foi feito a aproximacao no local para o recolhimento do material fecal. Posteriormente,

todas essas amostras de fezes coletadas foram encaminhadas ao laboratdrio (figuras 13, 14).

Conforme preconizado na licenca da CEUA, o grau de invasividade aplicado foi
categorizado como grau 1 (experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou
estresse), tendo em vista que ndo houve contato, manuseio ou contenc¢ado dos animais, sendo as
amostras provenientes de doacao dos proprietarios dos animais, com 0s pesquisadores apenas

coletando ou recebendo esses materiais.

Ao todo, foram examinados 44 anatideos de 6 espécies diferentes e 1 hibrida, com a
obtencdo de 404 amostras (Tabela 3) (figuras 8, 9, 10, 11, 12). As espécies foram: o ganso-
bravo Anser anser Linnaeus, 1758; ganso-sinaleiro Anser cygnoides (Linnaeus, 1758); pato-do-
mato Cairina moschata (Linnaeus, 1758); pato-real Anas platyrhynchos Linnaeus, 1758; ireré
Dendrocygna viduata (Linnaeus, 1766) e marreca-ananai Amazonetta brasiliensis (Gmelin,
1789). Algumas dessas espécies também se encontravam na sua variedade domestica (A. anser
domesticus; A. cygnoides domesticus; A. platyrhynchos domesticus e C. moschata domestica),
perceptivel pela plumagem predominante branca. A espécie hibrida em questdo, correspondia
a um pato mulard (também conhecido popularmente como “pato mula” ou “parreco”), um
hibrido entre C. moschata domestica e A. platyrhynchos domesticus. Cabe ressaltar que C.
moschata, D. viduata e A. brasiliensis sdo espécies nativas do Brasil, ja as outras espécies sdo

exoticas. A seguir, sdo apresentadas fotos registradas dos hospedeiros nos locais de coleta:
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Figura 8 — Aglomeracdo de gansos das espécies Anser anser e Anser cygnoides. Animais com

plumagem branca representam a variedade doméstica da espécie. Fotos referentes a coleta 2

(Teresopolis/RJ). Autoria: Mariana de Souza Oliveira.
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Figura 9 — Marrecos e patos amostrados no estudo. Fotos 2a e 2b: Anas platyrhynchos e Anas

platyrhynchos domesticus referentes a coleta 5 (Resende/RJ). Foto 2c: Cairina moschata domestica
referente & coleta 6 (Resende/RJ). Fotos 2d e 2e: Cairina moschata, C. moschata domestica e A.
platyrhynchos domesticus referentes a coleta 7 (Virginia/MG). Autoria: Carlos Nei Ortlzar Ferreira (2a,
2b, 2c) e Bruno Lincoln de Oliveira Saise (2d, 2e).
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Figura 10 — Gansos, patos e marrecos cujas fezes foram examinadas. Gansos das espécies Anser
cygnoides e Anser anser (3a), patos Cairina moschata domestica (3b, 3c), marrecos Anas platyrhynchos
(3d, 3f) e pato hibrido mulard (3e). Fotos 3a, 3b, 3c, 3d e 3f referentes a coleta 10 (Rio de Janeiro/RJ).
Foto 3e referente a coleta 8 (Seropédica/RJ). Autoria: Carlos Nei Ortuzar Ferreira.
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Figura 11 — Pato Cairina moschata domestica internado em hospital veterinario. Fotos referentes a

coleta 13 (Rio de Janeiro/RJ). Autoria: Juliana Xavier Garcia de Oliveira.

Figura 12 — Marrecos selvagens de vida livre das espécies Dendrocygna viduata (5a, 5b) e Amazonetta
brasiliensis (5c, 5d). Fotos 5a, 5b referentes as coletas 9 e 14 (Seropédica/RJ) e fotos 5¢, 5d referentes

a coleta 16 (Seropédica/RJ). Autoria: Carlos Nei Ortlzar Ferreira.
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“f0CA DOs BicHos"
AGROPECUARIA
02/03/2023

Figura 13 — Amostras incubadas para esporulagdo. 6a: Amostras referentes a coleta 10. As marcac¢des
com “P” nos tubos identificam amostras de patos (Cairina moschata), tubos marcados com “M”
identificam amostras de marrecos (Anas platyrhynchos) e tubos com “G”, referem-se a amostras de
gansos (Anser anser e Anser cygnoides). 6b: Amostras referente a coleta 14, de anatideos silvestres da

espécie Dendrocygna viduata.

Figura 14 — Amostras referentes a coleta 14, de anatideos silvestres da espécie Dendrocygna viduata.

As fezes foram recolhidas no gramado em frente ao lago do 1B, campus da UFRRJ.
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4.4 Processamento das amostras

Toda a etapa inicial do processamento se deu nas instalacfes do Laboratorio de Biologia
de Coccidios (LABICOC), vinculado ao Departamento de Biologia Animal (DBA) e situado
no anexo Il (Pavilh&o professor Hugo de Souza Lopes) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude (ICBS) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Esse processamento
inicial, corresponde aos procedimentos que permitem a caracterizacdo morfolégica e
morfométrica de um oocisto, bem como seu isolamento para analises moleculares

prosseguintes.

As amostras fecais obtidas foram acomodadas em tubos Falcon (tubos de centrifuga de
15 ml) contendo uma relacdo de 1/6 de fezes para 5/6 de solucdo aquosa de dicromato de
potéssio (KoCr.O7) a 2,5%. Para que 0s oocistos permanecessem Vidveis, 0s tubos
permaneceram incubados em bandejas na bancada do laboratério em temperatura ambiente com
suas tampas desrosqueadas e sobressaltadas, sendo diariamente abertos e homogeneizados
durante um periodo de 7 dias ou até verificar-se que mais de 70% dos oocistos estivessem
esporulados. Essa etapa é de importancia crucial, pois assegura constante oxigenacdo das
amostras e permite que ocorra a esporulacdo dos oocistos; e € somente apds a esporulacdo que
as espécies coccidianas podem ser identificadas através da caracterizacdo morfoldgica e
morfométrica de seus oocistos. Ja a adicdo de solucdo de dicromato de potassio (K2Cr.07) a
2,5% se justifica pelo fato desta inibir o crescimento de outros microrganismos indesejados
(e.g. fungos e bactérias), mantendo assim apenas 0s oocistos de interesse nos recipientes e

impedindo situacfes de contaminacao.

Apb6s a esporulacdo, os oocistos foram recuperados das amostras pela técnica
coproparasitologica denominada: método de Sheather modificado. Esta € uma técnica de
centrifugo-flutuacdo com solucédo de sacarose (na proporcdo 1000g sacarose para 650ml dgua)
descrita por Sheather (1923) e modificada por Duszynski e Wilber (1997). Ela consiste em,
primeiramente, centrifugar as amostras em agua destilada por 10 minutos a frequéncia de 2.500
rpm (rotagdes por minuto). Nessa primeira rodada, visa-se retirar o excesso de dicromato de
potassio e sedimentar o conteudo fecal no fundo do tubo, desprezando-se o sobrenadante.
Depois, uma segunda rodagem em centrifuga é feita (novamente por 10 minutos a 2.500 rpm),
mas desta vez com solucdo saturada de sacarose. Agora, pela diferenca de densidade (solucédo
saturada mais densa que o contetdo fecal) o material fecal é suspenso no tubo, permitindo a

flutuacdo dos oocistos. Completa-se entdo o tubo com mais solucdo saturada até formar um
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menisco convergente. Por fim, acopla-se uma laminula na “boca” do tubo e espera-se mais 15
minutos para que haja a fixagdo dos oocistos na laminula. Concluido esse tempo, a laminula é
retirada e colocada cuidadosamente na superficie de uma lamina (previamente marcada com o
codigo da respectiva amostra) para visualizacdo no microscopio optico (DUSZYNSKI,;
WILBER, 1997; BERTO et al., 2014). As centrifugas utilizadas no processamento mencionado
foram as seguintes: modelo CENTRIBIO 80-2B e modelo KASVI K14-0815C (figura 15).

Figura 15 — Modelos das centrifugas utilizadas no processamento das amostras.

4.5 Caracterizacdes morfoldgica

Para cada amostra foi montada uma lamina para analise em microscopia éptica, sendo
avaliada a presenca ou auséncia de oocistos (prevaléncia). Nas laminas positivas, foi
contabilizada a quantidade total de oocistos (entre esporulados e ndo esporulados), para a
estimativa da densidade parasitaria, mensurada em oocistos por defecacdo (OoPD). A
densidade parasitaria confere uma estimativa da severidade ou patogenicidade da doenca
causada por uma respectiva espécie parasitaria (BUSH et al. 1997; DOLNIK, 2006). Foi
utilizado um microscépio modelo Olympus BX41 binocular (Olympus Optical, Toquio, Japao).
Apobs a observacdo dos oocistos, alguns foram selecionados para fotomicrografias. Foram
fotomicrografados pelo menos 10 oocistos de cada lamina, preferencialmente esporulados e
bem representativos de cada morfotipo. Laminas contendo um namero inferior a esse, tiveram

todos os seus oocistos registrados.
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As fotomicrografias sdo importantes pois garantem o registro de possiveis fotossintipos
no caso de descri¢do de novas espécies. Elas foram realizadas por meio de uma camera digital
modelo Eurekam 5.0 Bel Photonics (BEL Photonics, Monza, Italia), acoplada ao microscépio,
acessando o software Bel View Capture (Versao 6.2.3.0, BEL Engineering, Monza, Italia) no
computador (figura 16). Utilizou-se objetiva ocular de 100X (maior aumento) e 6leo de imersdo
com intuito de melhorar a visualizagdo, garantindo um maior detalhamento e nitidez das

estruturas presentes nos oocistos esporulados. O 6leo de imersdo usado foi da marca Merck.

Figura 16 — Microscdpio Optico equipado com camera digital para realizagdo de fotomicrografias.

Para identificacdo dos oocistos a nivel de espécie, utilizou-se como base as diretrizes e
estudos morfoldgicos e morfométricos destacados por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al.
(2014) que auxiliam na classificacdo dos oocistos esporulados de coccidios. Dessa forma, 0s
oocistos foram comparados morfologicamente com todas as descri¢cGes de espécies contidas
para a mesma familia hospedeira, seguindo o padrao de especificidade parasitaria “familia-

hospedeiro”, consolidado na literatura.

Nesse sentido, a fim de melhorar a caracterizacdo e analise dos diferentes morfotipos
observados, desenhos de linha de cada morfotipo foram feitos a méo, com lapis em pranchas

de papel sulfite.

4.6 Caracterizagdes morfométrica

A caracterizacdo morfométrica € um prosseguimento complementar da caracterizacao

morfolégica de um oocisto, sendo também indispensavel, de modo que ndo € indicado
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identificar uma espécie desconsiderando uma dessas etapas. Novamente, por meio do software
Bel View Capture, todas as estruturas dos oocistos fotomicrografados foram medidas, tais
como: didmetro maior (DM) e menor do oocisto (dm), espessura da parede do oocisto, tamanho
dos corpos residuais (ou residuo do oocisto), diametros dos corpos refrateis dos esporozoitos,
comprimento e largura dos esporozoitos. Assim, essa etapa nada mais é do que a mensuragao
de tamanho dos oocistos e suas estruturas, na grandeza de micrometros (um). A escala utilizada
no software foi de 1280 x 960 pixels para as fotomicrografias registradas em baixa resolucao;

e 2592 x 1944 para fotomicrografias em alta resolucéo.

A partir disso, pode-se entdo estipular o formato de um oocisto entre esférico,
subesférico, elipsoide. De acordo com Berto et al. (2014), o indice de forma de um oocisto €
obtido através da relacdo entre as proporc6es do diametro maior (comprimento) e didmetro
menor (largura). A razdo (divisdo) entre os valores de cada parte gera um valor; e de acordo
com o resultado a caracterizacdo pode ser feita. Valores exatos a 1,0 (=1) configuram oocistos
esféricos, ja valores entre 1,0 e 1,1 (>1 e <1.1) configuram oocistos subesféricos, e ao passo

que valores superiores a 1,1 (>1,1) enquadram oocistos dentro do “complexo elipsoide”.

Posteriormente, todos os oocistos visualizados foram separados em morfotipos de
acordo com seus padrdes. Quando possivel, oocistos dos morfotipos, foram selecionados para

serem isolados com destinacdo para a biologia molecular.

4.7 Isolamento dos oocistos

Foram isolados alguns dos oocistos, destinados para sequenciamento na biologia
molecular. O isolamento consiste em recuperar da ldamina, um Unico ou poucos oocistos do
mesmo morfotipo, individualizando-os em aliquotas sobre a ldmina de isolamento, com auxilio
de uma pipeta volumétrica analitica. Para tal, foram seguidas as diretrizes de Dolnik et al.
(2009), onde a ldmina de isolamento é montada com a adesivacdo parcial de uma laminula
estéril sobre uma lamina. As gotas sdo cuidadosamente depositadas sobre a laminula, que ao
ser levada para o microscopio, é entdo invertida. No lado oposto da laminula, é colocado 6leo
de imersdo para que cada gota possa ser visualizada em detalhes para a auséncia ou presenca

de oocistos (figura 17).

Esse procedimento é realizado em duas etapas, com os volumes trabalhados na grandeza

de microlitros (ul). Primeiramente, séo selecionadas as laminas com os maiores numeros de
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oocistos, sendo 0 OoPD minimo de 50 oocistos para que o isolamento seja feito. Retira-se entdo
a laminula da ldamina que agora estardo separadas contendo 0s oocistos nos residuos de solugéo.
Através de uma pipeta volumétrica (regulavel entre 0,2 a 2,0 ul), retirar-se esses residuos da
lamina/laminula e os transfere em gotas para a superficie da lamina de isolamento. Observa-se
essas gotas no microscopio e escolhe-se uma delas contendo oocistos do mesmo morfotipo.
Essa serd a gota isolada, enquanto as outras serdo consequentemente desprezadas. Todos 0s
oocistos da gota isolada sdo fotomicrografados. Posteriormente, agora utilizando uma pipeta de
20 a 200 pl, acrescenta-se 100 pul de solugao de Lise em um microtubo estéril (eppendorf) de
1,5 mililitro (ml). Utiliza-se entéo parte do volume dessa solugédo para pingar em cima da gota
contendo os oocistos e sugé-la subsequentemente, recuperando-a e transferindo-a para o
eppendorf logo em seguida. Por fim, o eppendorf é identificado e encaminhado para o
processamento da biologia molecular, sendo armazenado em temperatura ambiente (figuras 18
e 19).

A solucdo de Lise utilizada tem a seguinte composi¢do: 10 milimolares (mM) de cloreto
de sodio (NaCl); 10 milimolares (mM) de cloridrato de tris (TRIS-HCI) com pH 8,0; 25
milimolares (mM) de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 0,5% de dodecil sulfato de
sodio (SDS). O TRIS-HCI é um agente tamponante (tampao acido) para ajustar o pH da solugéo.
Jao EDTA, agente quelante, inibe a acdo de enzimas que venham a degradar o DNA. E 0 SDS

é um tensoativo anidnico com propriedades anfifilicas, conferindo a ele uma acéo detergente.

A B

Figura 17 — Configuracéo da ldmina de isolamento montada. Na figura, (A) demonstra vista "superior";
(B) vista “frontal”; ms: lamina de microscopio, s: fita adesiva; cg: laminula, obj: objetiva de

microscopio, io: 6leo de imerséo, ooc: gota com oocistos. Fonte: Dolnik et al. (2009).
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Figura 18 — Equipamentos utilizados para isolamento dos oocistos. Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Figura 19 — Amostras contendo oocistos de Tyzzeria isolados em solucdo de Lise. Fonte: Arquivo

pessoal (2022).

4.8 Biologia molecular

Com os isolados em maos, foram procedidas as etapas para extrair o DNA e realizar a

técnica da PCR (reacdo em cadeia da polimerase). A partir daqui todos os procedimentos foram
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realizados no Laboratorio de Genotoxicidade de Plantas (LaGeP), também situado no mesmo
pavilhdo do LABICOC (anexo Il do ICBS).

4.8.1 Extracdo do DNA

Os oocistos, contidos nas amostras em 100 ul de solugdo de Lise, sdo submetidos a
extragdo de DNA com emprego de choque-térmico e proteinase K. Para tal, sdo adicionados
em cada eppendorf mais 200 pl de solugéo de Lise e 200 miligramas (mg) de pérolas de zirconia
(Beads) (figura 20). Com o objetivo de quebrar a parede do oocisto, foram realizados ciclos que
se alternavam entre choques térmicos e de atritos fisicos. As amostras foram levadas ao vortex
para serem agitadas por 10 minutos, depois foram acondicionadas no freezer a -4°C por mais
10 minutos e em seguida incubadas em banho-maria a 60°C, novamente por mais 10 minutos.
Todo esse processo de choque térmico e fisico foi repetido por 4 vezes. Concluida esta etapa,
as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm durante 10 minutos, depois retirou-se o
sobrenadante e fez-se a transferéncia de cada amostra para um tubo novo. Essa metodologia foi
adaptada de Funada (2009). Adiciona-se entdo 25 ul de proteinase K ao tubo, levando-o
novamente ao banho-maria para incubacdo a 60°C por 1 hora. A cada 30 minutos leva-se ao
vortex. Apos a quebra de parede e a incubagdo com a proteinase K, foi utilizado o kit QUICK
DNA (ZYMO RESEARCH), seguindo as informagdes do fabricante.

o

Figura 20 — Amostras dos isolados acrescidas com beads de zirconia. Fonte: Arquivo pessoal (2024).
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A proteinase K é uma enzima serinoprotease de amplo espectro, comumente usada em
biologia molecular para digerir proteinas ou remover a contaminacdo de preparacdes de &cido
nucleico, sendo utilizada para a liberacdo de acidos nucléicos, uma vez que inativa de forma
muito eficaz DNases e RNases. A adicdo de proteinase K a preparacdes de acidos nucleicos
inativa rapidamente nucleases que poderiam degradar o DNA ou RNA durante a purificacéo.
Assim, sua aplicacdo é altamente adequada, uma vez que a enzima é ativa na presenca de
produtos quimicos que desnaturam e inibem proteinas, como SDS e agentes quelantes como
EDTA (HILZ et al., 1975).

4.8.2 PCR e nested PCR

Prosseguindo, de agora em diante as amostras se encontram prontas para serem
submetidas a PCR e nested PCR. As amostras de DNA extraido foram amplificadas pela PCR
e nested PCR do gene codificador da subunidade menor do rRNA (CRY_SSU rRNA). Os
primers e as condi¢des utilizadas nas reac6es séo descritos a seguir (Quadro 1):

Quadro 1. Sequéncias dos primers utilizados nas reac6es de PCR e nested PCR.

Primers Sequéncias Tamanho dos Ciclo Referéncias
fragmentos

PCR CRY_SSU 5 -GATTAAGCCATGCATGTCTAA-3’ ~723 94°C 5’ 35x

F1 (94°307, 54°C

CRY_SSU 5-TTCCATGCTGGAGTATTCAAG3’ 45”,72°1°)

R1 72°5° Pinto et al.
nested | CRY_SSU 5-CAGTTATAGTTTACTTGATAATC- 3’ ~631 94°C 5° 35x (2021)
PCR F2 (94°307, 54°C

CRY_SSU 5"-CCTGCTTTAAGCACTCTAATTTTC-3 45”,72°1°)

R2 72°5°

As amplificagdes foram realizadas com um volume final de 25ul. A cada reagéo foi
usado um controle negativo (agua ultrapura), tanto para PCR quanto para o nested PCR. As
reacOes consistiam em 0,2uM (0,25ul) para cada primer, 12,5ul de enzima GOTAq e 3ul de
DNA extraido. O nested PCR foi realizado nas mesmas condic¢des do PCR anterior, mas com
emprego do primer CRY SSU F2/CRY_SSU R2 e 3ul do produto da primeira reagao.

4.8.3 Deteccao do produto amplificado

Os fragmentos gerados nas reacGes de PCR e nested PCR foram analisados em
eletroforese de cuba horizontal com gel de agarose a 1,2% previamente imersos em tampé&o

TAE 1X (tampdo Tris-Acetato-EDTA). Uma aliquota de 3ul de cada amostra, somadas a 2ul
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de GelREd e 1ul de corante blue green loading, foram adicionadas em cada pogo do gel de
agarose. Apos a corrida, o gel foi visualizado em um trans-iluminador com luz ultravioleta. As

dimens6es dos fragmentos amplificados foram comparadas a um padréo de peso molecular com

fragmentos multiplos de 100pb disposto no gel juntamente com as amostras analisadas (figura
21).

Figura 21 — Utilizacdo da eletroforese em gel de agarose e avaliagdo dos resultados da PCR. Autoria:

Mariana de Souza Oliveira.

4.8.4 Purificacdo do produto amplificado

Por fim, as amostras que apresentaram amplificac6es foram purificadas com kits RELIA
PREP DNA, de acordo com instrucdes do fabricante. Apos isto, foram preparadas para o

sequenciamento, realizado pela ACTGene — Analises Moleculares Ltda.

4.9 Anadlises das sequéncias de DNA
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Todos os produtos de PCR foram sequenciados utilizando os primers de PCR forward e
reverse, onde um Analisador Genético ABI-Prism 3500 (Applied Biosystems, Foster City,
Califérnia) foi usado para sequenciamento de Sanger. Os resultados das reacdes de
sequenciamento foram analisados e editados atraves do programa Chromas 2.6. As sequéncias
recém-geradas foram comparadas com as de outros coccidios disponiveis no banco de dados
do GenBank usando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Os
alinhamentos foram criados no MEGA v10.2.6 usando Clustal W (//www:.clustalw.genome.jp).
Arvores filogenéticas foram construidas para espécies coccidianas com sequéncias de 18S
adicionadas no GenBank. As relagdes filogenéticas foram reconstruidas usando a Inferéncia
Bayesiana no MrBayes v3.2.7 (RONQUIST et al., 2012) e o método de méxima
verossimilhanca no MEGA (KUMAR et al., 2018). Os modelos evolutivos mais adequados
para todas as analises filogenéticas foram selecionados pela Selecdo de Modelos no MEGA. A
analise de Inferéncia Bayesiana foi conduzida sob o modelo evolutivo GTR+G para 1.000.000
geragdes, e as arvores foram resumidas apds a remocao de 25% do burn-in. A analise de maxima
verossimilhanca foi realizada sob 0 modelo evolutivo TN93+G, e os valores de Bootstrap foram
calculados por 1.000 réplicas para avaliar a confiabilidade de topologias de arvore inferidas. As
arvores filogenéticas resultantes foram visualizadas em MrBayes e MEGA e exportadas em
FigTree v1.4.4 (//tree.bio.ed.ac.uk/).
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5 RESULTADOS

5.1 Prevaléncia, densidade parasitaria e identificaces

Do montante de 16 coletas realizadas, 9 estavam positivas (56,25%) para algum
morfotipo de Tyzzeria sp. Foram elas: coleta 4, coleta 6, coleta 7, coleta 9, coleta 10, coleta 11,
coleta 12, coleta 13 e coleta 14 (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados de prevaléncia das coletas.

NUmero Hospedeiros Prevaléncia Morfotipo

da coleta

Coleta 1 A. cygnoides Negativa (-) -

Coleta 2 A. anser / A. Negativa (-) -
cygnoides

(incluindo var.
domesticus)

Coleta 3 C. moschata Negativa (-) -
domestica
Coleta 4 A. anser Positiva (+) Morfotipo 1
Coleta 5 A Negativa (-) -
platyrhynchos

(incluindo var.
domesticus)

Coleta 6 C. moschata Positiva (+) Morfotipo 2
domestica

Coleta 7 C. moschata Positiva (+) Morfotipos 2, 3, 4

Coleta 8 Hibrido (A. Negativa (-) -
platyrhynchos
domesticus +
C. moschata
domestica)

Coleta 9 D. viduata Positiva (+) Morfotipos 2, 3, 4

Coleta 10 A. anser / A. Positiva (+) Morfotipo 1
cygnoides / C.
moschata
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domestica / A.

platyrhynchos
Coleta 11 A. cygnoides Positiva (+) Morfotipo 1
Coleta 12 A. cygnoides Positiva (+) Morfotipo 1
Coleta 13 C. moschata Positiva (+) Morfotipos 2, 3
domestica

Coleta 14 D. viduata Positiva (+) Morfotipos 3, 4
Coleta 15 C. moschata Negativa (-) -

Coleta 16 A. brasiliensis Negativa (-) -

Foram identificados quatro morfotipos distintos do género. O morfotipo 1 foi
encontrado apenas nas amostras dos gansos domésticos A. anser e A. cygnoides, ambos exo6ticos
da avifauna brasileira. J& os demais morfotipos, foram observados somente nos anatideos
nativos do Brasil. Os morfotipo 2 e 3, em amostras do pato C. moschata, incluindo sua var.
domestica; e na marreca selvagem D. viduata. E o morfotipo 4, foi observado nas espécies C.

moschata e D. viduata.

Apenas oocistos esporulados foram considerados para as caracteriza¢fes morfoldgicas
e medicBes. Segue abaixo, a relacdo de prevaléncia (+/-), densidade parasitaria (OoPD) e
morfotipos encontrados por amostras de cada uma das 16 coletas (Quadros 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17):

Quadro 2. Dados referente a coleta 1: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificagdo.

Cdédigo da

coleta ot

Localidade da
coleta

Data da coleta 28/02/2022 o " % miatogs ®

Criadouro Sombra e Agua Fresca

Cédigo | Horario
da da (+/-) OoPD Morfotipo
amostra | coleta

NUumero do | Espécie
hospedeiro | hospedeira

01 a 17:00
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Anser
cygnoides

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

Quadro 3. Dados referente a coleta 2: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificagéo.

