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Resumo
O parasitismo do sangue nas aves no México é um fendmeno pouco estudado e a sua ocorréncia em
muitas espécies de aves é desconhecida. Neste estudo, compardmos a prevaléncia e parasitemia da
hemosporidia nas épocas de reproducdo (humida) e ndo reprodutiva (seca) de rolas de colar
(Streptopelia decaocto) e rolas carpideiras (Zenaida macroura) no norte de México. Foi analisado o
sangue de 40 aves de cada espécie, recolhido entre 2013 e 2014. O diagnéstico de hemoparasitas foi
realizado utilizando técnicas de microscopia e reacgdo em cadeia da polimerase (PCR). A prevaléncia
de hemoparasitas foi de 87,5 % (95% 1C=78,3-93,3). A parasitemia média foi de 7,03 (95 % IC= 5,68-
9,04) hemoparasitas por 10.000 eritrécitos infectados. A prevaléncia e parasitemia eram mais elevadas
para Haemoproteus sp do que para Plasmodium sp. e microfilariase. As taxas de prevaléncia néo
variaram entre espécies de aves, nem entre esta¢des do ano. No entanto, a sazonalidade parece ser
um factor importante na parasitemia. A espécie com maiores taxas de parasitemia era a Z. macoura.
Sao necessarios mais estudos para compreender 0S mecanismos que associam a parasitemia nesta
espécie com outras espécies columbiformes.
Palavras-chave: Streptopelia decaocto, Zenaida macroura, variagdo sazonal, Haemoproteus,
Plasmodium.

Abstract
Blood parasitism in Mexican birds is an impoverished-studied phenomenon, and its presence in many
species of birds is unknown. In this study, the prevalence and parasitaemia of hemosporidia were
compared in the breeding (wet) and non-breeding (dry) seasons in the Eurasian collared dove
(Streptopelia decaocto) and Mourning dove (Zenaida macroura) in northern Mexico. The blood of 40
birds of each species collected between 2013 and 2014, was analyzed. The diagnosis of hemoparasites
was made by microscopy and Polymerase Chain Reaction (PCR) techniques. The prevalence of
hemoparasites was 87.5% (Cl 95% = 78.3-93.3). The mean parasitaemia was 7.03 (Cl 95% = 5.68—
9.04) hemoparasites per 10,000 infected erythrocytes. The prevalence and parasitaemia were higher
for Haemoproteus sp. than for Plasmodium sp and microfilariae. The prevalence rates did not vary
between bird species, nor between times of the year. However, seasonality seems to be an important
factor in parasitaemia. The species that obtained the highest rates of parasitaemia was Z. macoura.
More studies are needed to understand the mechanisms that associate parasitaemia in this species
with respect to other columbiform species.
Keywords: Streptopelia decaocto, Zenaida macroura, seasonal variation, Haemoproteus, Plasmodium.
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INTRODUCAO

As espécies alienigenas ameacam a estrutura, funcao e integridade dos ecossistemas
(Ferreira et al., 2021), contribuem para a extincdo de algumas espécies (Rocha et al.,
2021) e introduzem agentes infecciosos no ambiente colonizado (Hernandez-Colina
etal., 2021). Arola de colar (STRDEC, Streptopelia decaocto) € uma espécie invasora
com ampla distribuicdo na América do Norte (eBird, 2021). E uma ave relativamente
grande (Salazar-Borunda et al., 2019), que compete por alimentos e locais de
nidificacdo com avifauna local (EI-Mansi et al., 2021; Koenig, 2020) ou pode transmitir
doencas ao ambiente colonizado (Stilmmelmayr et al., 2012). No México, rolas
carpideiras (ZENMAC, Zenaida macroura) partilha o habitat com S. decaocto (Otis et
al., 2020) e representa uma espécie modelo para estudar os efeitos das espécies
exoticas sobre a avifauna mexicana.

Embora a introducédo de doencas exoticas seja um fenomeno complexo e possam
estar envolvidos multiplos agentes etiologicos (Hawkins, 2021; Martinez-Pérez et al.,
2021), os hemoparasitas tém sido amplamente distribuidos entre as aves (White et
al., 1978; Starkloff et al., 2021). Este grupo de microrganismos € transmitido por
insectos dipteros como mosquitos, hipobossidos e simulbides e inclui os géneros
Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon, Falissia, Garnia (Valkilnas & lezhova,
2018), Trypanosoma (Ham-Duefias et al., 2017) e microfilarias (Noden et al., 2021).

