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RESUMO

STRONA, A. L. S. 2016. Infestacao diferencial de Eimeria spp. (Apicomplexa: Eimeriidae)
em individuos de Gracilinanus agilis (Didelphimorphia: Didelphidae) na Estacdo
Ecoldgica do Panga, Uberlandia-MG: padrdes e processos. Dissertacio de Mestrado
em Ecologia e Conservacio de Recursos Naturais. Universidade Federal de

Uberlandia. Uberlandia-MG. 66 p.

A agregacdo de parasitas em determinados individuos da populacdo de hospedeiros esta
associada a exposi¢cdo e a suscetibilidade diferenciais, que variam de acordo com o sexo, 0
tamanho corporal, a condi¢do reprodutiva, o comportamento de uso do espaco (que influencia
a probabilidade de capturas e recapturas em diferentes locais) e os fatores ambientais. Desse
modo, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia de tais fatores sobre a infec¢do de
Eimeria spp. (endoparasita intestinal) em Gracilinanus agilis, um marsupial didelfideo
semélparo neotropical. O local de coletas foi um fragmento de cerrado sentido restrito na
Estacdo Ecoldgica do Panga, MG, entre 2011 a 2015. Foi utilizado um método de captura-
marcacao-recaptura para os hospedeiros e avaliada a prevaléncia e a abundéncia do parasita,
por meio de andlises fecais laboratoriais. A abundancia e a prevaléncia de Eimeria spp. foram
associadas, principalmente, a condicao reprodutiva dos individuos, com ambos 0s sexos
apresentando maior prevaléncia e alta abundancia parasitdria durante o final do periodo
reprodutivo, que coincide com a época chuvosa. Machos apresentaram mais parasitas do que
as fémeas durante a estacdo seca, €poca de inicio do periodo reprodutivo, no qual o
acasalamento ocorre. Nao foi comprovada a hipotese de que a maior abundancia de parasitas
nos machos seria decorrente de seu maior deslocamento espacial. No entanto, o nimero de
recapturas de G. agilis correlacionou-se significativamente com a abundancia de Eimeria spp.
Esse padriao pode ser explicado pelo maior contato do marsupial com suas proprias fezes, as
quais transmitem os parasitas, como também pelo aumento do estresse ocasionado pelo
aprisionamento na armadilha, que afeta negativamente a eficiéncia do sistema imunoldgico.
Assim, a presenca e a abundéncia de Eimeria spp. ao longo do periodo reprodutivo em ambos
0s sexos, parece estar mais associada com a susceptibilidade do hospedeiro do que com sua
exposi¢ao, visto que nao houve relacdo entre mobilidade e infeccdo. Porém, as medidas de
deslocamento nesse estudo devem ser avaliadas com cautela, dado o baixo ndmero de
recapturas utilizado para estimativa do uso do espaco em G. agilis.

Palavras-chave: relacdo parasita-hospedeiro, condi¢do reprodutiva, sexo, sazonalidade,
nimero de recaptura, pequenos mamiferos
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ABSTRACT

STRONA, A. L. S. 2016. Differential infestation of Eimeria spp. (Apicomplexa: Eimeriidae)
in Gracilinanus agilis individuals (Didelphimorphia: Didelphidae) at Estagdo
Ecolégica do Panga, Uberlandia-MG: patterns and processes. Master’s.Thesis in

Ecology and Conservation of Natural Resources. Federal University of Uberlandia.
Uberlandia-MG, Brazil. 66 p.

The aggregation of parasites in certain individuals of the host population is associated with
differential exposure and susceptibility, which vary according to sex, body size, reproductive
condition, space use behavior (which influences the probability of catches and recaptures in
different locations) and environmental factors. Thus, the objective of this study was to
evaluate the influence of such factors on the infection of Eimeria spp. (intestinal endoparasite)
in Gracilinanus agilis, a semelparous didelphid neotropical marsupial. The collection site was
a restricted-sense cerrado fragment at the Panga Ecological Station, MG, between 2011 to
2015. A capture-mark-recapture method was used for the hosts identification and the
prevalence and abundance of the parasite were evaluated by means of laboratory fecal
analyzes. The abundance and prevalence of Eimeria spp. were associated mainly with the
reproductive status of the individuals, with both sexes presenting higher prevalence and high
parasitic abundance during the end of the reproductive period, which coincides with the rainy
season. Males had more parasites than females during the dry season, when the breeding
season begins, in which mating occurs. The hypotheses wasn’t confirmed that the highest
abundance on males would be due to their greater spatial displacement. However, the number
of recaptures of G. agilis was significantly correlated with the abundance of Eimeria spp. This
pattern can be explained by the greater contact of the marsupial with its own feces, which
transmit the parasites, as well as by the increased stress caused by the entrapment, that
negatively influences the immunological system efficiency. Thus, the presence and abundance
of Eimeria spp. during the reproductive period in both sexes seems to be due to behavioral
differences that define distinctions in susceptibility to infection rather than host exposure,
once we failed to find any correlation between host mobility and Eimeria infection. However,
our estimates of G. agilis use of space shoud be viewed with caution, due to the low number
of recaptures which could lead to underestimates, and consequently disrupts any existing
relationship between these variables.

Keywords: parasite-host interaction, reproduction, gender, seasonality, number of recaptures,
small mammals



INTRODUCAO GERAL

Os parasitas podem ser classificados em microparasitas e macroparasitas. Os
microparasitas, representados por virus, bactérias, fungos e protozoarios, sio microrganismos
com taxas altissimas de reproducdo no interior do hospedeiro, o que geralmente induz uma
reinfec¢do, caracterizando as doencas epidémicas. Os macroparasitas sdao helmintos,
artropodes e outros metazodarios, os quais possuem superficie corporal maior e populacdes
com tempo de geracdo maior, causando doencas endémicas (ANDERSON; MAY, 1979).

O parasitismo € uma interacdo ecoldgica, na qual a espécie parasita depende
obrigatoriamente da espécie hospedeira, utilizando-a como forma de locomocdo, abrigo e
fonte de nutrientes importantes para o seu desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia
(SEPPALA et al., 2008). Devido a perda desses nutrientes, o parasita é prejudicial para o
hospedeiro (MOON et al., 2010), diminuindo seu sucesso reprodutivo e até mesmo
aumentando sua mortalidade (KORPIMAKI et al., 1993). Essa interacdo € universal e a mais
difundida na natureza (PRICE, 1980; THOMPSON, 1994), uma vez que os parasitas infectam
hospedeiros localizados em todas as posigoes troficas (LAFFERTY et al., 2008). Dessa
forma, os parasitas podem interferir na composi¢cdo e na estrutura das comunidades animais
(COMBES, 1996).

Apesar da sua importancia implicita e com crescente discussdo, ainda é pouco
avaliado o efeito direto e indireto dos parasitas sobre a estrutura e biodiversidade das teias
troficas em geral (SUKHDEO, 2010). Porém, estudos ja demonstraram que parasitas podem
alterar a abundancia e o comportamento de espécies-chave na comunidade (LAFFERTY,
1999), influenciar interacdes de predacdo e competicdo (SCHALL, 1992), além de regular as
populagdes das espécies que modificam o ecossistema (THOMAS et al., 2005), interferindo,
assim na comunidade biolégica como um todo (HATCHER et al., 2006). Ao mesmo tempo,
parasitas podem alterar a histéria de vida dos hospedeiros, modificando o comportamento
(GHALI et al., 2015), a vulnerabilidade aos predadores (LAGRUE et al., 2007), a taxa de
consumo alimentar (WRIGHT et al., 2006) e até mesmo os padrdes de selecdo sexual pelas
fémeas (JOHNSON; BOYCE, 1991).

A associagdo entre o parasita e o hospedeiro pode variar em quantidade, distribuicdo,
magnitude e em tempo (CROMPTON, 1984), uma vez que a resisténcia ou susceptibilidade
do hospedeiro ao parasita é dinamica (LINARDI; GUIMARAES, 2000). De fato, o parasita

tende a superar a resposta imunoldgica do hospedeiro e, em contrapartida, o dltimo procura



sempre manter-se resistente ao primeiro, gerando um processo de coevolucdo entre as
espécies (THOMPSON, 1994). A hipotese da Rainha Vermelha de Van Valen (1973),
referente a evolucdo continua de "corridas armamentistas" entre predadores e suas presas,
pode ser aplicada para os mamiferos e seus parasitas, sendo que esses hospedeiros exibem
respostas epidemioldgicas contra os ultimos e esses moldam a biologia populacional dos
primeiros (BORDES et al., 2009). Assim, os fatores que influenciam a resisténcia dos
hospedeiros podem ser intrinsecos ou extrinsecos, interferindo a favor ou contra o parasita ou
o hospedeiro.

Dentre os fatores intrinsecos estdo o sexo, a idade, o tamanho corporal, a variacio
genética e o comportamento de uso do espaco (COMBES, 2001). Geralmente, em mamiferos,
individuos do sexo masculino apresentam maior infec¢do por parasitas (KRASNOV et al.,
2012), em decorréncia da maior mobilidade, a qual aumenta a probabilidade de exposi¢cdao
(GAUFFRE et al., 2009) e pela menor imunocompeténcia, ocasionada pelos altos niveis de
hormoénios andrégenos (ZUK;MCKEAN, 1996). Com relagdo a idade, existem estudos
mostrando maior infeccdo em individuos mais velhos, devido ao redirecionamento das
energias para reproducdo (BEHNKE et al., 1999), enquanto que outros estudos encontraram o
padrdao oposto em funcdo da imunidade ainda em desenvolvimento dos juvenis (FULLER,
1996). Outro fator intrinseco € o tamanho corporal do hospedeiro, pois individuos com maior
massa corporal disponibilizam mais energia ao parasita, para que esse possa reproduzir
(SEPPALA et al., 2008).

O uso do espaco por cada hospedeiro € um fator intrinseco que deve ser abordado com
ponderacio ja que pode ser influenciado por fatores bidticos, abidticos, evolutivos (STAMPS,
1977) e epidemioldgicos (BORDES et al., 2009). Seu estudo ecoldgico torna-se complexo e,
portanto, pouco estudado (WILSON et al., 1993; NATOLI et al., 2005; EASTERBROOK et
al., 2007), porém relevante (RUBY; DUNHAM, 1987). Assim, o risco de contaminagdo de
individuos por parasitas pode ser diferencial conforme a quantidade de deslocamento do
hospedeiro (POULIN et al., 1991; BROWN et al., 1994; KRASNOV et al., 2005), pois
individuos que deslocam menos tem &drea de vida menor e com isso apresentam menores
possibilidades de encontros com parasitas (NUNN et al., 2003).

