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Resumo

InteracOes antagonistas entre parasitos e aves sdo interessantes modelos para
compreender a estrutura e dindmica temporal das interacfes interespecificas dentro de
comunidades ecoldgicas. Abordagens envolvendo beta diversidade temporal possibilitam
compreender a heterogeneidade das comunidades, dos parceiros interagentes, bem como
das suas interacOes ao longo do tempo e, assim, entender o funcionamento do ecossistema
como um todo. Neste contexto, esse estudo avaliou a estrutura e dinamica temporal das
interacdes entre parasitos e as aves ao longo de dois anos. Para tal, as seguintes perguntas
foram formuladas: (1) Qual a contribuicdo da troca de espécies (turnover) e da
perda/ganho de espécies (aninhamento) na composic¢éo da comunidade de parasitos e dos
hospedeiros? Qual a contribui¢do da troca de espécies (species turnover) e do rearranjo
(rewiring) nas interacdes parasito-hospedeiro? (2) As interacBes antagonicas entre
parasitos e aves hospedeiras sao consistentes ao longo do tempo? (3) A dindmica temporal
das interagbes parasito-hospedeiro sdo influenciadas por variagbes nas condigoes
climaticas? As amostragens desse estudo foram realizadas mensalmente entre abril de
2013 e marc¢o de 2015, totalizando 24 amostras temporais. A deteccdo dos parasitos e,
consequentemente, das interacGes parasito-hospedeiro foi realizada por meio da
identificacdo molecular das linhagens dos hemosporideos presentes no sangue das aves
infectadas. Ao longo dos dois anos de coleta, capturamos 1.826 aves, encontramos 71
especies de aves, 28 linhagens de hemosporideos (Plasmodium e Haemoproteus) e uma
prevaléncia de infeccdo em torno de 24%. Observamos que as redes antagonistas entre
parasitos-hospedeiros possuem alta especificidade nas interacdes estabelecidas ao longo
do tempo, associacBes muito coesas que ndo sdo afetadas pela sazonalidade e variagdes
abioticas locais. Encontramos também que a insercao de novas espécies ha comunidade
interagente (turnover), e ndo os rearranjos das interacbes, sdo responsaveis pela
dissimilaridade temporal existente no sistema estudado, afirmando que os parasitos
possuem alta especificidade por determinadas aves, fato ainda ndo documentado na
literatura. Os resultados aqui obtidos podem ser consistentes para outros sistemas
antagonistas, tais como interacbes predador-presa e planta-herbivoro. Assim, esses
achados podem dar suporte para a solucdo de problemas globais atuais, tais como 0s que
envolvem agentes patogénicos emergentes que atualmente ameacam a salde dos

ecossistemas.
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Abstract

Antagonistic interactions between parasites and birds are interesting models to understand
the structure and temporal dynamics of interspecific interactions within ecological
communities. Approaches involving beta temporal diversity make it possible to
understand the heterogeneity of communities, interacting partners, and their interactions
over time, and thus understand the functioning of the ecosystem as a whole. In this
context, this study evaluated the structure and temporal dynamics of the interactions
between parasites and birds over two years. For this, the following questions were
formulated: (1) What is the contribution of species exchange (turnover) and species loss
/ gain (nesting) in the composition of the parasite and host community? What is the
contribution of species turnover and rewiring in parasite-host interactions? (2) Are the
antagonistic interactions between parasites and host birds consistent over time? (3) Are
the temporal dynamics of parasite-host interactions influenced by variations in climatic
conditions? Samples from this study were performed monthly between April 2013 and
March 2015, totaling 24 time samples. The detection of the parasites and, consequently,
of the host-parasite interactions was carried out by means of the molecular identification
of the strains of the hemosporids present in the blood of the infected birds. During the
two years of collection, we captured 1,826 birds, found 71 species of birds, 28 strains of
hemosporids (Plasmodium and Haemoproteus) and a prevalence of infection around 24%.
We observed that antagonistic networks between host-parasites have high specificity in
interactions established over time, very cohesive associations that are not affected by
seasonality and local abiotic variations. We also found that the insertion of new species
in the interacting community (turnover), and not the rearrangements of the interactions,
are responsible for the temporal dissimilarity in the studied system, affirming that the
parasites have high specificity for certain birds, a fact not yet documented in the literature.
The results obtained here may be consistent for other antagonist systems, such as
predator-prey and plant-herbivore interactions. Thus, these findings can support the
solution of current global problems, such as those involving emerging pathogens that

currently threaten the health of ecosystems.
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Introduciao

As interacdes antagonistas entre parasitos e aves sao excelentes modelos para
compreender a estrutura e dindmica das interagdes interespecificas dentro das
comunidades ecoldgicas (Ings et al., 2009). Até o presente momento, poucos estudos
compararam a estrutura e dindmica temporal das redes de interacdes antagonistas ao
longo do tempo e entre parasitos e aves esses estudos sdo inexistentes. Essas interaces
representam uma forga seletiva dentro da comunidade, visto que os parasitos podem
reduzir a aptiddo dos hospedeiros e deixa-los mais susceptiveis a predagdo (Minchella e
Scott, 1991). Estudos indicam, por exemplo, que o parasitismo estabelecido entre
hemosporideos e aves representam um forte impacto nas comunidades dos hospedeiros,
causando a reducdo na coloracdo de suas penas, reduzindo seu sucesso reprodutivo, entre
outros fatores que deixam o0s animais hospedeiros debilitados (Candolin, 2001) ou até
mesmo leva-los ao dbito (Warner, 1968).