Cdédigo da
coleta 0z
Localidade da .
coleta Granja Comary
Data da coleta 22/05/2022
, . Cédigo | Horéario
rl:lumero QO Espeug da da (+/-) OoPD Morfotipo
ospedeiro | hospedeira
amostra | coleta
a 16:00 -
b 16:00 -
c 16:00 -
d 16:00 -
e 16:00 -
Anser anser ]
[ A. anser f 16:00 N
domesticus / 16:00 -
Anser
01 cygnoides / 16:00 -
A. cygnoides i ]
domesticus ! 16:00 -
*an':lostra J 16:00 _
mista*
k 16:00 -
I 16:00 -
m 16:00 -
n 16:00 -
o} 16:00 -
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Quadro 4. Dados referente a coleta 3: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificacdo.

coleta

Cdédigo da

03

Localidade da

Sitio Lago Santa Rita

coleta
Data da coleta 15/06/2022 " % igtop® ®
. . Cédigo | Horéario
NMIED QO Especu_a da da (+/-) OoPD Morfotipo
hospedeiro | hospedeira
amostra | coleta
a 10:00 -
b 10:00 -
c 10:00 -
Cairina d 10:00 -
01 moschata
domestica e 10:00 -
f 10:00 -
g 10:00 -
h 10:00 -

Quadro 5. Dados referente a coleta 4: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificagéo.

Caodigo da 04 &
coleta &
<
S
N N
Localidade da Criadouro Sombra e Agua Fresca %
coleta %,
Data da coleta 31/07/2022 " UFRR) ? e Biatog)? ¢
, L Cédigo | Horério
NImE o | [SSRCEOIE | . da (+-) | OoPD | Morfotipo
hospedeiro | hospedeira
amostra | coleta
a 17:00 + 8 Morfotipo 1
b 17:00 + 157 Morfotipo 1
c 17:00 + 3 Morfotipo 1
d 17:00 -
e 17:00 -
01 Anser anser
f 17:00 -
g 17:00 -
17:00 -
i 17:00 + 20 Morfotipo 1
j 17:00 + 1 Morfotipo 1
a 17:00 -
02 Anser anser
b 17:00 + 6 Morfotipo 1
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17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

03

Anser anser

17:00

T (o

17:00

17:00

Q|0

17:00

(¢}

17:00

17:00

17:00

= (e}

17:00

17:00

17:00

Morfotipo 1

04

Anser anser

17:00

o | o

17:00

17:00

Q|0

17:00

17:00

17:00

Morfotipo 1

17:00

17:00

14

Morfotipo 1

17:00

17:00

05

Anser anser

17:00

o | o

17:00

17:00

Morfotipo 1

Q|0

17:00

11

Morfotipo 1

17:00

17:00
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Quadro 6. Dados referente a coleta 5: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificacdo.

coleta

Cdédigo da

05

coleta

Localidade da

Hotel Fazenda Villa-Forte

Data da coleta

02/01/2023

Numero do
hospedeiro

Espécie
hospedeira

Cdédigo
da
amostra

Horario
da
coleta

Morfotipo

01

Anas
platyrhyncho
s

10:00

T |

10:00

10:00

Q|0

10:00

()

10:00

10:00

10:00

= (e}

10:00

10:00

10:00

02

Anas
platyrhyncho
s domesticus

10:00

o | o

10:00

10:00

Q|0

10:00

[¢)

10:00

10:00

10:00

= (e}

10:00

10:00

10:00

03

Anas
platyrhyncho
s domesticus

10:00

o | o

10:00

10:00

Q|0

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00
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Quadro 7. Dados referente a coleta 6: resultados de prevaléncia, densidade parasitéria e identificacdo.

coleta

Cdédigo da

06

coleta

Localidade da

Hotel Fazenda 3 Pinheiros

Data da coleta

02/01/2023

Numero do
hospedeiro

Espécie
hospedeira

Cdédigo
da
amostra

Horario
da
coleta

Morfotipo

01

Cairina
moschata
domestica

10:00

T |

10:00

Morfotipo 2

10:00

Q|0

10:00

()

10:00

10:00

10:00

= (e}

10:00

10:00

10:00

02

Cairina
moschata
domestica

10:00

o | o

10:00

10:00

Q|0

10:00

[¢)

10:00

10:00

10:00

= (e}

10:00

10:00

10:00

03

Cairina
moschata
domestica

10:00

o | o

10:00

10:00

Morfotipo 2

Q|0

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00
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Quadro 8. Dados referente a coleta 7: resultados de prevaléncia, densidade parasitéria e identificacdo.

Cddigo da 07 &
coleta &
<
=
Localidade da Hotel Fazenda Vale da ‘%
coleta Mantiqueira 7/4,
Data da coleta 28/01/2023 7 UERR) ® % miaton
. . Cédigo | Horéario
NMIED QO Especu_a da da (+/-) OoPD Morfotipo
hospedeiro | hospedeira
amostra | coleta
a 8:00 -
b 8:00 -
c 8:00 + 2 Morfotipo 2
d 8:00 -
il Cairina e 8:00 -
moschata f 8:00 }
g 8:00 -
h 8:00 -
i 8:00 + 46 Morfotipos 3, 4
j 8:00 -
a 8:00 + 241 Morfotipo 3
Cairina ] .
02 moschata b 8:00 + 289 Morfotipos 3, 4
c 8:00 -

Quadro 9. Dados referente a coleta 8: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificagéo.

Cddigo da
coleta

08

Localidade da
coleta

AnimAves Loja Agropecudria

Data da coleta 02/02/2023
, L Cédigo | Horério
MIGED QO Especu? da da (+/-) OoPD Morfotipo
hospedeiro | hospedeira
amostra | coleta
a 13:00 -
“Pato mula” b 13:00 -
Hibrido
(Anas c 13:00 -
platyrhyncho .
ol s domesticus d 13:00 -
x Cairina e 13:00 -
moschata
domestica) f 13:00 -
g 13:00 -
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13:00

13:00

13:00

Quadro 10. Dados referente a coleta 9: resultados de prevaléncia, densidade parasitéria e identificacéo.

coleta

Cddigo da

09

coleta

Localidade da

Lago do 1B, UFRuralRJ

Data da coleta

08/02/2023

NUmero do
hospedeiro

Espécie
hospedeira

Cdédigo
da
amostra

Horario
da
coleta

Morfotipo

01

Dendrocygn
a viduata

10:00

Morfotipo 2

o | o

10:00

10:00

o |0

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00

Morfotipo 3

10:00

02

Dendrocygn
a viduata

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00

11

Morfotipos 3, 4

10:00

10:00

Morfotipos 2, 3

10:00

Morfotipo 3

10:00

10:00

03

Dendrocygn
a viduata

10:00

Morfotipos 3, 4

o | o

10:00

(9]

10:00

10:00

10:00

Morfotipo 3

10:00

Morfotipo 3
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10:00

Morfotipo 3

10:00

Morfotipos 2, 3

Quadro 11. Dados referente a coleta 10: resultados de prevaléncia, densidade parasitéria e identificacéo.

coleta

Cddigo da

10

Localidade da

Toca dos Bichos, Loja

coleta Agropecuaria
Data da coleta 02/03/2023
Nomerodo | Espécie | "% | "5 | iy | oopp | worfotipo
amostra | coleta
a 10:00 -
b 10:00 -
c 10:00 + 5 Morfotipo 1
d 10:00 + 1 Morfotipo 1
R T
g 10:00 + 3 Morfotipo 1
10:00 -
i 10:00 -
j 10:00 + 1 Morfotipo 1
a 10:00 -
b 10:00 -
c 10:00 + 1 Morfotipo 1
d 10:00 + 3 Morfotipo 1
e 10:00 + 16 Morfotipo 1
02 Anser anser
f 10:00 -
g 10:00 + 2 Morfotipo 1
10:00 + 1 Morfotipo 1
i 10:00 -
j 10:00 -
a 10:00 -
b 10:00 -
Cairina c 10:00 -
03 moschata
domestica d 10:00 -
e 10:00 -
f 10:00 -
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10:00

10:00

10:00

10:00

04

10:00

T |9

10:00

10:00

o |0

10:00

Anas

10:00

platyrhyncho
s

10:00

10:00

10:00

10:00

10:00

Quadro 12. Dados referente a coleta 11: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificacéo.

Cdédigo da
coleta

11

Localidade da
coleta

Criadouro Sombra e Agua Fresca

Data da coleta 01/04/2023
umerodo | espécte | “ax "G | e | oopo | wortoipo
amostra | coleta

a 17:00 -

b 17:00 -
c 17:00 + 4 Morfotipo 1
d 17:00 + 1 Morfotipo 1
Anser e 17:00 + 1 Morfotipo 1

o cygnoides £ 17:00 }

g 17:00 -

17:00 -

i 17:00 -
j 17:00 + 1 Morfotipo 1

a 17:00 -
02 Ansgr b 17:00 + 5 Morfotipo 1
cygnoides c 17:00 + 7 Morfotipo 1

d 17:00 -
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17:00

17:00

17:00

0 |Q

17:00

17:00

—

17:00

03

Anser
cygnoides

17:00

o | o

17:00

17:00

(o N e}

17:00

(¢}

17:00

Morfotipo 1

17:00

17:00

Morfotipo 1

o |Q

17:00

Morfotipo 1

17:00

Morfotipo 1

—

17:00

N

Morfotipo 1

04

Anser
cygnoides

17:00

o o

17:00

17:00

Q|0

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

—

17:00

05

Anser
cygnoides

17:00

o o

17:00

17:00

Q| O

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

—

17:00

06

Anser
cygnoides

17:00

T (o

17:00

17:00
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17:00

17:00

17:00

17:00

0o |Q

17:00

17:00

—

17:00

07

Anser
cygnoides

17:00

o o

17:00

(9]

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

= (e}

17:00

17:00

—

17:00

08

Anser
cygnoides

17:00

o o

17:00

17:00

Q|0

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

17:00

Quadro 13. Dados referente a coleta 12: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificacéo.

Cdédigo da
coleta

12

Localidade da
coleta

Criadouro Sombra e Agua Fresca

Data da coleta 10/06/2023
. L Cédigo | Horério
NImET €0 | SSpOEio | R da (+) | OoPD | Morfotipo
hospedeiro | hospedeira
amostra | coleta
01 a 16:00 + 167 Morfotipo 1
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b 16:00 + 2 Morfotipo 1
c 16:00 + 171 Morfotipo 1
d 16:00 + 329 Morfotipo 1
e 16:00 + 19 Morfotipo 1
f 16:00 + 62 Morfotipo 1
g 16:00 + 77 Morfotipo 1
h 16:00 + 126 Morfotipo 1
Cyg\r’:z%res i 16:00 + 28 Morfotipo 1
j 16:00 + 415 Morfotipo 1
k 16:00 -
I 16:00 -
m 16:00 -
n 16:00 + 5 Morfotipo 1
o} 16:00 + 16 Morfotipo 1
p 16:00 -
a 16:00 + 27 Morfotipo 1
02 Anser b 16:00 + 4 Morfotipo 1
cygnoides c 16:00 + 15 Morfotipo 1
d 16:00 + 60 Morfotipo 1

Quadro 14. Dados referente a coleta 13: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificacao.

coleta

Cdédigo da

13

coleta

Localidade da

Hospital Veterinério Birds & Cia

Data da coleta 05/10/2023 UFRR) " e Bigtoy>
, L Cédigo | Horério
Numero dofii Especie da da (+/) | OoPD | Morfotipo
hospedeiro | hospedeira
amostra | coleta
ail Cairina a 09:00 .
moschata b 09:00 + 15 Morfotipos 2, 3

82



Quadro 15. Dados referente a coleta 14: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificacéo.

Cdédigo da

coleta 12

Localidade da Lago do IB, UFRuralRJ

coleta
Data da coleta 13/10/2023
amostra | coleta
a 9:00 -
b 9:00 -
c 9:00 -
d 9:00 -
il Dendrocygn e 9:00 -
a viduata f 9:00 .
g 9:00 -
h 9:00 -
i 9:00 -
i 9:00 -
a 9:00 -
b 9:00 -
c 9:00 -
d 9:00 -
02 Dendrocygn e 9:00 -
a viduata f 9:00 .
g 9:00 -
h 9:00 -
i 9:00 -
j 9:00 -
a 9:00 -
b 9:00 -
c 9:00 -
d 9:00 -
03 Dendrocygn e 9:00 .
a viduata £ 9:00 ;
g 9:00 -
9:00 -
i 9:00 -
j 9:00 -
04 a 9:00 + 2 Morfotipo 3
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Dendrocygn
a viduata

9:00

Morfotipo 4

9:00

9:00

9:00

9:00

Morfotipo 4

9:00

Morfotipo 3

0o |Q

9:00

9:00

—

9:00

05

Dendrocygn
a viduata

9:00

T |

9:00

9:00

Morfotipo 4

Q|0

9:00

()

9:00

9:00

9:00

= (e}

9:00

9:00

—

9:00

06

Dendrocygn
a viduata

9:00

o | o

9:00

9:00

Morfotipo 4

Q|0

9:00

11

Morfotipos 3, 4

[¢)

9:00

9:00

9:00

o |Q

9:00

16

Morfotipo 4

9:00

Morfotipo 3

—

9:00

Morfotipo 3

07

Dendrocygn
a viduata

9:00

Morfotipo 3

o | o

9:00

9:00

9:00
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Quadro 16. Dados referente a coleta 15: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificacao.

Cddigo da 15
coleta

Localidade da
coleta

Data da coleta 19/10/2023 o " % Biatog ®

HVPA (setor de silvestres)

Numero do | Espécie Cédigo | Horario
; pecie da da (+/-) OoPD Morfotipo
hospedeiro | hospedeira
amostra | coleta

a 09:00 -

o1 Cairina b 09:00 -
moschata c 09:00 _

d 09:00 -

Quadro 17. Dados referente a coleta 16: resultados de prevaléncia, densidade parasitaria e identificacdo.

Cddigo da 16
coleta

Localidade da
coleta

Data da coleta 15/11/2023 o " % piatog ®

Alagado do PSA, UFRuralRJ

Numero do | Espécie Cadigo | Horario
( pecie da da (+1-) OoPD Morfotipo
hospedeiro | hospedeira
amostra | coleta

a 09:00 -

o1 Amazonetta b 09:00 -
brasiliensis c 09:00 ]

d 09:00 -

Na coleta 1, nenhuma das 10 amostras obtidas foram positivas (prevaléncia de 0%). Na
coleta 2, também todas as 15 amostras deram negativo (prevaléncia de 0%). Na coleta 3, esse
padrdo se repetiu, com todas as 8 amostras estando negativas (prevaléncia de 0%). Ja na coleta
4, das 46 amostras, 11 estavam positivas, representando uma prevaléncia de 23,9%. Todos 0s
hospedeiros estavam parasitados. A densidade parasitaria média do hospedeiro 01 foi de 18,9
(189 de OoPD total+10 amostras), a do hospedeiro 02 foi de 0,6 (6+10), a do hospedeiro 03 foi
de 0,1 (1+10), a do hospedeiro 04 foi de 1,7 (17+10) e a do hospedeiro 05 foi de 2,2 (13+6). Na
coleta 5, novamente nenhuma das 30 amostras foram positivas (prevaléncia de 0%). Na coleta

6, das 30 amostras, 2 deram positivo (prevaléncia de 6,6%). Apenas dois hospedeiros estavam
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parasitados. O hospedeiro 01 teve uma densidade parasitaria média de 0,4 (4+10), enquanto a
do hospedeiro 03 foi de 0,2 (2+10). Na coleta 7, das 13 amostras, 4 deram positivo (prevaléncia
de 30,7%). Todos os hospedeiros estavam parasitados. O hospedeiro 01 teve uma densidade
parasitaria média de 4,8 (48+10), ja o hospedeiro 02 teve uma densidade parasitaria média de
176,6 (530+3). A coleta 8 deu resultado negativo para todas as suas amostras (prevaléncia de
0%). A coleta 9 também deu resultado positivo, em 10 das suas 28 amostras (prevaléncia de
35,7%). Todos seus hospedeiros estavam parasitados. A densidade parasitaria média do
hospedeiro 01 foi de 0,5 (5+10), do hospedeiro 02 foi de 1,9 (19+10) e a do hospedeiro 03 de
4,0 (32+8). Na coleta 10, das 40 amostras 9 deram positivo (prevaléncia de 22,5%). Metade dos
hospedeiros avaliados estavam parasitados. O hospedeiro 01 teve densidade parasitaria média
de 1 (10+10) e o hospedeiro 02 de 2,3 (23+10). Na coleta 11, das 80 amostras, 11 deram positivo
(prevaléncia de 13,75%), com apenas 3 hospedeiros parasitados. A densidade parasitaria média
do hospedeiro 01 foi de 0,7 (7+10), do hospedeiro 02 de 1,2 (12+10) e do hospedeiro 03 de 0,5
(5+10). A coleta 12 positivou para 16 das 20 amostras (prevaléncia de 80%). O hospedeiro 01
teve densidade parasitaria média de 88,5 (1.417+16) e o hospedeiro 02 de 26,5 (106+4). A
coleta 13 teve prevaléncia de 50% com 1, das 2 amostras obtidas, dando positivo. O Unico
hospedeiro (01) teve densidade parasitaria média de 7,5 (15+2). A coleta 14 positivou 11 das
64 amostras (prevaléncia de 17,2%). Apenas 4 hospedeiros estavam parasitados, com o
hospedeiro 04 tendo uma densidade parasitaria de 0,8 (8+10), o hospedeiro 05 com 0,5 (5+10),
0 hospedeiro 06 com 3,7 (37+10) e o hospedeiro 07 com 0,5 (2+4). E finalmente, as coletas 15
e 16 deram negativas para todas as suas 4 amostras cada, representando uma prevaléncia de 0%

para ambas.

O morfotipo mais prevalente foi o tipo 1, sendo encontrado em 47 amostras fecais
(11,6%) e 4 coletas diferentes (25%). Em seguida, aparece o morfotipo 3, sendo observado em
19 amostras (4,7%) e 4 coletas (25%). Depois, o0 morfotipo 4 sendo observado em 9 amostras
(2,2%) e 3 coletas (18,75%). E por altimo, o morfotipo 2, que foi encontrado em 7 amostras
(1,7%) e 4 coletas (25%). O morfotipo 1 foi identificado como T. parvula conforme sua
caracterizacdo previa estabelecida na literatura cientifica, para seus respectivos hospedeiros. Os
demais morfotipos foram registrados para hospedeiros nunca antes relatados, com alguns
apresentando parede aspera, caracteristica essa inédita, representando assim, novas espécies em
potencial ou uma espécie altamente polimorfica. 1sso sera debatido mais profundamente no

topico 6.4 da discussdo. Cada um dos morfotipos sdo descritos detalhadamente a seguir:
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5.2 CaracterizacGes morfoldgica/morfométrica dos morfotipos encontrados
5.2.1 Morfotipo 1

Oocistos sub esféricos (n=180), medindo 11-17 x 9-14 um (13,5 x 12,0), com indice
morfométrico DM/dm (relagdo comprimento/largura) de 1,0-1,4 um (1,1). Parede do oocisto é
dupla (bicamada interna, externa), lisa, variando entre grossa e fina, com espessura de 0,5-1,4
um (1,0) (n=144). Micrdpila ausente. Corpo residual (ou residuo do oocisto) presente, formando
uma massa compacta e arredondada (n=22), medindo 4-7 x 4-6 um (5,0 x 4,6) com indice
morfométrico DM/dm (relacdo comprimento/largura) de 1,0-1,3 um (1,1). O corpo residual é
constituido de pequenas esférulas agregadas entre si, mas que as vezes se encontram dispersas.
Esporocistos ausentes. Esporozoitos vermiformes em formato de “banana”, com corpos
refrateis anteriores e posteriores; e um nucleo central. Apresentaram um comprimento de 6-10
um (8,1) e largura de 1-3 pm (1,9) (n=53). E seus corpos refrateis (n=44) tinham didmetros de
2-3x2-3 um (2,5 x 2,2) e indice morfométrico DM/dm (relacdo comprimento/largura) de 1,0—
1,8 um (1,1). Este morfotipo foi compativel com a espécie Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933)
Klimes, 1963 (figuras 22, 23 e 24).

Figura 22 — Desenho de linha do morfotipo 1 (Tyzzeria parvula). Autor: Carlos Nei Ortuzar Ferreira
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Figura 23 — Fotomicrografias do morfotipo 1 (Tyzzeria parvula). Barra de escala: 5 um.
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Figura 24 — Fotomicrografias do morfotipo 1 (Tyzzeria parvula). Barra de escala: 5 pm.
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5.2.2 Morfotipo 2

Oocistos elipsoidais (n=22), medindo 11-16 x 8-14 um (13,6 x 10,4), com indice
morfométrico DM/dm (relagdo comprimento/largura) de 1,0-1,6 um (1,3). Parede do oocisto é
dupla (bicamada interna, externa), lisa e fina, com espessura de 0,6-1,2 um (0,8) (n=22).
Micropila ausente. Corpo residual (ou residuo do oocisto) presente, formando uma massa
compacta e arredondada (n=3), medindo 4-6 x 4-5 um (5,1 x 4,4) com indice morfométrico
DM/dm (relacdo comprimento/largura) de 1,0-1,4 um (1,2). O corpo residual é constituido de
pequenas esférulas agregadas entre si, mas que as vezes se encontram dispersas. Esporocistos
ausentes. Esporozoitos vermiformes em formato de “banana”, com corpos refrateis anteriores
e posteriores; e um ndcleo central. Apresentaram um comprimento de 6-10 um (7,4) e largura
de 1-2 um (1,5) (n=6). E seus corpos refrateis (n=11) tinham didmetros de 2-3 x 2-3 um (2,7
x 2,3) e indice morfométrico DM/dm (relacdo comprimento/largura) de 1,0-1,3 pum (1,1)
(figuras 25 e 26).

Figura 25 — Desenho de linha do morfotipo 2. Autor: Carlos Nei Ortuzar Ferreira
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5.2.3 Morfotipo 3

Oocistos elipsoidais (n=58), medindo 11-18 x 10-14 um (14,5 x 11,7), com indice
morfométrico DM/dm (relagdo comprimento/largura) de 1,0-1,7 um (1,2). Parede do oocisto é
dupla (bicamada interna, externa), grossa e ligeiramente aspera, com espessura de 0,7-1,9 um
(1,1) (n=58). Micropila ausente. Corpo residual (ou residuo do oocisto) presente, formando uma
massa compacta e arredondada (n=4), medindo 46 x 45 um (55 x 4,9) com indice
morfométrico DM/dm (relagdo comprimento/largura) de 1,0-1,2 um (1,1). O corpo residual é
constituido de pequenas esférulas agregadas entre si, mas que as vezes se encontram dispersas.
Esporocistos ausentes. Esporozoitos vermiformes em formato de “banana”, com corpos
refrateis anteriores e posteriores; e um nucleo central. Apresentaram um comprimento de 6-10
um (8,2) e largura de 2-3 pum (2,2) (n=16). E seus corpos refrateis (n=19) tinham didmetros de
2-3x 1-3 um (2,4 x 2,1) e indice morfométrico DM/dm (relagcdo comprimento/largura) de 1,0—
1,5 um (1,1) (figuras 27 e 28).

Figura 27 — Desenho de linha do morfotipo 3. Autor: Carlos Nei Ortuzar Ferreira
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Figura 28 — Fotomicrografias do morfotipo 3. Barra de escala: 5 pm.




5.2.4 Morfotipo 4

Oocistos elipsoidais (n=39), medindo 10-18 x 9-14 um (14,7 x 11,2), com indice
morfométrico DM/dm (relagdo comprimento/largura) de 1,0-1,9 um (1,3). Parede do oocisto é
dupla (bicamada interna, externa), grossa, extremamente aspera, com diversas reentrancias e
projecOes espinhosas, com espessura de 0,9-2,4 um (1,4) (n=39). Micrdpila ausente. Corpo
residual (ou residuo do oocisto) presente, formando uma massa compacta e arredondada (n=3),
medindo 46 x 46 um (51 x 4,9 com indice morfométrico DM/dm (relacdo
comprimento/largura) de 1,0-1,0 um (1,0). O corpo residual é constituido de pequenas esférulas
agregadas entre si, mas que as vezes se encontram dispersas. Esporocistos ausentes.
Esporozoitos vermiformes em formato de ‘“banana”, com corpos refrateis anteriores e
posteriores; e um nudcleo central. Apresentaram um comprimento de 7-10 pum (7,6) e largura de
1-2 um (1,8) (n=8). E seus corpos refrateis (n=16) tinham didmetros de 2-4 x 1-3 pm (2,4 x
2,0) e indice morfométrico DM/dm (relacdo comprimento/largura) de 1,0-1,7 um (1,2) (figuras
29 e 30).

Figura 29 — Desenho de linha do morfotipo 4. Autor: Carlos Nei Ortlzar Ferreira
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Figura 30 — Fotomicrografias do morfotipo 4. Barra de escala: 5 pm.




5.3 Comparagcéo de dados morfométricos e morfolégicos de Tyzzeria spp.

Foi delineada uma analise aprofundada de morfologia e morfometria comparada de todos os morfotipos encontrados com todas as espécies

de Tyzzeria ja descritas (ndo apenas na ordem Anseriformes) (Tabela 5). Levando em consideracdo o numero amostral de oocistos analisados,

parametros morfol6gicos/morfométricos, sequenciamentos realizados e aspectos de especificidade parasitaria no hospedeiro; apenas o morfotipo

1 pdde ser identificado. A identificacdo desse morfotipo, bem como, os fatores limitantes para a identificacdo dos demais sdo abordados no topico

6.4. O morfotipo 1 foi compativel com T. parvula e assim sendo, foi comparado com as descri¢des anteriores para essa espécie (Tabela 6).

Tabela 5. Morfologia/morfometria comparada entre as espécies de Tyzzeria.