Desse modo, embora os movimentos exploratérios intensivos em ambientes
heterogéneos (WOLF et al., 2007) possam favorecer o encontro com novos parceiros para
reproducdo (NEUDOREF et al.,, 1997; PEDERSEN et al., 2006), novas fontes alimentares
(FEDY; STUTCHBURY, 2004) e novas areas para colonizacio (BRUINZEEL; VAN DE

POL, 2004), também aumentam as chances de encontro com parasitas em estagio infeccioso



(WILSON et al., 1993), além de estarem mais susceptiveis a predagdao (LARSEN; BOUTIN,
1994; SCHMIDT; WHELAN, 2005) e a perda de alimentos estocados (GERHARDT, 2005).

Por outro lado, os fatores extrinsecos, representados pelas caracteristicas ambientais
que variam anualmente, sazonalmente e entre habitat distintos, interferem na transmissao dos
parasitas, por influenciar a distribui¢do espacial e movimentacdo dos hospedeiros. Além
disso, esses fatores influenciam a capacidade de sobrevivéncia e recrutamento dos parasitas
(SOUSA; GROSHOLZ, 1991; ABU-MADI et al., 1998; ESTRADA-PENA, 2003).

Os pequenos mamiferos sao fontes de infeccdo zoondticas, por serem hospedeiros de
ectoparasitas ou endoparasitas, causadores de diversas doencas ao homem ou aos animais
domésticos (MOUTOU; ARTOIS, 2001). Cerca de 250 espécies de mamiferos sdo
encontrados no Cerrado brasileiro (PAGLIA et al., 2012), sendo que os pequenos mamiferos,
com massa corporal inferior a 5 kg, sdo sua principal representacio (MARINHO-FILHO et
al., 2002). Dentre os pequenos mamiferos registrados no Cerrado, 26 espécies sdo marsupiais
didelfideos (PAGLIA et al., 2012). Contudo, apesar da considerdvel quantidade de estudos
descrevendo as comunidades de pequenos mamiferos no Cerrado (ALHO, 2005; RIBEIRO;
MARINHO-FILHO, 2005) e o grande numero de endoparasitas que esses animais abrigam
em comparacio com regides temperadas (BETTERTON, 1979), poucos trabalhos avaliam a
relac@o parasita-hospedeiro e sua ecologia nesse bioma (GETTINGER, 1987; PUJOL-LUZ et
al., 2004).

A maior parte dos estudos que investigam pequenos mamiferos utiliza o método de
captura-marcacao-recaptura. Esse método possui algumas desvantagens tais como:
incapacidade de determinar a prevaléncia e a abundancia parasitaria total, por conta dos
periodos de laténcia durante o ciclo de vida do parasita, heterogeneidade no nimero de
recapturas para cada individuo, devido ao comportamento dispersivo diferencial e perda de
peso corporal, em decorréncia do estresse proporcionado pela armadilha (KAUFMAN;
KAUFMAN, 1994). No entanto, esse método é mais favoravel do que a utilizagdo de
necropsia dos hospedeiros, quando se analisa a minima interferéncia na dindmica
populacional, o que proporciona um conhecimento em longo prazo e com um menor distirbio

no sistema (WILBER; PATRICK, 1997).

Essa pesquisa é relevante, ndo somente por contribuir com a ampliacio do
conhecimento a cerca do parasitismo de Eimeria spp. em Gracilinanus agilis no Cerrado, mas
também, por fornecer subsidios para uma abordagem interdisciplinar one health, com vistas a
uma melhor gestdo no combate as ameacgas a saide dos animais e dos seres humanos nos

ambientes que ambos compartilham (DANTAS-TORRES et al., 2012). O estudo é também



significativo porque investiga diferentes aspectos da biologia de G. agilis, que apresenta papel
relevante na manutencdo da vegetacdo do Cerrado, por promover a potencial dispersdao de

sementes da familia Melastomataceae (CAMARGO et al., 2014).

Sistema de estudo

A espécie hospedeira estudada foi Gracilinanus agilis Burmeister, 1854
(Didelphimorphia: Didelphidae), que se caracteriza por ser um marsupial didelfideo de
pequeno porte, com o nome popular de cuica-graciosa. Sua distribuicdo geografica é
relativamente ampla na América (Panam4, Colombia, Peru, Bolivia, Brasil, Paraguai, Uruguai
e Argentina), situando-se principalmente no dominio do Cerrado no Brasil Central
(EISENBERG; REDFORD, 1999; COSTA et al., 2003; ROSSI et al., 2006). Dentro do bioma
Cerrado, é comum ser encontrado em formacdes florestais como matas de galerias e cerradao
(MARES; ERNEST, 1995; HANNIBAL; CACERES, 2010), porém, também pode ser
capturado no cerrado sentido restrito (BRUNA et al., 2010), sendo considerado generalista
(ARAGONA; MARINHO-FILHO, 2009).

E um animal com hébito noturno, solitirio e preferencialmente arboricola (COSTA et
al., 2003). A massa corporal varia em torno de 8 g a 36 g e possui cauda preénsil (ROSSI et
al., 2006). O dimorfismo sexual no tamanho € evidenciado, com machos maiores do que
fémeas, além de haver diferencas no uso do espago entre as estacdes reprodutivas para os dois
sexos, pois os machos aumentam sua area de movimento e as fémeas adotam uma estratégia
territorial no periodo reprodutivo (LOPES, 2011). Além disso, as fémeas vivem por mais
tempo que os machos (ARAGONA; MARINHO-FILHO, 2009). A reprodugdao &
marcadamente sazonal, com a atividade reprodutiva das fémeas iniciando-se em julho e
estendendo-se até fevereiro (LOPES; LEINER, 2015). O pico da populag@o € na época seca
(MARES; ERNEST, 1995), sendo que as taxas de sobrevivéncia sio reduzidas ap6s o periodo
reprodutivo, em fun¢do da ocorréncia de uma estratégia reprodutiva semélpara, em que todos
os machos adultos apresentam mortalidade p6s-copulatéria (LOPES; LEINER, 2015). A dieta
¢ preferencialmente insetivora (insetivoro-onivoro), com consumo ocasional de frutos no
dominio Cerrado (BOCCHIGLIERI et al., 2010). Assim, dentre a sua relevancia ecoldgica
estd o papel como potencial dispersor de sementes (CAMARGO et al., 2014) e como
hospedeiro intermediario de algumas doengas, por exemplo a leishmaniose (QUARESMA et
al.,, 2011) ou hospedeiro acidental de Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas

(HERRERA et al., 2005).



O género Eimeria Schneider, 1875 (Eucoccidiorida: Eimeriidae), pertencente ao filo
Apicomplexa, é o endoparasita com maior abundancia e prevaléncia em Gracilinanus agilis
na Estacdo Ecoldgica do Panga (STRONA, 2013). Esse género apresenta mais de 24 espécies
relevantes para a medicina veterindria e indudstrias de produ¢ao animal, sendo encontrado em
uma enorme diversidade de hospedeiros vertebrados como: mamiferos, aves, répteis, anfibios,
peixes e ocasionalmente artropodes (FORTES, 1997; URQUHART et al., 1998). Com mais
de mil espécies descritas mundialmente, j4 foram registradas 12 espécies distintas ocorrendo
em marsupiais didelfideos (DUSZYNSKI et al., 2000).

A infeccdo (ou coccidiose) pelo género Eimeria ocorre geralmente no trato intestinal
do hospedeiro e ja foi registrada em marsupiais brasileiros (LAINSON; SHAW, 1989).
Geralmente, o ciclo de vida desse gé€nero € caracterizado por ser direto-monoxeno-fecal-oral
(FORTES, 1997), envolvendo apenas um hospedeiro especifico. O ciclo € iniciado quando o
hospedeiro ingere um oocisto esporulado, o qual ird liberar os esporocistos, através de
enzimas digestivas e, por consequéncia, os esporozoitos irdo penetrar nas células epiteliais do
intestino por meio do seu complexo apical. Em seguida, existe a possibilidade de migrarem
para o local especifico de colonizacao no hospedeiro, infectando outras células por meio de
reproducdo assexuada. A reprodugdo sexuada também ocorre promovendo a ruptura das
células intestinais, que liberam oocistos nao esporulados pelas fezes para continuacio do ciclo
de vida externamente ao hospedeiro. No ambiente externo, os oocistos esporulam apenas em
condigdes adequadas de oxigenagdo, temperatura em cerca de 27°C e alta umidade
(HAMMOND; LONG, 1973; URQUHART et al., 1998; SHIRLEY et al., 2005). Assim, a
sobrevivéncia de algumas espécies do género Eimeria € influenciada por aspectos abidticos
(FULLER, 1996).

Por fim, esse parasita possui, como caracteristica, o facil acesso a ser estudado em
campo, pois sua abundincia e prevaléncia podem ser obtidas por meio de técnicas ndo
invasivas, visto que os oocistos sao liberados pelas fezes dos animais. Estudos de longo prazo
podem ser executados pela possibilidade de reinfec¢gdes individuais dos hospedeiros, ja que a
infeccdo propriamente dita possui uma duracdo em torno de 20 dias, dependendo da espécie.
Entretanto, mesmo assim, poucos estudos trabalham com populagdes naturais (FULLER et

al., 1995).



Objetivos

Esse estudo teve como objetivo geral ampliar o conhecimento da relacdo ecoldgica
entre Gracilinanus agilis e Eimeria spp. no bioma Cerrado. Com isso, foi investigado se
determinados fatores intrinsecos e extrinsecos ao hospedeiro estabelecem os padroes de
infeccdo de Eimeria spp. entre os individuos de Gracilinanus agilis na Estacdo Ecoldgica do
Panga, MG.