Ao infectar aves, os hemoparasitas podem causar sinais clinicos agudos ou cronicos.
Na apresentagdo aguda, o hospedeiro desenvolve uma parasitemia elevada
associada a fendmenos sistémicos gerados por formas exoeritrociticas e
intraeritrociticas (microgametocitos, macrogametocitos e merontes). A fase cronica,
por outro lado, ocorre dias ou semanas apoés a infeccdo, quando as aves infectadas
sofrem de baixa parasitemia e impactos clinicos ligeiros que podem durar anos com
recaidas sazonais (Valkiinas & lezhova, 2017). Embora comuns em populacfes de
aves (Palinauskas et al., 2011) séo por vezes fatais (Cardona et al., 2002; Yoshimoto
et al., 2021), especialmente quando sao introduzidas (Warner, 1968).

Em termos de prevaléncia, os hemoparasitas variam entre regifes ecoldgicas
(Loiseau et al., 2012), estacdes do ano (DeBrock et al., 2021) ou em funcédo da
resposta dos vectores as flutuacdes climaticas (Wood et al., 2007). O conhecimento
da prevaléncia hemoparsica de uma espécie exdética e de uma espécie nativa
enriqguecerd o conhecimento biolégico desta interac¢do ecoldgica. Portanto, o
objectivo deste estudo era determinar e comparar a prevaléncia de hemoparasitas
entre as pombas de peru e as pombas de colarinho no municipio de Durango, México,
durante duas estac¢des do ano.

MATERIAL E METODOS

A éarea de estudo corresponde as localidades de "José Refugio Salcido" (23,97 N, -
104,51 W), "Praxedis Guerrero Nuevo" (23,94 N; -104,56 W) e "La Purisima" (23,96
N; -104,57 W) do municipio de Durango, México. Foram recolhidas amostras de
sangue (500 pl) da STRDEC (n= 40) e ZENMAC (n= 40), durante as épocas de
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reproducado (primavera-verdo, 2014) e nao reprodugao (outono-inverno, 2013) sob
licenca de recolha cientifica SGPA/DGVS/12294/13.

Recolha de sangue

Foram colhidos dois esfregacos de sangue de cada ave e secos a temperatura
ambiente (2 min) e fixados com 100% de metanol (3 min). Uma vez secos, foram
embrulhados em papel para evitar o contacto directo entre eles, e depois manchados
com uma solucdo Giemsa (pH 7,0-7,2 a 18-20 °C durante 1 h; Santiago-Alarcon &
Carbo6-Ramirez, 2015). Do sangue recolhido, 100 pl foi colocado num tubo Eppendorf
estéril com solugédo tampdo (100 mM Tris HCI, pH 8,0, 100 mM EDTA, 10 mM NacCl,
0,5 % SDS; Longmire et al., 1988) para o manter congelado (- 20 °C) até a analise
molecular.

Anélise molecular

A presenca e auséncia de hemoparasitas foi determinada pela reac¢cdo em cadeia da
polimerase (PCR) visando uma regiao de 479 pares de base do gene do citocromo b
(Hellgren et al., 2004). A extraccdo de ADN foi realizada seguindo o protocolo DNeasy
Blood & Tissue® (Quiagen, 2021). A PCR foi realizada com 100 ng de GA, 10 mM Tris-
HCI (pH 8,3), 50 mM KClI, 3,0 mM MgCl, 0,4 mM deoxinucledtido trifosfato, 5 ul tampéo
Q e 0,5 ul Tag. A amplificacéo foi realizada a partir dos oligonucleétidos HaemNFI-
HaemNR3 (Hellgren et al., 2004) e HaemF-HaemR2 (Bensch et al., 2000). Os
produtos dessa reaccédo foram depositados numa camara de electroforese (25 mA, 25
min) juntamente com 0,01 pg/uL Tracklt ™ e SYBR® para observacdo numa camara
de fotodocumentacao por luz ultravioleta (ImageQuant LAS 4000, 6 s de exposicao).