Parasitos intracelulares, tais como os hemosporideos, desenvolveram diversas
estratégias para manipular as células hospedeiras afim de sobreviver e prosperar. Em
contrapartida, adaptacdes evolutivas das aves hospedeiras como a migracao, possibilitam
alteracdes nas comunidades de aves (Cheeseman e Weitzman, 2015). A ocorréncia de
interacGes mediadas pelos parasitos pode ser responsavel por alteragdes significativas na
prevaléncia podendo moldar assim a comunidade de hospedeiros (Shai Pilosofl, 2014),
sendo que parasitos de climas tropicais possibilitam maior impacto sobre os hospedeiros

quando comparado com demais climas (Mgller, 2008).

Os parasitos desenvolvem especificidade por seus hospedeiros de modo que 0s
mesmos vivem em harmonia, sendo raros 0s casos de 6bito (Thompson, 1999),
evidenciando assim a coevolucdo das espécies para perpetuacdo de ambas (Thompson,
2005). O estudo envolvendo redes de interagfes auxiliam na compreensdo de como séo
estabelecidas e como se perpetuam as relac6es de afinidades entre parasitos e hospedeiros.
Evidéncias sugerem que nos trépicos ocorra maior pressdo mais seletiva por parte dos
parasitos (Fischer, 1960), processo que resultaria em interacbes mais estaveis
(MacArthur, 1955) e mais especializadas se avaliadas tanto em escalas ecologicas quanto
evolutivas (Svenson, 2014).
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Os hemosporideos apresentam distribuicdo cosmopolita, estdo ausentes apenas em
areas remotas, onde ndo existem condi¢des apropriados a sobrevivéncia do vetor (Warner
1968, van riper 1986), porém estudos envolvendo-os sdo escassos nos tropicos, contudo
linhagens dos géneros Haemoproteus e Plasmodium em aves sdo as mais estudadas nestes
ambientes (Braga et al., 2011). Os parasitos do género Haemoproteus sao divididos em
dois subgéneros, Haemoproteus e Parahaemoproteus, os quais se diferenciam em seus
hospedeiros vertebrados e seus vetores. O subgénero Haemoproteus infecta naturalmente
hospedeiros vertebrados da ordem Columbiformes e séo transmitidos por dipteros da
familia Hippoboscidae. O subgénero Parahaemoproteus, por sua vez, pode infectar aves
de diversas ordens e sdo transmitidos por dipteros da familia Ceratopogonidae. Parasitos
do género Plasmodium também infecta aves de diferentes ordens e sdo transmitidos por

mosquitos da familia Culicidae (Valkiunas 2005).

A ocorréncia do parasito estd associada a ocorréncia do hospedeiro, quando se
trata de parasitos que sdo oportunistas e ndo possuem alta especificidade ao estabelecer
suas interacdes. Para que a interacdo ocorra e se mantenha no tempo, é necessario que
ambos estejam em sincronia no ambiente, haja a presenca do vetor para efetuar a
transmissdo, e que as condi¢Oes ambientais, tais como variagdes no clima, sejam
favoréveis para ambos (Gonzalez-Quevedo et al., 2014). Além disso, a dindmica temporal
e o resultado de interacGes ecoldgicas podem ser influenciadas tanto pela insercdo de
novas espécies ao longo do tempo (CaraDonna et al., 2017), assim como pelo rearranjo

de interacdes entre espécies que coocorrem temporalmente.

Nesse sentido, a beta diversidade temporal de interacBes entra como uma
ferramenta que possibilita a compreensdo de como ocorre a heterogeneidade da
comunidade de aves, de parasitos, bem como das interacdes entre ambos ao longo do
tempo. Assim, entender o funcionamento do ecossistema, frente as mudancas climaticas
que influencia na ocorréncia de espécies em determinadas regides, definindo a
contribuicdo do turnover de espécies, bem como o rearranjo das interacoes.
Adicionalmente, o estudo das redes de interacGes entre aves e seus parasitos ao longo do
tempo é util para a compreensdo de como alteragbes ecoldgicas podem moldar a
coocorréncia dos hospedeiros e parasitos, a influéncia de um sobre o outro e a dinamica

temporal desse antagonismo (Knowles, Palinauskas e Sheldon, 2010).

Neste contexto, esse estudo quer avaliar a estrutura e dindmica temporal das interacfes
entre parasitos e as aves ao longo de dois anos. Além disso, quantificar os niveis de
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especializacdo ecoldgica (Bluthgen et al., 2006). Para tal, as seguintes perguntas foram
formuladas: (1) Qual a contribuicdo da troca de espécies (turnover) e da perda/ganho de
espécies (aninhamento) na composicdo da comunidade de parasitos e dos hospedeiros?
Qual a contribuicdo da troca de espécies (species turnover) e do rearranjo (rewiring) nas
interacdes parasito-hospedeiro? (2) As interacGes antagonicas entre parasitos e aves
hospedeiras sao consistentes ao longo do tempo? (3) A dinamica temporal das interagdes
parasito-hospedeiro sdo influenciadas por variages nas condigdes climéticas?