Oocisto
Espécie/morfotipo Hospedeiro Localidade Referéncia Formato Comprimento Largura Razédo C/L Parede Residuo Micrépila Granulo
(um) (pm) (um) polar
T. allenae N. india, Asia Chakravarty e~ Oval 14,48-17,37 9,63-11,5 Lisa Presente, Ausente Ausente
coromandelianus Basu (1946) esférico e
compacto
T. boae B. constrictor Brasil, Lainson e Esféricos a sub 15,0-22,5 15,0-21,5 1,0-1,1 (1,0 Lisae Presente, Ausente Ausente
América do Paperna esféricos (19,0) (18,0) extrema-  esféricoe
Sul (1994) mente volumoso
delicada contendo
granulos

96



T. chenicusae

T. galli

T. natrix

T. parvula

T. pellerdyi

N.
coromandelianus

G. lafayettii

R. tigrinus

A. anser
domesticus

M. strepera e
A. nyroca

india, Asia

Sri Lanka,
Asia

Japdo, Asia

Tchecoslova-
quia, Europa

india, Asia

Ray e Sarkar
(1967)

Fernando e
Remmler
(1973)

Matubayasi
(1936) e
Matubayasi
(1937)

Klimes
(1963)

Bhatia e
Pande (1966)

Amplamente
cilindricos

Esferdides

Esféricos

Ligeiramente
eliptico a esférico

Sub esféricos a

ovéides

20,4-27,6
(24,84)

15

16,1

12-17 (14.8)

11-16 (13)

14,4-20,4
(16,8)

12

11,7

11-15 (12,8)

8-11 (10)

1,0-15

11

Lisa, ~
1,4

Lisa,
delicada
e de
parede
Gnica

Lisa e de
parede
Unica

Lisa,
fina, ~
0,5

Lisa,
0,5-0,7

Presente, Ausente
consistindo

de uma massa

compacta de

Corpos

granulares

Presente, de Ausente
aspecto

granular e

envolvido por

uma

membrana

externa

Presente, Ausente
reduzido, de
formato
concavo e
subesférico,
formado por
varios
granulos
menores
superficiais
Presente, Ausente
relativamen-

te grande,

consistindo

de um

aglomerado

de granulos

compactos

Presente, Ausente
compacto

com glébulos

de tamanhos

variados

Ausente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente
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T. perniciosa

T. peromysci

T. typhlopisi

Morfotipo 1 (T. parvula)

A. platyrhynchos
domesticus

P. leucopus e
P. maniculatus

X. vermicularis

A. anser e
A. cygnoides

Estados
Unidos,
América do
Norte

Estados
Unidos,
América do
Norte

Turquemenis-
tdo, Asia

Brasil,
América do
Sul

Allen (1936)

Levine e Ivens
(1960)

Ovezmu-
khamedov
(1968)

Presente
estudo

Elipticos

Elipsoidais

Elipsoidais

Oval

Sub esféricos

10-13,3

14-17 (15,2)

11-14 (12,6)

31,5-32,4

11-17 (13,5)

9-10,8

11-12 (11,2)

9-11 (10,1)

18,9-20,7

9-14 (12,0)

1,3-1,5 (1,36)

1,1-1,4 (1,24)

1,0-14 (1,1)

Lisa,
duplae
espessa

Lisae de
parede
Unica, ~
0,6

Lisae de
parede
Unica, ~
0,6

Lisa

Lisa,
dupla,
variando
entre
espessura
grossa e
fina, 0,5—
1,4 (1,0)

Presente,
composto por
granulos de
varios
tamanhos,
geralmente
esféricos

Presente,
pequeno e
compacto

Ausente

Ausente

Presente,
formando
uma massa
compacta e
arredondada,
constituido de
esférulas que
podem estar
agregadas ou
dispersas

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Presente, 1-2

Presente,
1-2

Ausente

Ausente
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Morfotipo 2

Morfotipo 3

Morfotipo 4

C. moschata,
C. m. domestica
e D. viduata

C. moschata,
C. m. domestica
e D. viduata

C. moschata e
D. viduata

Brasil,
América do
Sul

Brasil,
América do
Sul

Brasil,
América do
Sul

Presente
estudo

Presente
estudo

Presente
estudo

Elipsoidal

Elipsoidal

Elipsoidal

11-16 (13,6)

11-18 (14,5)

10-18 (14,7)

8-14 (10,4)

10-14 (11,7)

9-14 (11,2)

1,0-1,6 (1,3)

1,0-1,7 (1.2)

1,0-1,9 (1,3)

Lisa,
duplae

fina, 0,6—

1,2 (0,8)

Ligeira-
mente
aspera,
duplae
grossa,
0,7-1,9
1y

Extrema-
mente
aspera,
duplae
grossa,
0,9-2,4
(1.4)

Presente, Ausente
formando

uma massa

compacta e

arredondada,

constituido de

esférulas que

podem estar

agregadas ou

dispersas

Presente, Ausente
formando

uma massa

compacta e

arredondada,

constituido de

esférulas que

podem estar

agregadas ou

dispersas

Presente, Ausente
formando

uma massa

compacta e

arredondada,

constituido de

esférulas que

podem estar

agregadas ou

dispersas

Ausente

Ausente

Ausente
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Tabela 6. Dados comparativos de morfologia e morfometria entre as varias caracterizacdes feitas de Tyzzeria parvula.

Oocisto
Espécie Hospedeiro Localidade Referéncia Formato Comprimento Largura Razéo C/L Parede Residuo Micrépila Gréanulo
(um) (pm) (um) polar
T. parvula A. anser Hungria, Kotlan (1933)  Eliptico- 10-15 10-14 - Lisae - Ausente Ausente
Europa arrendondado delicada
T. parvula A. anser Holanda, Nieschulz Ligeiramente 12-16 (14,0) 10-12,5 - Lisae Presente, Ausente Ausente
Europa (1947) alongados e (11,5) modera- bastante
elipticos damente  grande,
espessa redondo e
compacto
T. parvula A. anser Tchecoslova-  Klimes Ligeiramente 12-17 (14,8) 11-15 (12,8) 11 Lisa, Presente, Ausente Ausente
domesticus quia, Europa (1963) eliptico a esférico fina, ~ relativamen-
0,5 te grande,
consistindo
de um
aglomerado
de granulos
compactos
T. parvula A. anser Alemanha, Pellérdy Esféricos a sub 17 12 - Lisa Presente Ausente Ausente
Europa (1974) esféricos
T. parvula B. hutchinsii Estados Greiner et al. Sub esféricos 11-15 (13,3) 10-13 (11,7) - Lisa Presente Ausente Ausente
leucopareia Unidos, (1981)
América do
Norte
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T. parvula

T. parvula

T. parvula

T. parvula

Morfotipo 1 (T. parvula)

B. canadensis

A. anser

A. anser

A. cygnoides

A. anser e
A. cygnoides

Canada,
América do
Norte

Franca,
Europa

Brasil,
América do
Sul

Brasil,
América do
Sul

Brasil,
América do
Sul

Skene et al.

(1981)

Chauve
(1988)

Berto et al.

(2007)

Berto et al.

(2008)

Presente
estudo

Pequenos e
redondos

Pequenos,
esféricos a sub
esféricos

Esféricos a sub
esféricos

Esféricos a sub
esféricos

Sub esféricos

11,3-15,1
(13,1

13,2

12,4-18,0

(15,4)

11-15 (12,4)

11-17 (13,5)

8,7-139
(11,1)

13,2

10,7-15,9
(13.4)

8,0-12,0
(10.4)

9-14 (12,0)

1,15

1,0-14 (1,2)

1,0-14 (1,1)

Lisae
fina

Lisae
fina

Lisa,
duplae
medindo
entre
0,4-0,7

Lisa,
duplae
medindo
entre
0,6-0,8
0,7)

Lisa,
dupla,
variando
entre
espessura
grossa e
fina, 0,5—
1,4 (1,0)

Presente Ausente

Presente Ausente

Presente, Ausente
contendo

NUMerosos

granulos e

esférulas

Presente, as Ausente
vezes

formando

uma massa de

esférulas e

granulos,

outras vezes

disperso

Presente, Ausente
formando

uma massa

compacta e

arredondada,

constituido de

esférulas que

podem estar

agregadas ou

dispersas

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
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5.4 Caracterizagdo molecular de Tyzzeria parvula

A amplificacdo de DNA para o locus CRYSSU do gene 18S a partir de trés amostras
contendo oocistos isolados e identificados como o morfotipo 1, os quais sdo morfologicamente
compativeis com a espécie T. parvula, resultou em bandas claras em torno de ~XXX pb. Apds
sequenciamento das trés amostras distintas, obteve-se 100% de similaridade entre estas
sequéncias. Esta sequéncia representativa foi depositada no banco de dados GenBank sob o
codigo de acesso: XXXXXXX.

A sequéncia de T. parvula foi similar em torno de ~92% até ~94% com outros coccidios
depositados no banco de dados GenBank. A maior similaridade, de 94,2%, foi com um coccidio
denominado como Caryospora-Like, o qual foi associado a mortalidade de tartaruga-verdes
Chelonia mydas (Linnaeus, 1758) na costa atlantica dos Estados Unidos (cédigo de acesso:
MN450816). A sequéncia de T. parvula deste estudo também foi proxima de Schellackia
orientalis Telford, 1993 (cddigo de acesso: KC788221) obtida do lagarto-asiatico Takydromus
sexlineatus Daudin, 1802 com 94,06% de similaridade; e de Eimeria arnyi Upton & Oppert,
1991 (cddigo de acesso: AY613853) obtida da cobra-de-pescogo-anelado Diadophis punctatus
(Linnaeus, 1766) com 93,91% de similaridade.

A anélise filogenética baseada no locus CRYSSU incluiu sequéncias de dinoflagelados,
gregarinas, hematozoarios e coccidios de diferentes tdxons disponiveis no GenBank (figura 31).
Uma ameba do género Acanthamoeba Volkonsky, 1931 foi usada como grupo externo. Apos
analise, o cladograma resultou em grupos monofiléticos bem delimitados com espécies dos
principais taxons de cromistas selecionados para este estudo filogenético (figura 31):
Superclasse Dinoflagellata; Classe Gregarinomorphea; Classe Paragregarea; Subclasse
Hematozoa; Ordem Adeleida; e Ordem Eimeriida. A sequéncia de T. parvula deste estudo foi
alocada num pequeno grupo monofilético com a sequéncia de Eimeria ranae Dobell, 19009,
parasito de rds-comuns Rana temporaria Linnaeus, 1758, a qual obteve similaridade de
93,63%. Num grupo monofilético anterior, T. parvula foi alocada com Schellackia spp.,
Eimeria spp. e Caryospora-Like spp. parasitos de répteis e anfibios (figura 32).
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Figura 31 — Analise filogenética de Tyzzeria parvula inferida por anélise bayesiana para um locus
(CRYSSU) do gene da subunidade menor (18S) do RNA ribossomal. Os comprimentos dos ramos

correspondem as estimativas posteriores médias de distancias evolutivas (barra de escala: 0.2). Os
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rotulos dos ramos nos nés mostram probabilidades posteriores sob a analise de inferéncia bayesiana e
valores de bootstrap derivados da analise de maxima verossimilhanca. Uma ameba do género

Acanthamoeba Volkonsky, 1931 foi usada como grupo externo.
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Figura 32 — Foco do cladograma em maior ampliacdo demonstrando o posicionamento filogenético de

Tyzzeria parvula préximo de Eimeria ranae, Eimeria arnyi, Schellackia orientalis, Caryospora-Like

Sp., entre outros.
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6 DISCUSSAO

6.1 Considerac0es gerais sobre a sistematica dos coccidios e inferéncias moleculares

A sistemética dos coccidios ja passou por muitas mudancas desde que esses
microrganismos passaram a ser estudados. As primeiras classificagdes direcionadas a
organizacdo desse grupo eram fundamentadas em caracteristicas fenotipicas (como a
morfologia dos oocistos) e bioldgicas (como o ciclo de vida) (DUSZYNSKI; WILBER, 1997;
TENTER etal., 2002; BERTO etal., 2014; VOTYPKA et al., 2016). No entanto, com o advento
da biologia molecular, inimeros taxons passaram e ser revistos e alterados nas ultimas décadas.
Com isso em vista, no inicio do milénio, Tenter et al. (2002) redigiram um importante artigo de
revisao, intitulado “The conceptual basis for a new classification of the coccidia”, para nortear
trabalhos futuros envolvendo sistematica e taxonomia de coccidios. Esse trabalho, foi fruto de
uma “controversa mesa redonda” conduzida durante a 8% Conferéncia Internacional sobre
Coccidiose, realizada em conjunto com a Reunido Cientifica Anual da Sociedade Australiana
de Parasitologia, em Queensland, Australia; e que contou com a participacdo dos mais
renomados pesquisadores no assunto, como J. R. Barta, D. W. Duszynski, H. Mehlhorn, D. A.

Morrison e R. C. A. Thompson.

Nesse trabalho, os autores deixam claro que diversos estudos filogenéticos, pautados
por dados moleculares, sobre os taxons de coccidios eimerideos, revelaram que varias das
familias, subfamilias e géneros que outrora foram erigidos com base em caracteres nao
moleculares, sdo na verdade grupos parafiléticos. Ja ficou demonstrado que inclusive o proprio
género Eimeria, comporta-se como um grupo parafilético, com suas espécies, descritas nas
diferentes classes de vertebrados, alocando-se em clados distintos (HNIDA; DUSZYNSKI,
1999; ZHAO et al., 2001; KVICEROVA; HYPSA, 2013). Como exemplo dessa complexidade,
Zhao et al. (2001) demonstraram que nem as proprias espécies de Eimeria de roedores se portam
como um grupo monofilético; e Kvicerova e Hypsa (2013) também demonstram que o género,
na sua delimitacdo atual baseada na morfologia, ndo é monofilético. Nesse estudo, os autores
adicionaram ao GenBank, 71 novas sequéncias de coccidios que parasitam 16 géneros de
pequenos mamiferos. Ficou nitido que ndo ha monofilia nem para as espécies que parasitam
uma mesma classe de vertebrados, dessa forma, eles argumentam que a especificidade de
Eimeria é causada por processos adaptativos e ndo cofilogenéticos. Outros trabalhos também
ja apontaram parafilia para coccidios sarcocistideos, como nos géneros Sarcocystis e
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Hammondia Frenkel, 1974 (ELLIS et al., 1999; JENKINS et al., 1999) Além disso, Paperna
(1995) afirma que coccidios de peixes tem uma origem polifilética; e Barta et al. (2012)
demonstraram que apesar dos protococcidios Adeleida serem monofiléticos, a familia

Hepatozoidae, situou-se em parafilia.

Por conta disso, nosso entendimento atual difere das classificagdes mais antigas. Por
exemplo, antigamente, os pesquisadores englobavam dentro da familia Eimeriidae, grupos que
sdo filogeneticamente distantes. Wenyon (1926) e Hoare (1933), diante a efervescéncia da
descoberta de novos géneros e espécies coccidianas, organizaram a sistematica dos coccidios
eimerideos sem, contudo, aplicarem o conhecimento molecular desses grupos, indisponivel na
época. No trabalho de Hoare (1933) sdo listadas varias subfamilias dentro de Eimeriidae,
separadas de acordo com caracteristicas morfologicas dos oocistos. Séo elas: Cryptosporidiinae
Hoare, 1933 para oocistos sem esporocistos (onde se alocavam os géneros Cryptosporidium,
Pfeifferinella, Schellackia e Lankesterella); Caryosporinae Wenyon, 1926 para 00cistos
monoesporocisticos (onde se alocava o género Caryospora); Cyclosporinae Wenyon, 1926 para
oocistos diesporocisticos (contendo os géneros Cyclospora, Isospora e Dorisiella); Eimeriinae
Wenyon, 1926 para oocistos tetraesporocisticos (com os géneros Eimeria, Wenyonella e
Angeiocystis); Barroussiinae (Wenyon, 1926) para oocistos poliesporocisticos monozéicos
(com os géneros Barroussia e Echinospora) e Aggregatinae Hoare, 1933 para oocistos
poliesporocisticos ndo monozdicos (contendo o0s géneros Merocystis, Pseudoklossia,

Aggregata, Caryotropha e Myriospora).

Entretanto, Hoare (1933) pondera que ja naguela época, a sistematica dos coccidios ndo
possuia um consenso entre os autores, passando por mudancas diante do conhecimento
limitado, mas gradualmente crescente desse grupo. Uma escola, representada por Minchin
(1912), Reichenow (1921) e Wenyon (1926), seguia Lihe (1906) ao organizar 0s géneros em
grupos superiores, principalmente, de acordo com o tipo de esquizogonia desempenhada. Outra
escola, adotava os caracteres do oocisto esporulado como base para a classificacdo dos géneros.
Os representantes mais importantes desta tltima foram Schneider (1881) e Léger (1900, 1911).
Estes dois autores, contudo, diferiam na escolha dos caracteres segundo 0s quais 0S géneros
deviam ser agrupados. Enquanto Schneider e seus seguidores (BUTSCHLI, 1882; LABBE,
1899; MINCHIN, 1903) os organizaram de acordo com o nimero de esporocistos dentro do
oocisto, Legér e seus adeptos (MESNIL, 1903; POCHE, 1913; DOFLEIN, 1916; PINTO, 1928)

os classificaram de acordo com o numero total de esporozoitos no oocisto.
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Allen (1936) embasada nesse trabalho de Hoare, ao descrever o género Tyzzeria,
inseriu-0 dentro da familia Eimeriidae, subfamilia Cryptosporidiinae. Atualmente essa
subfamilia estd invalida; pois sabemos que Cryptosporidiidae se porta como um clado
completamente separado, filogeneticamente muito mais proximo das gregarinas do que dos
coccidios (CARRENO et al., 1999; BARTA; THOMPSON, 2006). Com a descri¢cdo de
Tyzzeria, o padrdo morfoldgico de oocistos sem esporocistos e octazoicos (com oito
esporozoitos) passou a figurar em trés géneros: Pfeifferinella; Schellackia e Tyzzeria. Para
justificar sua descricdo, Allen (1936) determinou as diferenciacGes e chaves para sua
identificacdo. Em Pfeifferinella, coccidio que parasita glandulas digestivas de gastrépodes
terrestres, seus merozoitos sdo flagelados e seus oocistos sdo marcados por uma micrépila
convexa em um dos polos como um resquicio do tubo vaginal (ou tubo de fertilizacdo) presente
em seus macrogametocitos, por onde 0os microgametas entram. Ja Schellackia, distingue-se por
ser um hemococcidio, infectando células sanguineas como eritrocitos, leucdcitos e macréfagos,
mas tendo seu desenvolvimento merogonico e gametogonico no tecido intestinal do hospedeiro.
Além disso, parasita anfibios e répteis, num ciclo heteroxeno que envolve a participacdo de
vetores. Artropodes como acaros e mosquitos, durante o repasto sanguineo, infectam-se com o
parasito, que serd transmitido a répteis e anfibios que consomem esses invertebrados. Por sua
vez, Tyzzeria, possui um ciclo homoxeno, onde tanto seu desenvolvimento merog6nico como
gametogonico foram descritos ocorrendo estritamente em células da mucosa e submucosa do
epitélio intestinal. Além disso, seus macrogametas ndo apresentam tubo vaginal, seus
merozoitos ndo sdo flagelados, seu parasitismo ocorre em outro grupo de hospedeiros (aves
anatideas) e seus oocistos esporulam fora do hospedeiro (diferentemente de Schellackia)
(WENYON, 1926; ALLEN, 1936; LEVINE, 1985).

Especialmente em coccidios eimerideos, a sistematica ainda € muito controversa.
Muitas espécies, antes alocadas dentro dessa familia, agora séo classificadas em novos géneros,
alguns inclusive organizados em outras familia, como Sarcocystidae e Calyptosporidae. As
evidéncias que tracaram essa reorganizacao sistematica, estavam ancoradas firmemente em
resultados de filogenia molecular. Por exemplo, as espécies do género Calyptospora, ja foram
classificadas como Eimeria spp. de peixes, mas depois de uma analise conjunta de diferencas
morfologicas, moleculares e bioldgicas (e.g. ciclo heteroxeno envolvendo crustaceos), nao
apenas um novo género, mas uma nova familia foi criada para alocar essas espécies

(OVERSTREET et al.,, 1984). Os géneros Acroeimeria e Choleoeimeria, anteriormente
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designados como sendo Eimeria spp. de répteis, hoje em dia sdo géneros separados
(PAPERNA; LANDSBERG, 1989; MEGIA-PALMA et al., 2015).

Outro exemplo, gira em torno de Caryospora, um género tradicionalmente observado
em serpentes e rapinantes, que sempre despertou curiosidade pela natureza heteroxénica
facultativa de seu ciclo, em desalinho com a maioria dos eimerideos. Recentemente,
Caryospora spp. de aves e repteis foram separadas, havendo a ressureicdo do género
Eumonospora. Dados de biologia molecular, morfologia e ecologia de ciclo embasaram essa
reorganizacdo. As antigas Caryospora spp. de rapinantes foram alocadas ndo apenas num
género diferente, mas na familia Sarcocystidae. Essas espécies (agora Eumonospora spp.)
possuem 00cistos monoesporocisticos octazoicos sem corpo de Stieda, e se assentaram dentro
do clado dos sarcocistideos. Em contrapartida, Caryospora spp. de serpentes, permaneceram
neste mesmo género pois se inseriam junto dos eimerideos; e seus oocistos, apesar de também
serem monoesporocistios octazdicos, dispdem de corpo de Stieda (CHOU et al., 2020). Além
dessas diferencas, ndo podemos deixar de mencionar uma distin¢do extraordinaria de natureza
bioldgica. No caso de Caryospora spp. a formacdo de cistos ocorre principalmente na
musculatura da boca e lingua de roedores, isso compromete a dieta do animal
(consequentemente seu ganho energético), deixando-o menos &gil, facilitando assim sua
predacdo pela serpente. Ja para Eumonospora spp. a formacdo de cistos ocorre principalmente
no tecido conjuntivo da derme, ao longo do corpo (sem comprometer o ganho energético da
presa) mantendo sua agilidade, o que é essencial para fornecer um estimulo visual para a ave
de rapina no momento da predacdo (KHEYSIN, 1972; UPTON et al.,, 1986.; UPTON;
SUNDERMANN, 1990). Assim como este ultimo, também houve a ressurei¢cdo do género
Cystoisospora para alocar as antigas Isospora spp. de mamiferos. Cystoisospora, além de
possuir diferencas biolédgicas (e.g. ciclo heteroxeno com formacdo de cistos no hospedeiro
intermediario) e morfoldgicas (e.g. esporocistos sem corpo de Stieda) com Isospora,
geneticamente agrupou-se nos sarcocistideos (BARTA et al., 2005; BERTO et al., 2014).

Levine (1982b) tinha considerado a familia Pfeifferinellidae Grasse, 1953 para
acomodar Pfeifferinella e Tyzzeria; coccidios de oocistos aesporocisticos octazdicos, com
ciclos homoxenos e esporogonia exdgena. Entretanto, Wacha (1980) tinha demonstrado a
existéncia de diferencas nos macrogametas de Pfeifferinella, que continham de 1 a 5 nucléolos
localizados perifericamente, enquanto em Tyzzeria eles mostraram um Unico nucléolo
relativamente grande e de localizagdo central, tipico dos macrogametas de Eimeriidae. Estas

observagdes foram inconclusivas para elucidar a posi¢do taxondémica desses géneros (BERTO
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et al. 2014). Os outros géneros eimerideos aesporocisticos, Lankesterella Labbé, 1899 e
Schellackia Reichenow, 1919, cujos ciclos séo heteroxenos, mediados por vetores e 0s 0ocistos
ndo vao ao ambiente, tinham sido alocados na familia Lankesterellidae Noller, 1920. Porém,
Barta et al. (2001) mostraram que Caryospora e Lankesterella estdo intimamente relacionados
com base na filogenia molecular do gene 18S; e além disso, compartilham alguns aspectos
comuns em seus ciclos bioldgicos. Caryospora também pode perfazer um ciclo heteroxeno. Em
roedores (hospedeiros intermediarios), Caryospora forma oocistos de paredes finas na derme
facial, que se rompem liberando esporozoitos que formam cariocistos. Em Lankesterella, os
esporozoitos também sdo liberados de oocistos de paredes finas; mas invadem células
sanguineas que podem posteriormente ser transportadas para outros hospedeiros suscetiveis
através de invertebrados hematdfagos. Megia-Palma et al. (2013), atraves de andlises
filogenéticas com sequéncias do 18S, também demonstraram que Lankesterella spp. e
Schellackia spp., posicionaram-se em clados diferentes; com esta Gltima, apresentando intima
relagdo com Eimeria spp. de anfibios (Eimeria ranae Dobell, 1909) e serpentes (Eimeria arnyi
Upton & Oppert, 1991). E em trabalho recente, novamente apoiado em biologia molecular,
Chagas et al. (2021), revelaram que Lankesterella spp. estavam mais proximas de Isospora spp.
e Eimeria spp., do que de Schellackia spp. Esses trabalhos acabaram por lan¢ar ddvidas sobre
a validade da familia Lankesterellidae.

Com isso, Megia-Palma et al. (2014) em conformidade com seus trabalhos filogenéticos
anteriores, endossaram a percepcdo de que a entdo familia Lankesterellidae, como concebida
originalmente (com Lankesterella e Schellackia) teria uma origem polifilética; e ainda que a
origem monofilética do género Schellackia também ndo € suportada devido a ocorréncia de E.
arnyi e E. ranae no mesmo clado. Contudo, os autores langcam duvidas sobre a identificacdo

dessas espécies:

A presenca dessas duas espécies de Eimeria neste clado, agrupadas junto com varias
sequéncias de genes de Schellackia, sugere a identificacdo errénea de E. ranae e E.
arnyi. Essa possibilidade pode ser devido a contaminagao das amostras com parasitos
hemococcidianos, que realizam ciclo de vida nos tecidos intestinais (UPTON, 2000).
Esse pode ser o caso de E. ranae, que foi obtido do "intestino amassado de um girino"
(JIRKU et al., 2009) e seu sSDNA SSU foi amplificado usando primers eucariticos
universais (MEDLIN et al. 1988). Além disso, Schellackia ja foi descrita parasitando
sapos (PAPERNA; LAINSON, 1995). O caso de E. arnyi é surpreendente, pois seu
hospedeiro é a cobra-de-colar-das-pradarias (UPTON; OPPERT, 1991), e nenhuma
espécie de Schellackia & conhecida por infectar ofidios. No entanto, alguns
hemococcidios séo capazes de infectar tecidos de predadores ap0s a ingestdo de presas
(TOME et al., 2013), e esta é uma caracteristica presente nos ciclos de vida de
lankesterelideos (KLEIN et al. 1988; BRISTOVETZKY; PAPERNA, 1990). Assim,
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existe a possibilidade de cobras serem infectadas por lankesterelideos ap6s o consumo
de uma presa infectada. Sendo isso verdade, a presenca de pequenas quantidades de
células sanguineas em amostras fecais pode levar a identificagdo molecular errénea
de parasitos intestinais. (MEGIA-PALMA et al., 2014, p. 311).