O primeiro capitulo testa as seguintes hip6teses: 1) o sexo influencia a abundancia de
Eimeria spp. em G. agilis, com machos apresentando mais parasitas do que as fémeas, 2)
Machos reprodutivos e fémeas lactantes apresentam maior abundancia e aumento da
prevaléncia de Eimeria spp., quando comparados a individuos nao reprodutivos, 3) Individuos
com maior peso corporal possuem maior abundancia de Eimeria spp., € 4) A abundancia e a
prevaléncia de Eimeria spp. variam sazonalmente, com maior indice durante a estagcdo
chuvosa.

O segundo capitulo avalia a hip6tese que a abundancia de Eimeria spp. € determinada
pela area de deslocamento e pelo nimero de recapturas dos individuos de G. agilis. Assim,
individuos com maior area de deslocamento teriam maior abundancia parasitiria em
comparacdo com aqueles que se deslocam menos no ambiente. Similarmente, individuos

recapturados com maior quantidade possuiriam altos valores de abundancia de Eimeria spp.



CAPITULO 1: Reproductive effort and seasonality associated with male-biased
parasitism in Gracilinanus agilis (Didelphimorphia: Didelphidae) infected by Eimeria
spp- (Apicomplexa: Eimeriidae) in the Brazilian cerrado”

Short title: Eimeria spp. loads in a semelparous didelphid

*Capitulo apresentado em inglés no formato do artigo submetido e aceito para
publicacdo na Parasitology em 2015.
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RESUMO

A agregacdo dos parasitas entre os hospedeiros estd associada com a diferenca na exposi¢do e
susceptibilidade dos hospedeiros aos parasitas, que variam de acordo com o sexo, o tamanho
corporal e a condi¢ao reprodutiva dos hospedeiros, além dos fatores ambientais. Foi avaliada
a influéncia desses fatores na infec¢do por Eimeria spp. (Eimeriidae) em cuica-graciosa
(Gracilinanus agilis), a qual é um marsupial didelfideo semélparo que se localiza no Cerrado.
A abundancia e prevaléncia de Eimeria spp. em G. agilis foram relacionadas com a condi¢dao
reprodutiva dos individuos e com uma menor influéncia da estagao climatica, com ambos os
sexos apresentando elevadas cargas de Eimeria spp. durante o final da reprodugdo/ época
chuvosa. Por outro lado, os machos estiveram mais parasitados do que as fémeas no inicio da
reproducdo/época seca. A elevada carga parasitiria em machos pode ser decorrente da
organizacdo espacial e da dieta, entretanto estudos futuros devem avaliar o papel das
diferencas fisiologicas entre os sexos que estdo associadas aos hormonios androgenos. Assim,
o aumento repentino das cargas de Eimeria spp. nas fémeas durante o final da
reprodugdo/época chuvosa possivelmente esteve relacionado com as variagdes temporais na
suscetibilidade, por causa do direcionamento energético para a reproducdo devido a
semelparidade, e na exposi¢do aos estdgios infecciosos, ja que a morte dos machos pode
explicar a manutencdo das elevadas taxas de Eimeria spp. nesses hospedeiros durante o
mesmo periodo.

Palavras-chave: parasitismo influenciado pelo sexo, condi¢do reprodutiva, semelparidade,
Eimeriidae, Didelphidae
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SUMMARY

The aggregation of parasites among hosts is associated with differential host exposure and
susceptibility to parasites, which varies according to host gender, body size, reproductive
status, and environmental factors. We evaluated the role of these factors on infectation by
Eimeria spp. (Eimeriidae) in the agile gracile mouse opossum (Gracilinanus agilis), a
semelparous didelphid inhabiting neotropical savannahs. Eimeria spp. abundance and
prevalence among G. agilis were associated to the breeding status of individuals and to a
lesser extent to climatic season, with both sexes presenting higher Eimeria spp. burdens
during late breeding/wet season. On the other hand, male-biased parasitism was restricted to
dry/mating season. We suggest that male spatial organization and diet may account for
increased parasite burdens within this sex, although future studies should evaluate the role of
physiological differences associated to androgen hormones. Finally, a rapid increase in
Eimeria spp. loads among females during the late breeding/wet season seems associated to
seasonal changes in susceptibility, due to breeding costs related to semelparity, and exposure
to infective propagules, while male-die off seems to explain maintenance of higher Eimeria

spp. burdens within this sex in the same period.

Key words: sex-biased parasitism, reproduction, semelparity, Eimeriidae, Didelphidae
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INTRODUCTION

Although usually neglected, parasites represent 30 to 50% of known biodiversity (De
Meus and Renaud, 2002), thus being crucial to ecosystem health and food web stability
(Hudson et al., 2006). Moreover, they may mold community and population structure of hosts
(Poulin, 1994; Albon et al., 2006). One of the main properties of host-parasite relationships is
the aggregated distribution of parasites within host populations, which was theoretically
pointed out by Crofton (1971) and first evidenced by Anderson & May (1979), with few hosts
carrying large loads of parasites and being responsible for the majority of transmissions and
the persistence of parasite populations (Lloyd-Smith et al., 2005; Sanchez et al., 2011). Such
pattern is caused by differential host’s exposure and susceptibility to parasites (Combes,
2001) as well as parasite population dynamics and environmental factors (Thomas et al.,
2009). Host attributes related to exposure to parasites are home range size (Morand et al.,
2004), population density (Arneberg et al., 1998), and body size (Harrison et al., 2010). On
the other hand, host behavior, sex (Krasnov et al., 2005), and genetics (Meyer-Lucht et al.,
2010) may influence host susceptibility, thus affecting parasite infectation among individuals.
Hence, one of the most discussed issues in epizootiological studies is the identification of host
attributes driving infection dynamics and the implications of heterogeneities in parasite
infectation for host population structure and regulation.

Due to physiological, behavioral and ecological differences between males and
females, parasitism is usually gender-biased in several vertebrate taxa, with males generally
carrying larger loads of parasites than females (Moore and Wilson, 2002), although few
studies demonstrated contrary patterns (Dare and Forbes, 2009). Several hypotheses, which
are not mutually exclusive, have been proposed to explain this pattern. The first one is based
on sexual size dimorphism in vertebrates, mostly mammals. Usually, individuals with larger
body size are easier targets for parasites (Shine, 1989) and may sustain higher parasite loads,
due to the amount of habitat and resources when compared to small-bodied individuals
(Krasnov et al., 2005). Secondly, males’larger home ranges may increase their probability of
encountering and being infected by parasites (Morand et al., 2004). The last hypothesis deals
with differential susceptibility between sexes and states that males present higher parasite
loads due to the immunosuppressive effects of androgens, especially testosterone, which

makes males more prone to infections (Folstad and Karter, 1992, Klein, 2004).
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Parasite burdens may also vary seasonally, due to climate influencing parasite
populations and infection dynamics (Altizer et al., 2006) or due to seasonal events linked to
reproduction (Sanchez et al., 2011). Several studies demonstrated an increase in parasite loads
during breeding periods (Christe et al., 2010), through the occurrence of an energetic trade-off
between reproductive effort and the activation of the immune system (Sheldon and Verhulst,
1996, Dare and Forbes, 2009). Not only allocation of energy to reproduction may reduce
energy available for defenses, but there is also evidence of a detrimental impact of high
parasite loads on reproductive success (Hillegass et al., 2010). Since gestation and lactation
are extremely costly among small mammals (Speakman, 2008), usually females present a
peak in parasite burdens during these periods (Sanchez et al., 2011).

Eimeria spp. Schneider, 1875 (Apicomplexa: Eimeriidae) is an intestinal protozoan
that infects several vertebrate hosts, including fish, reptiles, birds and mammals. It is directly
transmitted, through ingestion of contaminated food or by oral/fecal contact. One of their
hosts are didelphid marsupials, which comprise approximately 90 species (Voss and Jansa,
2009), ranging from 10 to 2000g and occupying a variety of ecological niches. Gracilinanus
agilis Burmeister, 1854 (Didelphimorphia: Didelphidae) is a small (8-36g), nocturnal
marsupial, which consumes mainly insects and occasionally fruits (Lessa and Costa, 2010). In
the study site, the number of captured individuals was higher between June and October
(Lopes and Leiner, 2015). Breeding season started in July, and females raise and wean one to
two litters between October and February, while adult males disappear between October-
December, characterizing post-mating male die-off (Lopes and Leiner, 2015). These males
presented several signs of reduced body condition prior to disappearance, such as fur loss and
wounds. On the other hand, adult females disappear from the population between January-
February, thus resulting in discrete generations and characterizing the adoption of a
semelparous breeding strategy (Lopes and Leiner, 2015). Hence, our main objective was to
evaluate the effect of host attributes (sex, breeding status and body mass) and seasonality on
Eimeria spp. infectation within G. agilis individuals. We hypothesized that 1) abundance of
Eimeria spp. is gender-biased, with males presenting higher degree of parasitism than
females, 2) breeding individuals present higher Eimeria spp. loads and increased Eimeria spp.
prevalence than non-breeding individuals, especially breeding males and lactating females, 3)
individuals with higher body mass present higher Eimeria spp. abundance, and 4) Eimeria

spp. abundance and prevalence vary seasonally, with higher values during the wet season.



13

MATERIALS AND METHODS

Gracilinanus agilis individuals were captured at Estacdo Ecoldgica do Panga
(19°09°207-19°11°10” S e 48°23°20”— 48°24°35” W, MQG), a 409.5 hectare cerrado fragment
in the south region of Uberlandia municipality, Minas Gerais state. Climate in the area is
characterized by a dry winter from April to September and a wet summer from October to
March (Schiavini and Aradjo, 1989). Every month, from May 2011 to June 2012, 70 Sherman
traps, baited with a mixture of banana, peanut butter, bacon and oatmeal, were set during four
consecutive nights, in a capture grid of 0.96 hectare, which had five parallel transects
separated by 20 meters. In each 120 meters transect, there were 7 trapping stations separated
by 20 meters, with one trap on the ground and one trap placed in a tree branch (approximately
2.0 meters) in each station. In July 2012, we added another 120 m transect and an additional
capture station at each transect, totaling 96 Sherman traps set in six parallel transects
separated by 20 meters. Captures were done in this new capture grid until May 2013. The grid
is part of a long term capture-mark-recapture study and is located in a cerrado stricto sensu
area, containing a sparse arboreal stratum and herbaceous cover dominated by Miconia
albicans (Cardoso et al. 2009).