Material e métodos

Area de estudo
O estudo foi realizado no Centro de Lancamento Barreira do Inferno (CLBI), uma
base da Forca Aérea Brasileira localizada na cidade de Parnamirim, estado do Rio Grande
do Norte, distante seis km da capital do estado (5°55°30”’S 35°9°47”W — Figura 1). O
CLBI apresenta uma area de aproximadamente 1.800 hectares e esta inserido em uma
area de restinga, pertencente ao bioma Mata Atlantica. A restinga é caracterizada por uma
vegetacdo sob influéncia marinha, ocorrendo sobre os depositos arenosos costeiros
(CONAMA 1996; Cerqueira, 2000). Por ser uma éarea de acesso restrito, ndo ha indicios
de retirada de madeira ou queimadas na area de estudo. O clima da regido € classificado
como tropical com verfes secos e invernos chuvosos (As na classificacdo de Koppen)
(Alvares et al., 2014), com uma temperatura média de 25,6°C e pluviosidade média de
1.261 mm anuais. A estacdo chuvosa ocorre nos meses de marco a julho, sendo abril o
més mais chuvoso, com precipitacfes de até 212 mm. A estacdo seca ocorre de agosto a
fevereiro, sendo dezembro de 2013 0 més mais seco com precipitacdes em torno de 10.1

mm.
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Figura 1. Mapa da area de coleta, Centro de Lancamento Barreira do Inferno (CLBI),

localizado no estado do Rio Grande do Norte, na cidade de Parnamirim-Brasil.

Desenho experimental
A éarea de estudo foi delimitada por um quadrante de 350 m x 350 m (ca.12 ha),
no qual foram definidos 49 pontos de amostragem distando 50 m entre si. As aves foram
capturadas com uso de redes de neblina Ecotone (18 m x 3 m, cinco bolsas e malha de 19
mm), abertas as 4h50min, revisadas a cada 60 minutos, e fechadas as 09h50min. Assim,
em cada ponto amostral foi instalada uma rede de neblina. As amostragens foram
realizadas mensalmente entre abril de 2013 e margo de 2015, totalizando 24 amostras
temporais. Em cada més, as coletas foram realizadas por dois dias consecutivos, nos quais
25 redes foram montadas no primeiro dia e 24 redes no segundo dia de captura. Os
individuos capturados foram identificados e marcados com anilhas metéalicas fornecidas

pelo Centro de Pesquisas para Conservacéo de Aves Silvestres (CEMAVE).

Os dados climatoldgicos de temperatura média mensal e pluviosidade mensal
acumulada durante o periodo de estudo, foram obtidos no Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), com registros realizados pela Estagdo de Natal - RN, localizada

a aproximadamente seis km da area de estudo (Figura 2).
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Detecgdo dos parasitos e interagoes parasito-hospedeiro

A deteccéo dos parasitos e, consequentemente, das interagdes parasito-hospedeiro
foi realizada por meio da identificacdo molecular das linhagens dos hemosporideos
presentes no sangue das aves infectadas. Para tal, coletou-se 0 sangue das aves por puncao
da veia braquial com o auxilio de agulha estéril (13 x 4,5 mm). O sangue foi
acondicionado em papel filtro e armazenado a -4°C até a extracdo do DNA. O material
gendémico foi extraido pelo método fenol-cloroférmio (Sambrook, 2011). O DNA foi
utilizado para diagnéstico molecular de hemosporidiose por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) através da amplificacdo de uma regido de 286 pares de bases, altamente
conservada do gene SSU rRNA mitocondrial (Fallon et al., 2003). E importante ressaltar
que o0 gene dos parasitos de ambos 0s géneros Plasmodium e Haemoproteus s&o
amplificados na mesma reacdo. Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados

foram:
343F — 5° - GCTCACGCATCGCTTCT -3’
496R — 5’ - GACCGGTCATTTTCTTTG -3’

Para a deteccdo da infeccdo utilizamos um controle positivo e um controle
negativo em cada PCR diagndstico. Os controles positivos foram amostras de DNA
genémico de Plasmodium gallinaceum obtidos de filhotes de Gallus gallus domesticus
infectados experimentalmente e gentilmente cedidos pelo Laboratério de Entomologia
Meédica do Centro de Pesquisa René Rachou - CPgRR, Belo Horizonte/MG. Os controles
negativos sdo amostras de DNA obtidas de filhotes de Gallus gallus domesticus mantidos
livres de infeccdo, gentilmente cedido pela Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais, Belo Horizonte/MG. Os produtos das reagdes foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 6%, ndo desnaturante, em tampéo TBE 1X.
Os géis foram fixados em solucdo de alcool etilico 10% e acido acético 0,5%, corados em
solucgéo de nitrato de prata e os fragmentos de DNA evidenciados quando em solugéo

reveladora de hidroxido de sddio e formaldeido (Sanguinetti et al., 1994).