Esses autores concluem que, caso essa hipotese seja confirmada, justificar-se-ia a
ressureicdo da familia Schellackiidae Grassé, 1953 para acomodar separadamente as espécies
de Schellackia, como um grupo monofilético e com origem independente de outros
lankesterelideos. Eles apontaram ainda que, em 1926, Wenyon tinha proposto a criagdo das
subfamilias Schellackinae e Lankesterellinae dentro de Lankesterellidae; mas que anos depois,
Grasse (1953b) reclassificou-as como duas familias independentes (Schellackiidae e
Lankesterellidae). No entanto, Manwell (1977) discutiu novamente o nivel sistemético desses
taxons recuperando a organizacdo de Wenyon (1926). Em outro trabalho, mais recente, Megia-
Palma et al. (2017) atestaram maior proximidade de Schellackia spp. detectadas em lagartos
americanos com género Lankesterella, do que com outras Schellackia spp. de lagartos europeus
e asiaticos. Eles argumentam, contudo, que como caracteristicas morfoldgicas (e.g. nimero de
corpos refrateis nos esporozoitos) e biolégicas (e.g. espécies hospedeiras e células sanguineas
parasitadas) ndo servem como diagnoses validas para distinguir Lankesterella de Schellackia;
diante dos resultados moleculares, essas espécies seriam na verdade Lankesterella spp. Diante
dessas discrepancias e incertezas, ndo ha um consenso pleno entre os especialistas, e € possivel
notar que publicacdes recentes tratam o género Lankesterella como Eimeriidae (KECKEISEN
etal., 2024).

Jirka et al. (2002) tinha proposto agrupar dentro de Eimeriidae, apenas coccidios cujos
oocistos apresentam esporocistos contendo corpo de Stieda como estrutura de excistamento.
Nesse raciocinio, tal estrutura seria uma autapomorfia de Eimeriidae, que englobaria apenas 0s
géneros Eimeria, Isospora, Caryospora e Cyclospora Schneider, 1881 (JIRKU et al., 2002;
BERTO et al., 2014). Apesar dessa proposi¢do, como ja informado, algumas Eimeria spp. se
mostram parafiléticas, tendo maior afinidade com Lankesterella e Schellackia; assim a polifilia
de Eimeria, seria o principal empecilho para a adocéo dessa classificacdo. Além disso, outros
géneros que carecem de corpo de Stieda, ainda permanecem alocados em Eimeriidae. Por
exemplo, Choleoeimeria e Acroeimeria que sdo parasitos de répteis, com oocistos
tetraesporocisticos dizdicos; e Goussia que parasita peixes e anfibios, cujos oocistos tém
nameros variaveis de esporocistos dizdicos (PAPERNA; LAINSON, 1999; BERTO et al.,

2014). Dados morfologicos em combinacdo com a filogenia molecular destacaram a
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semelhanca desses géneros com Barroussia, que parasita invertebrados. Ambos os quatro
géneros possuem uma parede esporocistica composta por duas placas, unidas por uma sutura
longitudinal (ver topico 3.1.6). A posse desta caracteristica altamente distintiva, em detrimento
do corpo de Stieda, forneceria a base para a ressurrei¢cdo de Barroussidae Léger, 1911 conforme
proposto por Levine (1983), combinando os quatro géneros em uma tnica familia (JIRKU et
al., 2002; BERTO et al., 2014). Entretanto, outros resultados de filogenia molecular contrariam
essa percepcao, ao passo que Choleoeimeria spp. e Acroeimeria spp., apesar de se situarem em
clados independentes da maioria dos eimerideos, ainda se agrupam com algumas Eimeria spp.
de répteis; e Goussia spp. se assentam em varios clados separados. Porém, alguns autores
sugeriram a designacdo “Eimeria incertae sedis” para essas Eimeria spp. conflitantes, até que
mais informagcdes se tornem disponiveis (MEGIA-PALMA et al., 2015). Dessa forma, ha um
debate em aberto sobre a sistematica desses géneros, onde alguns autores argumentam que a
presenca da sutura tipica nos esporocistos de Goussia, Choleoeimeria e Acroeimeria pode
representar uma homoplasia ao invés de uma sinapomorfia (JIRKU et al., 2002; MEGIA-
PALMA et al., 2015).

Em face da natureza polifilética de Eimeria, uma ddvida surge: seria entdo o corpo de
Stieda uma homoplasia? E dificil imaginar que uma caracteristica tio complexa e altamente
bem sucedida evolutivamente teria surgido simultaneamente em grupos distintos e separados
(parafiléticos). Outra hipdtese seria a existéncia de um ancestral comum que ja apresentava tal
estrutura; e que algumas de suas linhagens acabaram perdendo-a, enquanto em outros tal
caracteristica permaneceu e se aprimorou. De acordo com Amorim (2002), a homoplasia pode
se originar de trés maneiras: (1) paralelismo, quando uma mesma plesiomorfia ¢ alterada de
modo idéntico, produzindo uma condi¢do apomorfica semelhante em grupos independentes
(comum em grupos préximos); (2) convergéncia, quando caracteres plesioférmicos diferentes
séo alteradas, mas resultam em apomorfias semelhantes entre grupos independentes (raramente
sdo de fato idénticas); e (3) reversdo, quando em determinados grupos, uma caracteristica
arqueomorfica sofre modifica¢fes que geram condicbes apomorficas semelhantes a condicao
plesiomorfica original (também chamado de pseudo-simplesiomorfia). Seria entdo o corpo de
Stieda, observado em grupo parafiléticos, fruto de reversao ou algum outro fenébmeno? Numa
analogia mais palpavel, cito aqui casos notaveis reversdo em insetos: como o retorno da
condigdo “aptera” em muitos grupos da subclasse Pterygota Lang, 1888, pois os ancestrais
desse grupo desenvolveram dois pares de asas, sendo que algumas ordens (e.g. Phthiraptera

Haeckel, 1896 e Siphonaptera Latreille, 1825) perderam as asas no processo evolutivo,
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enquanto outras (e.g. Coleoptera Linnaeus, 1758, Diptera Linnaeus, 1758, Hemiptera Linnaeus,
1758 e Lepidoptera Linnaeus, 1758) as mantiveram. A aquisi¢do de asas pelo ancestral desses
animais, em tese, configuraria-se como uma vantagem evolutiva, dada sua complexidade e

ganho da capacidade de voar; mas nem por isso todas suas linhagens a mantiveram.

Poderiamos extrapolar esse entendimento para o corpo de Stieda dos coccidios? Se
olharmos para histdria evolutiva dos apicomplexas, ha alguns precedentes nesse sentido, como
o fato da reproducéo assexuada ter se desenvolvido em Arquigregarinas, mas ter desaparecido
nas suas linhagens descendentes, as Eugregarinas; e posteriormente ter reaparecido nas
Neogregarinas (COX, 1994). Se pensarmos que a reproducdo assexuada representa vantagens,
como o rapido aumento populacional para colonizacao de novos ambientes ou mesmo a reducao
do gasto energético para a producdo de gametas; por que ela teria desaparecido justamente no
grupo de gregarinas mais biodiverso? Nesse contexto, Barta (1989) realizou uma ampla analise
filogenética tradicional dos apicomplexas, considerando caracteristicas bioldgicas e
morfologicas para inferir relagdes evolutivas entre seus principais grupos (adeleidas, eimeridas,
hemosporidios e piroplasmas). Nesse estudo, perfilando as gregarinas como grupo externo
funcional, ele demonstrou que piroplasmas eram intimamente relacionados aos adeleidas;
géneros como Babesia Starcovici, 1893 e Theileria Bettencourt, Franca & Borges, 1907 ndo
formavam um grupo irmdo com hemosporidios (como se supunha); e os dados indicaram que
a entdo familia Haemogregarinidae deveria ser fragmentada em trés (Haemogregarinidae;
Hepatozoidae e Karyolysidae Wenyon, 1926) pois seus géneros, biologicamente diversos, ndo
suportavam um grupo monofilético. Para ele, a correlacdo entre a filogenia do parasito e as
afinidades taxondmicas de seus hospedeiros definitivos, sugerem que os ciclos de vida dos
apicomplexas heteroxenos, aparentemente evoluiram independentemente para se adaptarem as
mudangas nos comportamentos alimentares de seus hospedeiros. Exemplificando esse
raciocinio com linhagens coccidianas, entre protococcidios e coccidios, Barta (1989) afirma
que as andlises filogenéticas evidenciam para uma evolugdo independente dos ciclos entre esses
dois grupos. Isso porque, tanto coccidios Adeleida como coccidios Eimeriida, exibem
complexos ciclos bioldgicos homoxenos e heteroxenos, com alternancia de reproducdes

assexuada e sexuada, envolvendo inclusive a participagdo de vetores.

Outro ponto bastante aludido nesse artigo, refere-se as homoplasias observadas entre 0s
diferentes grupos. Para isso, ele listou 26 caracteres de apicomplexas, reconhecendo
transformacdes hipotéticas do estado de cada caractere, observadas entre os diferentes grupos.

Respectivamente, os caracteres (e suas transformacdes) foram: (1) presenca de conoide (em
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todos estagios ndo gaméticos / em alguns estagios ndo gaméticos / em nenhum estégio); (2)
corpos cristaloides (presente / ausente); (3) endodiogenia (presente / ausente); (4) merogonia
(intracelular / extracelular); (5) microporos (presente / ausente); (6) mitocéndria (cristada /
acristada); (7) mitose (centriolar / acentriolar); (8) corpos paranucleares (presente / ausente);
(9) grénulos de amilopectina (com / sem); (10) complexo de anel polar (presente / ausente);
(11) trofozoitos modificados em 2 regibes corporais (deutomerito e protomerito) (sim / ndo);
(12) merogonia (presente / ausente); (13) gametogénese (extracelular / intracelular); (14)
numero de microgametas formados a partir microgametécito (>8 /8/4/2/1); (15) gametdcitos
(isogdmico / anisogamico); (16) perforatdrio (presente / ausente); (17) corpos formadores de
parede (presente / ausente); (18) formacdo de gametocisto (sim / ndo); (19) sizigia (presente /
ausente); (20) zigoto (imével / mével); (21) esporogonia (intracelular / extracelular); (22) cistos
persistentes (sim / ndo); (23) corpo de Stieda (presente / ausente); (24) nimero de flagelos nos
microgametas (aflagelado / um apenas / dois ou mais); (25) arranjo dos flagelos nos
microgametas (terminal / anterior / interno) e (26) corpos radiantes (presente / ausente).
Segundo apontado por Barta (1989), os caracteres (2), (9), (12), (15), (17), (20) e (22) exibiram
homoplasia; e o caractere (24) teve uma reversdo autapomdrfica hipotética em

Cryptosporidium.

Uma tendéncia interessante foi notada em alguns caracteres homoplasicos. A
homoplasia dos caracteres (17), (20) e (22) pode refletir a evolucdo independente de ciclos de
vida heteroxenos por coccidios. Por exemplo, Lankesterella e Schellackia ndo requerem mais
corpos formadores de parede (caractere 17) que sao sinapomorficos para Eimeriida superiores,
porque seus oocistos ndo formam uma parede resistente e, em vez disso, liberam seus
esporozoitos. Cistos persistentes (caractere 22) ndo sdo '"necessarios" para parasitos
heteroxenos onde 0s esporozoitos se movem para os tecidos do hospedeiro definitivo (e.g.
hemosporidios, piroplasmas, alguns adeleidas, Lankesterella e Schellackia). Zigotos moveis
(caractere 20) podem ser um meio pelo qual parasitos heteroxenos escapam do trato alimentar
de hospedeiros definitivos hemat6fagos antes de serem transmitidos. As histérias evolutivas de
coccidios heteroxenos, aparentemente, evoluiram independentemente varias vezes. No caso de
Cryptosporidium, as evidéncias o apoiam como um grupo independente. A perda de flagelos
pelos microgametas nesse grupo pode ser considerada uma simplificacdo autapomorfica. A
localizagdo altamente exposta de seus macrogametas em desenvolvimento, logo abaixo da
membrana plasmatica de células epiteliais infectadas, pode ndo exigir um microgameta

altamente movel para facilitar a fertilizagdo (BARTA, 1989). Em outro artigo, Barta (2012)
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reitera que a classificagdo baseada na biologia e morfologia de coccidios Adeleida € repleta de
homoplasias, com diferentes opinides em relacdo ao peso a ser dado a caracteres individuais.
Caracteristicas morfologicas, alteracdes citopatoldgicas em células infectadas e associacdes
com hospedeiros tém sido o esteio de sua classificagdo desse grupo. Embora, limitadas analises
filogenéticas moleculares tenham sido testadas até 0 momento para esses parasitos, elas tentem

a corroborar essa compreensdo das homoplasias. Isso levou a revisfes de varios tdxons.

Ou seja, os coccidios parecem ter tido uma extensa histéria de coespeciacdo com seus
hospedeiros, conforme definido por Mitter e Brooks (1983). Ainda enfocando Barta (1989), o
autor explica que grupos de taxons terminais intimamente relacionados, geralmente tém grupos
de hospedeiros definitivos também intimamente relacionados. Em contraste, os hospedeiros
intermediarios, adquiridos ao longo da evolugdo por apicomplexas de natureza heteroxénica,
ndo mostram evidéncias de descendéncia mutua (coespeciacgao), mas sim ampla coacomodagéo
ndo especifica (BROOKS, 1979). Essa ampla coacomodacdo de hospedeiros intermediarios,
explica a incapacidade de correlaciona-los a filogenia dos seus parasitos. Os hospedeiros
definitivos sdo, portanto, filogeneticamente informativos por causa da aparente descendéncia
mutua hospedeiro-parasito, enquanto os hospedeiros intermediarios sdo apenas de significancia
ecoldgica. Por exemplo, Barta (1989) cita que foram notadas semelhangas marcantes na
estrutura da parede do cisto e no tamanho do cistozoito em espécies de Sarcocystis que
completam seu desenvolvimento gametogdnico e esporogbnico em hospedeiros que sdo
intimamente relacionados filogeneticamente. Em contapartida, analisando esses detalhes para
0s grupos especificos de hospedeiros intermediarios (independentemente de qual hospedeiro o

desenvolvimento sexual ocorre), isso ndo foi evidenciado.

Além disso, a dependéncia ancestral da transmissdo feco-oral foi empregada com
sucesso pelos parasitos a medida que evoluiram com seus hospedeiros. O inicio de ciclos de
vida heteroxenos por coccidios, envolveu o abandono da rota de transmissdo feco-oral e a
aquisicdo de um hospedeiro intermediério ecologicamente adequado. Curiosamente, no
trabalho de Barta (1989), o carater (22) (a formacdo de cistos persistentes) que indica com
precisdo a presenca de transmissdo feco-oral, também foi o carater que exibiu a maior
homoplasia no seu estudo. Isso da um forte suporte para a origem independente de ciclos de
vida heteroxenos nos taxons de coccidios superiores. Os dados indicam que a maioria dos
grupos de coccidios heteroxenos que infectam vertebrados eram, inicialmente parasitos
homoxenos de hospedeiros definitivos invertebrados. Os coccidios Eimeriida sdo 0s unicos

parasitos de Apicomplexa que utilizaram extensivamente o trato alimentar de vertebrados para
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a gametogonia, singamia e esporogonia. Nessa linha, para Lankesterella e Schellackia,
coccidios Eimeriida heterexenos, com ciclos envolvendo um vertebrado ectotérmico (como
hospedeiro definitivo) e um invertebrado hematofago (como intermediario); ha a hipotese de
que esses géneros surgiram de parasitos intestinais homoxenos ancestrais de vertebrados. Barta
(1989) afirma que eles podem representar 0s Unicos parasitos sanguineos transmitidos por
invertebrados que realmente evoluiram de um parasito intestinal ancestral de vertebrados, pois
a visdo de que Haemosporida Danilewsky, 1885 evoluiu de tal ancestral ndo é apoiada pelos
seus ancestrais (que evoluiram antes do aparecimento de Eimeriida). Além disso,
Haemosporida (e.g. Plasmodium), apesar de perfazer um ciclo entre invertebrados e
vertebrados, tem como hospedeiro definitivo mosquitos; com isso, acredita-se que 0S

hemosporidios eram originalmente parasitos homoxenos de dipteros.

Landau (1974) sugeriu que os apicomplexas de vertebrados, infectando tanto locais
intestinais quanto extraintestinais, surgiram de ancestrais que infectavam a cavidade celdmica
e outros tecidos de origem mesoblastica de invertebrados. Segundo Barta (1989), embora
poucos tivessem contestado isso, a associagcdo com o trato alimentar de metazoarios parece ser
um carater plesiomorfico para apicomplexas. Portanto, a invasdo de tecidos de origem
mesoblastica seria um carater derivado, ndo ancestral, de Eimeriida de vertebrados (BAKER,
1965; TADROS; LAARMAN, 1982; LEVINE, 1985b). Se os hospedeiros definitivos dos
coccidios sdo de fato seus hospedeiros ancestrais, 0 parasitismo sanguineo em Apicomplexa
pode ter evoluido independentemente vérias vezes. Segundo Levine (1985b), € amplamente
aceito que apicomplexas provavelmente se originaram como parasitos intestinais de varios
invertebrados de vida livre. Eles teriam sobrevivido usufruindo da transmisséo feco-oral, desde
que esses hospedeiros invertebrados continuassem a se alimentar de substratos contaminados
fecalmente com oocistos infecciosos. No entanto, se seus hospedeiros invertebrados de vida
livre comegassem a usar sangue como alimento, a rota feco-oral se tornaria insustentavel. Neste
caso, a Unica maneira de se assegurar a transmissdo entre hospedeiros seria coevoluir para
infectar a nova fonte de alimento de seu hospedeiro, o sangue. Praticamente todos os tipos de
invertebrados sdo parasitados por apicomplexas intestinais (LEVINE, 1985b). A medida que
diferentes invertebrados comecaram a se especializar numa dieta estritamente hematofaga, seus
parasitos seriam selecionados, independentemente, para se adaptar ao parasitismo sanguineo.
Isso explicaria porqué, embora o parasitismo sanguineo de vertebrados por coccidios seja algo

comum a muitos clados de parasitos (e.g. Haemosporida e Piroplasmida Wenyon, 1926), o
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hospedeiro definitivo desses parasitos, é geralmente o vetor, independentemente da gama de
hospedeiros vertebrados utilizados para replicagdo merogdnica (BARTA, 1989).

Durante a evolucdo de vertebrados estritamente carnivoros, a rota de transmisséo fecal-
oral também teria se tornado insustentavel para os coccidios que infectavam o trato alimentar
do predador. Uma outra solucdo evolutiva bem-sucedida, foi entdo infectar a nova fonte de
alimento de seus hospedeiros, suas presas. Dentro dos carnivoros mamiferos, espécies dos
géneros Sarcocystis e Toxoplasma Nicolle & Manceaux, 1909, entre outros, lidaram bem com
essa pressdao de selecdo (FRENKEL, 1973; TADROS; LAARMAN, 1982; MATUSCHKA;
BANNERRT, 1987). Da mesma forma, coccidios de peixes predadores, como Calyptospora,
desenvolveram mecanismos pelos quais suas presas sdo infectadas (FOURNIE;
OVERSTREET, 1983). Em suma, a origem de todos os ciclos heteroxenos em Apicomplexa
pode ter ocorrido como uma resposta a pressao seletiva do hospedeiro definitivo para a rota de
transmissao feco-oral ancestral, uma hipétese de descendéncia mutua dos coccidios com seus
hospedeiros definitivos. 1sso implica que essas relacdes sdo Uteis e, em alguns casos, Sao

critérios necessarios para separar taxons terminais intimamente relacionados.

Se nos atentarmos a outros exemplos, mas agora de cunho morfolégico, Paperna (1995)
afirma que em contraste com a conformidade estrutural e de desenvolvimento observada nos
coccidios eimerideos homoxenos, altamente evoluidos e especializados em aves e mamiferos,
os coccidios de peixes demonstram extrema diversidade em locais de desenvolvimento,
morfologia de esporocistos, organizagdo de macrogametécitos e formacdo de parede dos
oocistos. Os esporozoitos e alguns merozoitos de varios coccidios de peixes contém corpos
refrateis, enquanto os de outros contém corpos cristalinos. Alguns sdo obrigatoriamente
heteroxenos, enquanto em outros a transmissdo é mediada por hospedeiros paraténicos. A
variabilidade estrutural e de desenvolvimento entre os coccidios piscinos pode implicar numa
origem polifilética, mas também pode ser uma evidéncia de um menor grau de especializacdo
evolutiva. Muitas das caracteristicas estruturais e de desenvolvimento encontradas nos
coccidios piscinos ocorrem em coccidios de hospedeiros invertebrados ou de vertebrados
inferiores, bem como nos coccidios heteroxenos formadores de cistos de vertebrados superiores
(coccidios sarcocistideos), como foi mencionado no tépico 3.1.6: oocisto fragil; esporocistos
valvulados que se rompem ao longo das linhas suturais; corpos cristalinos em esporozoitos e
merozoitos ao inves de corpos refrateis; uma parede fotovoltaica que seja multicamada ou tenha
funis ou invaginagdes; endodiogenia como um estagio no desenvolvimento merogénico e

endopoligenia como a principal forma de merogonia.
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Nesse trabalho, o autor também traz algumas semelhancas entre Eimeria spp. de peixes
com grupos de coccidios inferiores. Por exemplo, ele cita que a ocorréncia de merozoitos
dividindo-se por endodiogenia, dentro de macrofagos migratorios em locais extraepiteliais
durante o estagio cronico da infec¢do por Eimeria vanasi Landsberg & Paperna, 1987; lembra
uma forma cronica de infeccdo por Toxoplasma (DUBEY, 1977) e “cistozoitos” de
hemogregarinas (KIRMSE, 1979). A endodiogenia s6 raramente foi observada entre coccidios
eimerideos homoxenos de vertebrados superiores (DANFORTH; HAMMOND, 1972). Além
de terem corpos cristalinos ao invés de corpos refrateis, outras caracteristicas compartilhadas
entre coccidios piscinos e sarcocistideos com as hemogregarinas, sdo as projecdes peliculares
encontradas também nos estagios intraeritrociticos (DESSER; WELLER, 1973), e a posi¢ao
epicitoplasmatica que também caracteriza a associagdo entre gametocitos e as células intestinais
de sanguessugas (SIDDALL; DESSER, 1990). Ele pondera, no entanto, que a existéncia de
caracteristicas similares ndo necessariamente implica numa relagdo filogenética direta entre
sarcocistideos e coccidios piscinos. Uma possibilidade alternativa poderia ser considerar todas
as caracteristicas listadas acima como caracteristicas ancestrais de coccidios primitivos que, de
acordo com Landau (1982), foram perdidas ou substituidas por novos dispositivos (como a
parede dura do oocisto bicamada ou os corpos de Stieda e sub-Stieda no esporocisto) no
processo de especializacdo evolutiva. A forma epicitoplasmatica de infec¢do também pode ser
considerada como uma das caracteristicas bioldgicas eliminadas durante a evolucdo dos
coccidios eimerideos de mamiferos e aves. O corpo cristalino que ocorre nos coccidios
invertebrados, bem como nos hemosporidios, parece ser mais antigo do que o corpo refratil
caracteristico dos coccidios eimerideos. Outras organelas aparentemente antigas sdo as
projecdes peliculares encontradas em alguns merozoitos, e de outra forma encontradas apenas
em hemogregarinas e na invaginacdo do vacuolo parasitéforo, que além de Cystoisospora spp.
foram relatados em estagios exoeritrociticos de Haemoproteus metchnikovi (Simond, 1901)
(STERLING; DE GIUSTI, 1972). A auséncia de verdadeiros “corpos formadores de parede”
no desenvolvimento zigotico (ver topico 3.1.6), diferencia todos os coccidios piscinos daqueles
de hospedeiros reptilianos, aviarios e mamiferos, incluindo sarcocistideos (DUBEY, 1977;
DUBEY et al., 1989). Um outro estudo, com coccidios de rds (PAPERNA; LAINSON, 1995)
demonstra suas semelhangas com coccidios piscinos, como a ocorréncia de densas organelas
em vez de corpos formadores de parede, e oocistos com paredes macias e desagregadas que

completam a esporulacdo no tecido hospedeiro antes da evacuacdo (PAPERNA, 1995).
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Recapitulando o trabalho de Megia-Palma et al. (2015), os autores pontuam que
Acroeimeria spp. e Choleoeimeria spp. formariam dois grupos monofiléticos, se ndo fosse o
compartilhamento de seus clados com Eimeria eutropidis Megia-Palma, Martinez, Acevedo,
Martin, Garcia-Roa, Ortega, Peso-Fernandez, Albaladejo, Cooper, Paranjpe, Sinervo & Merino,
2015 e Eimeria tokayae Ball & Daszak, 1995. Em nivel mais basal, aparece um clado
monofilético com Goussia spp., mas que por sua vez, é antecedido por um ramo mais basal com
Eimeria steinhausi Megia-Palma, Martinez, Acevedo, Martin, Garcia-Roa, Ortega, Peso-
Fernandez, Albaladejo, Cooper, Paranjpe, Sinervo & Merino, 2015. De qualquer forma, € nitido
que esses géneros tiveram uma origem evolutiva independente das outras Eimeria spp. de aves
e mamiferos. Eles afirmam que, de fato, géneros como Cyclospora, Caryospora, Isospora,
Lankesterella e Schellackia compartilharam ancestralidade com Eimeria; mas que as arvores
filogenéticas mostram uma alta especificidade desses parasitos com seus grupos de
hospedeiros. Eles apontam ainda, para a diferenca bioldgica dos géneros analisados: coccidios
com desenvolvimento end6geno ocorrendo na vesicula biliar e na superficie do epitélio biliar,
correspondem ao género Choleoeimeria; ao passo que, espécies desenvolvidas nas
microvilosidades do intestino podem ser classificadas no género Acroeimeria, quando o
desenvolvimento enddégeno é epicitoplasmatico, ou no género Eimeria, quando o
desenvolvimento € intracitoplasmatico. Segundo eles, Choleoeimeria spp. possuem oocistos de
formato elipsoidais bem caracteristicos, marcados por uma consisténcia morfométrica (indice
morfométrico > 1,4). Tal caracteristica pode corresponder a uma adaptacdo dos ancestrais
eimerideos (que possuiam oocistos mais esféricos), a fisionomia da vesicula biliar. No entanto,
alternativamente, os oocistos esféricos de E. eutropidis podem se desenvolver na vesicula biliar,
indicando que essa caracteristica ndo seria sinapomorfica para Choleoeimeria. Assim, €
necessario investigar o desenvolvimento enddgeno das espécies com posicdes filogenéticas
conflitantes para confirmar se a morfologia do oocisto esta relacionada com a localizacdo do
desenvolvimento endégeno no hospedeiro (PAPERNA; LANDSBERG, 1989; MEGIA-
PALMA et al., 2015). Nesse sentido, E. tokayae juntamente com E. eutropidis, pelas posi¢oes
filogenéticas e morfologia/morfometria dos oocistos (indice morfométrico~1,0) foram
categorizadas como Eimeria incertae sedis (MEGIA-PALMA et al., 2015).