Captured individuals were marked with numbered ear-tags and had their sex, age
class, breeding status and body mass recorded. From each captured individual, faeces were
collected, stored in small plastic recipients and frozen prior to analysis. Age class was
estimated following Macedo et al. (2006), who proposed a method based only on the eruption
of the last superior molars. In this way, those individuals presenting only the first and second
fully functional superior molars (P3/M1 or M2) were considered juveniles, those with the
third superior molar fully functional were considered sub-adults (P3/M3) and individuals with
complete dentition (P3/M4) were considered adults. Breeding status was divided into three
categories: non-breeding, early breeding (mating males and females, and pregnant females)
and late breeding (males preceding die-off and lactating/weaning females). Non-breeding
individuals were mostly juveniles and subadults, with males presenting abdominal testis
(smaller than 10mm x 13 mm), and females presenting unperforated vagina. Early breeding
subadult and adult males presented scrotal testis (larger than 10mm x 13 mm) and females
presented perforated vagina and signs of gestation (indicated by palpation). Individuals
belonging to late breeding periods were adults captured from October to February. In this

period, males presented signs of debilitation (fur loss and wounds) and most females were
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lactating or weaning their young, although a few non-breeding juveniles of both sexes were
also captured. Moreover, this period preceded adult disappearance from the population (Lopes

and Leiner, 2015).

Ethics statement

Fieldwork carried out at Estacdo Ecoldgica do Panga, a research station administered
by Universidade Federal de Uberlandia, was conducted after approval of Universidade
Federal de Uberlandia. Permission to trap and handle Didelphidae was issued by
SISBIO/ICMBio (Brazil) to Natalia Leiner (Permit Number: 22629-1) and all trapping and
handling of didelphids agreed with the ethical principles on animal research as regulations of
National Advice of Control and Animal Experimentation (CONCEA/Brazil). The protocol
was approved by the Ethics Committee on Use of Animals of the Federal University of
Uberlandia (Permit Number: 152/13). Neither endangered nor protected species were sampled

during this research.

Parasitological examinations

Gastrointestinal parasites were assessed through analysis of G. agilis faecal samples.
The number of Eimeria spp. oocysts per gram of faeces (EPG) was evaluated using the
McMaster technique (Gordon and Whitlock, 1939), which dilutes the faecal samples into a
very dense sodium chloride solution in order to allow flotation of eggs/oocysts. Only samples
weighing more than 0.3g were analyzed. Then, oocysts were counted under a light
microscope (Leica DMS500, magnification 100x). Faecal egg count is a non-invasive method,
allowing proper evaluation of prevalence and intensity of infection, being widely used in
wildlife populations and field studies (Meyer-Lucht et al., 2009; Viljoen et al., 2011).

In order to avoid underestimation of prevalence, due to the decreased effectiveness of
fecal egg counts according to reduced parasite burden, along with EPG analysis, several drops
of each diluted sample were colored with lugol and reanalyzed under a light microscope
(Leica DM500, magnification 400x) to allow a qualitative evaluation of parasite presence. In
this way, individuals were considered infected or not, based on the combination of the
qualitative and quantitative analysis. Moreover, faecal samples weighing less than 0.3 grams
were also qualitatively evaluated, since it was not possible to apply the McMaster technique.

Fresh feces belonging to individuals positive for Eimeria spp. oocysts according to the

McMaster technique were collected and directly placed into 2.5% aqueous potassium
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dichromate solution (K,Cr;0,), in order to allow proper identification of oocysts to genus
level. Upon return to the laboratory, the fecal-dichromate solution was placed in a Petri dish
and maintained in a thermostatically controlled incubator at 27°C for approximately five days
(Duszynski and Wilber, 1997), allowing oocysts to sporulate. Sporulated oocysts were
observed under a light microscope (Leica DMS500, magnification 400x) and identified as
Eimeria spp. (Figure 1) according to the presence of four sporocysts, each containing two

sporozoites (Duszynski and Wilber, 1997).

Fig.1. Sporulated (A) and unsporulated (B) oocysts of Eimeria spp.
(Apicomplexa: Eimeriidae) infesting G. agilis (Didelphimorphia: Didelphidae) in
the Estac@o Ecoldgica do Panga. Scale bar 10um.

Data analysis

The discrepancy index (D) was used to evaluate the distribution of Eimeria spp.
parasites among hosts. This index quantifies the aggregation as a departure from a uniform
distribution, in which all hosts are equally infested (Poulin, 1993). In this way, D varies
between 0 and 1, the latter corresponding to maximum overdispersion, with only one host
harbouring all parasites. In order to estimate prevalence of Eimeria spp. for each sex, we
pooled fecal samples into three groups, for males and females separately: non-breeding, early
breeding (mating and female gestation)/dry season and late breeding (lactating females and
males preceding die-off)/wet season. Each individual was assigned as positive for Eimeria
spp. if a single fecal sample inside the evaluated group was positive and as negative if none of
the fecal samples were positive.

Data analysis was performed using generalized linear mixed models (GLMM), which

is an increasingly widespread method in epidemiological studies dealing with longitudinal or
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correlated data, particularly when they are binary or in the form of counts. GLMM were used
to examine the separate effects of sex, breeding status, climatic season and body mass on G.
agilis parasite loads. The advantages of using this statistical procedure include the
incorporation random effects and handling of non-normal distributions, such as exponential
family distributions by using log-link functions. A set of different models were fitted using a
negative binomial distribution and a log- linear link function for abundance of Eimeria spp.
Random effects were incorporated, due to repeated measures from the same individuals.
Hence, specific effects of covariates and factors (fixed effects) were tested while accounting
for the variance explained by potentially confounding variables, which are included as
‘random variables’. Sex, breeding status and climatic season (wet x dry season) were included
in both models as categorical, fixed predictors, while body mass was added as a continuous
predictor. Breeding status was assigned into three categories: non-breeding, early breeding
(mating males and females, and pregnant females) and late breeding (males preceding die-off
and lactating/weaning females). Although late breeding periods and the wet season
extensively overlapped, GLMM allows investigation of the separate effects of each variable.
Moreover, during the dry season, breeding status varied from non-breeding to early breeding,
and throughout the wet season we were able to capture not only late breeding individuals, but
also newborn and juveniles from both sexes, which were considered as non-breeding
individuals in the wet season.

Analyses were carried out in R 3.1 (R Development Core Team, 2008), using the
statistical package glmmADMB. This package estimates GLMM parameters (fixed-effects
and random- effects parameters, such as effects of each variable, differences among
treatments, standard deviation of random effects and all interactions) by Laplace
approximation, which reduces bias in estimation and is considered more accurate (Bolker et
al., 2008). After running and checking parameter estimates for each model, models were
ranked according to Akaike’s information criterion corrected for small samples (AICc,
Burnham and Anderson, 2002). AICc is essentially AIC with a greater penalty for extra
parameters, thus reducing the probability of selecting models with too many variables when
the number of samples (n) is small or the number of parameters (k) is too large. The formula
used for estimating AICc was as proposed by Burnham & Anderson (2002): AICc = AIC +
(2k(k+1)/n — k -1). Models with lowest AICc values (difference lower than 2 from other
models) were selected as the most parsimonious, and their significance was assessed by
comparing it to a null model (containing only the response variable and the random-effect)

through analysis of variance.
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RESULTS

From May 2011 to May 2013, 98 individuals of G. agilis (66 males and 32 females)
were captured at the study site with a total of 381 recaptures, through a sampling effort of
7600 trap- nights (3640 from May 2011 to June 2012 and 3960 from July 2012 to May 2013).
Twenty-nine individuals were captured only once, while 69 individuals were recaptured from
2 to 17 different times. A total of 441 fecal samples were assessed for Eimeria spp.
prevalence, which were pooled into 107 samples in order to count each individual only once
at each different breeding status/climatic season. On the other hand, 410 fecal samples
allowed an estimation of Eimeria spp. abundance, with each individual being analyzed
between one and seventeen times, due to the possibility of recaptures during the same
trapping session and between sessions.

Eimeria spp. presented an overdispersed distribution among hosts (D values = 0.97),
with most hosts presenting few or no endoparasites, while a few individuals were highly
infested. Such a pattern, which is extremely common in host-parasite relationships, supports
our view that endoparasite abundance varies within the G. agilis population and that
individual attributes and/or environmental characteristics should influence infection dynamics
in the study site. Based on 107 fecal samples, both sexes presented similar prevalence (83.3%
of males infected with Eimeria spp. oocysts, and 84.4% of females, N = 55 males and 27
females). Prevalence peaked during late breeding, which partially corresponded to the wet
season, with approximately 82% (N =14) of males and 79% (N =11) of females infected by
Eimeria spp. During the dry season, prevalence of non-breeding males (48.2%, N = 6) and
females (39.1%, N = 9), and early breeding males (47.8%, N=11) and females (50%, N = 6)
were considerably lower. Considering only pooled recaptures of the same individuals at
different breeding status (N = 39), it was possible to observe that 36% (N = 14) of the
individuals were uninfected during the dry, non-breeding season, and then became infected
during the early breeding/dry season and especially during late breeding/wet season, while
only 5% of the individuals (N = 2) followed a different, contrary pattern. However, it is
important to notice that those two individuals were captured only once at each breeding status.
Finally, most individuals (59%, N = 23) remained positive or negative for the presence of
Eimeria spp., irrespective of their breeding status.

Model selection showed that abundance of Eimeria spp. was influenced by the sex,

season and breeding status of G. agilis individuals (Table 1). In the best model, males
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presented higher Eimeria spp. loads than females during the dry season, while individuals of
both sexes presented similar abundance of Eimeria spp. during the wet season, which
corresponded to the late breeding period (X2 = 25.88, p < 0.00009). Actually, during the
wet/late breeding season, both males and females presented greater infectation by Eimeria
spp. when compared to non-breeding males/females and early breeding individuals (Figure 2).
On the other hand, during the dry season, mating males presented higher Eimeria spp. loads
than mating females, while non-breeding individuals presented similar, low Eimeria spp.
loads (see Figure 2). Since differences in AICc values greater than two were considered as the
limit to distinguish models (Burnham and Anderson, 2002), then the model including sex and
breeding status should also be included as a parsimonious candidate. In this model, males
presented greater Eimeria spp. loads than females, and both sexes increased their infectation

during late breeding when compared to the other two periods (X2 = 21.1, p = 0.0001).