Anélise microscépica

Para confirmar a presenca ou auséncia de estruturas parasitarias, os esfregacos de
sangue foram examinados a seco (40 x, 30 min) e hiumidos (100 %, 30 min) durante
pelo menos 100 campos, utilizando um microscépio de luz binocular (Carl Zeiss®,
modelo Primo Star). A identificacdo do parasita, limitada ao nivel do género, foi
realizada seguindo os critérios de ValkiGnas e lezhova (2018). A prevaléncia de
hemoparasitas foi estimada pela proporcdo de aves infectadas em relagao ao nimero
total de individuos amostrados.

Para determinar a parasitemia hemoparasitaria, foram contados os elementos
parasitas observados através da contagem de 10 000 glébulos vermelhos hospedeiros
(Godfrey et al., 1987).

Andlise estatistica

Prevaléncia, parasitemia média e respectivos intervalos de confianca de 95% foram
calculados com Parasitologia Quantitativa QPweb (Reiczigel et al., 2020). A estimativa
da prevaléncia, tal como para a parasitemia, baseou-se em 5 000 réplicas de
bootstrap, com o0 método Sterne para dados de prevaléncia binomial (R6zsa et al.,
2000; Ham-Duenas et al., 2017; Reiczigel et al., 2019). Os indices de prevaléncia e
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parasitemia foram comparados entre 0os géneros parasitas (Haemoproteus sp. vs.
Plasmodium sp.). A prevaléncia foi analisada por analise qui-quadrada e parasitemia
com um modelo linear generalizado (GLM), utilizando a distribuicdo binomial negativa.
O efeito da época do ano e das espécies foi avaliado por modelos lineares mistos
generalizados (GLMM, Paterson & Lello, 2003), utilizando a regressao logistica para
a prevaléncia das hemosporidias e a distribuicdo binomial negativa para a parasitemia.
Estas analises foram implementadas utilizando o pacote "MASS" (Venables & Ripley,
2002) na versao R 4.0.5 (R Core Team, 2021).

RESULTADOS

Das rolas 80 testadas para hemoparasitas com PCR, 70 foram infectadas (87,5%,
95% IC = 78,3-93,3). As taxas de prevaléncia variaram de 80 a 100% e o0 gene parasita
foi amplificado a uma taxa mais elevada durante a época de nao reproducao (Tabela
1).

Tabela 1. Percentagem de aves infectadas com hemoparasitas, diagnosticadas
morfologicamente e por amplificacdo do gene do citocromo mitocondrial parasitico B em
Durango, México

Diagnéstico morfoldgico

Espécie , -
Reprodutivo * No reprodutivo**
ZENMAC 14,,70% p, 47.5-86.01c 194,95 % p, 75.6-99.7 c
STRDEC 13, 65 % p, 42.4-83.31c 14,70 % p, 47.5-86.01c
o Diagnéstico molecular
Espécie - -
Reprodutivo * No Reprodutivo **
ZENMAC 17n,85 % p, 62.8-95.81c 20, 100 % p, 83.3-100c
STRDEC 161,80 % p,57.6-92.9c 171, 85% p, 62.8-95.81c

ZENMAC Zenaida macroura, STRDEC Streptopelia decaocto, n Nimero de aves infectadas, P Prevaléncia, intervalo de
confianga 95% IC, *PrimaveraVerao 2014, **Outono/Inverno 2013

Embora a maioria das infeccfes fossem diagnosticadas por ambos os métodos, a
analise microscopica reflectia prevaléncias mais baixas. A maioria das amostras
positivas tinha infeccbes hemorroidarias Unicas. No entanto, uma ave de cada espécie
mostrou co-infec¢ao entre Haemoproteus sp. e microfilariose.

A prevaléncia de hemoparasitas detectadas por microscopia ligeira foi de 75,0 % (60
aves, 95% IC = 64,4-83,4) e identificadas em média 7,03 (95% IC = 5,68-9,04)
hemoparasitas por 10.000 eritrocitos infectados. A prevaléncia percentual e a
parasitemia média para cada espécie, taxa de hemoparasitas e estacdo do ano séo
mostradas na Tabela 2.