As amostras dos animais positivos no diagnostico molecular foram submetidas a
Nested-PCR, descrita por Hellgren et al. (2004), que amplifica um fragmento do gene

mitocondrial citocromo oxidase subunidade ¢ (cyt b). Os primers utilizados foram:

HaemNFI — 5°- CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3’
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HaemNR3 — 5°- ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3’
HaemF — 5°- ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’
HaemR2 — 5’- GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’

Os produtos de amplificacdo foram sequenciados a fim de se identificar a diversidade de
linhagens na area amostrada. Os produtos da PCR foram purificados utilizando uma
solucéo de polietileno-glicol 8000 20% em NaCl 2,5M seguindo o protocolo descrito por
Sambrook (2001). A qualidade dos eletroferogramas gerados foi verificada através do
programa Phred v.0.20425 (Ewing et al., 2005). As sequéncias foram visualizadas e
editadas no programa Consed 12.0 e o alinhamento e montagem final das sequéncias
realizadas através do programa Phrap v.0.990319. As sequéncias obtidas foram
comparadas e as novas sequéncias identificadas pela primeira vez (Tabela 3) foram

depositadas no GenBank (http://www4.ncbi.nlm.nih.gov) e MalAvi (Bensch 2009 -

http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/), bancos de dados de livre acesso. Sequéncias

contendo diferencas em um ou mais nucleotideos foram consideradas linhagens distintas
de citocromo b, as sequencias que apresentaram pico duplo, inviabilizando a identificacéo

das linhagens, foram removidas deste conjunto de dados para executar as analises.
Anélise dos dados

Os dados foram agrupados em estacdes visto que as frequencias de interacdes
mensais eram baixas inviabilizando as analises, para tal agrupamos os dados dos meses
de marco a julho, em que possuem alta pluviosidade (Figura 2), como estacdo chuvosa,
0S meses de agosto a fevereiro que possuem baixa pluviosidade compoem a estacéo seca,

sendo assim tivemos duas estacOes secas e duas chuvosas.
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Figura 2. Climatograma indicando as médias de temperatura e a pluviosidade mensal

acumulada durante o periodo de estudo.

Para compreender a contribuicdo da troca de espécies (turnover) e da perda/ganho
de espécies (aninhamento) na composi¢éo da comunidade de parasitos e dos hospedeiros
bem como a troca de espécies (species turnover) e do rearranjo (rewiring) nas interacoes
parasito-hospedeiro, calculamos a diversidade alfa (o), que corresponde a média das
espécies encontrada em cada estagcdo e¢ a diversidade gama (A), que corresponde ao
numero total de espécies encontradas nos dois anos de estudo. A B-diversidade de
espécies de aves e parasitos foi calculada usando o particionamento multiplicativo

proposto por Whittaker (1960), em que g = L. Calculamos ainda a porcentagem de

a

“turnover” e “aninhamento” (Baselga et al., 2010) para as comunidades de parasito e de
hospedeiro para identificar a contribuicdo de cada um dos componentes para a
dissimilaridade temporal das espécies interagentes. Assim, para identificar se existe
diferenga significativa nas dissimilaridades temporais das comunidades de parasito, bem
como na comunidade de hospedeiro, utilizamos cada estacdo como variaveis preditoras e
as B-diversidade de espécies como variaveis resposta em modelos lineares generalizados
(GLM) (Crawley, 2012).

Para entender a decomposicdo da B-diversidade de interagdes, nds seguimos a
abordagem proposta por Poisot et al. (2012): By~ = Bst + Bos, €M que By, indica a -
diversidade total de interacBes, que é calculada usando distintas interacbes entre
comparagOes par a par de redes temporais (tempol-tempo2 e assim por diante) e
representa a dissimilaridade entre tempos. By,y € a soma da dissimilaridade de pares de
interacOes devido a troca temporal (turnover) de espécies (Bsr), mais a dissimilaridade
de interacOes devido ao rearranjo temporal de interacdes entre espécies que coocorrem

temporalmente (B,s). Essa formula é baseada na medida de dissimilaridade, p,,,

a+b+c
(2a+b+c)/2

(Whittaker 1960), e definida como: g, = — 1, onde b sdo interacGes

encontradas em um tempo, ¢ sdo interacOes encontradas em outro tempo, e a séo
interagdes encontradas em ambos os tempos. Assim, a B-diversidade temporal de
interacOes entre espécies compartilhadas nos tempos, Bys, consiste somente em variagdes
nas redes devido ao rearranjo de interacGes (para mais detalhes, veja Poisot et al. 2012 e
Carstensen et al. 2014). Todos os valores podem variar de 0 a 1, e 85 Sempre é igual ou

menor que By y- Quando By € igual a 1 indica que por exemplo, toda a dissimilaridade
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entre as redes tempo X-tempo Y € devido ao rearranjo. Todas as medidas de B-diversidade
foram calculadas com o pacote betalink (Poisot et al. 2012) para R (R Development Team
2017).

Foram construidas matrizes para as redes de interagdes parasito-hospedeiro:
sendo a primeira para a rede completa de todas as interacGes observadas ao longo dos
dois anos, posteriormente, construimos quatro matrizes contendo todas interacdes
encontradas nas quatro estacdes estudadas, sendo duas secas e duas chuvosas. Por fim,
confeccionamos duas matrizes finais uma para género de parasito. Nas matrizes as linhas
correspondiam aos hospedeiros e as colunas aos parasitos, os preenchimentos eram
equivalentes ao numero de eventos de interagdes ocorridos entre o parasito e 0
hospedeiro.