Table 1. Summary of GLMM results, evaluating the negative binomial models
responsible for explaining Eimeria spp. (Eimeriidae) abundance in G. agilis
individuals at Esta¢do Ecolégica do Panga, from May 2011 to May 2013.

Model AlCe AAIC D-F.
{Sex ® season) + breeding status 3800-42 00 ]
Sex + breeding status 3801-20 08 f
Sex + season 3802-536 2-1 5
Sex + breeding status + season 380316 2.7 7
Sex + breeding status + body mass 3803-20 2-8 4
{Sex % breeding status) + season 3804-14 37 9
Season 3804-26 3-8 +
Sex # season + body mass 3804-52 +-1 s
Breeding status 3804-80 44 5
Season + body mass 3804-92 45 5
Sex # breeding status 4 season + body mass 3805-16 +7 .1
Breeding status 4+ body mass 380544 5+0 fy
Breeding status + season 380660 62 i1
Breeding status 4 season+ body mass 3807-06 (i8] 7
Body mass 3810-72 100 4
Sex # body mass 3812-42 1240 5
Sex 381714 16:7 4

AlICe, Akaike™s Information Criterion value corrected for small sample size; Ai, value difference between the most parsi-
monious model 1. Models are ranked according to their AICc value,
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s

-

Log-transformed abundance of Eimeria spp,
{log{ EPG +1])
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Fig. 2. Eimeria spp. (Apicomplexa: Eimeriidae) abundance (log (EPG+1))
according to G. agilis (Didelphimorphia: Didelphidae) sex, breeding status and
season in the Estacdo Ecoldgica do Panga, from May 2011 to May 2013.
Different letters indicate significant differences between evaluated categories.
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DISCUSSION

Male-biased parasitism is a widespread phenomenon in small mammals (Krasnov et
al., 2012). As expected, we found higher Eimeria spp. loads in G. agilis males than females,
however this trend disappeared during the wet season, which overlapped with the late
breeding period in both sexes. In this way, the first hypothesis was not supported by our data,
since the influence of sex on parasite burden varied seasonally, according to climate and
breeding status. Usually, males present higher parasite loads than females, due to increased
exposure to parasites via larger home ranges (Krasnov et al., 2005) and body mass, which
could help to support a higher amount of parasites (Harrison et al., 2010), and increased
susceptibility due to the immunosuppressive effects of androgen hormones (Klein, 2004).

Contrary to one of the predicted hypothesis, our study population failed to demonstrate
a relationship between body mass and heterogeneities of Eimeria spp. loads among G. agilis.
However, a previous study reported heavier males than females throughout their lifetimes
(Lopes and Leiner, 2015). According to Harrison et al. (2010), the effects of body mass and
sex are often confounded in analyses of mammalian mating systems when males are larger
than females. In their study, by controlling the difference in body mass between sexes, they
found no effect of sex, suggesting that sexual size dimorphism was responsible for the gender-
biased parasitism. However, this seems not to be the case in the studied G. agilis population,
once models including body mass presented very weak support in the analyses. Moreover,
while the degree of sexual size dimorphism, estimated by male: female body mass ratios, was
maintained during G. agilis lifecycle (see Lopes and Leiner, 2015), our results demonstrated
that differences in parasitism between sexes varies according to their breeding status and the
climatic season.

The heterogeneities in Eimeria spp. abundance among G. agilis individuals may be
associated to the spatial behaviour of males and females. Slightly higher parasite burden in
non-breeding males when compared to females could be due to larger male mobility and
female territorial behavior in G. agilis (Lopes, 2014). We suggest that such space use patterns
could increase male exposure to parasites and the probability of encountering new foci of
infection through overlapping male ranges, while female territoriality could protect them from
parasites. In the breeding season, due to the polygynous/promiscuous mating system of
didelphids, usually males increase their home range, in order to maximize mating

opportunities (Ryser et al., 1992). Gracilinanus agilis males follow the same pattern, with an
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increased overlap between male ranges during the breeding period, while females maintain
exclusive areas, overlapping only with males (Lopes, 2014). By travelling greater distances,
G. agilis males in neotropical savannahs consume more insects than females (Martins et al.,
2006, Camargo et al., 2014), which might expose them to Eimeria spp. infectation. Such
spatial organization of individuals could be responsible for larger parasite loads within males,
which has already been demonstrated in rodents infested by fleas (Krasnov et al., 2005). In
fact, it is possible that males are responsible for infecting females in this period, once several
females were uninfected during the non-breeding period and became infected during the
breeding period (approximately 54% of the females, while 45% remained positive or negative
for infection, irrespective of the period). Moreover, females” smaller ranges combined with
exclusive areas could create foci of infection, which could be picked up by several males.
Hence, based on our findings it possible that males encounter a high number of parasites and
may act as important links, as spreaders of infection between infected and susceptible hosts,
as already pointed out by Ferrari ef al. (2004). In fact, immune responses, social behavior and
host susceptibility determine not only parasite loads, but also transmission heterogeneities
(Wilson et al., 2001; Altizer et al., 2003), with usually males being pointed out as drivers of
population-level infection rates in small mammals (Ferrari et al., 2004; Luong et al., 2009).

An alternative explanation for the male-biased parasitism during the dry season is the
reduced immunocompetence of males due to androgen and stress hormones that suppress the
immune function (Klein, 2004). Although the role of both hormones in increased parasite
burden, due to their immune suppressive effect, has been extensively debated in several
taxonomic groups (Owen-Ashley et al., 2004; Roberts et al., 2004; Roberts et al., 2007), most
studies have found conflicting results (Evans et al., 2000; Ezenwa, 2011; Fuxjager et al.,
2011). Within the G. agilis population, both hormones might play a role in the observed male-
biased parasitism during early breeding season. Hence, we suggest that male-biased
parasitism is linked to male spatial patterns and greater insect intake, that increase their
exposure, and both hormones that add-up to the other factors, contributing to the higher
Eimeria spp. loads of males when compared to females during the early breeding season.
Nevertheless, in order to understand the role of stress hormones (corticosterone) and
testosterone on immune response and parasite infectation in G. agilis, future studies should
experimentally evaluate the role of these key interacting hormones and track physiological
changes and their associated alterations in parasitism among didelphids.

Finally, while parasitism was male-biased during the dry season, our results

demonstrated that both sexes experienced an increase in parasite infection during late
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breeding/wet season, although female suffered an abrupt peak in Eimeria spp. abundance,
catching up to male loads in this period. Energetic costs associated to growth and breeding
may contribute with increased parasite burden (Sheldon and Verhulst, 1996), due to the
limited amount of energy available to invest in these activities and in the activation of the
immune system. The rapid increase in female infectation indicates a greater cost of
reproduction during late breeding for females when compared to males. A similar finding was
found for northern leopard frogs infested by Rhabdias ranae (Dare and Forbes, 2009). Among
marsupials, lactation may lead to negative energy balance, compromising the amount of
energy allocated to other life-history components (Fisher & Blomberg, 2011). Hence, we
suggest the occurrence of a trade-off between female reproductive effort and parasite defenses
accounting as one of the mechanisms associated to female elevated parasite loads, a trend
already demonstrated in several previous studies (Christe et al., 2010, Sanchez et al., 2011).
The adoption of a semelparous reproductive strategy among G. agilis (Lopes and Leiner,
2015) highlight the greater energetic costs within late breeding females. Moreover, greater
overlap between male/female ranges during breeding periods probably contributed to
increased female infectation, peaking in late breeding when most females have already picked
up Eimeria spp. from males. Finally, lactating females may be more exposed to Eimeria spp.
infections, via increased food consumption which increases the risk of ingesting contaminated
food. In fact, Camargo et al. (2014) previously demonstrated that G. agilis females increase
arthropod and fruit consumption during lactation/weaning periods, due to high energetic
requirements. Males also increased their parasite loads during late breeding/wet season, but
only slightly when compared to females. Post- mating die-off occurring in this period among
G. agilis males (Lopes and Leiner, 2015) might contribute to greater parasite loads, as
evidenced by several semelparous dasyurids and didelphids (Bradley et al., 2003; Leiner et
al., 2008). In dasyurids presenting male die-off, mortality is stress-related and is characterized
by an increase in plasma glucocorticoid levels, leading to immune suppression, and diseases
associated to higher parasite burdens (Bradley et al., 2003; Naylor et al., 2008). The same
trend may apply to G. agilis, although it still needs further study.

Apart from breeding costs, during the wet season, high temperatures and humidity
may contribute to oocyst survival and sporulation rate (Fayer, 1980; Fuller, 1996), thus
increasing the number of infective propagules in the environment. In fact, in the laboratory,
oocysts were unable to sporulate in temperatures lower than 27°C and low humidity.
Unfortunately, we could not measure the number of foci of infection and of infective stages of

Eimeria spp. during each climatic season. Although the effects of climatic season and
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breeding status were difficult to separate, especially during the late breeding/wet season, we
observed that non-breeding individuals (N = 11 juveniles, totaling 20 fecal samples) captured
during the wet season presented lower Eimeria spp. abundance (mean log(EPG +1)) = 1.11,
standard deviation = 1.65, median = 0) than late breeding adults (mean log(EPG +1)) = 2.24,
standard deviation = 1.95, median = 2.478). This finding indicates that breeding costs and the
associated increase in food consumption within both sexes may play a larger part than climate
on Eimeria spp. infectation among G. agilis individuals, although prevalence results suggests
that vertical transmission may occur, once juveniles and late breeding adults had similar
prevalence (juveniles = 55% and late breeding adults = 72%, N = 36 individuals). Finally,
model selection results reinforces the importance of breeding status, rather than seasonality,
affecting Eimeria spp. abundance among G. agilis individuals, once all selected models
included breeding status and neither included seasonality alone. Nevertheless, as an
observational study, in order to clearly extricate the combined effects of breeding costs and
season, experiments in captive conditions manipulating breeding costs and climatic conditions
should be applied.