As estruturas parasitarias foram identificadas em diferentes fases evolutivas. Foram
detectados macro e microgametocitos para Haemoproteus sp., merontes para
Plasmodium sp. e fases larvares de filariose (Figura 1). As infec¢bes por
Haemoproteus sp. eram superiores as infec¢des por Plasmodium sp. (prevaléncia: X?
=1,14,df =1, P = 0,02, parasitemia: F = 508,80, P = 0,001).
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Tabela 2. Prevaléncia percentual de hemoparasitas e parasitemia média em Streptopelia
decaocto e Zenaida macroura durante a época de reproducédo e ndo reproducdo em Durango,
México

Grupo ' Aves N Prevaléncia % (IC Parasitemia! média
infectadas 95%) (IC 95%)
STRDEC 27 40 67.5 (51.3-80.2) 4.0 (3.1-5.2)
ZENMAC 33 40 82.5(67.7-91.6) 9.4 (7.4-12.8)
Haemoproteus sp. 55 80 68.8 (57.5-78.3) 6.3 (5.0-8.17)
Plasmodium sp. 17 80 21.2 (13.6-31.8) 2.6 (1.9-3.4)
Microfilarias 4 80 5.0 (1.7-12.3) 3.0(1.04.7)
Reprodutiva* 27 40 67.5 (51.3-80.2) 5.15 (3.8-7.4)
No reprodutiva™ 33 40 82.5(67.7-91.6) 8.58 (6.67-11.9)

INUmero de elementos parasitas em 10 000 glébulos vermelhos quantificados, n Total de amostras, intervalo de confianga 95%
IC, STRDEC rola de colar, ZENMAC rola carpideira, *Primavera-Verao 2014, **Qutono/Inverno 2013
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Figura 1. Fotomicrografias de esfregacos de sangue de aves columbiformes naturalmente
parasitadas por hemoparasitas (*). a. Haemoproteus sp., b. Plasmodium, e c. Microfilarias (c);
Giemsa, 100 x

Os modelos lineares mistos generalizados revelaram que a parasitemia variava entre
espécies e época do ano (F= 337,8, P= 0,001). O ajuste do GLMM que explica a
parasitemia foi moderado (R? = 0,89). A parasitemia foi mais elevada durante a época
ndo reprodutiva, especialmente em ZENMAC (Tabela 2). Finalmente, o efeito das
espécies (P= 0,18) e da estacdo (P= 0,50) sobre as taxas de prevaléncia nao foi
significativo.
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DISCUSSAO

A hipétese de que as taxas de prevaléncia diferem significativamente entre espécies
de aves e entre estacdes nao foi apoiada pelos dados. Isto significa que o fendmeno
do parasitismo € comum a ambas as espécies de aves.

O valor de prevaléncia registado € superior a alguns valores registados no México
(Reinoso-Pérez et al., 2016; Ham-Duefias et al., 2017; Villalva-Pasillas et al., 2020).
No entanto, estes resultados ndo devem ser surpreendentes porque a resposta ao
parasitismo sanguineo depende de factores associados a sazonalidade, imunologia
ou comportamento do hospedeiro, como relatado em estudos semelhantes em
passeriformes (Lee et al., 2006; Dubiec et al., 2016) e columbiformes (Schumm et al.,
2021).

A influéncia de tais variaveis nos parasitas sanguineos € monitorizada em estudos a
longo prazo, e geralmente néo reflecte diferencas significativas entre prevaléncias ao
longo de varios anos (Bensch et al., 2007; Dubiec et al., 2016). Neste sentido, embora
os padrbes observados neste estudo possam ser considerados fidveis, devem ser
monitorizados na mesma regiao ao longo do tempo.

Por outro lado, os resultados deste estudo apoiam a hipotese de que a parasitemia
varia entre espécies e periodos de tempo. As razdes pelas quais o numero de
hemoparasitas foi significativamente maior em ZENMAC podem estar associadas a
diferencas na distribuicdo das duas aves ou a caracteristicas dos préprios vectores e
parasitas (Reinoso-Pérez et al., 2016). Fokis et al. (2008) relataram uma menor
incidéncia de hemoparasitas em aves urbanas e, embora ambas as espécies
partiilhem o habitat (Green et al., 2020), os ZENMAC capturados para este estudo
foram distribuidos em &reas mais abertas, com corpos de &gua adjacentes,
provavelmente com mais vectores (Lega et al., 2017; Lynton-Jenkins et al., 2020) e
com uma maior probabilidade de contagio (Hellard et al., 2016). A influéncia da
estacao (reproducéo) na parasitemia poderia ser considerada normal, coincidindo com
a estacdo de reproducédo vectorial (Inumaru et al., 2021) e eventos hormonais
relevantes para a resolucdo da parasitemia pelo hospedeiro aviario (Deviche & Parris,
2006).