Conforme afirma Megia-Palma et al. (2015), a ocorréncia de esporocistos marcados por
uma Unica sutura longitudinal (abertura tipo bivalve) entre os géneros Choleoeimeria,
Acroeimeria, Goussia e Barroussia; pode ser uma simplesiomorfia entre esses coccidios de

hospedeiros ectotérmicos (anfibios, répteis, peixes e hospedeiros invertebrados). Essa
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caracteristica também sugere uma evolucdo precoce das relagdes parasitarias entre esses
coccidios eimerideos e hospedeiros ectotérmicos. No entanto, E. arnyi e E. ranae sao excec¢des
a regra (intimamente relacionadas com Schellackia spp.); assim como, E. tokayae e E.
eutropidis (intimamente relacionadas com Choleoeimeria spp.). Diante disso, para esses
autores, € necessario reamostrar dados desses parasitos para descartar uma hipotética
identificacdo errbnea. Ainda segundo eles, a irradiacdo adaptativa da familia Eimeriidae pode
ocorrer devido ao surgimento do corpo de Stieda, um caractere apomorfico de Eimeria sensu
lato, conferindo uma pré-adaptacao para parasitar outros grupos de vertebrados (JIRKU et al.,
2009; MEGIA-PALMA et al., 2015).

Ao analisar, rigorosamente, todas as descricdes originais de Eimeria spp.
filogeneticamente conflitantes com Eimeria sensu lato, é possivel fazer algumas suposicoes.
No caso de E. eutropidis e Eimeria steinhausi, nota-se que Megia-Palma et al. (2015)
conduziram uma descricdo duvidosa de ambas as espécies. No artigo, os autores ndo forneceram
desenhos de linha das novas espécies, tampouco fotomicrografias bem representativas. As
fotomicrografias fornecidas no trabalho sdo, surpreendentemente, apenas duas (uma para cada
espécie). Além disso, as fotomicrografias foram retiradas em posi¢Ges inadequadas, com 0s
esporocistos em posi¢des transversais, ndo sendo possivel assim, evidenciar possiveis corpos
de Stieda. Para identifica-las, os autores fizeram uso de uma correlacdo morfométrica sugerida
por Paperna e Landsberg (1989) para diferenciar as espécies de eimerideos reptilianos entre 0s
géneros Acroeimeria e Choleoeimeria. Nessa correlagdo, Choleoeimeria spp. apresentam um
indice morfométrico dos oocistos com um limiar > 1,4; e Acroeimeria spp. com um limiar <
1,25. Com isso, os morfotipos encontrados por eles que ndo se enquadraram nesses parametros,
foram identificados como Eimeria spp. (e descritos como novas espécies) sob a alcunha de
incertae sedis. Além disso, os autores ndo evidenciaram 0s estagios de desenvolvimento
enddgenos que discriminariam os géneros. Portanto, essas espécies reconhecidas como Eimeria
(mesmo que incertae sedis) podem ser consideradas invalidas; prova do quédo problematico séo
os trabalhos conduzidos somente com identificacdo molecular, atrapalhando a compreenséo da
sistematica dos eimerideos. Eimeria tokayae, também se enquadra na mesma situacao. Ela foi
descrita no artigo de Ball e Daszak (1995), baseada exclusivamente na morfologia/morfometria
dos oocistos. Nas fotomicrografias e desenhos de linha apresentados no artigo, é nitido que se
trata de uma espécie de Acroeimeria. Portanto, considerando esses equivocos e reavaliando a
filogenia desses grupos, Acroeimeria e Choleoeimeria se comportam como grupos

monofiléticos dentro de Eimeriidae, sendo inclusive essa classificacdo atual, a nivel de familia,
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questionavel. Entretanto, este contexto é diferente para E. arnyi e E. ranae. Ambas espécies
possuem corpo de Stieda, e em E. arnyi é observado adicionalmente um corpo de sub-Stieda
(UPTON; OPPERT, 1991; JIRKU et al., 2009). Com isso, a sisteméatica dos eimerideos ainda
permanece conturbada e inconclusiva, principalmente para o género Schellackia. Existe a
possibilidade dessas espécies serem casos de pseudoparasitismo, porém no trabalho de Jirka et
al. (2009), o desenvolvimento dos estagios endogenos de E. ranae é descrito em conjunto com
diligentes caracterizacbes morfolégicas e moleculares; portanto essa possibilidade ¢é

improvavel.

Jirka et al. (2009), no seu proprio trabalho, reconhece as incongruéncias de algumas
analises filogenéticas moleculares com a classificacdo taxonémica tradicional. Ele alega,
contudo, que Eimeria corresponde a um dos géneros eucaridticos mais especiosos que se tem
relato; e que estudos a seu respeito, principalmente direcionados a grupos hospedeiros
negligenciados (como vertebrados ectotérmicos, e principalmente invertebrados), podem servir
como modelos para entender a evolucdo coccidiana e seu processo de coevolucdo parasito-
hospedeiro. Cabe frisar que, sabe-se muito pouco sobre Eimeria spp. descritas em artropodes,
e nenhuma delas teve a complementacgédo de dados moleculares. A incorporagéo dos tais ‘‘elos
perdidos”® na filogenia molecular, representard uma abordagem sdélida para elucidar a
sistemética geral de coccidios eimerideos (KOPECNA et al., 2006; JIRKU et al., 2009). Xavier
et al. (2018) reendossam isso, ao perfilarem resultados filogenéticos de coccidios de peixes
marinhos com outros grupos; e sugerem que essas linhagens parasitarias evoluiram primeiro
em hospedeiros vertebrados basais (e.g. Chondrichthyes Huxley, 1880), e que as linhagens mais
derivadas infectam vertebrados superiores (e.g. passaros e mamiferos) em conformidade com a
evolucdo de seus hospedeiros. Segundo eles, os elasmobranquios podem hospedar outras

linhagens ancestrais abrigando elos desconhecidos da evolugao coccidiana.

Diante desse cenario, € preciso entender que a morfologia ainda cumpre com a sua
funcdo indispensavel para descri¢fes taxondémicas, ou mesmo para a organizagao sistematica
dos mais variados taxons; porém caracterizacbes moleculares complementares também se
tornaram essenciais para a descricdo de novas espécies ou taxons. A aplicacdo de técnicas
moleculares ajuda a elucidar varios dilemas taxonémicos, provendo analises filogenéticas mais
fidedignas e ajudando a se inferir melhor sobre o processo de especiacdo das espécies
coccidianas e suas relagdes evolutivas entre os taxons. Com isso, as caracterizagdes genéticas
dos coccidios tém sido requisitadas cada vez mais, trazendo consequentemente, um maior

suporte analitico (TENTER et al. 2002; MORRISON, 2009; OGEDENGBE et al. 2011;
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BERTO et al., 2014). De acordo com Barta (2001), as ferramentas moleculares sdo Uteis
principalmente para se inferir relagbes evolutivas. Caracteristicas morfoldgicas, por vezes,
mostram-se limitadas para sistematizar taxons, definir espécies e ainda mais, para entender as

relacBes de parentesco entre os coccidios. Um exemplo crasso foi o de Cryptosporidium.

IrradiacOes adaptativas e convergéncias evolutivas sdo fendmenos evolutivos que
ajudam a explicar a diversidade de seres vivos, mas que também podem se tornar confusos a
um olhar isento da genética (BECK et al., 2009). Em convergéncias evolutivas, espécies ou
tdxons (mesmo que distantes filogeneticamente), por uma série de fatores, como a pressao
seletiva do meio, acabam desenvolvendo caracteristicas semelhantes entre si; e 0 emprego dessa
terminologia estd bem associado a comparacdo de grupos parafiléticos. J& as irradiacdes
adaptativas estdo mais relacionadas a formacéo de novas espécies, derivadas de um ancestral
comum mais recente, mas que foram adaptando seus caracteres as diferentes circunstancias do
meio no qual estavam inseridas, como num processo de co-evolucdo do parasito ao seu

hospedeiro; ou seja, se aplica bem a grupos monofiléticos (AMORIM, 2002).

E neste sentido que a biologia molecular ganhou forga nas Gltimas décadas, ndo como
uma técnica substitutiva, mas sim complementar. E de extrema importancia pontuar que a
morfologia, associada a aspectos bioldgicos, patoldgicos e ecoldgicos dos coccidios em seus
hospedeiros, ainda continuam sendo elementares para descri¢cGes taxondmicas ou organizagdes
sistematicas, sobretudo em eimerideos. A biologia molecular deve ser usada como uma
ferramenta (nem mais nem menos importante) a fim de confirmar ou rechacar hipoteses,
estipular com maior precisao a filogenia de grupos, entender aspectos evolutivos inerentes as
espécies (e.g. espécies cripticas ou polimorficas) e auxiliar na descricdo de novas espécies
(BARTA, 2001; MORRISON, 2008; DOLNIK et al., 2009).

Os genes mais comumente usados para o sequenciamento de coccidios eimerideos sao
0s genes ribossémicos (18s, 28s), o espacador interno transcrito (ITS), e os mitocondriais que
codificam as subunidades | e Il da enzima citocromo ¢ oxidase (cox1, cox2); sendo o 18S o
mais largamente empregado até o momento. O sequenciamento conjunto desses genes, oferece
um panorama ideal para a caracterizacao de espécies, bem como, estipular seu posicionamento
filogenético frente a outros grupos. Os genes mitocondriais, por acumularem mais alteragdes
genotipicas ao longo do tempo e consequentemente serem menos conservados; sdo mais
apropriados para a identificacéo de espécies, descricao de novas ou distin¢do de polimorfismos

(acurado para eventos recentes de especiacdo). Por outro lado, os genes ribossémicos, por
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acumularem menos alteragdes genotipicas ao longo do tempo e consequentemente serem mais
conservados; acabam sendo mais apurados para delimitar as relagdes de parentesco entre
diferentes taxons e analisar a filogenia entre eles (OGEDENGBE et al., 2011; OGEDENGBE
etal., 2015; BERTO et al., 2014).

Diante disso, retomando a exposic¢do inicial desse tdpico, a revisdo de Tenter et al.
(2002) descreve vantagens e desvantagens do uso de caracteres fenotipicos ou moleculares para
esquemas taxonémicos com coccidios eimerideos. Ela traz exemplos das desvantagens de
classificacbes atuais baseadas apenas em caracteres fenotipicos, bem como armadilhas
potenciais associadas ao uso apenas de filogenias moleculares. Se por um lado, a “taxonomia
tradicional” tem mostrado suas limitaces para sistematizar os tdxons coccidianos, uma analise
exclusivamente genética também se mostra insuficiente. Se tomarmos como exemplo outros
alveolatas, em Paramecium considera-se até 10% de variacdo pelo gene COI, como ainda sendo
a mesma espécie (ZHAO et al., 2013). Ja em T. gondii, encontramos uma variacdo de até 3%
apenas entre linhagens da Europa (KHAN et al., 2014). E Isospora spp. ja foram separadas
apresentando diferencas de apenas 0,6% (para o gene 18s) e 1,7% (para o gene COI), mesmo
sem uma diferenciacdo morfoldgica clara (HAFEEZ et al., 2014). Talvez o exemplo mais
notavel, resida na comparagdo entre Eimeria necatrix Johnson, 1930 e Eimeria tenella (Tyzzer,
1929). Estas duas espécies parasitam galinhas, sendo extremamente patogénicas, com oocistos
morfologicamente muito parecidos, e apresentando ainda 99,9% de similaridade em todo
genoma mitocondrial. Porém, enquanto uma parasita o ceco (E. tenella) a outra parasita o
duodeno e jejuno (E. necatrix). Com isso, a principal diferenciacdo entre as duas, fica a cargo
dos sitios de infeccédo e periodos pré-patente em cada espécie. Por isso, descri¢des taxonémicas
ou organizacBes sistematicas com usufruto da taxonomia integrativa, sdo sempre

recomendadas.

Embora a biologia molecular seja amplamente aplicada na caracterizacdo de diversos
grupos coccidianos hoje em dia, muitas lacunas ainda permanecem abertas; com a necessidade
de uma maior quantidade de espécies e de diferentes genes serem sequenciados, para ajudar a
desvendar essas questdes sobre a sistematica dos grupos. A esmagadora maioria das espécies
de coccidios foram descritas apenas considerando a morfologia de seus oocistos. 1sso pode ser
explicado pelo fato da disponibilizacdo de técnicas moleculares, ser uma aquisicdo
relativamente recente, enquanto coccidios ja vem sendo descritos ha pelo menos um século e
meio. Portanto, pela existéncia limitada de espécies sequenciadas, nossa compreensao geral

sobre a sistematica desse grupo ainda é muito incipiente. H4 muito o que ser feito ainda!
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Especificamente, os resultados de filogenia molecular obtidos neste trabalho para o género
Tyzzeria, serdo discutidos no tdpico a seguir.

6.2 Analises filogenéticas e evidéncias sobre o posicionamento do género

A andlise filogenética contendo espécies dos principais tdxons de cromistas baseada no
gene 18S realizada neste trabalho (figura 31) foi similar aquelas apresentadas previamente por
Barta et al. (2012) e Ogedengbe et al. (2018), onde grupos monofiléticos foram compativeis
com os taxons de dinoflagelados, gregarinas, hematozoarios, adelideos, eimerideos e
sarcocistideos. Em contrapartida, da mesma forma que destacado desde Barta (1989) até os
trabalhos mais recentes de Barta et al. (2012) e Ogedengbe et al. (2018), foram observadas
homoplasias associadas a estes grupos monofiléticos correspondentes aos tdxons de cromistas
(figura 31), tais como a heterogamia e auséncia de sizigia nos clados de Cryptosporidium spp.
e Eimeriida (BARTA; THOMPSON, 2006), e o parasitismo epicelular nos clados de
Cryptosporidium spp., Goussia spp. de peixes e Acroeimeria spp. e Choleoeimeria spp. de
répteis (BARTOSOVA-SOJKOVA et al., 2015). No entanto, as homoplasias mais evidentes e
estudadas nos taxons de coccidios, principalmente Eimeriida, referem-se a caracteres

taxonémicos relacionados aos oocistos, como a estrutura de excitamento nos esporocistos.

Jirku et al. (2002) propuseram que a familia Eimeriidae fosse composta apenas pelos
géneros de coccidios que possuissem corpo de Stieda como estrutura de excistamento do
esporocisto; ou seja, nesse caso tal estrutura seria uma autapomorfia de eimerideos. Neste
pensamento, apenas 0s géneros Eimeria, Isospora, Cyclospora e Caryospora seriam eimerideos
verdadeiros. Ainda em Jirka et al. (2002), os sarcocistideos teriam a sinapomorfia do
excistamento através de duas suturas presentes no esporocisto; e géneros como Acroeimeria,
Choleoeimeria, Calyptospora, Barroussia e Goussia deveriam ser alocados em uma ou mais
familias distintas por terem apenas uma sutura abrindo em duas valvas no esporocisto como

estrutura de excistamento.

Neste mesmo sentido, Ogedengbe et al. (2018) mostraram que os coccidios que
possuem corpos de Stieda formam um grande clado bem suportado em uma analise filogenética
baseada em sequéncias mitocondriais e nucleares combinadas; entretanto, esta analise
filogenética incluiu majoritariamente sarcocistideos, Eimeria spp. e Isospora spp., parasitos de

diferentes classes de vertebrados, e apenas uma espécie de Choleoeimeria e outra de
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Lankesterella. A anélise filogenética do presente estudo contemplou uma maior diversidade de
géneros e espécies de coccidios, de forma que a monofilia de espécies coccidianas que contém
esporocistos com corpos de Stieda nao foi plenamente observada (figura 31). Neste sentido, um
grande clado agrupando diversas Eimeria spp., Isospora spp. e Cyclospora spp. de mamiferos
e aves (todas com corpo de Stieda) foi observado na andlise filogenética; entretanto, dentro do
clado maior/anterior de Eimeriida, sdo observados quatro clados distintos agrupando géneros
coccidianos com e sem corpo de Stieda, tais como: (1) Lankesterella spp. (sem corpo de Stieda)
com Caryospora bigenetica Wacha & Christiensen, 1982, Eimeria paludosa (Léger & Hesse,
1922) Hoare, 1933 e Isospora spp. de répteis (com corpo de Stieda); (2) Goussia neglecta
(Noller, 1920) Molnér, 1995 e Goussia balatonica Molnéar, 1989 (sem corpo de Stieda) em
diferentes posi¢Ges com os eimerideos com corpo de Stieda; (3) Calyptospora spp. (sem corpo
de Stieda) com Eimeria spp. de peixes (com corpo de Stieda); e, a partir do estudo atual, (4) T.
parvula (sem corpo de Stieda) com Eimeria ranae (com corpo de Stieda) num clado menor e
com Schelackia spp. e Caryospora-Like spp. (sem corpo de Stieda) de répteis e anfibios num

clado anterior (figura 32).

A falha na observacdo de corpos de Stieda, principalmente em estudos antigos ou
superficiais, pode estar interferindo na interpretacdo de homoplasia deste caractere taxondmico
na analise filogenética. Por exemplo, Megia-Palma et al. (2015) descreveram E. eutropidis e E.
steinhausi de répteis, as quais foram inseridas no clado de Choleoeimeria spp. e Acroeimeria
spp. em sua andlise filogenética, mas foram descritas no género Eimeria mesmo sem apresentar
desenhos ou fotomicrografias que evidenciassem o0s corpos de Stieda tipicos do género. Em
contrapartida, Upton e Oppert (1991) e Jirkl et al. (2009) apresentaram exemplarmente os
corpos de Stieda nas descri¢des de E. arnyi e E. ranae, as quais foram inseridas fora do clado
dos eimerideos tradicionais, num clado de Schelackia spp. e Caryospora-Like spp. que néo

possuem corpos de Stieda.

Considerando o corpo de Stieda como um caractere taxondmico homoplasico em
distintos clados de Eimeriida, vale refletir por qual processo evolutivo deu-se esta homoplasia.
Conforme ja relatado anteriormente, uma homoplasia pode ter se originado a partir de trés
eventos evolutivos principais: paralelismo, convergéncia e reversdo (AMORIM, 2002). Neste
contexto, considerando a complexidade estrutural e bioldgica do corpo de Stieda e a sua
presenca apenas em parte das espécies, em pelo menos 4 clados de Eimeriida, conforme
evidenciado na analise filogenética deste estudo (figura 31); parece mais parcimonioso

considerar que tal estrutura tenha regredido em algumas espécies nestes clados hum processo
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de reversdo, ao invés de ter surgido de forma independente, seja a partir de um mesmo
(paralelismo) ou diferente (convergéncia) caractere plesiomorfico. Em outras palavras, a nossa
hipdtese é que o corpo de Stieda ndo seria uma autapomorfia, mas sim que ele provavelmente
tenha surgido numa linhagem mais ancestral, a partir da qual, alguns grupos evoluiram
perdendo novamente essa caracteristica, enquanto em outros, essa caracteristica permaneceu e
se aprimorou. Entéo, nesse caso o retorno dessa condicdo de auséncia do corpo de Stieda e dos

esporocistos seria uma homoplasia por reverséo nesses outros eimerideos.

Outro caractere taxondmico, desta vez também considerado como homoplésico por
Ogedengbe et al. (2018), é a configuracdo do nimero de esporozoitas e esporocistos por oocisto.
Este tem sido o principal caractere taxondmico utilizado para a diferenciacdo dos géneros
coccidianos desde os primoérdios da coccidiologia (BERTO et al. 2014). Neste sentido e em
relacdo ao estudo atual, Allen (1936) classificou Tyzzeria junto com Pfeifferinella e Schellackia
na familia Eimeriidae, subfamilia Cryptosporidiinae, principalmente baseada na auséncia de
esporocisto nos oocistos. De fato, esta subfamilia é incoerente pela posicao filogenética de
Cryptosporidium spp. fora do grupo dos coccidios, porém ha uma aproximacdo morfoldgica de
Tyzzeria com Schellackia por ambos terem oocistos aesporocisticos octozoéicos, a qual foi
sustentada pela posicao filogenética de Tyzzeria no estudo atual. A aproximacdo filogenética
com Pfeifferinella ndo € conhecida pois ndo ha depdsitos de sequéncias de Pfeifferinella no
GenBank. Em relacdo as demais caracteristicas biologicas e ecoldgicas entre estes géneros, ha
muitas incongruéncias: (1) Tyzzeria parasita essencialmente Anseriformes, tem transmissao
feco-oral e esporogonia exdgena (ALLEN, 1936; LEVINE, 1985; BERTO, 2008); (2)
Pfeifferinella parasita essencialmente gastrépodes, tem transmissdo feco-oral, esporogonia
exogena e contém uma estrutura tipica e inica denominada “tubo vaginal” no macrogameta por
onde penetram os microgametas (WENYON, 1926; WACHA, 1980); e (3) Schellackia parasita
répteis e anfibios, tem ciclo heteroxeno sem liberacdo de oocistos nas fezes, uma vez que 0s
esporozoitos que desenvolvem-se em oocistos que ficam retidos na lamina prépria do intestino,
penetram em células sanguineas de capilares e tornam-se susceptiveis a mosquitos que sao
considerados hospedeiros intermediarios e vetores (WENYON, 1926; LEVINE, 1985;
MEGIA-PALMA et al., 2014).

Além disso, a aproximacéo de Tyzzeria com Schellackia pela configuragdo dos oocistos,
a qual foi sustentada pela analise filogenética pelo 18S no estudo atual, confronta a abordagem
de Ogedengbe et al. (2018), a qual considerou que a configuracao dos oocistos ndo e compativel

com os grupos monofiléticos resultantes da filogenia molecular, e que o processo evolutivo
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para diversidade de coccidios deu-se primariamente através da coevolugdo parasito-hospedeiro.
De fato, vérios clados sdo observados com coccidios parasitos de um mesmo grupo hospedeiro,
incluindo géneros diferentes (configuracdes de oocistos diferentes), a exemplo de Calyptospora
spp. e Eimeria spp. parasitos de peixes em um mesmo grupo monofilético bem definido. Em
contraste, na andlise filogenética do estudo atual, algumas espécies congéneres sdo observadas
parasitando diferentes classes de vertebrados em mesmos grupos monofiléticos, conforme
observa-se para Lankesterella spp. parasitos de anfibios, répteis e aves; e Choleoeimeria spp. e

Acroeimeria spp. parasitos de anfibios e mamiferos.

Ainda sobre a configuracdo dos oocistos, Ogedengbe et al. (2018) reforcam a
inadequacao deste caractere taxondémico para delimitacdo de géneros ao destacar que o nimero
total de esporozoitos por oocisto, desconsiderando 0s esporocistos, altera-se em alguns grupos
monofiléticos: Cyclospora spp. tém um total de 4 esporozoitos, Eimeria spp., Caryospora spp.
e Isospora spp. tém 8 esporozoitos; e Lankesterella tem 32 esporozoitos. Ogedengbe et al.
(2018) ainda ressaltam que alteracdes quimicas e biolégicas podem alterar a configuracdo dos
oocistos de eimerideos tradicionais e que, portanto, 0 nimero de esporozoitos e esporocistos
nos oocistos ndo deveria ser considerado como um caractere taxondmico fundamental, ao

menos que o taxonomista considere os géneros tradicionais como parafiléticos.

Em contrapartida, no estudo atual, pode-se observar a congruéncia de oito esporozoitos
por oocisto em Tyzzeria, Schellackia, Eimeria, e Caryospora-Like spp. que formaram um grupo
monofilético, apesar da multiplicidade de hospedeiros (aves, répteis e anfibios) (figura 31).
Adicionalmente, Tyzzeria e Schellackia sdo reconhecidamente aesporocisticos. Caryospora-
Like spp. de queldnios foram pela primeira vez descritas como Caryospora cheloniae
Leibovitz, Rebell, & Boucher, 1978 (LEIBOVITZ et al. 1978), a qual foi caracterizada como
monosporocistico octozoico; entretanto, ao se observar as fotomicrografias originais fornecidas
por Leibovitz et al. (1978), a membrana identificada como a parede do oocisto que reveste 0
denominado esporocisto poderia ser, na verdade, o véu-exterior comum aos oocistos eimerideos
(BELLI et al., 2006; MAI et al., 2009). E nesse caso, 0 denominado esporocisto entdo seria um
oocisto aesporocistico octozdico, em conformidade com os géneros Tyzzeria e Schellackia.
Apesar da grande importancia de Caryospora-Like spp. devido a sua patogenicidade em
quelbnios e das varias publicacbes associadas a patologia desses parasitos, nenhum estudo mais
recente abordou detalhadamente a morfologia dos oocistos eliminados. Caso esta configuracéo
seja confirmada para Caryospora-Like spp. de quel6nios, apenas Eimeria arnyi e Eimeria
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ranae seriam inconsistentes nestes grupos monofilético por terem esporocistos com corpo de
Stieda.