In conclusion, our results demonstrate that sex-biased parasitism is not universal
within a single species and that instead bias may change or disappear according to host
behavior and susceptibility. In our study, male-biased parasitism by Eimeria spp. in G. agilis
was restricted to the dry season, probably due to their space use patterns and increased insect
consumption, although immune suppression through sex and stress hormones elevation during
the early breeding period may also play a role that needs further investigation. On the other
hand, during the wet season, females presented a rapid increase in parasite loads, reaching up
to male parasite burdens. We suggest that breeding costs of females and their increased
exposure to a high number of infective propagules, due to their greater insect consumption
and high environmental temperatures and humidity in the wet season might contribute to the
observed patterns. Hence, our findings indicate that several mechanisms may account for sex-
biased parasitism, which is a complex issue that seems to be inextricably linked to breeding
effort within G. agilis individuals parasitized by Eimeria spp., probably due to the associated
costs of reproduction for both sexes in a semelparous species, and to a lesser extent

seasonality.
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CAPITULO 2: Influéncia do uso do espaco e do nimero de recaptura de Gracilinanus
agilis Burmeister, 1854 (Marsupialia: Didelphidae) na abundancia de Eimeria spp.
Schneider, 1875 (Protozoa: Apicomplexa) em um fragmento de cerrado na Estaciao

Ecolégica do Panga, MG

* Capitulo apresentado em portugués conforme as normas: SILVA, A. M.; PINHEIRO, M. S.
de F.; FRANCA, M. N. Guia para normalizacio de trabalhos técnico-cientificos: projetos

de pesquisa trabalhos académicos, dissertacdes e teses. 5. ed. Uberlandia: EDUFU, 2005.
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RESUMO

A area de vida € um dos atributos dos hospedeiros que esta diretamente relacionado a infeccao
parasitdria diferencial entre os individuos de uma populagdo, uma vez que a mobilidade
influencia a exposi¢cao aos parasitas. Assim, o objetivo desse estudo foi analisar se a area de
deslocamento e o nimero de recapturas dos individuos de Gracilinanus agilis interferem na
abundancia parasitaria de Eimeria spp. (Apicomplexa: Eimeriidae). Para isso, os marsupiais
foram capturados entre o periodo de 2011 a 2015 em um fragmento de cerrado sentido restrito
na Estacdo Ecoldgica do Panga, Uberlandia, MG. A abundancia de Eimeria spp. foi obtida
através de andlises fecais (OPG) enquanto o método do Minimo Poligono Convexo foi
utilizado para obtencdo da drea de deslocamento baseado nos locais de recaptura. Nao foi
encontrada relacdo entre a 4rea de deslocamento e a abundancia parasitiria, mesmo
analisando machos e fémeas separadamente. Porém, € preciso avaliar as medidas de area de
deslocamento com cautela, uma vez que estas foram baseadas em um nimero baixo de
recapturas, o que pode resultar em subestimativas; portanto, comprometendo a relagdo entre
uso do espago e infec¢do por Eimeria spp. em G. agilis. No entanto, o nimero de recapturas
de G. agilis correlacionou-se significativamente com a abundéancia de Eimeria spp. infectando
individuos de G. agilis. Esse padrao pode ser explicado pelo maior contato do marsupial com
suas proprias fezes, as quais transmitem os parasitas, como também pelo aumento do estresse
ocasionado pelo aprisionamento na armadilha, que afeta negativamente a eficiéncia do
sistema imunoldgico.

Palavras-chave: parasitismo, 4rea de deslocamento, numero de recaptura, pequenos
mamiferos, Cerrado
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ABSTRACT

Home range is one of the traits of hosts that is directly related to differential parasite infection
among individuals of a population, since mobility influences the exposure to parasites. Thus,
the aim of this study was evaluated if spatial displacement and number of recapture of
individuals of Gracilinanus agilis interfere with parasite abundance of Eimeria spp.
(Apicomplexa: Eimeriidae). For this purpose, marsupials were captured between 2011 to
2015 in a restricted-sense cerrado fragment at the Panga Ecological Station, Uberlandia, MG.
Abundance of Eimeria spp was obtained by fecal analyzes (OPG) while a Minimum Convex
Polygon method was used to obtain the spatial displacement based on the recapture locations.
No correlation was found between spatial displacement and parasite abundance, even when
analyzing males and females separately. However, it is necessary to evaluate the measures of
spatial displacement with caution, because these were based on a low number of recaptures
that may result in underestimates, so it can impact the correlation between space use and
infection by Eimeria spp. in G. agilis. However, the number of recaptures of G. agilis
correlated significantly with the abundance of Eimeria spp. infecting individuals of G. agilis.
This pattern can be explained by the greater contact of marsupials with their own feces, which
transmit the parasites, as well as by the increased stress caused by the entrapment, that
negatively influences the immunological system efficiency.

Key words: parasitism, spatial displacement, number of recaptures, small mammals,
neotropical savannahs
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INTRODUCAO

Os parasitas representam boa parte do nimero de organismos vivos no planeta e atuam
como principal forca seletiva sobre seus hospedeiros, alterando seu comportamento, ecologia,
fisiologia e dindmica populacional (TOMPKINS et al., 2001; GUNN; IRVINE, 2003;
IRVINE et al., 2006). Varios vertebrados, dentre eles os mamiferos, sdo frequentemente
infectados por diversas espécies de parasitas (CRAWLEY, 1992; POULIN; MORAND,
2004). A dinamica das populacdes de espécies de parasitas e a transmissao dos mesmos para
os hospedeiros sdo influenciadas por suas histérias de vida (DANIELS; FISH, 1990), fatores
climaticos (DAVIDSON et al.,, 1994; LARESCHI; KRASNOV, 2010) e atributos dos
hospedeiros, tais como sexo, idade e tamanho corporeo (ZUK; MCKEAN, 1996;
ANDERSON; GORDON 1982; KORALLO et al., 2007; GETTINGER; ERNEST, 1995).

Além desses fatores, variacOes comportamentais dos hospedeiros também podem
afetar a transmissdo, a abundancia e a prevaléncia dos parasitas na populacdo dos hospedeiros.
Dentre essas variacdes comportamentais, a area de vida ocupada pelo hospedeiro € uma
importante caracteristica ecologica, que determina a riqueza e a prevaléncia de espécies
parasitas (NUNN et al., 2003; EZENWA et al., 2006), assim como a transmissao dos parasitas
entre os hospedeiros (BORDES et al., 2009). A 4rea de vida de um animal diz respeito a area
utilizada em seus deslocamentos didrios ou sazonais, que possui condi¢cdes e recursos
necessarios para sua sobrevivéncia, como fontes alimentares, parceiros sexuais, abrigo, menor
quantidade de interacOes agonisticas (e.g. predadores ou competidores) e condi¢des
ambientais favoraveis (BURT, 1943; JEWELL, 1966; BAKER, 1978).

O comportamento e a ecologia de um animal, tais como sua area de vida (uso do
habitat), interagdes intraespecificas e resisténcia ou ndo para realizar dispersdo, variam de
acordo com as caracteristicas comportamentais peculiares de cada individuo (REALE et al.,
2007). Por exemplo, individuos altamente exploratdrios tendem a dispersar para areas mais
distantes e desconhecidas que individuos menos exploratérios (FRASER et al., 2001;
BREMNER-HARRISON et al., 2004; DUCKWORTH; BADYAEYV, 2007). O deslocamento
diferencial entre os individuos interfere na quantidade de recaptura dos mesmos, podendo ser
decorrente de uma caracteristica propria ou do meio, o que diferencia os individuos
categorizando-os em ‘trap-prone’ ou ‘trap-happy’ (frequentemente recapturados) e ‘trap-shy’
(n2o capturados facilmente) (HAMMOND; ANTHONY, 2006). A exploracdo diversificada e

a frequéncia da sobreposi¢cdo de territdrios podem ser representadas pelo nimero de locais
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diferentes de recapturas. Assim, individuos exploratorios sdo aqueles recapturados em varios
locais distintos e distantes de seu local de nascimento, apresentando maiores areas de vida
(BOON et al., 2008), e estdo sujeitos a perda de alimentos estocados (GERHARDT, 2005) e a
predadores (JONSSON et al., 2000; BIRO et al., 2004; BRODIN; JOHANSSON, 2004). Por
outro lado, esses mesmos individuos sdo também favorecidos para a descoberta de novas
areas para colonizacdo (BRUINZEEL; VAN DE POL, 2004), além da obten¢do de novas
fontes alimentares (FEDY; STUTCHBURY, 2004), de novos parceiros para reproducao
(NEUDOREF et al., 1997; PEDERSEN et al., 2006) e de novos e melhores territorios para sua
prole (BOON et al., 2007).

Estudos avaliando a influéncia do uso do espaco sobre o parasitismo sugerem que
espécies hospedeiras com grandes areas de vida apresentam uma alta diversidade de parasitas
(NUNN et al., 2003; LINDENFORS et al., 2007), em funcdo da maior diversidade de habitat
utilizados e do compartilhamento do espagco com uma maior diversidade de hospedeiros,
expondo assim os individuos ao contato com um maior nimero de espécies de parasitas e de
hospedeiros parasitados. Por outro lado, alguns estudos empiricos propdem que a transmissao
de parasitas depende indiretamente do comportamento gregario dos hospedeiros (NUNN;
DOKEY, 2006; VICENTE et al., 2006; ROGERSON et al., 2008), ja que em grupo ha mais
chances da ingestao de recursos e até mesmo de fezes contaminadas e, consequentemente, 0s
hospedeiros com grandes dreas de vida podem apresentar uma menor diversidade de parasitas
do que aqueles com menor area, pois diminuirdo o contato com os focos infecciosos
(BORDES et al., 2009). O comportamento do hospedeiro pode também ser afetado pelo
parasitismo (BARNARD; BEHNKE, 1990; LOZANO, 1991; MACLEOD; GOSLER, 2006),
visto que individuos infectados apresentam uma maior disposi¢do para entrar em uma
armadilha e obter o alimento do que os nio infectados, pelo fato de precisarem de mais
energia para ser encaminhada ao sistema imune (COLTHERD et al., 2010).