Embora possam existir diferencas regionais, Haemoproteus €é o0 género
hemoparasitario mais comum nas aves, seguido de Plasmodium e Leucocytozoon
(Carlson et al., 2013; Heym et al., 2019). Este padrao foi observado neste estudo com
excepcdo do género Leucocytozoon, cuja auséncia poderia ser associada as
caracteristicas altitudinais e climaticas do local do estudo que restringem a
abundéancia de mosquitos e o desenvolvimento de parasitas nestes vectores (Borji et
al., 2011; Nath et al., 2014). Os resultados traduzem-se no site do estudo com um
namero suficiente de vectores capazes de transmitir hemoparasitas em ambas as
espécies de aves (Valkitnas & lezhova, 2018; Inumaru et al., 2021).

O trabalho de andlise da parasitemia € limitado (Huang et al., 2020) e associa este
parametro com os danos gerados pelo parasita ao hospedeiro (Knowles et al., 2010;
Muriel, 2020). Tanto quanto sabemos, ndo ha nenhum estudo que examine a
parasitemia sanguinea nas espécies amostradas neste estudo. No entanto, as taxas
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de parasitemia quantificadas foram inferiores as comunicadas em columbiformes da
Africa do Sul (Nebel et al., 2020), llhas Canarias (Foronda et al., 2004) e india (Gupta
et al., 2011), cujos efeitos adversos nos hospedeiros dependiam de factores como a
imunidade das aves ou a disponibilidade alimentar (Chagas et al., 2016). Deve
também considerar-se que, em circunstancias normais, os géneros Haemoproteus e
Plasmodium s6 causam problemas de saude quando o hospedeiro sofre eventos de
stress, imunossupresséo (Valkitnas & lezhova, 2017) ou quando sao introduzidos em
comunidades nao nativas (Yoshimoto et al., 2021), pelo que estes fenOmenos devem
ser descartados nestas espécies.

No México, os estudos que relatam microfilariedades em aves sdo escassos e 0 seu
impacto no hospedeiro ndo é considerado grave (Yanga et al., 2011). Embora tenha
sido o parasita menos observado, as prevaléncias calculadas excedem as relatadas
por estudos semelhantes no México (Clark & Swinehart, 1969; Villalva-Pasillas et al.,
2020). Contudo, o desenvolvimento futuro dos hemoparasitas deve ser monitorizado
e 0s possiveis efeitos nas comunidades columbiformes devem ser determinados,
especialmente no cenario de mudanca global, uma vez que o aumento das
temperaturas e as alteragdes antropogénicas no uso do solo poderiam proporcionar
novas oportunidades para a transmissédo destes microrganismos as comunidades
aviarias.

E de notar que neste estudo utilizamos duas analises (molecular e microscopica) para
avaliar a prevaléncia de hemoparasitas com a maior precisdo possivel. Estas duas
abordagens levaram a discrepancias entre as analises, determinando uma menor
prevaléncia na contagem de esfregacos de sangue. Este evento € consistente com
estudos anteriores em columbiformes, onde as prevaléncias da analise microscopica
e molecular eram diferentes (Dunn et al., 2017; Tavassoli et al., 2018).

As aves cujo sangue tinha uma auséncia de estruturas parasitarias, mas eram PCR-
positivas, poderiam sofrer de uma ligeira parasitemia com poucos gametdécitos,
esporozoitos ou restos de parasitas que interromperam o seu desenvolvimento
(Valkinas & lezhova, 2017). O método molecular, por outro lado, baseou-se na
deteccado do gene parasita, mas ndo revela se os parasitas tiveram ou irdo evoluir para
uma infeccdo bem sucedida (Chagas et al., 2016; Valkionas & lezhova, 2017).

CONCLUSAO

O parasitismo sanguineo foi observado em aves de ambas as espécies,
principalmente pelo género Haemoproteus spp. A parasitemia foi mais elevada em Z.
macroura durante a época de reproducao e, portanto, a sazonalidade deveria ser uma
variavel importante a considerar nos estudos envolvendo parasitismo nesta espécie.
Este estudo contribui para a compreensdo da diversidade de hemoparasitas que
infectam aves selvagens da ordem de Columbiformes em Durango, México. Embora
nao tenhamos sido capazes de determinar a causa das diferencas na parasitemia
calculada, este estudo fornece informacao de base para monitorizar as populagdes de
aves nos locais de estudo ou possiveis alteracdes futuras nas gamas e diversidade
de parasitas.
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