Para testar se as interacfes sao consistente ao longo do tempo utilizamos quatro
métricas principais amplamente utilizadas em estudos de redes ecoldgicas, sendo elas:
especializacdo (H2) (Bluthgen, 2006), modularidade ponderada (Q) (Newman, 2006),
aninhamento ponderado (WNODF) (Almeida-Neto, 2011), e por fim, a sobreposicéo de
nicho dos parasitos (Horn) que foi calculada utilizando o indice Morisita-Horn (Oksanen,
2016). Essas métricas corresponderam as varidveis resposta, enquanto que as estacdo
corresponde as varidveis explicativas dos GLMs usados para avaliar a consisténcia
temporal da estrutura das redes antagonistas ao longo do tempo.

Para testar se a dinamica temporal da comunidade era influenciada pela
temperatura, precipitacdo e pelas diferentes estacBes, construimos GLMs em que cada
estacdo foram variaveis preditoras e as interaces foram as variaveis resposta. As métricas
das redes antagonistas foram realizadas utilizando os pacotes bipartite (Dormann et al.
2014) e vegan no programa R (R Development Team 2017). Todas as redes de interacédo

parasito-hospedeiro foram desenhadas no programa Pajek (Pajek, 1998).

Identificamos as espécies centrais de aves e de parasitos (i.e., espécies que
realizaram maior frequéncia de interaces) para as redes antagonistas envolvendo os dois
géneros de hemosporideos no intuito de identificar quais espécies sao mais importantes
dentro de cada sistema de estudo. Consideramos espécies centrais aquelas que realizavam

mais interacGes que a média da rede (Costa et al., 2016).
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Resultados

Ao longo dos dois anos de coleta, capturamos 1.826 aves e registramos 360
recapturas. Do total de capturas, 1.071 (59 %) foram amostradas no periodo chuvoso e
755 (41 %) no periodo seco. As espécies de aves mais abundantes na estacdo chuvosa
foram Coereba flaveola, Turdus amaurochalinus, e Elaenia chilensis, enquanto que
Coereba flaveola, Elaenia cristata, e Tachyphonus rufus foram as mais abundantes na
estacao seca. Das 1.826 aves analisadas para presenca de Plasmodium e Haemoproteus,

446 foram positivas pelo diagndstico molecular, uma prevaléncia em torno de 24%.

Em relacdo aos hospedeiros, encontramos uma diversidade gama de 71 espécies,
com um alfa médio de 48 espécies por estacdo. Tanto a diversidade alfa, quanto a beta
dos hospedeiros ndo variaram entre as estagcOes. Apesar de ndo haver diferenga
significativa na comunidade de aves entre as estacOes, a dissimilaridade existente ao
longo dos meses de amostragem é especialmente devido a troca (84% de turnover) e nao

devido a perda de espécies ao longo do tempo (16% de aninhamento).

Para os parasitos foi possivel obter 151 sequéncias de boa qualidade que néo
apresentaram picos duplos, das quais 44 linhagens (29%) pertencem a parasitos do género
P. (Plasmodium) spp, 96 linhagens (63.5%) do subgénero H. (Parahaemoproteus) spp, e
11 linhagens (7.5%) do subgénero H. (Haemoproteus) spp. Encontramos uma diversidade
gama de 28 linhagens de hemosporideos, sendo 18 Plasmodium e 10 de Haemoproteus,
e uma diversidade alfa média de 13 linhagens por estacdo. Tanto a diversidade alfa,
quanto a beta diversidade dos parasitos ndo variaram entre as estacdes. Além disso,
encontramos que a dissimilaridade temporal existente é especialmente devido a troca de
espécies (70% de turnover) e ndo devido a perda ou incremento de espécies ao longo do

tempo (i.e., 30% de aninhamento).

Ao longo dos dois anos de estudo, encontramos 27 espécies de aves infectadas por
28 linhagens de hemosporideos, totalizando 151 eventos de interagbes parasito-
hospedeiro (Figura 3) sendo 64 (42%) na estacdo chuvosa e 87 (58%) na estagédo seca
(Figura 4). Para a riqueza de interacdes tivemos 52 pares distintos entre os dois géneros
estudados. Plasmodium foi o género que apresentou maior riqueza de linhagens 64%

(18/28) enquanto que Haemoproteus apresentou 36% (10/28) das linhagens identificadas
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(Figura 5). A B-diversidade temporal de interacdes parasito-hospedeiro ndo variou entre
as estacOes (Tabela 2) e ndo foi afetada pela temperatura e precipitacdo (Tabela 2). As
comparagfes para a par (tempo-tempo) das interagdes indicam que 51% da
dissimilaridade temporal das interacdes € devido a troca de espécies (i.e., turnover de
espeécies) enquanto que 49% ¢ ao rearranjo de interacfes entre parceiros que coocorrem

temporalmente (i.e., rewiring).
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Figura 3 — Rede de todas interaces observadas ao longo do trabalho, em que os circulos

representam as espécies das aves e 0s losangos representam as linhagens dos parasitos.

Tabela 1. Combinacgdes par a par e resultados da g-diversidade de interagdes. “fwn” € a
p-diversidade total de interagdes, “fos” ¢ a f-diversidade de interagdes entre as espécies
compartilhadas, que sdo responsaveis apenas pelas interacdes de rearranjo, e “fst” é a f-

diversidade de interacOes causadas pela insercdo/delecéo de espécies.