Em todo caso, € fato a afirmacéo de Ogedengbe et al. (2018) de que a taxonomia classica
dos géneros de coccidios é dissociativa dos atuais resultados de filogenia molecular; entretanto,
caso todos os ajustes requeridos fossem feitos neste sentido, uma grande quantidade de novos
taxons geneéricos ou familiares, deveria ser adicionada para comportar esta ampla diversidade
morfolégica e molecular dos coccidios. Talvez o género coccidiano tradicional mais
inconsistente com os resultados filogenéticos seja Goussia, a qual possui muitas espécies
sequenciadas que ficam posicionadas em diferentes e distantes clados, agrupadas com Eimeria
spp., Calyptospora spp., ou ainda sarcocistideos (figura 31) (XAVIER et al., 2020). Neste
sentido, considerando que este é o primeiro depoésito de Tyzzeria no GenBank, sdo necessarios
mais estudos moleculares e filogenéticos, incluindo com as demais Tyzzeria spp., para inferir
sobre qualquer ajuste taxonémico em nivel de género, subfamilia ou familia associado a este

clado de Tyzzeria, Schellackia, Eimeria, e Caryospora-Like spp.

6.3 Consideracdes sobre os polimorfismos observados

O polimorfismo pode ser entendido como um fendmeno populacional em que uma
determinada espécie apresenta variacdes intraespecificas em sua forma, tamanho e outras
caracteristicas; portanto, uma variacdo a nivel de espécie (WIENS, 1999; AMORIM, 2002).
Em genética de populagdes, o termo polimorfismo indica uma transitoriedade de alelos onde
dois ou mais alelos de um mesmo locus génico coexistem (n&o houve fixagdo de nenhum deles).
Essa condicdo pode durar indefinidamente, com sua frequéncia variando entre 0% (situacdo em
que é eliminado) a 100% (quando uma das condicdes é fixada e, consequentemente, as outras
sdo eliminadas). Ou seja, polimorfismos sdo as variacdes fenotipicas e genotipicas intrinsecas
a uma determinada espécie (AMORIM, 2002). Com isso em vista, conforme apresentado nas
caracterizagdes dos morfotipos (topico 5.2), o polimorfismo foi uma consténcia nas analises do

presente estudo.

Foram observadas diferencas morfométricas em todos os morfotipos analisados (Tabela
5). Por exemplo, oocistos do morfotipo 1 apresentaram medidas de comprimento que variaram
entre 11,2 um a 16,6 pm; e medidas de largura que variaram entre 9,2 um a 14,5 um. Oocistos

do morfotipo 2 também variaram nesses quesitos com um comprimento que ficou entre 11,2
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um a 15,6 um e uma largura variando de 8,2 um a 13,5 um. Oocistos do morfotipo 3 obtiveram
11,5 pm como medida minina de comprimento e 18,5 um como maxima; € 9,9 um como medida
minina de largura e 13,9 um como maxima. E oocistos do morfotipo 4 tiveram medidas de

comprimento entre 10,2 um a 18,3 um,; e largura entre 10,2 um a 13,8 um.

A espessura de parede também apresentou oscilagfes (Tabela 5). No morfotipo 1, a
menor medicdo detectou 0,5 um e a maior 1,4 um. No morfotipo 2, a menor espessura foi de
0,6 um, enquanto a maior foi de 1,2 um. O morfotipo 3, obteve 0,7 um como menor espessura
e 1,9 um como a maior espessura. E no morfotipo 4, a menor espessura teve 0,9 um, com a
maior tendo o valor de 2,4 um. Todos esses valores, bem como os das demais estruturas, foram
fornecidos em detalhes nos tépicos 5.2.1, 5.2.2, 5.2.3 e 5.2.4 que discorrem sobre a
caracterizacdo de cada morfotipo. Segue abaixo (figura 33), uma fotomicrografia que ajuda a

ilustrar melhor essas observacgoes:
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Length:11.17um

L175
Length:9.64um

L176
Length:0.71um

[L173 l

L172 I
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Length:12.65um

L171 I
Length:12.78um

Figura 33 — Exemplificacdo de polimorfismo observado no morfotipo 1 (Tyzzeria parvula).

Existem muitos fatores capazes de explicar um padrdo polimorfico intraespecifico em
oocistos coccidianos. De acordo com Berto et al. (2014), podemos citar: estresse; estado
nutricional e imunidade do hospedeiro; dose infectante; momento da descarga dos oocistos
durante o periodo patente; substancia e tempo que 0s oocistos foram armazenados e plasticidade
fenotipica. Tudo isso pode implicar nos polimorfismos observados. Como exemplo, Joyner
(1982) relatou que o tamanho de oocistos ndo é necessariamente constante, demonstrando uma
mudanca progressiva no tamanho a medida que a infeccéo se desenvolve. Duszynski (1971) ja
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tinha reportado um aumento no tamanho dos oocistos de Eimeria separata Becker & Hall
(1931) durante a paténcia (periodo de maior eliminacdo) em experimento realizado com
roedores, tendo uma variacdo de até 40%. Fayer (1980) também argumenta que o ambiente de
confinamento dos hospedeiros e 0 uso de anticoccidianos podem interferir na morfometria e no
namero de oocistos eliminados; e segundo Greif et al. (1996), até mesmo a resisténcia aos
anticoccidianos pode gerar polimorfismo. Berto e Lopes (2020) salientam ainda que a
transmissdo de coccidios entre hospedeiros simpatricos, mas de espécies diferentes (e.g.
hospedeiros congéneres), pode favorecer a recombinacdo genética do parasito e, portanto, o
polimorfismo. Como exemplo de plasticidade fenotipica, Ortlzar-Ferreira et al. (2024)
descreveram uma espécie de Eimeria de pombos silvestres altamente polimdrfica. Além disso,
como asseguram Berto et al. (2014), em oocistos com indices morfométricos maiores que 1,1
(apresentando formato elipsoidal), o polimorfismo pode ser mais comum, pois a caracterizacao
tridimensional do oocisto pode ser facilmente comprometida quando este néo € observado em
todas suas posi¢des, principalmente na posicdo longitudinal; o que é atenuado em oocistos

perfeitamente esféricos (indice morfométrico igual a 1,0).

Outro trabalho que merece destaque aqui € o de Berto et al. (2008b). Nele, os autores
evidenciaram polimorfismos em oocistos de T. parvula provenientes de 2 grupos de gansos
domésticos (A. anser) que viviam em ambientes distintos. Os oocistos dos gansos que viviam
soltos em ambiente rural foram menores que os oocistos dos gansos que habitavam ambiente
urbano, estando confinados em gaiolas de aviarios comerciais. Com isso, 0s autores concluiram
que T. parvula pode ser altamente polimérfica; e que as influéncias dos sistemas de criacdo e 0
repetitivo grau de infeccdo natural sobre os gansos estdo diretamente relacionados ao
polimorfismo nessa espécie. Levine (1952) ja havia percebido tal caracteristica para T. parvula,
afirmando que as dimensdes dos oocistos tendem a ser semelhantes em cada hospedeiro e que,
o polimorfismo é mais percebido quando se comparam oocistos de hospedeiros distintos.

Do ponto de vista evolutivo, o polimorfismo pode representar um processo continuo de
especiacdo, que Wiens (1999) chama de “microevolucdo”, ou seja, o processo lento e gradual
no qual alguns caracteres podem ser eliminados ou incorporados na formacdo de uma nova
espécie. Este autor também defende que o polimorfismo pode ter um impacto profundo no
estudo de sistematas e taxonomistas para a delimitagdo de espécies, reconstrucéo da filogenia
de grupos e estudos sobre evolugéo de caracteres; portanto, caracteres polimorficos ndo podem
ser ignorados. Nesse sentido, trabalhos como o de Silva-Carvalho et al. (2020) reforcam esse

entendimento, pois 0s autores encontraram variagdes morfologicas e genotipicas para oocistos
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de Isospora parnaitatiaiensis Silva, Rodrigues, Lopes, Berto, Luz, Ferreira & Lopes, 2015 que
foram recuperados de diferentes hospedeiros, associando isso a um processo de especiagdo
adaptativa em suas respectivas espécies hospedeiras. Ainda neste raciocinio, desta vez
exemplificando com uma espécie de Eimeria; Gardner e Duszynski (1990) constataram um
padrdo polimdrfico para Eimeria opimi Lambert, Gardner, & Duszynski, 1988 recuperado de
diferentes hospedeiros roedores.

Essas nocdes, por si sO, justificariam as diferencas morfométricas observadas nas
caracterizacdes de todos os morfotipos analisados, tendo em vista que cada um deles foi
recuperado de pelo menos duas espécies hospedeiras, vivendo em condi¢fes ambientais
diferentes. O morfotipo 1 (T. parvula), esteve presente em amostras de gansos A. anser e A.
cygnoides de criadouros ou lojas agropecuarias. Os morfotipos 2, 3 e 4 foram encontrados
apenas em anatideos nativos do Brasil, sejam de vida livre ou domesticados. Suas espécies
hospedeiras foram patos-do-mato domesticados da espécie C. moschata e marrecas-irerés
silvestres da espécie D. viduata. Os morfotipo 2 e 3 ainda foram observados em C. moschata
domestica (na variedade doméstica dessa espécie). Nas coletas 4, 11 e 12 (positivas apenas para
T. parvula), as aves eram exdticas, domésticas e de criadouros (criadas soltas, mas com um
minimo confinamento). J& na coleta 10 (também positiva apenas para T. parvula), as aves eram
exoticas e domésticas, mas eram de lojas agropecuarias (criadas em confinamento total). Na
coleta 6 (positiva apenas para o morfotipo 2) e na coleta 7 (positiva para os morfotipos 2, 3 e
4), as aves eram nativas, domesticadas, mas criadas soltas de maneira irrestrita em hotéis
fazenda. Nas coletas 9 e 14 (positiva para os morfotipos 2, 3 e 4), as aves eram nativas, silvestres
e de vida livre. E na coleta 13 (positiva para os morfotipos 2 e 3), a ave era nativa, doméstica e
estava sob cuidados veterinarios. Nesta Gltima, a ave se encontrava internada num hospital

veterinario, mas ndo se sabe se foi administrado algum anticoccidiano para a mesma.

Esse raciocinio do polimorfismo pode ser ainda mais explorado, se compararmos as
dimensdes obtidas para os morfotipos 2, 3 e 4. Todos esses morfotipos (coincidentemente ou
ndo) foram encontrados em amostras tanto de C. moschata como D. viduata, ao passo que
ambos estavam presentes nas coletas 7, 9 e 14. Se analisarmos cuidadosamente as amplitudes
morfométricas dos valores referentes ao didmetro maior e didmetro menor de cada um deles,
podemos notar que todos apresentam valores bastante aproximados e em sobreposi¢édo, o que
suscita a possibilidade dos morfotipos 2, 3 e 4, na verdade constituirem uma unica espécie, mas

altamente polimdrfica. Essas questdes serdo discutidas no topico a seguir.
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6.4 Implicacdes para a identificagdo dos morfotipos encontrados

Parker e Duszynki (1986) reconheceram casos problematicos para a identificacdo de
oocistos coccidianos. Alguns deles incluiam: (1) oocistos presumivelmente de uma Unica
espécie que podem ser altamente polimorficos dentro da mesma espécie hospedeira ou de
hospedeiros intimamente relacionados; e (2) oocistos de diferentes espécies que podem ser
estruturalmente semelhantes dentro de um grupo hospedeiro intimamente relacionado. Em
outras palavras, esses autores se referem a casos de plasticidade fenotipica intraespecifica
(polimorfismos) e situacdes de ocorréncia de espécies cripticas, isto &, quando diferentes
espécies se assemelham muito entre si. Atribuem-se a isso, diferentes fenbmenos evolutivos

como irradiacfes adaptativas e convergéncias evolutivas.

Como abordado no topico acima, a plasticidade fenotipica esta diretamente relacionada
a casos de polimorfismos, onde uma mesma espécie se apresenta de forma variavel, o que pode
indicar um processo de especiacao em percurso. Como exemplo, esses mesmos autores notaram
um polimorfismo acentuado em oocistos, recuperados de grous, da espécie Eimeria reichenowi
Yakimoff & Matschoulsky, 1935 que podiam ser divididos em até 5 morfotipos diferentes. As
diferengas incluiam aspectos relacionados a textura da parede (ora lisa, ora &spera), nimero de
granulos polares, aparéncia do residuo dos esporocistos e dados morfométricos. Em outro caso,
mas dessa vez amparado por dados moleculares, Ortuzar-Ferreira et al. (2024) descreveram
uma nova espécie na pomba-amargosa Patagioenas plumbea (Vieillot, 1818), extremamente
polimorfica: Eimeria patagioenasae Ortlzar-Ferreira, Oliveira, Andrade, Mello, Lima & Berto,
2024. Este trabalho contou com um delineamento estatistico, associado a analises
morfologicas/morfométricas e sequenciamentos genéticos. Foram observados 3 morfotipos,
sendo um deles sub esférico (mais globoso), outro nitidamente mais elipsoidal e cilindrico; e
um Ultimo que se configurava como uma transicdo entre esses dois primeiros, tendo uma
conformacdo mais ovéide (nem tdo esférica, nem tdo cilindrica). Além dessas diferencas
morfométricas, 0s oocistos revezavam presencga/auséncia aleatoria de caracteres associados a
parede do oocisto, como microépila, capuz polar, micropila lateral, véu externo e textura da
parede. Entretanto, aspectos relacionados a conformacao interna dos oocistos (como formato
dos esporocistos, distribui¢do do residuo do esporocisto e granulos polares, corpos de Stieda e
sub-Stieda), assemelhavam-se muito entre todos os morfotipos. A analise de regressao linear
confirmou o polimorfismo extremo dos oocistos, mostrando que se todas as combinacdes de
caracteres taxondmicos nos oocistos (morfotipos) fossem superestimadas, 19 espécies

diferentes poderiam ser identificadas/descritas. Em contrapartida, a analise de comparacédo de
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médias entre oocistos com presenca/auséncia de caracteristicas e os histogramas mostraram
equivaléncias e regularidade na distribuicdo nas classes de medidas, o que indicou a presenca
de uma Unica espécie nos oocistos medidos. As analises moleculares foram realizadas a partir
do isolamento de oocistos individuais dos diferentes morfotipos, que tiveram seu material
genético extraido, amplificado e sequenciado. As sequéncias foram 100% idénticas entre 0s
morfotipos, com isso, essa analise multifatorial apoiou que os oocistos eram de uma Unica

especie.

Paralelamente, podemos notar também casos opostos a esse, como Casas et al. (1995)
que descreveram trés espécies de Eimeria de capivaras, semelhantes entre si, sobretudo na
conformacao interna de seus oocistos, mas que foram separadas pelas diferencas de tamanho,
formato e textura da parede de seus oocistos. Além disso, em outro trabalho, Jirka et al. (2013)
isolaram e sequenciaram duas espécies de Eimeria de pangolins que eram morfologicamente
semelhantes, mas que apresentavam diferencas sutis relacionadas a textura da parede de seus
oocistos. Os resultados, apoiados no gene 18S, demonstraram que geneticamente haviam duas
espécies. Os autores atribuiram isso, a um fendmeno de irradiacdo adaptativa e co-evolucéo,
tendo em vista que foram descritas em espécies de pangolins diferentes, ndo simpatricos
(separados geograficamente em dois continentes). A espécie que tinha parede lisa, parasita
pangolins africanos que habitam florestas tropicais, ocorrendo assim em ambientes mais
umidos e frescos. Ja a outra espécie, de parede aspera, parasita pangolins asiaticos que habitam
areas desérticas, ocorrendo em regides semiaridas e secas. 1sso explica o desenvolvimento de
uma parede mais espessa e aspera, como uma adaptacdo para evitar a dessecacao e dirimir a

acao dos raios ultravioleta nessa ultima espécie. A espécie florestal ndo precisou disso.

No caso dos morfotipos separados aqui, por este trabalho, apenas o morfotipo 1 pode
ser identificado inequivocadamente. Esse morfotipo esteve presente em amostras de gansos A.
anser e A. cygnoides, hospedeiros da subfamilia Anserinae. Considerando os estudos prévios
sobre especificidade parasitaria (ja enfocado no tépico 3.1.5), a espécie esperada para ocorrer
nessa subfamilia é T. parvula. Além disso, ambos os hospedeiros amostrados ja tinham
parasitismo relatado para essa espécie (conforme informado no tépico 3.2.5.5), e em localidades
préximas onde as coletas deste estudo foram conduzidas. Ou seja, T. parvula é uma espécie que
ocorre naturalmente nas regides e hospedeiros amostrados. As analises morfol6gicas e
mensura¢Ges morfométricas também direcionaram para a identificagdo do morfotipo 1 como
sendo dessa espécie. E possivel perceber que a morfologia e morfometria dos oocistos desse

morfotipo é plenamente compativel com todas as caracterizacdes dessa espeécie, ja feitas por
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outros autores (ver Tabela 6). Esse morfotipo foi 0 mais prevalente, tendo um ndmero
substancialmente alto de oocistos avaliados, com um nimero amostral de 180 oocistos medidos.
Em todas as amostras e hospedeiros em que esteve presente, ele foi o uUnico morfotipo
observado, ndo havendo co-parasitismo com os morfotipos 2, 3 ou 4. Dessa forma, foi possivel
isolar seguramente oocistos desse morfotipo para serem sequenciados e caracterizados

molecularmente.

O morfotipo 2 foi 0 menos prevalente, contando com um numero amostral de 22
oocistos analisados. Como 0s oocistos das espécies de Tyzzeria sdo morfologicamente muito
similares e desprovidos de chaves dicotdmicas de identificacdo (diferentemente dos tradicionais
eimerideos portadores de corpo de Stieda), a identificacdo desse morfotipo se tornou incerta.
Ele foi encontrado em hospedeiros da subfamilia Anatinae (C. moschata, incluindo var.
domestica) onde o parasitismo por T. perniciosa, T. pellerdyi, T. allenae e T. chenicusae é
relatado/esperado. Sua morfometria se aproximou das espécies T. perniciosa, T. pellerdyi (ver
Tabela 5). Contudo, considerando o polimorfismo recorrente em muitas espécies de eimerideos,
inclusive ja reportado para o género Tyzzeria (ver tdpico 6.3) é muito provavel que todas essas
espécies sejam sinonimias de T. perniciosa (isso seré debatido com énfase no topico 6.5). Além
disso, ndo ha até o momento nenhum sequenciamento genético realizado para quaisquer
espécies do género, sendo assim ndo ha como constatar uma diferenciacdo molecular entre essas
espécies que justificasse suas separacdes. Nesse sentido, uma abordagem essencial para
esclarecer essa incognita taxonémica, seria isolar e caracterizar molecularmente oocistos de T.
perniciosa,  previamente identificados = morfologicamente/morfometricamente  em
compatibilidade com essa espécie (preferencialmente do mesmo hospedeiro e localidade tipo).
Assim, estipulada sua caracterizacdo molecular, poderia-se entdo, proceder o mesmo com as
demais Tyzzeria spp. descritas em Anatinae, comparando posteriormente os resultados obtidos.
Tendo em vista que 0s oocistos desse morfotipo foram encontrados em baixas quantidades, néo
foi possivel proceder isolamento ou caracterizacdo genética dos mesmos. E ainda que isso
tivesse sido feito, ndo teria como compara-lo molecularmente com as demais Tyzzeria spp. de

Anatinae para atestar sua especie.

Outra constatacdo que impossibilita sua identificacdo, é o fato de que este mesmo
morfotipo também foi encontrado em marrecas D. viduata, hospedeiros da subfamilia
Dendrocygninae. Ndo ha nenhum registro prévio de Tyzzeria spp. feita para essa subfamilia.
Essas questbes embaralham nosso entendimento de especificidade. Seria 0 morfotipo 2 uma

espécie nova capaz de ultrapassar a especificidade parasitaria a nivel de subfamilia? Seria a
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ocorréncia desse morfotipo em duas subfamilias, fruto de contaminacéo amostral? Qual seria o
verdadeiro hospedeiro para o morfotipo 2? Seria o0 morfotipo 2 alguma das espécies ja relatadas
para Anatinae? Diante, da realidade dos resultados e de poucos oocistos encontrados, nenhuma
dessas questdes pode ser respondida. Cabe salientar também que ndo ha nenhum relato prévio

de Tyzzeria spp. para o hospedeiro C. moschata.

No que concerne ao padrdo de especificidade parasitaria para eimerideos, apesar de
constar com sélidos trabalhos na literatura, ndo ha uma regra nesse sentido. Hnida e Duszynski
(1999), afirmam que diversos estudos amparados por trabalhos a campo e de transmissao
cruzada, j& indicaram que algumas espécies de Eimeria ndo sdo tdo especificas quanto se
pensava anteriormente (DE VOS, 1970; HILL; DUSZYNSKI, 1986; MAYBERRY et al. 1982;
TODD, HAMMOND; 1968a,b; THOMAS; STANTON, 1994; UPTON et al. 1992). Por
exemplo, De Vos (1970) demonstrou que Eimeria chinchillae De Vos & Van der Westhuizen,
1968, originalmente descrita em chinchila, foi transmitida com sucesso para sete outros
roedores de outras familias. Todd e Hammond (1968a,b) também reportaram casos assim, de
baixa especificidade, para Eimeria callospermophili Henry, 1932 e Eimeria larimerensis
Vetterling, 1964. E Hill e Duszynski (1986) para Eimeriu tamiasciuri Levine, Ivens &
Kruidenier, 1957.

Os morfotipos 3 e 4 também ndo puderam ser identificados. Eles claramente se
distinguem morfologicamente de todas as espécies de Tyzzeria ja descritas, pois sao 0s Unicos
a apresentar a caracteristica de aspereza na parede externa de seus oocistos. 1SS0 0S
potencializam como provaveis espécies novas. Contudo, as diferencas entre ambos foram sutis,
girando em torno da espessura da parede e grau de aspereza observado. Seus dados
morfométricos convergiram significativamente; e ambos foram recuperados dos mesmos
hospedeiros. Esses hospedeiros (C. moschata e D. viduata) por sua vez também contemplam
duas subfamilias: Anatinae e Dendrocygninae. Teriam entdo esses morfotipos, uma
especificidade que foge do padrdo a nivel de subfamilia? Seriam os morfotipos 3 e 4 uma
mesma especie, mas polimorfica? Ou seriam espécies cripticas, mas diferentes? Nesse sentido,
considerando que tanto os morfotipos 2, 3 e 4 foram encontrados em hospedeiros nativos da
espécie C. moschata e D. viduata (inclui-se ainda C. m. domestica para os morfotipos 2 e 3) e
apresentaram tamanhos e formatos similares (ver Tabela 5), todos esses poderiam se configurar
como uma Unica especie, mas altamente polimorfica. A diferenciacdo morfologica entre eles
fica a cargo da espessura e textura da parede, mais acentuada sobretudo quando comparamos

os morfotipos 2 e 4 (mais extremos entre si). J& o morfotipo 3, parece ser um morfotipo de
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transicdo entre eles. As questBes de especificidade enfocadas para 0 morfotipo 2 também se
aplicam a esses outros dois morfotipos.

Como ja mencionado aqui, recentemente Ortuzar-Ferreira et al. (2024) descreveram
uma nova espécie de Eimeria de pombos, altamente polimoérfica, com oocistos que variavam
em formato, tamanho e textura de parede (aspereza acentuada, intermediéria e parede lisa).
Portanto, a exemplo desse trabalho, seria indispensavel que cada um desses morfotipos fossem
isolados, sequenciados e comparados molecularmente para se chegar a uma descricdo mais
acertada possivel, de uma Gnica ou multiplas espécies. Apesar dos morfotipos 3 e 4 terem sido
encontrados em maior quantidade (nimero amostral de 58 e 39 oocistos, respectivamente),
assim como o morfotipo 2, ndo se obteve éxito em seus isolamentos. Sendo assim, ndo foi
possivel caracteriza-los molecularmente. Além disso, como ambos morfotipos foram
encontrados em duas subfamilias de Anatidae, mas estudos devem ser conduzidos para

entendermos a real especificidade parasitarias desses morfotipos.

6.5 Comentarios criticos sobre a validade de Tyzzeria spp.

Conforme explanacdo feita no topico 3.1.5, aspectos relacionados a especificidade
parasitaria e biologia dos coccidios, costumam ser bem variaveis. Sabidamente, alguns géneros
possuem uma abrangéncia de hospedeiros maior que outros, ciclos heteroxenos e homoxenos;
e diferentes sitios de infeccdo. Por exemplo, o género Eimeria, o mais diversificado dos
coccidios, possui centenas de espécies descritas que se distribuem em todas as classes de
vertebrados e em alguns grupos de invertebrados. Nesse género, possuem espécies estritamente
intestinais e outras que perfazem ciclo extraintestinais, parasitando o parénquima de outros
orgdos como figado, rim e Gtero. Por outro lado, temos géneros como Nephroisospora
Winschmann, Wellehan, Armien, Bemrick, Barnes, Averbeck, Roback, Schwabenlander,
D’Almeida, Joki, Childress, Cortinas, Gardiner & Greiner, 2010 cuja a diversidade relatada e
de apenas uma Unica espécie: Nephroisospora eptesici Wiunschmann, Wellehan, Armien,
Bemrick, Barnes, Averbeck, Roback, Schwabenlander, D’ Almeida, Joki, Childress, Cortinas,
Gardiner & Greiner, 2010. Este género, por sua vez, estd restrito ao parasitismo renal de
morcegos (WUNSCHMANN et al., 2010; BERTO et al., 2014; VOTYPKA et al., 2016). Com
iSS0, esse topico se propde a avaliar criteriosamente a diversidade e biologia do género Tyzzeria,
tecendo comentérios sobre a plausibilidade das suas espécies serem ou nao restritas a
hospedeiros anatideos e ao parasitismo intestinal.
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Até 0 momento, o género Tyzzeria consta com 10 espécies listadas, sendo 6 delas para
aves (T. allenae, T. galli, T. chenicusae, T. parvula, T. pellerdyi, T. perniciosa), 3 para répteis
(T. boae, T. natrix, T. typhlopisi) e 1 para mamiferos (T. peromysci). Isso, obviamente pode ser
reflexo de uma baixa amostragem sobre a diversidade desse grupo, com a nossa compreensao
vindo a se esclarecer a medida que ele for mais explorado, e eventuais novas espécies, forem
descritas. Entretanto, de acordo com alguns autores, todas as espécies descritas fora dos
hospedeiros aviarios pertencentes a ordem Anseriformes, parecem ser resultado de
identificacbes errdneas, com base em oocistos mal esporulados ou configurando casos de
pseudoparasitismo (DUSZYNSKI et al., 1998; GHIMIRE, 2010; BERTO et al., 2022).