Gracilinanus agilis Burmeister, 1854 (Didelphimorphia: Didelphidae) é um marsupial
arboricola, noturno e insetivoro que habita o cerrado brasileiro, sendo parasitado por
ectoparasitas como: Tur lativentralis (SARAIVA et al., 2012) e larvas do berne
Metacuterebra apicalis (PUJOL-LUZ et al., 2004), e endoparasitas tais como: Trypanosoma
cruzi (HERRERA et al., 2005), Pterygodermatites (Paucipectines) jagerskioldi (TORRES et
al., 2007), Gracilioxyuris agilis (FEIJO et al., 2008), Physaloptera herthameyerae (TORRES
et al., 2009) e Leishmania (Viannia) braziliensis (QUARESMA et al., 2001). Além desses, o
endoparasita do género Eimeria (Coccidia) foi recentemente encontrado em G. agilis por

Strona e colaboradores (2015), mas pouco se sabe sobre essa relacdo. Durante o periodo



33

reprodutivo, os machos de Gracilinanus agilis aumentam o tamanho da area de deslocamento
com o intuito de garantir acesso a mais copulas (LOPES, 2014), deixando-os também mais
expostos aos parasitas, por terem mais contato com os demais individuos e maior
probabilidade de encontrar focos infecciosos.

Esse padrdo se repete em varios outros mamiferos com sistema de acasalamento
promiscuo/poliginico, em que a maior mobilidade dos machos contribui para a maior infec¢ao
encontrada nesse sexo (RANDOLPH, 1977; GROMOYV et al., 2000; KRASNOYV et al., 2012).
De fato, durante a época reprodutiva os machos de G. agilis sdo os individuos com maiores
quantidades de Eimeria spp (STRONA et al., 2015). Assim, espera-se uma relagdo positiva
entre a area de deslocamento do marsupial e a quantidade de endoparasita para essa relacdao
parasita-hospedeiro. Portanto, um dos objetivos desse trabalho foi testar a hipotese de que
individuos de Gracilinanus agilis que apresentam maior area de deslocamento devem
apresentar maior infeccdo por Eimeria spp., em termos de abundancia (quantidade de
parasitas nas fezes). Outra hipdtese testada nesse estudo foi a de que individuos de G. agilis

com maior numero de recaptura possuem uma maior abundancia de Eimeria spp.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado em um fragmento de cerrado sentido restrito situado na Estac¢do
Ecolégica do Panga (EEP) (Figura 3), localizada a uma distancia média de 35 km ao sul do
centro do municipio de Uberlandia, Tridangulo Mineiro-MG, Brasil. A EEP ¢é delimitada, ao
norte, pelo ribeirdo do Panga, um dos afluentes do rio Tijuco, e, ao leste, pela rodovia MGC-
4535, que liga Uberlandia a Campo Florido, com posi¢do geografica entre as coordenadas 19°
09’ 20” — 19° 11” 10” de latitude Sul e 48° 23° 20” — 48° 24’ 35” de longitude oeste
(SCHIAVINI, ARAUJO, 1989). A EEP possui uma area de cerca de 410 ha, com altitude
variando de 740 a 830m em relaco ao nivel do mar (SCHIAVINI; ARAUJO, 1989).

4Grade decaptura

B 2005 - Dat: 1951 797 m  altitude isdo 414 km £

Figura 3: Demarcacio da Estacdo Ecolégica do Panga,
Uberlandia, MG, indicando o posicionamento da grade de captura,
no periodo de 2011 a 2015. Fonte: Google Earth.

N

Até 1984, essa drea era uma fazenda direcionada principalmente a agropecudria.
Porém, em 1986, tornou-se propriedade da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e,
desde entdo, tornou-se uma Reserva Particular do Patrimo6nio Natural (RPPN) no Cerrado do
estado de Minas Gerais (CARDOSO; SCHIAVINI, 2002). Dentro da EEP existem poucas
areas modificadas por acdes antrépicas, o que ndo ocorre no entorno, onde sdo encontradas
intensas perturbagdes como desmatamento, atividades pecudrias e agricolas (LOPES;
SCHIAVINI, 2007). Apesar de ser uma area protegida, houve registros de incéndios nos anos
de 1992, 2003, 2006, 2007 (CARDOSO et al., 2009) e, recentemente, em outubro de 2014,

alterando a vegetacdo no fragmento estudado.
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O clima da regido é do tipo Aw Megatérmico, de acordo com a classificacdo de
Koppen-Geiger, caracterizado por possuir nitida sazonalidade, com verdes chuvosos (outubro
a marco) e invernos secos (abril a setembro) (KOTTEK et al., 2006). A temperatura e
pluviosidade médias anuais sdo aproximadamente 22°C e 1.500mm, respectivamente
(Laboratorio de Climatologia e Recursos Hidricos da Universidade Federal de Uberlandia).

A Estacdo Ecoldgica do Panga apresenta uma vegetacdo representativa das diferentes
fitofisionomias encontrados na regido dos Cerrados do Brasil central, as quais consistem,
segundo a classificacdo de Ribeiro e Walter (1998), em formacdes florestais - mata de galeria,
mata seca semidecidua (ou de encosta) e cerraddo (mata mesotréfica e distrofica); formacdes
savanicas - cerrado sentido restrito (cerrado tipico, denso e ralo), campo cerrado e campo sujo
seco; e formacdes campestres - campo sujo timido e veredas (SCHIAVINI; ARAUJO, 1989).

O cerrado sentido restrito € a fitofisionomia que ocupa a maior parte do fragmento,
cujas arvores sao relativamente baixas, tortuosas, inclinadas, com ramificagdes irregulares e
retorcidas e, geralmente, com evidéncias de queimadas nos troncos. A vegetacao possui ainda
arbustos e subarbustos espalhados com determinadas espécies possuindo 6rgios subterraneos
perenes, que permitem a rebrota apos a queima. Como o cerrado sentido restrito apresenta
subdivisdes devido a forma de agrupamento e espacamento do estrato arboéreo, a regido
amostrada é caracterizada principalmente por vegetacdo do cerrado tipico, sendo uma
formacdo de transi¢cdo com individuos lenhosos baixos e mais espacados, porém com uma

pequena por¢ao de cerrado denso (CARDOSO et al., 2009) (Figura 4).

=~ ) BT L . ol

Figura 4: Vegetacdo da area estudada de cerrado sentido restrito
na Estacdo Ecoldgica do Panga, Uberlandia, MG, no periodo de
2011 a 2015. Fonte: Ana Leticia S. Strona.



36

Procedimentos de captura

O método de captura-marcacdo-recaptura foi realizado para amostragem dos
individuos. As sessdes de captura foram realizadas mensalmente, com duragdo de quatro
noites consecutivas, durante o periodo de 17/05/2011 a 26/06/2015, constituindo mais de
quatro anos de pesquisa, com um esfor¢co amostral total de 11.704 armadilhas/noite. Ressalta-
se que o més de novembro de 2011 ndo foi amostrado em consequéncia de problemas
logisticos.

Para execucdo desse método, foi delimitada uma grade de captura, subdivida em
transectos, os quais continham estacdes de capturas onde foram dispostas armadilhas de
aluminio do tipo Sherman (Equipos Fauna GSH 250 25 x 8 x 9 cm). Em cada estacdo de
captura foram dispostas duas armadilhas, uma delas posicionada no solo e outra fixada em
arvores em uma altura de cerca de 2 m de altura (Figura 5). Com o intuito de atrair os
marsupiais para dentro das armadilhas, foram colocadas iscas compostas de banana, pasta de

amendoim, bacon e aveia.

AWBRL R T e o Y
Figura 5: Armadilha do tipo Sherman fixada em arvore (esquerda) e no solo (direita) em
uma area estudada de cerrado sentido restrito na Estacdo Ecoldgica do Panga,
Uberlandia, MG. Fonte: Gabriel Pereira Lopes.

Até junho de 2012, a grade de captura correspondia a 0,96 ha e era composta por cinco
transectos paralelos com sete estacdes de capturas cada, totalizando 70 armadilhas mensais
(esforco amostral = 3.640 armadilhas/noite). Para maximizar o nimero de individuos
capturados, a grade foi ampliada, entre julho de 2012 e outubro de 2014, para 1,4 ha, com seis
transectos paralelos, contendo oito estacdes cada, totalizando 96 armadilhas mensais (esfor¢co
amostral = 4.224 armadilhas/noite). A partir de novembro de 2014, foram adicionadas outras
12 estagdes de captura em trés transectos, compreendendo uma grade de 1,64 ha com 120
armadilhas ao més (esforco amostral = 3.840 armadilhas/noite). Isso se fez necessario, porque

a grade de captura anteriormente delimitada foi danificada pelo fogo. Apesar da grade de
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capturas ter alterado seu tamanho ao longo das coletas, foi mantida a distancia de 20 metros

entre transectos e entre estagoes de capturas (Figura 6).
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Figura 6: Esquema da localizacdo das armadilhas na grade de captura aumentada
inicialmente de 0,96 ha para 1,4 ha e posteriormente para 1,64 ha no periodo de
maio de 2011 até junho de 2015 na Estacdo Ecoldgica do Panga, Uberlandia, MG.
Os nimeros maiores representam os transectos, enquanto os menores as estacdes
de captura.

Os individuos de Gracilinanus agilis (Figura 7) capturados foram marcados com
brincos de latdo numerados (Zootech ZT 900 n° 1) sendo, no momento da captura,
registrados: a data e o local de captura, o sexo, a idade, a massa corporal e a condi¢do
reprodutiva. A datacdo tornou possivel identificar a estacdo climatica da captura. O local ou
ponto de captura foi posteriormente utilizado para determinar a area de deslocamento do
individuo. A idade foi classificada de acordo com o padrio de erupcdo dos molares
superiores, sendo assim dividida em juvenil (M3M2), subadulto (M4M3) e adulto (M4M4)
(MACEDO et al., 2006).

Figura 7. Espécime de Gracilinanus agilis capturado
na Estacdo Ecoldgica do Panga. Fonte: Gabriel Pereira
Lopes.
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Em marsupiais neotropicais, a maturidade sexual € atingida em épocas similares para
ambos os sexos da mesma idade (D'ANDREA et al., 1994). Na area estudada, o ciclo
reprodutivo de G. agilis iniciou-se entre os meses de junho e agosto, finalizando entre
setembro e dezembro, ao longo dos quatro anos de estudo. O acompanhamento desses ciclos
reprodutivos possibilitou classificar a condi¢@o reprodutiva em trés periodos: nao reprodutivo,
inicio e final da reproducao.