Estacbes Par a par Pwn Pos Pst
1 Chuval-Chuva2 0.95 0.88 0.06

2 Chuval-Secal 0.75 0.52 0.23

3 Chuval-Seca2 0.85 0 0.85

4 Chuva2-Secal 0.76 0.41 0.35

5 Chuva2-Seca2 0.9 0.5 0.4

6 Secal-Seca2 0.79 0.14 0.65
Total 0.83 0.41 0.42

Ja as redes que foram construidas a partir das matrizes agrupadas por estacdes
(Figura 4), tiveram os valores médios para modularidade (Q = 0.58), um baixo
aninhamento (WNODF = 1.36), uma alta especializacdo (H2’ = 0.75) e uma baixissima

sobreposicdo de nicho entre os parasitos (Horn = 0.04). O aninhamento das redes, bem

22



como a especializacdo, e a sobreposi¢cdo de nicho entre os parasitos, foram consistentes

ao longo do tempo (i.e., ndo foram influenciados pelas esta¢des) e ndo variaram com as

oscilagOes de temperatura e precipitacdo ao longo das estagdes (Tabela 2, Figura 2). Em

contrapartida, a modularidade nao foi influenciada pela temperatura e precipitacao, mas

variou entre as estacdes, sendo maior na chuvosa 1 (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores encontrados para as métricas estruturais das redes parasito-hospedeiro

estudadas ao longo de dois anos.

Sazonalidade Modularidade

Aninhamento ponderado

Especializacdo  Sobreposicdo de nicho

Chuvosa 1 0.64* 0.88* 0.77* 0.06*
Secal 0.59* 2.11* 0.79* 0.05*
Chuvosa 2 0.63* 2.44% 0.45%* 0.05%*
Seca 2 0.44 o* 1* o*
Médias 0.58 1.36 0.75 0.04
Chuvosa 1 Seca 1
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Figura 4. InteragOes parasito-hospedeiro identificadas nas diferentes estagdes.

Encontramos uma estrutura semelhante das redes parasito-hospedeiro de ambos os

géneros. Observamos uma modularidade (Q) que variou de 0.40 para Plasmodium a 0.42

para Haemoproteus. O aninhamento ponderado (WNODF) variou de 2.28 para

Plasmodium a 4.05 para Haemoproteus. A especializacdo (H2") variou de 0.63 para
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Plasmodium a 0.88 para Haemoproteus. A sobreposicdo de nicho dos parasitos (Horn)
variou de 0.02 a 0.06. Apesar da semelhanca na estrutura geral dessas sub-redes, na rede
de interacbes do género Plasmodium, (Figura 5) as linhagens de parasito que foram
centrais (i.e., espécies que realizaram maior frequéncia de interacbes) em todos os
periodos de amostragem foram: BAFLAO04, DENPET03, LECOR02, PADOMAOQ9 e
PALMITO1 (veja as espécies de parasitos na Tabela 3). Com rela¢do aos hospedeiros dos
parasitos do género Plasmodium, observamos as seguintes espécies centrais: Coereba
flaveola (6%), Elaenia chilensis (3%), Polioptila plumbea (2%), Tachyphonus rufus
(4%), e Turdus leucomelas (2%) (veja as espécies de hospedeiros na Tabela 4).
Considerando as linhagens encontradas para 0 género Haemoproteus, encontramos
apenas uma linhagem central de parasito (TARUF02) com 78 eventos de interagdo com
0 hospedeiro Tachyphonus rufus (52% do total de interaces observadas). As espécies
Columbina passerina (5%) e Cyclarhis gujanensis (5%), também foram centrais na rede

de Haemoproteus.
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Figura 5. Rede de interacfes dos géneros de parasitos Haemoproteus (A) e Plasmodium

(B) ao longo dos dois anos de estudo.
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Discussao

Nosso estudo propicia uma primeira analise da estruturacdo da comunidade de
parasitos e aves com uso de rede de interacGes antagdnicas em uma escala temporal em
ambientes tropicais. No geral, encontramos redes de interacbes um tanto quanto
consistente ao longo do tempo, sem que fatores abidtico influenciasse na dindmica
temporal e encontramos alta fidelidade das interagdes estabelecidas, fato descrito pelas

métricas e pela contribuicéo das trocas de espécies.

A consisténcia da B-diversidade dos parasitos e hospedeiros foi constante ao longo
do tempo. Esse padréo temporal ndo alterou de forma significativa ao longo das estagdes
indicando que os individuos pertencentes aquela comunidade possuem consisténcia nas
relacGes estabelecidas, sendo adaptados as condi¢cdes ambientais proporcionadas pelo
mesmo (Castilheiro, Santos-filho e Oliveira, 2016). Entretanto, a troca de espécies ao
longo do tempo (i.e., 84% de turnover) é explicada pela influéncia da dindmica de
migracao de algumas aves, como Zenaida auriculata e Elaenia chilensis, que exploram a
regido de estudo em épocas de reproducdo (estacdo Chuvosa) (Alves 2007). A
composi¢do da comunidade de vetores esta relacionada a dindmica fenoldgica do vetor,
que necessita de condicdo especificas para manutencdo no ambiente e efetuar a

transmissdo dos parasitos, processo que deve ser melhor explorado em futuros estudos.