Um dos meios de se atestar o endoparasitismo de forma convicta, é observar tanto os
estagios enddgenos como 0s exdgenos do parasito. Acompanhar o desenvolvimento desses
estagios e descré-los, por si so, ja confere material suficiente para descrever uma nova espécie,
se assim for o caso. Segundo Gajadhar et al. (1983), os oocistos esporulados séo evidéncias
suficientes para estabelecer a identidade do género de um coccidio, mas comparagado de estagios
enddgenos e estudos de transmissdo cruzada sdo, por vezes, necessarios para determinar a
espécie com assertividade. Adicionalmente, hoje em dia, as técnicas moleculares tornaram-se
pecas chave para complementar a caracterizacdo de espécies e elucidar duvidas taxonémicas.
Dentre as espécies de Tyzzeria, nenhuma foi sequenciada até 0 momento, mas algumas delas
tiveram tanto estagios enddgenos como exdgenos (oocistos) caracterizados. Foram elas: T.

boae, T. natrix, T. parvula e T. perniciosa.

Das espécies descritas para serpentes (Reptilia: Squamata), T. boae teve as
caracterizacdes de seus oocistos e do desenvolvimento de suas formas enddgenas no
parénquima renal. Lainson e Paperna (1994) informaram que alimentaram um exemplar de B.
constrictor em laboratdrio com tecido de lagarto Ameiva ameiva (Linnaeus, 1758), altamente
infectado por alguma espécie de Besnoitia Henry, 1913 ndo identificada (durante tentativas
frustradas de descobrir seu hospedeiro definitivo); e acabaram encontrando oocistos de
Tyzzeria. Basearam-se em 25 oocistos para sua descricdo, mas informaram que ndo foram
encontrados estagios no intestino, apenas no tecido renal. Segundo Duszynski et al. (1998) é
mais provavel que essa tenha sido uma identificacdo errada de Klossiella sp. ou algum coccidio
relacionado. Vale salientar que Klossiella é um género coccidiano notadamente conhecido por
infectar o trato renal; e inclusive j& existe uma espécie descrita em B. constrictor: Klossiella
boae Zwart, 1964 (ZWART, 1964).
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Matubayasi (1937) também fez a caracterizacdo tanto dos estagios enddgenos como
exogenos de T. natrix, contudo o proprio autor afirmou em seu artigo que o desenvolvimento
do ciclo endogeno observado por ele, assemelha-se muito aqueles descritos no género
Caryospora, um coccidio tipico de serpentes. Um dado importante a ser levantado aqui, é o de
que Caryospora spp. (como ja mencionado) podem perfazer um ciclo heteroxeno facultativo
envolvendo roedores como hospedeiros intermediarios. Quando isso acontece, o ciclo se
desenvolve na mucosa bucal de roedores, e nesse caso, 0s oocistos gerados costumam
apresentar uma morfologia particular, diferente daqueles gerados no trato intestinal de serpentes
que acabam indo para o ambiente externo. Os oocistos gerados no tecido conjuntivo do
hospedeiro intermediario apresentam uma parede mais fina, sendo o esporocisto caracterizado
como uma membrana delicada, muito fina e menos distinguivel que recobre os 8 esporozoitos.
Ja os oocistos eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo, constituem-se de um esporocisto
com parede firme e consistente, onde os 8 esporozoitos estdo internalizados. Com isso, é
possivel que Matubayasi tenha observado na verdade, estagios endégenos de Caryospora sp.
de serpentes; mas que seus oocistos fossem provenientes do desenvolvimento da mucosa de
algum roedor que tenha sido predado pela serpente necropsiada. E uma pratica relativamente
comum, observar casos de pseudoparasitismo no laboratério, quando oocistos das presas sao
visualizados nas fezes de seus predadores, como possivelmente possa ter ocorrido nesse caso.
O desenvolvimento enddgeno descrito por ele, pode ter sido de Caryospora japonicum
Matubayasi, 1936, uma nova espécie descrita em conjunto com T. natrix. Além disso, ele
também veicula nesse mesmo trabalho a ocorréncia de Isospora sp.; dessa forma, os oocistos
observados podem ser resultado de uma esporulagédo anémala de oocistos de Caryospora ou
Isospora, sem a devida formacdo de seus esporocistos. Isso é sugerido por Duszynski et al.
(1998).

Léger (1911) ja tinha reconhecido um processo anormal de esporogonia em Caryospora
simplex Léger, 1904 onde oocistos sem esporocistos foram formados. Segundo ele préprio, a
esporogonia anormal se deve as mas condi¢es do meio, em que bactérias se tornam profilicas,
consumindo oxigénio e produzindo substancias toxicas. Matubayasi, afirma que manteve os
oocistos para esporulacdo em solucéo de acido cromico a 0,5%. Talvez essa condigdo nédo tenha
sido suficiente para impedir o crescimento de bactérias. Hoje, em diretrizes mais atualizadas
como em Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al. (2014), sabe-se que a solu¢do/concentragéo
ideal para o processamento de oocistos € em dicromato de potassio a 2,5%. Em outro exemplo,

Yakimoff e Matikaschwili (1933) também ja tinham observado oocistos octazoicos
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aesporocisticos em fezes de guaxinins ussurianos Procyon lotor Linnaeus, 1758, mas como

resultado de uma esporulacdo andmala de Cystoisospora rivolta (Grassi, 1879) Frenkel, 1977.

Tyzzeria typhlopisi, a Gltima espécie de serpentes, possui uma descricdo limitada. Os
autores apenas a caracterizam morfologicamente e morfometricamente, sem, contudo,
compararem-na com as demais espécies e justificar sua distingdo. Foi descrita com base apenas
em oocistos, sem observacdo de desenvolvimento enddgeno; além disso, foi descrita sem corpo
residual, uma caracteristica incomum no género, haja vista que todas as outras espécies 0
possuem. Ha de se ressaltar que essa espécie foi descrita concomitantemente com Eimeria
typhlopisi Ovezmukhamedov, 1968. No artigo de descri¢do, também é reportada a ocorréncia
de Eimeria mirabilis Jakimoff, 1936 e Isospora varani Yakimoff, 1938. E possivel notar que,
especialmente, E. typhlopisi e T. typhlopisi possuem dados morfométricos bastante proximos:
27,2-28,9 x 19,4-19,9 um e 31,5-32,4 x 18,9-20,7 um, respectivamente. Além disso, essas
espécies foram descritas para a mesma espécie hospedeira, com caracteres morfoldgicas
similares. Ambas espécies sdo descritas com parede lisa, micrépila e residuo do oocisto
ausentes. Com isso, como apontado por Duszynski et al. (1998), é bem provavel que esta seja
resultado de uma descricdo imprecisa de oocistos degenerados de E. typhlopisi, onde os
esporocistos se romperam e liberaram os esporozoitos no interior do oocisto, dando o aspecto

de um padrdo de Tyzzeria.

De acordo com Ball et al. (1994), em contraste com os coccidios de aves e mamiferos,
as paredes dos esporocistos de muitos eimerideos reptilianos tendem a colapsar ou dividir-se
mais facilmente dentro do oocisto e isso pode confundir a identificacdo. Esses autores foram
responsaveis por invalidar taxonomicamente T. chalcides, outra espécie descrita para répteis,
reclassificando-a como Choleoeimeria chalcides (Probert, Roberts, & Wilson, 1988). Segundo
eles, a ruptura dos esporocistos de C. chalcides ocorre em 10 dias ap6s a esporulagdo. Este
fendmeno ja foi observado por outros pesquisadores para outras espécies, como Upton e
Barnard (1987) em E. brygooi Upton & Barnard, 1987 de Phelsuma grandis Gray, 1870, e
Paperna e Landsberg (1989) em Acroeimeria lineri McAllister, Upton & Fried, 1988 e
Choleoeimeria turcicus McAllister, Upton & Fried, 1988, ambas de Hemidactylus turcicus
(Linnaeus, 1758). Ou seja, em sintese, diante de tudo que foi apresentado, deve-se aventar a
possibilidade de que todas as espécies de Tyzzeria descritas para répteis sejam descri¢des
invalidas, ou se portando como casos de pseudoparasitismo ou esporulacdes alteradas de outros

coccidios.
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Em T. peromysci, a Unica relatada para mamiferos, Levine e lvens (1960) descreveram
essa espéecie em roedores, por meio de oocistos obtidos do contetdo do célon e do ceco que
formam coletados durante a necropsia; contudo os autores afirmam que ndo foram encontrados
estagios enddgenos nos intestinos de dois roedores examinados. Eles diferiram-na das demais
espécies por ndo possuir um residuo de oocisto proeminente, ter oocistos mais elipsoidais e ser
encontrada num mamifero, o que segundo eles, justificaria o estabelecimento de uma nova
espécie. Contudo, € curioso perceber que no proprio artigo, Levine e Ivens, diante da auséncia
de estagios endodgenos observados, argumentam que pesquisas futuras poderiam revelar a real
situacio dessa espécie: “E incerto se isto significa que estavam presentes poucos parasitos para
serem encontrados, que eles ocorrem em algum outro local ou que talvez sejam na verdade
parasitos de algum invertebrado que os camundongos comeram.” (LEVINE; IVENS, 1960, p.
210).

Para Duszynski et al. (1998), é mais provavel que este seja um caso de
pseudoparasitismo que acabou por resultar numa descricdo equivocada desta espécie. Roedores
sdo animais onivoros e oportunistas com uma dieta bastante diversificada. Ja existem diversos
trabalhos na literatura que retratam casos de pseudoparasitismo nesses animais, como
Trefancova et al. (2019) que registraram oocistos de Isospora sp. em fezes de Clethrionomys
glareolus (Schreber, 1780). Conforme explicado por Berto et al. (2010), casos de
pseudoparasitismo sao muito mais comuns do que imaginamos, principalmente, tratando-se de
protococcidios, tendo em vista que coccidios de invertebrados usam do artificio da predacdo de
invertebrados por vertebrados para assegurarem sua dispersdo ambiental e manutencéo do ciclo.
Uma vez predados, esses invertebrados de desintegram no trato gastrointestinal de seus
predadores e seus coccidios passam ilesos sem se excistarem, sendo eliminados nas fezes de
um predador vertebrado que apresenta uma capacidade maior de deslocamento. Como inimeros
invertebrados se alimentam de residuos fecais de animais vertebrados, esses oocistos sdo entdo
ingeridos por seus hospedeiros verdadeiros. Porém, essa dindmica ecol6gica pode acontecer
com qualquer hospedeiro que venha a ingerir acidentalmente fezes ou residuos contaminados
com oocistos de outros hospedeiros, acontecendo também com coccidios de vertebrados. Dessa
forma, € imprescindivel entender essa dindmica ecologica para se evitar descri¢es
equivocadas. Além disso, pelo fato de roedores serem o grupo hospedeiro mais investigado para
coccidios (TENTER et al. 2002), € surpreendente que essa espécie nunca mais tinha sido
avistada. Nesse sentido, Duszynski et al. (1998) até sugerem que 0s oocistos observados, pela

semelhanca morfologica, seriam do género Pfeifferinella.
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Das espécies avidrias, T. galli é a Unica descrita fora da ordem Anseriformes. Essa
espécie foi descrita numa espécie de galiforme silvestre, apenas pela caracterizacdo
morfologica/morfométrica de seus oocistos. Vale frisar que em seu artigo original, Fernando e
Remmler (1973) relataram problemas com a esporulacdo dos oocistos. Quatro aves foram
examinadas, onde trés delas estavam positivas. Porém, os oocistos de uma delas nao
esporularam completamente, segundo os autores, provavelmente devido ao tempo que se
decorreu entre o abate e a entrega do material no laboratério. Somente, as duas Ultimas aves
analisadas tiveram oocistos esporulados, mas ainda assim com uma minoria ndo esporulada.
Nesse trabalho, além da descricdo de T. galli, sdo descritas simultaneamente outras quatro
espécies de Eimeria. Uma dessas espécies, apresentou valores morfométricos relativamente
proximos de T. galli. Enquanto T. galli apresentou 13,8 um (12-15), Eimeria lafayettei
Fernando & Remmler, 1973 apresentou 19,5 um (19-21) X 14,2 um (13,5-15). Apesar a
discrepancia de 6 pontos entre o tamanho médio de T. galli com a média do didmetro maior de
E. lafayettei, os valores de amplitude do didmetro menor dessa espécie, convergem com 0s
valores de T. galli. Assim, seus oocistos poderiam ser oocistos de E. lafayettei resultantes de
uma esporulacdo atipica, sem a formacéo dos esporocistos, e visualizados somente na posicao
transversal, sem evidenciar seu didmetro maior. Além disso, mesmo que seus oocistos tenham
sido analisados na sua completude, existem muitos casos em que o polimorfismo de uma
espécie pode variar em até mais que 5 um entre os valores dos didmetros, como foi
exemplificado no topico 6.3. Outro ponto a ser levantado é o de que os autores também fizeram
infeccBes experimentais em galinhas domésticas com oocistos de obtidos. Segundo eles,
oocistos de ambas espécies, no entanto, ndo eram transmissiveis as galinhas domeésticas,
enquanto outras Eimeria spp. encontradas foram. “Ap0Os vérias tentativas de infeccdo
experimental com as 5 espécies descritas nesse trabalho, somente E. lafayettei e T. galli
falharam”. (FERNANDO; REMMLER, 1973, p. 44). Isso reforca ainda mais a suspeita sobre

a validade da espécie.

Como ja mencionado, para muitos autores, somente as somente as 5 espécies descritas
em Anseriformes podem ser consideradas validas (DUSZYNSKI et al., 1998; GHIMIRE, 2010;
BERTO et al., 2022). Acompanhando esse raciocinio, as espécies de fato aceitaveis seriam: T.
allenae; T. chenicusae; T. parvula; T. pellerdyi e T. perniciosa. Entretanto, mesmo se nos

atermos apenas a elas, essa diversidade me parece ainda superestimada.

No trabalho de Allen (1936), para confirmar o parasitismo observado, patos juvenis

(com 6 semanas de idade) e livres para coccidios foram infectados experimentalmente por via
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oral com oocistos esporulados obtidos da ave necropsiada. Os patos desenvolveram coccidiose
e eliminaram oocistos do mesmo morfotipo atestado previamente. Para estudar as fases de
desenvolvimento desse cromista, outros 15 patos com idades entre 1 a 3 semanas de vida foram
alimentados com oocistos esporulados de T. perniciosa, com 1 pato sendo sacrificado e
necropsiado por dia, em dias sucessivos. Vérias por¢cdes do intestino delgado foram
seccionadas, fixadas e coradas para a realizacdo de exames histopatolégicos. Foi constatado
inclusive que T. perniciosa € uma espécie altamente patogénica provocando severos quadros
de morbidade e até mesmo mortalidade. As camadas da mucosa e submucosa, da moela até o
ceco, foram invadidas pelos esporozoitos. LesGes foram observadas em todo intestino delgado,
principalmente na porcdo superior e o lumen fica repleto de sangue e exsudato caseoso
(ALLEN, 1936; GAJADHAR et al., 1983). Isso garante que T. perniciosa € indubitavelmente
uma espécie valida, rechacando qualquer suspeita de pseudoparasitismo. Além disso, ap0s sua
descricdo, diversos outros pesquisadores ja relataram-na parasitando patos em vérias partes do

mundo.

Antes da validacédo de T. parvula, o nome especifico correto para Tyzzeria de gansos foi
discutido por Levine (1952) e Farr e Wehr (1952). Naquela época, apenas trés espécies de
Tyzzeria tinham sido nomeadas a partir de aves. A espécie-tipo, T. perniciosa em A. p.
domesticus (1); T. allenae em N. coromandelianus (2); e T. anseris em A. anser (3). Segundo
0S autores, uma vez que 0s oocistos de ambas espécies eram morfologicamente semelhantes, a
prova da sua distin¢do especifica deveria depender das diferencas nos seus estagios parasitarios
intracelulares ou na sua especificidade de hospedeiro. No entanto, nenhum estudo tinha sido
feito sobre os estagios intracelulares de T. allenae ou T. anseris, enquanto os Unicos estudos de
transmissdo cruzada eram os de Nieschulz (1947), que ndo conseguiu infectar um pato com
oocistos esporulados de T. anseris, e 0 de Farr (1952), que infectou A. anser com Tyzzeria sp.
de B. canadensis. Sendo assim, 0s autores apontaram que mais estudos de transmisséo cruzada
seriam necessarios para determinar se T. allenae e T. anseris eram ou ndo sinénimos de T.
perniciosa (HANSON et al., 1957). Farr (1965) reendossou essa percepgdo ao afirmar que a
diferenca de tamanho entre 0s oocistos ndo era um critério seguro para distinguir as espécies de

Tyzzeria de Anseriformes.

Mais tarde, Klime$ veio a unificar T. anseris com T. parvula, dando validade
nomenclatural a esta Ultima. Os trabalhos de Kotlan (1933) e Klimes (1963) se basearam tanto
na caracterizacdo das formas exogenas (oocistos) como das endogenas estipulando o ciclo

intravital de T. parvula através de infec¢bes experimentais. Klimes (1963), assim como
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Nieschulz (1947), ainda fez testes de susceptibilidade com infeccdo experimental em patos para
garantir a validade de T. parvula como sendo uma espécie distinta de T. perniciosa, tendo uma
especificidade parasitaria a parte, descartando assim qualquer ambiguidade na identificacéo.
Posteriormente, outros trabalhos, como o de Svanbaev e Rakhmatullina (1967) e Berto (2008),
vieram a corroborar essas conclusdes de especificidade ao demonstrarem que esse coccidio ndo
era transmissivel de gansos para patos, sendo assim, restritos a nivel de subfamilia dos
hospedeiros anatideos. Dessa forma, ambas as espécies, estdo fundamentadas de maneira
robusta na literatura, com T. parvula sendo especifica de gansos e cisnes (subfamilia Anserinae)
e T. perniciosa especifica de patos e marrecos (subfamilia Anatinae). Por outro lado, conforme
aponta Gajadhar et al. (1983), o ciclo de vida das demais Tyzzeria spp. de anatideos permanece
desconhecido. Cabe salientar que, a exemplo de T. perniciosa, esta espécie também ja foi

amplamente observada por outros autores, ndo deixando davidas sobre sua existéncia.

Tyzzeria allenae ndo teve seu desenvolvimento enddgeno descrito e Chakravarty e Basu
(1946) diferenciaram-na de T. perniciosa sem oferecer maiores detalhes, com base apenas no
tamanho e formato de seus oocistos, e na estruturacdo e disposicdo dos esporozoitos. Além
disso, esses oocistos foram recuperados de um unico hospedeiro, mas a quantidade de oocistos
avaliados ndo foi informada. Tyzzeria chenicusae foi outra espécie descrita com caréncia de
detalhes. Sua descricdo foi demasiadamente concisa e detalhes morfoldgicos ndo foram
destrinchados para sua diferenciacdo das espécies congéneres, tampouco, fez-se uso de um
desenho de linha apresentando a morfologia da nova espécie. Sua distin¢éo se deu apenas pelas
diferengcas morfométricas e tempo de esporulacdo dos oocistos com as outras espécies. Ray e
Sarkar (1967) afirmaram que inocularam oralmente oocistos maduros desse coccidio em A.
platyrhynchos e N. coromandelianus, mas que somente este Ultimo desenvolveu infeccdo.
Validas ou ndo, como T. allenae e T. chenicusae foram descritas na India para a mesma espécie
hospedeira; e ndo foram distinguidas em detalhes, € possivel inclusive, que sejam a mesma

espécie.

Na descricdo de T. pellerdyi, Bhatia e Pande (1966) também né&o detectaram nenhum
estagio enddgeno no intestino dos anatideos M. strepera e A. nyroca, distinguindo-a das outras
espécies aviarias pelo tamanho dos oocistos/esporozoitos, conformagdo interna dos
esporozoitos e residuo do oocisto; e das outras espécies que ocorriam em roedores e serpentes
por parasitarem outras classes de vertebrados. No artigo original, os autores ressaltam
dificuldade de diferenciar as espécies de Tyzzeria morfologicamente e que trabalhos futuros

com experimentos de infecgé@o cruzada nos diferentes grupos de hospedeiros poderiam validar
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ou rechagcar a validade das espécies. E bem verdade que, posteriormente, Bristol et al. (1981)
relataram varios outros hospedeiros para T. pellerdyi. Eles diferenciaram essa espécie de T.
perniciosa justificando que seus oocistos apresentavam tamanhos e tempo de esporulacdo
maiores. Também fizeram testes de transmissdo cruzada com 0s oocistos obtidos dos patos

selvagens em patos domésticos (A. p. domesticus) e obtiveram resultado negativo:

O tamanho médio dos oocistos de T. perniciosa € 9,5 x 11,6 um e a esporulagdo se da
em 24 horas. Os oocistos recuperados por nés medem 10 x 13 um, sendo idénticos em
dimensdes aos oocistos de T. pellerdyi recuperados na india. Além disso, o tempo de
esporulacdo de 72 horas e a falha dos oocistos deste estudo em se estabelecerem em
patos domeésticos tendem a descartar a possibilidade de serem T. perniciosa.
(BRISTOL et al., 1981, p. 276).

Mas isso € inconsistente, especialmente se nos atentarmos a esta ultima afirmacéo, uma
vez que eles préprios relataram A. platyrhynchos (o hospedeiro tipo de T. perniciosa) como um
novo hospedeiro para T. pellerdyi. Além do mais, ha vérios fatores que podem influenciar no
tempo de esporulagdo e no polimorfismo conforme debatido nos topicos 6.3, 6.4. A constatacdo
de diferencas morfométricas entre 0s oocistos que ocorreram em patos na sua variedade
selvagem de patos na sua variedade doméstica (A. platyrhynchos x A. platyrhynchos
domesticus) mas ainda configurando uma mesma espécie hospedeira, parece ndo ter
significancia suficiente para diferencia-la em outra espécie (como se T. perniciosa fosse restrita
a hospedeiros domeésticos). Assegurar isso, sem que estudos mais estudos aprofundados
comprovem tal suposicdo é temerario, até porque, essa ocorréncia em dois grupos de
hospedeiros diferentes, pode, inclusive, justificar a variacdes morfométricas e eventuais

polimosfismos observados.

Diante dos fatos apresentados, seguramente T. allenae, T. chenicusae e T. pellerdyi
precisam ser revistas. Como esse género ndo possui uma riqueza de caracteres morfologicos
como os demais eimerideos, diferencas no tamanho e no tempo de esporulacdo dos oocistos
ndo configuram evidéncias claras para a separacdo de espécies. Todas essas foram descritas a
partir de hospedeiros anatineos, portanto, € muito provavel que sejam todas sinonimias de T.
perniciosa. Entretando para confirmar ou descartar esta hipdtese, seria necessario recuperar
oocistos caracteristicos de cada uma dessas espécies, preferencialmente na mesma localidade-
tipo e do hospedeiro-tipo, comparando rigorosamente aspectos morfométricos e morfoldgicos,

realizando testes de susceptibilidade e descrigdes de seus estagios endogenos, aliados a
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ferramentas contemporaneas como a biologia molecular para elucidar o posicionamento
filogenético de cada uma das espécies. N&o € impossivel que todas as espécies de Tyzzeria
sejam de fato espécies diferentes. Existem diversos grupos de coccidios, como o0s sarcocistideos
ou mesmo Cryptosporidium que carecem de chaves dicotdmicas para identificacOes
morfologicas, mas que ainda assim contam com muitas espécies descritas, relatadas para
hospedeiros diversos, mas nesse caso, essas descri¢des estdo firmemente amparadas por dados
moleculares e bioldgicos (e.g. especificidade parasitaria, desenvolvimento enddgeno, sitio de

infeccdo e patogenicidade).

Em face de tudo que foi apresentado sobre a diversidade coccidiana no tépico 3.1.2, soa
um tanto quanto contraditério reduzir a diversidade do género de dez espécies para apenas duas.
Mas é importante lembrar que, nesse sentido, ndo ha uma correlacédo de linearidade. O género
Toxoplasma tem como diversidade uma Unica espécie, mas que é capaz de parasitar,
praticamente, todas as aves e mamiferos. Em contrapartida, o género Eimeria possui uma
diversidade altissima, mas com espécies mais especializadas a um grupo especifico de
hospedeiro. Além disso, para alguns grupos de hospedeiros existem naturalmente menos
espécies descritas em comparacao a outros. Por exemplo, para bovinos existem 12 Eimeria spp.
descritas, enquanto que para equinos o numero de Eimeria spp. € de apenas 3. Galinhas
domeésticas dispdem de 7 espécies validas de Eimeria, j& em galinhas d’Angola esse numero
cai para somente 2 (TAYLOR et al. 2017; ORTUZAR-FERREIRA et al., 2024b). E notem que
esses exemplos sdo calcados em animais domésticos, amplamente mais estudados desde o
estabelecimento da parasitologia, por conseguinte, onde o risco de sub amostragem € menor. A

verdade é que para hospedeiros silvestres, isso € bem diferente, muito pouco se sabe ainda.