Jé& para as interacdes parasito-hospedeiros, observamos que o mecanismo de troca
de espécies tanto de parasitos quanto dos hospedeiros ao longo do tempo foi mais
determinante do que o rearranjo das interacGes entre espécies coocorrentes, sugere-se
fidelidade das interacGes. Visto que 0 mecanismo de rearranjo ndo € o mais importante
para dissimilaridade temporal, logo percebe-se que a comunidade apresenta-se
especializada, assim, se ha troca, troca-se o hospedeiro e, consequentemente, 0 parasito
que interage com 0 mesmo. Em um trabalho que analisou a composi¢éo da p-diversidade
entre polinizadores-plantas nas ilhas Canérias e tiverem a estruturagdo similar ao que
encontramos, concluiram que a distancia é responsavel por reduzir a similaridade das
plantas, dos polinizadores e com o aumento da distancia as interagdes possuem menor

fidelidade nas relagdes estabelecidas (Trgjelsgaard, 2014).

A alta especializacdo complementar das redes antagonistas estudadas e sua
consisténcia temporal indicam que as especies interagentes apresentam grande

especificidade ao estabelecer suas interagdes e que os parasitos apresentam seletividade
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em escolher a espécie de hospedeiro. Associacdes altamente especializadas como nesse
caso, indicam que existem grupos de espécies que interagem mais entre si, e que estas
carregam tracos funcionais compativeis entre as espécies, sendo assim as redes
antagbnicas mostram alta proximidade filogenética entre linhagens de parasitos e alta

especializacdo em suas interacdes com hospedeiros (Svensson-Coelho et al., 2014).

Observamos alta modularidade nas redes de interacBes parasito-hospedeiro,
indicando que, de modo geral, certos grupos de parasitos tendem a infectar determinados
grupos de hospedeiros, corroborando a alta especializagdo complementar encontrada.
Evidéncias recentes indicam que redes de interagcdo entre morcegos e moscas parasitas
séo especializadas e modulares, sugerindo especificidade das moscas com relacdo a seus
hospedeiros (Duran 2018).

As redes estudadas possuem baixo aninhamento e sobreposicdo de nicho,
propriedades que foram constantes ao longo do tempo. Redes aninhadas apresentam
propriedades bioldgicas importantes, tais como a presenca de um nucleo de espécies
generalistas (i.e., espécies centrais), aqui formado por parasitos e hospedeiros que tendem
a interagir com espécies especialistas, padrdo temporal ja documentado em outros
sistemas antagonistas, como redes planta-herbivoro (Kemp 2017). A baixissima
sobreposicdo de nicho entre os parasitos indica que ha baixo compartilhamento de
espécies de hospedeiros. A baixa sobreposicdo de nicho e sua consisténcia temporal em
redes antagonistas também indica efeitos indiretos da competicdo, que consequentemente
restringe o compartilnamento de recursos e promove alta fidelidade de hospedeiro por
parte dos parasitos (Thébault e Fontaine, 2012).

As espécies centrais de parasitos nas redes, apresentam uma proximidade
filogenética entre si justificando a formacdo de um nicleo coeso, em que as espécies que
0 compdem tendem a interagir mais entre si (Rodrigues em preparacdo). Tal fato se da
pela especializagdo dos parasitos em escolher seus hospedeiros, tornando o sistema
redundante a perda de espécies ou interagdes, evidenciando uma historia evolutiva entre
0s parasitos e seus hospedeiros (Bascompte e Jordano, 2003). Os pares de espécies mais
representativos ao longo do tempo se mantiveram para ambos 0s géneros, a similaridade
das sub-redes se da fato da maioria das espécies de aves serem presentes 0 ano inteiro,
salvo poucas espécies migratorias. Essa centralidade para os hospedeiros esta relacionada
a historia das aves que possuem tragos funcionais similares, tais como Cantorchilus
longirostris e Formicivora grisea que utilizam pequenos frutos e artrépodes como recurso
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alimentar, e utilizam o sub-bosque da floresta, local onde muitas das vezes os vetores
responsaveis pela transmissdo dos parasitos se reproduzem. A proximidade funcional das
guildas alimentares das aves ja é descrito na literatura como um fator responsavel pela
manutencdo da vida dos parasitos bem como na estruturacdo das redes (Dallas e
Cornelius, 2015).

A alta fidelidade entre os hospedeiros e seus parasitos indica que o sistema
estudado é coeso, em que as especies que interagem desenvolvem cooevolugdes ao longo
do tempo que permitem 0s mesmos em viver em harmonia, tal fato se justifica pela maior
interacdo entre determinadas espécies em que o parasito ndo tem tanto sucesso de 6bito
do hospedeiro (Thompson, 1999). As métricas de redes de interagao entre parasitos e seus
hospedeiros, parece ser um padrdo comum em sistemas antagonistas, tais como
associacOes entre peixes e parasitos (Lima et al., 2012) e mamiferos e ectoparasitos
(Graham, 2009). A estabilidade temporal das redes, podem ser mecanismo chave para a
manutencdo dessas interacdes, que podem ser importante num contexto evolutivo dos

parasitos bem como dos hospedeiros.

Consideracoes finais

A B-diversidade dos parasitos e hospedeiros é consistente na Mata Atlantica ao
longo do tempo, em que a troca de espécies é o fator mais importante na estruturacao
desta comunidade, sendo ele influenciado pelas aves migratorias que utilizam esta area

em determinadas épocas do ano.

J& as redes antagonistas entre parasitos-hospedeiros possuem alta especificidade
nas interacdes estabelecidas ao longo do tempo, associa¢fes muito coesas as quais ndo
sdo afetadas pela sazonalidade e variacdes abidticas locais. Apesar da inser¢do de novas
espécies na comunidade ter maior contribuicdo na dissimilaridade, o rearranjo também
apresentou contribuigdes significativas, fato ainda ndo descrito na literatura para redes

antagonistas

Os resultados aqui obtidos podem ser consistentes para outros sistemas
antagonistas, tais como interacbes predador-presa e planta-herbivoro. Assim, esses
achados podem dar suporte para a solucdo de problemas globais atuais, tais como 0s que
envolvem agentes patogénicos emergentes que atualmente ameacam a salde dos

ecossistemas.
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Tabelas
Tabela 3 — Linhagens de parasitos identificadas, respectivas estagdes em que foram
encontradas e a identificagcdo da sequéncia depositada no Genbank.

Linhagem de Género Chuvosa Seca Seq Genbank
Parasitos
BAFLAO3 P. Plasmodium X MK264393
BAFLAO4 P. Plasmodium X MK264394
CALONO1 P. Plasmodium X MK291501
COTALO1 H. Haemoproteus X X MK264395
CPCT57 P. Plasmodium X MK264392
DENPETO03 P. Plasmodium X X MK264396
ELALBO1 H. Parahaemoproteus X MK264397
FOGRIO1 P. Plasmodium MK291502
FOMELO4 P. Plasmodium X MK291503
HO12 P. Plasmodium X MK264398
HYAMAO1 P. Plasmodium X MK291505
LECORO02 P. Plasmodium X X MK264399
NYMACO1 H. Parahaemoproteus X MK291506
PADOMO9 P. Plasmodium X X MK264400
PADOM11 P. Plasmodium X MK264401
PADOM17 P. Plasmodium X MK264402
PAMITO1 P. Plasmodium X X MK264403
PAPOLO3 H. Parahaemoproteus X X MK264404
POPLUO1 P. Plasmodium X MK291507
SocH3 H. Haemoproteus X X MK264405
SocH4 H. Haemoproteus X MK264406
TARUF02 H. Parahaemoproteus X X MH260577
TUAMAO1 P. Plasmodium X X MK264407
TURNUDO2 P. Plasmodium X MK264408
U1z P. Plasmodium X MK264409
UN203 H. Parahaemoproteus X X MK264410
VIREOO2 H. Parahaemoproteus X MK264411
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Tabela 4 — Espécies de aves identificadas e as respectivas estagdes em que foram

encontradas.

Espécies de Aves

Chuvosa

Seca

Basileuterus culicivorus

Camptostoma obsoletum

Cantorchilus longirostris

Chiroxiphia pareola

Cnemotriccus fuscatus

Coccyzus melacoryphus

Coereba flaveola

Columbina passerina

X | X [X | X [X | X [X

Columbina picui

Columbina talpacoti

x

Coryphospingus pileatus

x

Cyanerpes cyaneus

X | X |X [X | X [X | X | X |X [X |X

Cyanocorax cyanopogon

Cyanoloxia brissonii

Cyclarhis gujanensis

Dacnis cayana

X | X [X | X

Dendroplex picus

Elaenia chilensis

Elaenia chiriquensis

Elaenia cristata

Elaenia flavogaster

Elaenia spectabilis

X | X [X | X [X |X [X |X |X

Empidonomus

Empidonomus varius

Euphonia chlorotica

X | X [X | X [X | X |[X |X

Euscarthmus meloryphus

Formicivora grisea

x

Formicivora melanogaster

x

Galbula ruficauda

Hemitriccus margaritaceiventer

Herpsilochmus pectoralis

Herpsilochmus sellowi

Hydropsalis torquata

Hylophilus amaurocephalus

Leptotila verreauxi

X | X [X | X | X | X [X | X [X [X |X

Mimus gilvus

Myiarchus ferox

Myiarchus tyrannulus

Myiodynastes maculatus

X | X [X [ X | X | X [X |X [X |X
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Myiopagis viridicata

Myiothlypis flaveola

Neopelma pallescens

Nyctidromus albicollis

Nystalus maculatus

Pachyramphus polychopterus

Phaeomyias murina

Piaya cayana

Picumnus fulvescens

Pitangus sulphuratus

Polioptila plumbea

Procacicus solitarius

Schistochlamys ruficapillus

X | X [X | X [X | X [X |X [X |[X [X [X [X

Sporophila albogularis

X | X | X | X [X | X [X |X [X |X [X |X [X

Synallaxis frontalis

Synallaxis scutata

Tachyphonus rufus

Tangara cayana

Tangara palmarum

Tangara sayaca

Taraba major

Thamnophilus doliatus capistratus

x

Thamnophilus pelzelni

Tolmomyias flaviventris

X | X | X [X | X | X | X [X |X [X

Troglodytes musculus

Trogon curucui

Turdus amaurochalinus

Turdus flavipes

Turdus leucomelas

X | X | X [X

Turdus rufiventris

Vireo olivaceus

X | X [ X | X [X | X [X |X
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