O desconhecimento sobre a biologia de muitos grupos coccidianos, bem como, dos
aspectos ecoldgicos e comportamentais de seus hospedeiros, ja levou a descri¢des equivocadas
ndo apenas de novas espécies, mas até mesmo de novos géneros (DUSZINSKI et al., 2000;
BERTO etal. 2010). De acordo com Berto et al. (2010), oocistos poliesporocisticos encontrados
em fezes de vertebrados, ja fundamentaram muitas descrigdes errdneas de novos géneros, Como
Pythonella Ray & Das Gupta, 1937, Octosporella Ray & Raghavachari, 1942, Skrjabinella
Matschoulsky, 1949, Hoarella Arcay de Peraza, 1963, Sivatoshella Ray & Sarkar, 1968,
Gousseffia Levine, 1980 e Polysporella McQuistion, 1990. Na verdade, todos esses
representam casos de pseudoparasitismo, pois seus oocistos eram de coccidios de invertebrados,
como Adelina Hesse, 1911 e Barroussia, cujas descricdes se mostraram equivocadas; e,

portanto, invalidas. Duszynski et al. (2000b) até estipulou a categorizacdo Genera of dubius
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validity (géneros de validade duvidosa) para se referir a esses casos. Segundo este mesmo autor,
acredita-se que 25% dos géneros coccidianos descritos em Eimeriidae sejam, na verdade,
situacbes mal interpretadas de pseudoparasitismo. Ele ainda aponta que para alguns géneros
validos, mais da metade das espécies possam estar erradas. Esse pode ser o caso de muitas das
espécies de Tyzzeria; porém, para invalida-las é fundamental que publicacGes cientificas sejam
feitas nesse sentido, como o trabalho de Ball et al. (1994) que invalidou T. chalcides. Esse
trabalho é importante porque mostra que mesmo uma espécie tendo sua caracterizacdo
enddgena e exogena realizada (que foi o caso da descricdo original de T. chalcides), ainda
assim, pode-se tratar de uma descricdo incorreta. Enquanto trabalhos como esse néo sdo feitos
para as demais Tyzzeria spp., propde-se aqui que todas as espécies, com exce¢do de T. parvula

e T. perniciosa, sejam tratadas sob a denominacao de “species inquiriendae”.

Se comparamos as descrigcdes feitas para o género Schellackia, o levantamento da
diversidade desse género se deu de maneira muita mais presuncosa e cautelar. Como poucas
caracteristicas poderiam ser descritas a partir de esporozoitos sanguineos (a maioria delas
restritas aos estagios endogenos do parasito dentro do epitélio intestinal do hospedeiro), isso
levou a relativamente poucas espécies descritas para 0 género, que se supunha ser muito
difundido geograficamente. Apenas recentemente, 0s métodos de caracterizacdo molecular
permitiram uma determinacdo mais precisa da identidade das espécies e sua relacdo filogenética
(MEGIA-PALMA, 2016). Porém diferentemente deste, Tyzzeria teve todas suas espécies
descritas sem dados genéticos; agora isso se faz necessario para reconhecer a real validade das

mesmas.

Perante os dados levantados nos tdpicos 3.2.5.1 e 3.2.5.5, é plausivel que tanto T.
perniciosa como T. parvula tenham uma distribuicdo cosmopolita. Tyzzeria parvula ja foi
registrada em varias partes dos continentes europeu, asiatico e americano. Tyzzeria perniciosa
segue esse padrdo, sendo reportada inclusive na Oceania. A ampla distribuicdo de anatideos por
todo globo é algo que explicaria facilmente a distribuicdo cosmopolita desses coccidios. Esse
grupo de aves é reconhecido pela sua impressionante capacidade migratéria, realizando longos
deslocamentos sazonalmente (SICK, 1997). Existem inumeras especies de anserineos e
anatineos (residentes e migratdrios) espalhados pelo mundo. As areas de simpatria formadas
entre essas diferentes espécies hospedeiras, virtualmente envolvem todas as areas terrestres
(CARBONERAS, 1992; BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2024), o que garantiria tal dispersao.
Além do mais, variedades domésticas de gansos e patos ja se encontram espalhadas pelo mundo

inteiro, introduzidos pela acdo humana (KEAR, 2005), consequentemente anulando qualquer
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possibilidade de limitacdo geografica para a distribuicdo de seus coccidios. Portanto, diante de
tudo que foi apresentado aqui, se formos rigorosamente parcimoniosos, podemos classificar
como espécies validas atualmente apenas T. parvula e T. perniciosa, com as outras espécies
carecendo de maiores investigacdes. A verdade é que pouco se sabe sobre este género ainda,

com a necessidade de estudos mais aprofundados serem feitos.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, ap6s minuciosas analises, pdde-se concluir que:

- Dos 4 morfotipos caracterizados, considerando o numero amostral de oocistos
analisados, parametros morfolégicos/morfométricos, sequenciamentos realizados e aspectos de
especificidade parasitaria no hospedeiro, apenas o morfotipo 1 foi especificamente identificado

como T. parvula;

- Através do sequenciamento genético de T. parvula, o género Tyzzeria Allen, 1936 tem
sua primeira caracterizagdo molecular registrada, colocando esse grupo filogeneticamente

préximo ao género Schellackia Reichenow, 1919 e outros eimerideos de anfibios;

- Ha um polimorfismo intrinseco as espécies de Tyzzeria, portanto, isso ndo pode ser
desconsiderado taxonomicamente; e se guiar pautando apenas 0s pardmetros morfométricos

para a identificacdo ou descricdo de novas espécies seria imprudente;

- Mais estudos, preferencialmente conduzidos com auxilio da biologia molecular,
devem ser realizados para confirmar se os morfotipos 2, 3 e 4 correspondem ou ndo a uma dnica

especie.
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Abstract

The current work aimed to analyze, morphologically, statistically, and molecularly, cocysts shed from plumbeous pigeons,
Paragioenas plwnbea (Vieillot, 1318), from a locality at 2197 m of altitude near the Agulhas Negras peak, the highest point
of the State of Rio de Janeiro, southeastern Brazil. The oocysts were extremely polymorphic, being subspheroidal, ovoidal,
or ellipsoidal, in addition w having the random presencefabsence of characteristic features associated with the oocyst wall,
auch as micropyle, micropyle cap, lateral micropyle, and owter veilirough wall. Linear regression confirmed the extrems
polymorphism of cocysts, showing that if all combinations of taxonomic characters in oocysts {morphotypes) were overes-
timated, 19 different species could be identified/described. In contrast, the means comparison analysis between oocysts with
the presencefabsence of characteristic features and the histograms showed equivalences and regularity in the distribution in
the classes of measures, which indicate the presence of a single species in the measwred oocysts. Molocular analyses werne
performed from the isolation of individual eocysts of different morphotypes, which had their genetic material extracted,
amplified, and sequenced in 4 non-overlapping foct in the coxd and coxd genes and fragments of the small and large subunit
fDMNA of mitechondrial DMA. The sequences were 100% identical between the morphoty pes, with the exception of a very
amall divergence observed at the focus that partially covers the coxd gene. The phylogenetic analysis was inconclusive for
the lecus within the coxd gene traditionally used for eimeriid coccidians; however, the other foct should have a promising
future for phylogenetic studies when more sequences for the same genic regions are deposited in GenBank. Finally, the
multifactorial analysis of the current work supported that the polymorphic oocysts shed from P plusilea are a single spe-
cies, which was named Eisrerto petagioenasee, making this the twenty-second eimerian description from Columbiformes.

Keywords Eimeria patagioenasae - Coceidia - Qoeysts - Phylogeny - Neotropical birds - Parque Nacional de Itatiaia
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aity of vertehrates, only a very small portion was examined
for coccidians. Also, Ortizar-Ferreira et al. {2020} showed
at the time that of the 367 species of columbiform birds in
the world, enly 15 were reported as coccidian hosts.
Pigeons and doves (Columbiformes) ane hosts for a wide
range of parasites. from ectoparasites such as hippobosc-
ids, mallophages, lice, and mites to endoparasites such as
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Coceldia
Sporulsted aocysts
Morphology
Taxomamy
Sequencing
Phylogeny

Eimenia gorakhpen
Eimena grendend
Eimeni aumidas
Numida meleagris
Helmeted Guinea fowl
Brazil

Guines fowls, Numido melagns (L, 1758), are galliform birds mative to sub-Sabaran Africa, bu introdueced in
several countries around the world for demestic breeding andor animal prodection. This species is consideresd]
mare resistant b disease by Eimerdn spp. than other domestic galliform birds, Here we review the Emeno spp.
knavwn to infect species of Numididae and provide the first moelecular identification of an Fimeria sp. from Guinea
fowls. There are currently 3 named eimerians from Guinea fowls; Eimerie rumidae Pellerdy, 1962 Eimerio grenier
Yvore and Aycardi, 1967, and Eimerin gorakipen Bhatia & Pamde, 1967, We reviewed each of these species
deseriptions and documented their taxonomic shortcomings. From that, we suggest that E. gorakhpun is a junior
synonym of E numidae. In conclusion, we have morphologically redescribed in detail B grenien’ from N meleapis
from Rio de Janeire and provided molecular supplementation through sequencing of three non-overlapping loci
in coxl and coxd genes and fragments of small and Targe subunit mitechondrial rDNA.

1. Introduction

Helmeted Guinea fowls, Numide meleagris (L., 1758), are galliform
birds (Mumididae) more closely related to pheasants and partridges than
to the domestic chicken. This family has 4 genera, and Numida is the
monospecific type-genus [1,2]. This species is native to sub-Saharan
Africa, but it was introduced to several countries around the world for
domestic  breeding andfor animal prodoction [2.3]. In  Brazl,
M. meleagriz was introduced during Portuguese eolonization, although it
was not dispersed into the wild as in other countries [4].

Although the use of Guinea fowl in pouliry production is minimal
compared to domestic chickens, the Guinea fowl may represent an
alternative source of high-quality meat and eggs [5.6]. Therefore,
several studies have been carried out in recent years to improve the

* Corresponding authoer,
E-mail address: bertobpiubr. be {B.P. Berta).

ul doi.ong,
Recaived 26 April
Available online 25 July 2024

management, nutrition, reproduction and genetic improvement via
hybridization berween domestic chickens and Guinea fowls [7],
research that has been carried out to evaluate the market potential of
Guinea fowl products in different locations [2].

Guinea fowls are considered more resistant to disease than other
domestic galliform birds, and they've had minimum management and
breeding requirements, especially with regard to parasitism by Eimeria
species. For example, domestie chickens have at least 9 Eimerin species
that infect their digestive tracts, 7 of which can be pathogenic, while
Guinea fowl have only 3 named eimerians, only 2 of which have been
documented to cause pathology; however, as with all Eimeria spp. of
birds and mammals, depending on the size of the infectious dose [29].
Here we give a taxonomic review of the named coceidian species of
Numididae, argue why some are valid names and others are not, and we

1383.5769,40 2024 Elsevier BV, All rights are reserved, inclucing those for text and data mining, Al training, and similar technologies.
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Kayvards: Chivi virsas Vireo chivi (Vieillot, 1817} are passerine birds widely distributed throoghoot Bracsdl, but mainly
Goccldia ebserved in the Atlantic Forest of the South and Southeast regions of the country. In this context, the current
;D‘T;Tﬂoﬂ study identifies a new species of fsuspare Schneider, 18E] from VW chivi captured in the Marambaia sland, on the
'J::-Pmn:,- coast of the State of Rio de Janeino, Svutheastern Brazil. The socysts of Iospora furavizres Andrae & Berto n. sp.
Sequencing are subspheroidal to ovoidal, measuring on average 26 by 24 pm. Micropyle is absent or inconspicusus. Oocyst
Phylageny residuum absent, bat palar granules are present. Sporocysts are ellipsoidal with pointec ior encd, messuring

Meotropical birds on average 17 by = 11 pme Stieda and Sub-Stieda bodies are present. Sporocyst residoum is present amanyg the
Marambain Island vermiform sporoeaites, which have refractile bodies and 1 Thix phology was diff from the other
Hrazil Isusporg spp. recorded in the same Bamily, superfamily and parvorder as the host. Molecular identification was

targeted by the amplification and sequencing of twe different loci of the mitechondrial cytochrome © cxidase

subunit 1 {roxl} gene and one foous of the 185 small subunit ribosomal RNA (185) gene. Phylogenetic analyses

were not very eficient in forming monophyletic groups associated with host tason, seogesgraphical region ar
Laxonomic character, however, they confirmed the identification as a new species through comparison with
seguences from Ieasporn spp. of wild paserines. Finally, based on the marphological and molecular analyses of
the oocysts recovered from the chivi vireo V. cfdviin the current work, L juravizres is considered new 1o science,
being the second species recorded in the host fBamily Virsonidae and the firet to have a supplementation by
molecular identification.

1. Introduction

Tropical environments have a great diversity of life, abserved in its
maost varied forms, from animals and plants to microorganisms. Despite
this known biodiversity, parasitic species such as coccidian Protozoa are
underestimated, mainly from wild animals [1]. Berto et al. [2] indicate
this scenario by reporting that only 2% of Mew World passerine birds
diversity has been examined for coccidian parasites.

Marambaia [sland, located in Sepetiba Bay, on the ecast of Rio de
Janeiro, is an environment where several types of biomes converge, such
as Mangroves, Restinga and Atlantic Rainforest [5]. This is also the type
locality of more than a dezen coccidian species, described from birds of

* Correspanding authos.
E-mail adodress: bertobpiruli.br (BP. Berto).

hitps/fdoiong/ 10,1016 L 102B0E
F E

different species and families [2].

The chivi vireo Vireo chivi (Vieillot, 1817) iz a passerine bird
distributed throughout Brazil that inhabits the intermediate layer of
forests, eyelamen forests, coastal sandbanks and urban forests, known
fior its incessant song, mainly in spring and summer [4,5]. Vires chivi is
derived from the former subspecies Vireo olivaceus chivi (Vieillot, 1817),
which was recently elevated to the taxonomic category of species [6].

In this context, the present study provides a description and molec-
ular identification of & new species of lzespora Schneider, 1881 from
chivi vireas V. chivi captured in the Marambaia Island, on the coast of the
State of Rio de Janeiro, Southeastern Brazil.

Recsived B July 2023; Received in revised form 4 September 2023; Accepted 5 September 2023

Available cnline 7 September 2023
13853-5769,/% 20X Elsevier B.V. All dghts ressrved.
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Neatrapical birds

Parque Macional do latala
Brazil

Spinetails are a suboscine passerines of the genus Synallaxis Vieilkd, 1618 which have great interest for omi-
thology, given the wide diversity of 37 species that are distributed throughout the Neotropical region, Despite
this wide diversity and distribution, Symallaxis spp. have never been recorded as hosts of coccidian parasites. In
this context, the current study describes a new species of Bespora Schoeider, 1881 from rufous-capped spinetails
Symaflavis ngicopitla Vieillot, 1819 captured in the [tatiaia National Pack, which is a federal conservation unit in
Southeastern Brazil The oocysts of Dsospora pickoroesl Genover-Ofiveira & Berto n. sp. are subspheroidal o
oyvoidal, measuring on average 25 by 21 pm. Micropyle is present, but discrete. Qocyst residoum absent, but one
or twi palar granules are present. Sporocysts are ellipsoidal with slightly pointed posterior end, meagsuring on
average 17 by 10 pm. Stieda and sub-Stieda bodies are present. Sporocyst residuem s clustered amaong the
wermdiform spormeoites, which have striations, refractile bodies and nucleas. This morphology was different from
the other Isospora spp. recorced in the host Bamily Furnardidae. Molecular identification was targeted by the
amplification and sequencing of a locwes of the mitechondrial cyiochrome ¢ exidase subunit 1 (cowd) gene, This
sequence had the highest similacity of 99.5% with a ssquence deposited for fsospara aliveiral Ortizar-Ferreira &
Berto, 2020, which is a coccidian species that parasitizes suboscine tityrids Schiffornis sirescens (Lafresnaye,
1B2E), alzo in the Matiaia National Park. Phylogenetic analysis groupesd some species in subclades, inclucding
L picharmred with L aliveirai; however, it wag inconclusive in an expectation of parasite-hast coevolution, Finally,
L pichororel is established as new to science, being the first deseription from Symallazinae and the third
deseription from Purnariidae. Furthermare, this is the firs Iogporg sp. from the bost family Furnariidae b have a
modecular supplementation by sequencing a locus of the cox] gene of the mitochonddal genome.

1. Introduction

Symallexis ruficapilla Vieillot, 1819, which is distributed throughout
Southeastern Brazil, reaching as far as Argentina and Paraguay [1,2].

The avifauna of South America is remarkably diverse, with countless
species from the most different orders, families and genera [1,2].
Spinetails of the genus Synallovis Vieillot, 1818 are suboscine passerines
of great interest for ornithology, given the wide diversity of 37 species
that are distributed throughout the Neotropical region [1,3]. One of the
species of spinetails that occurs in Brazil is the rufous-capped spinetail

* Corresponding author,
E-mail eddress: bertobpioubm.be (B.P. Bera).
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Research on parasites of wild birds has been important for moni-
toring the health of wild bird populations and evaluating the conser-
vation status of certain ecosystems, in addition to determining the
diversity and distribution of parasitic species in the wild [4]. However,
despite significant advances in recent decades, the diversity of parasites
from wild birds is little known, especially some parasitic groups, such as
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Report of coccidiosis in a free-living green-winged
saltator Saltator similis in Itatiaia National Park in
southeastern Brazil®

Carla Maronezi*®, Carlos M. Ortizar-Ferreira®®, Lucas A.S. Andrade®(®,
Carolina M.5. Caruncho*®, Mariana . Oliveira®® and Bruno P. Berta** (3

ABSTRACT.- Maronezi ., Ortazar-Ferreira CN, Andrade L.AS, Caruncho CM.S, Oliveira M.5.
E Berto B.P. 2024, Report of coccidiosis in a free-living green-winged saltator Saltator
similis in Itatiaia National Park in southeastern Brazil. Pesquisa Veteringria Brasileira
44:207451, 2024, Departamento de Biologia Animal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Sande,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR-465 Km 7, Seropédica, R| 23897-000, Brazil
E-mail: bertobp@ufrrj.br

The green-winged saltator Saltater similis (d"Orbigny & Lafresnaye, 1837] is a passerine
bird highly valued by bird breeders and a target of illegal wildlife trafficking. Coccidian
chromists are etiological agents of coccidiosis, which may be asymptomatic and enzootic
in bird populations when environmental conditions are favorable. However, epizootic
outhreaks with severe disease can occur due to environmental changes. In this context, this
study reports a case of coccidiosis in a free-living juvenile specimen of & similis captured at
the ltatiaia Mational Park in southeastern Brazil. Typical clinical sipns of coccidiosis were
observed, and it was associated with greenish mucoid diarrhea containing a high density of
coccdian oocysts. Three Isospora spp. were specifically identified in 14 fecal samples (fecal
droplets) collected over two hours. [sospora saftatori (Berto, Balthazar, Flausino & Lopes,
2008 had the highest density and positivity throughout most of the collection period. Finally,
this paper discusses the importance of the continuous evaluation of the health of birds as
bisindicators and their coccidian ecological biomarkers as one of the strategies for evaluating
the conservation status of ltatiaia National Park.

INDEX TERMS: Coccldia, green-winged saltator, Saftator similis, conservation, |sosporosis, oocysts,
Parque Nacional do ltatiala.

RESUMO.- [Relato de coccidiose em um trinca-ferro Saltator  criadores de aves e pelo trafico ilegal de animais silvestres.

similis de vida-livre no Pargue Nacional do ltatiaia no
sudeste brasileiro.) O trinca-ferro Saltetor similis (d'Orbigny
& Lafresnaye, 1837) é um passaro muito valorizado por
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Os cromistas coccidios sdo agentes etiologicos da coccidiose,
a qual pode ser assintomética e enzodtica em populacies de
aves quando as condigies ambientais s30 favoraveis, mas
surtos epizodtices com doenca grave podem ocorrer como
resultado de mudancas ambientais. Nesse contexto, este artigo
relata um caso de coccidiose em um espécime juvenil de wida
livre de & similis capturado no Parque Nacional de ltatiaia, no
sudeste do Brasil. Foram observados sinais clinicos tipicos
de coccidiose, associados a diarreia mucdide esverdeada
contendo alta densidade de oocistos. Trés lsospara spp. foram
especificamente identificadas em 14 defecacbes coletadas
durante um periodo de duas horas. Isespora saltatori [Berto,
Balthazar, Flausino & Lopes, 2008) foi a espécie com maior
densidade e positividade durante a maior parte do periodo
de coleta. Por fim, este artigo discute a importincia da
avaliatdo continua da sadde das aves como bisindicadores,
e de seus biomarcadores ecolopicos coccidios, como uma
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ARTIGO

Diversity and body condition of wild birds in a reforestation
area in the Atlantic Forest of Southeastern Brazil

Diversidade e condicio corporal de aves silvestres em drea de
reflorestamento na Maia Atlantica do Sudeste do Brasil

Mariana de Souza Oliveirnlﬁ, Carlos Nei Orhizar—Ferreirnzﬂ',
Lucas de Assis Silva Andrade’@', Heider Alves Francu"@, Bruno Pereira Berto®®
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ABSTRACT: The Atlantic Forest has priority areas for conservation, especially in the Médio Paraiba
Region in southeastern Brazil, which was widely deforested during the coffee cycle. In this sense, some
methods of environmental assessment as the evaluation of the body condition of wild animals have been widely
applied and related to a variety of biological and environmental factors. The current work aimed to evaluate
the diversity and body condition of wild birds, and their relationship to biological. ecological and
environmental factors, in a reforestation area in the municipality of Pinheiral in the Médio Paraiba Region in
southeastern Brazil. A total of 195 were captured with mist nets and identified. Body condition was calculated
using simple linear regression between body mass and body length. Linear regression and analysis of variance
were used to determine the relationship of body condition with the biological and environmental data. The
Shannon-wiener diversity index (H'), Simpson dominance index () and Pielou evenness index (]') were
calculated from the abundance of hird species. The order Passeriformes was the most representative among the
captured birds. Among all the biological and ecological data evaluated, body condition was significantly related
only to rain and temperature, where it was observed that the body condition indexes decrease with the increase
of the rains and temperature, that is, with the wet season. The Shannon-wiener, Simpson and Pielou indexes
showed greater diversity and less dominance in the wet season compared to the dry season, although there is a
predominance of birds with greater forest dependencies in the dry season. This work highlights the importance
of the maintenance of this reforestation area in the Atlantic Forest of Southeastern Brazil for the conservation
of the birds and of the ecosystem of the region, besides showing that the wet season is unfavorable for the body
condition of birds.

Keywords: ecological descriptors; fitness; seasonality; conservation; Médio Paraiba Region; birds
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Abstract. We document from the state of Rio de Janeiro, Brazil, the first record of Microspingus cinereus (Bona-
parte, 1850), which was observed in the municipality of Barra Mansa in October 2020. The species was originally
documented in central Brazil, potentially linked to Cerrado habitats. However, recent observations from eBird and
WikiAves databases indicate that M. cinereus has been spreading towards the southeast for several years. It has
been considered Vulnerable for almost two decades due to the loss of grassland habitats. Our discovery expands
the known geographic range of M. cinereus to eastern Brazil and may have importance for future biogeographic
studies and the conservation of this species.

Keywords. Conservation, geographic distribution, ornithology
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Introduction

Located in the ecastern Brazil, the first region to be
colonized and exploited, the Atlantic Forest has accu-
mulated a broad and relatively early knowledge of its
avifauna as compared to other Brazilian biomes; the
state of Rio de Janeiro one of the most studied states of
Brazil with this biome (Pacheco et al. 2008). Currently,
806 bird species are known to occur in the state of Rio
de Janeiro; this number represents 41% of the total bird
species occurring in Brazil and approximately 79% of
the total bird species in the Atlantic Forest (Bergallo
et al. 2000; Moreira-Lima 2013; Pacheco et al. 2021;
Gagliardi and Serpa 2022). Despite extensive knowl-
edge of the avifauna of Rio de Janeiro state, new bird

records have recently been made from the state (Vecchi
and Alves 2008; Guido et al. 2016; Alves et al. 2017; Del-
fino and Carlos 2022).

Microspingus cinereus (Bonaparte, 1850), Cinere-
ous Warbling Finch, is a Neotropical passeriform that
occur sparsely in non forest habitats of central Bra-
zil (Costa and Rodrigues 2013; Marques-Santos et al.
2014). Classified as endemic to the Cerrado biome (Silva
and Bates 2002), M. cinereus was considered to be glob-
ally Vulnerable between 2000 and 2017 (IUCN 2022).
During this time, the population was suspected to have
declined due to a reduction of suitable habitat (Collar
et al. 1992). However, more recent studies suggest that
this species can tolerate and even benefit from degraded
areas, such as abandoned pastures (Simon et al. 1999;

OThe authors. Ths is an open Jccess e tide dktnbuted under the terms of the Craatme Comences Attrbution License (CC BY 4,04, which pemits unrestrictad use,
distribution, and reproduction in any medum, peovided the ongeal author and source are crodited
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Deformidade de bico em dois espécimes de peito-pinhio Castanozoster
thoracicus (Nordmann, 1835) (Passeriformes: Thraupidae) no Parque Nacional
do Itatiaia, Sudeste do Brasil

Beak deformity in two specimens of bay-chested warbling-finch Castanozoster
thoracicus (Nordmann, 1835) (Passeriformes: Thraupidae) in Itatiaia National
Park, Southeastern Brazilian

Deformidad del pico en dos especimenes de Castanozoster thoracicus
(Nordmann, 1835) (Passeriformes: Thraupidae) en el Parque Nacional de
Itatiaia, Sudeste de Brasil
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RESUMO

A documentacio cientifica de aves neotropicais portando aberracies anatomicas em seus bicos é
escassa, tendo um maior mimero de registros, aves de regides temperadas. Entre os anos de 2017 a
2018, foram realizadas por nos, algumas incursdes ao Parque Nacional do Itatiaia, com objetivo de
inventariar a fauna parasitdria de aves silvestres. Para obter nossa amostragem. foram utilizadas
redes de neblina para a captura das aves. No entanto, durante algumas dessas expedicdes,
encontramos dois achados inesperados de deformidade de bico. Sendo assim, no presente estudo, €
apresentado a ocorréncia de deformidade de bico em dois individuos de Casranozoster thoracicus
(Mordmann, 1835) oriundos do Parque MNacional do [tatiaia. Contudo, apesar deste obstdaculo, ambas
as aves se encontravam em hoas condicdes de saide.

Palavras-chave: anomalia, aves, bico, deformidade, ranfoteca
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