Foram considerados ndo reprodutivos os individuos com média de 18,9g¢ de massa
corporal (variando de 10g a 36g), obtida com o uso de um dinamdmetro (g). A categoriza¢do
de machos quanto a condicdo reprodutiva foi feita considerando a coloragdo dos testiculos,
depois de descidos (MCALLAN et al.,, 1991) e suas dimensdes, aferidas com o uso de
paquimetro. Machos iniciando o ciclo reprodutivo apresentavam testiculos azulados de menor
tamanho (menores ou iguais a 13mm x 10mm), enquanto que, ao final do ciclo reprodutivo,
possuiam testiculos maiores (superiores a 13mm x 10mm) e com coloracdo azul-arroxeada
mais intensa. A categorizacdo de fémeas quanto a condi¢do reprodutiva considerou o fato de
estarem ou ndo lactantes, o que era identificado pela presenca de tetas inchadas. Individuos no
inicio da reproducdo apresentavam média da massa corporal de 28,1g (variando de 12-48g),
enquanto que, no final da reproducdo possuiam média da massa corporal de 33,4g e variando
entre 14-52g.

Durante o processo de triagem e manipulacdo dos individuos capturados, amostras
fecais encontradas nas armadilhas foram coletadas, identificadas, armazenadas em
“eppendorfs” e congeladas para posterior andlise em laboratério. Apds a coleta dos dados, o
animal foi solto no seu respectivo local de captura. Essa metodologia estd de acordo com os
principios éticos de experimentagdo animal, conforme regulamentacdes do Conselho Nacional
de Controle e Experimentacio Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissdo de
Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) — UFU (Anexo 1) e regulamentada pela licenca
permanente para coleta de material zooldgico do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da

Biodiversidade / Sistema de Autorizacdo e Informacgdo em Biodiversidade (Anexo 2).

Andlises parasitologicas

A deteccdo e a quantificagdo de possiveis endoparasitas foram avaliadas por meio da
técnica nao invasiva de OPG (ovos ou oocistos por gramas de fezes) (GORDON;
WHITLOCK, 1939). Apenas amostras com peso igual ou superior a 0,3 gramas puderam ser

analisadas por meio dessa técnica. Apds a diluicdo e posterior filtragem, a amostra processada
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foi colocada em uma camara de McMaster, a qual possui uma regido delimitada em 12
colunas com o intuito de identificar e contar os ovos leves de helmintos e oocistos de
protozoarios, utilizando microscdpio 6tico com objetiva de 10x. A abundancia dos parasitas
foi dada pela quantificacdo de ovos/oocistos encontrados por gramas de fezes (OPG), a qual
foi realizada de acordo com a férmula: nimero total de formas parasitirias = média da
quantidade de formas contadas dentro das 12 colunas na camara de McMaster multiplicada
por 100 (fator de diluicdo ou o equivalente ao nimero de ovos em um grama). Esse método
quantitativo € simples, recomendado por World Association for the Advancement of
Veterinary Parasitology (WAAVP) e o mais amplamente utilizado h4 varios anos para estudos
parasitoldgicos veterinarios, porém possui variacdes nos procedimentos do protocolo inicial
para se adequar a cada objeto de estudo (WOOD et al., 1995; COLES et al. 2006).

Além dessa técnica, essas mesmas amostras como também aquelas com peso inferior a
0,3g foram analisadas pelo método qualitativo para comprovar os resultados obtidos pela
técnica de OPG e proporcionar a identificacdo de outras formas parasitarias (ovos pesados,
por exemplo, ovos de Ascaris lumbricoides, além de larvas de helmintos). O método
qualitativo foi caracterizado pela montagem, em lamina/laminula com lugol, de uma aliquota
das amostras fecais diluidas em solucdo saturada, utilizando um microscopio 6tico na objetiva
de 40x. A identificacio dos morfotipos de endoparasitas foi realizada com o auxilio do
técnico Marcelo A. Levenhagen (Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de
Uberlandia) e do pesquisador Dr. Arnaldo Maldonado Junior (Laboratério de Biologia e
Parasitologia de Mamiferos Silvestres Reservatdrios do Instituto Oswaldo Cruz/ Fundagdo
Oswaldo Cruz).

Amostras fecais de individuos positivos para oocistos de protozodrios pertencentes ao
filo Apicomplexa foram esporuladas, seguindo a técnica proposta por Duszynki e Wilber
(1997). A técnica consistiu em misturar “a fresco” as amostras fecais com a solucdo de
bicromato de potassio 2,5% em um frasco coletor e, em seguida, colocd-lo em uma estufa
BOD a 27°C por aproximadamente cinco dias. Posteriormente, através da montagem em
lamina/laminula com lugol de uma aliquota da mistura e com auxilio de um microscopio 6tico
no aumento de 40x, foram visualizados os oocistos esporulados, sendo identificados como
Eimeria spp., devido a presenga de quatro esporocistos contendo dois esporozoitos cada um

(DUSZYNSKI; WILBER, 1997).
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Uso do espago de Gracilinanus agilis

Como ndo foi delimitada a real area de vida dos individuos (por exemplo, a partir do
uso de radio colares), determinou-se a area de deslocamento de Gracilinanus agilis, estimada
por meio do método do Minimo Poligono Convexo (MPC) (MOHR, 1947), usando o
programa CALHOME (Home Range Analysis Program) (KIE et al.,1996). Nesse programa,
foram considerados 95% do total da 4rea de deslocamento de um individuo, com vistas a
padronizacdo, devido a possibilidade das 4reas do entorno serem trajetos exploratérios dos
individuos e ndo sua respectiva area de vida (POWELL, 2000). Para maximizar o nimero de
estimativas de diferentes individuos, implementar o método do MPC e estimar a area de
deslocamento, foram utilizados no minimo trés pontos distintos de capturas para um mesmo
individuo, independentemente se as armadilhas estavam instaladas no sub-bosque ou no solo.
Com o intuito de obter o formato do minimo poligono convexo (HAYNE, 1949), os locais de

recaptura considerados ndo podiam estar no mesmo transecto ou alinhados.

Andlises dos dados

Para testar a hipotese de relacdo entre tamanho da area de deslocamento e a
abundancia média de Eimeria spp. (dada pela média da quantidade de oocistos de Eimeria
spp. encontrada em cada individuo), foi realizado um teste de correlacdo de Spearman, uma
vez que os dados ndo atingiram normalidade, mesmo apds transformacdo de loglO+1.
Entretanto, foram utilizados os dados transformados para permitir melhor visualizacdo. Esse
teste foi realizado com todos os dados, assim como separadamente para cada sexo. Nesse
caso, a area de deslocamento foi considerada varidvel independente e continua, enquanto a
abundancia de parasitas foi varidvel dependente e continua (sob forma de contagem).

Esse mesmo teste foi utilizado com o intuito de avaliar se a abundancia média de
Eimeria spp. estava relacionada com o numero de recapturas de determinado individuo.
Ressalta-se que foram usados os dados de abundincia média parasitaria transformados em
logl0+1 para obter melhor visualizacdo nos graficos. Além do teste com os dados brutos dos
individuos, foram realizados testes para machos e fémeas separadamente. A abundancia
média de Eimeria spp. foi considerada variavel dependente e continua, enquanto que o
nimero de recapturas foi considerado a varidvel independente e discreta. Todas as anélises
foram realizadas utilizando o programa estatistico Systat 10.2 (SYSTAT SOFTWARE INC.,
2002), o software R 3.1 (R Development Core Team, 2008) e o programa GraphPad Prism
5.00 (GRAPHPAD, 2007) ao nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS

Foram analisados 77 individuos de Gracilinanus agilis (46 machos e 31 fémeas) para
a estimativa do tamanho da area de deslocamento, do nimero de recapturas, da abundancia de
parasitas e da prevaléncia parasitiria (porcentagem de individuos infectados de uma
populacdo). A média da area de deslocamento dos individuos foi de 0,23 hectares, sendo a
média dos machos (0,30ha) maior que a média das fémeas (0,14ha). A maior area de
deslocamento encontrada, dentre todos os individuos durante o estudo, foi de 0,86ha,
pertencente a um macho recapturado por 17 vezes, com abundéncia parasitiria média de
3.753,33 oocistos por grama. Por outro lado, 0,02ha foi a menor area de deslocamento obtida
para seis individuos, correspondendo a quatro fémeas e dois machos (média de quatro
recapturas e 1.779,86 oocistos por grama).

O numero de recapturas para cada individuo variou de 4 a 18 vezes, com média de 9,0
vezes para machos e 7,9 para fémeas. A quantidade minima de recapturas foi encontrada para
12 individuos (sete machos e cinco fémeas), sendo que trés desses individuos ndo possuiam
parasitas € a média da abundancia parasitaria entre esses individuos foi de 257,64 oocistos por
grama, com area de deslocamento variando de 0,14 a 0,02ha. Por outro lado, apenas dois
machos e uma fémea foram recapturados 18 vezes, apresentando alta abundancia média de
Eimeria spp, em torno de 1.508,67 oocistos por grama e dreas de deslocamento variando entre
0,18 e 0,72 hectares. O numero de locais diferentes de recapturas para um mesmo individuo
variou entre 3 e 15, com média de 6,9 para machos e 5,4 para fémeas.

A prevaléncia de parasitas foi de 87%, com 43 machos e 24 fémeas sendo parasitados.
Apenas 7% dos machos nao foram registrados com infec¢ao por Eimeria spp, enquanto 23%
das fémeas foram registradas livres desse parasita. A abundancia parasitaria variou de O a
3.9272,73 oocistos por grama e apenas um individuo macho apresentou esse valor maximo,
com 11 recapturas sendo encontrado em oito locais diferentes, correspondendo a uma area de
deslocamento igual a 0,32ha. A abundancia de parasitas média total dos individuos foi de
3.143,89 oocistos por grama, sendo 1.875,26 oocistos por grama nas fémeas e 3.998,85
oocistos por grama nos machos.

A relacdo entre a 4rea de deslocamento e a abundancia parasitaria dos individuos nao
foi significativa (rs = 0,096; p = 0,406; n = 77) (Figura 8). O mesmo foi encontrado quando se

analisou, separadamente, machos (r; = -0,028; p = 0,807; n = 46) e fémeas (r; = 0,129; p =
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0,265; n = 31). Isso significa que, independentemente do sexo, a abundancia de parasitas nos

hospedeiros ndo foi influenciada pela area de deslocamento dos individuos.
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Figura 8: Relacdo entre a drea de movimento ou
deslocamento em loglO(x+1) (ha = hectares) e a
abundancia média de Eimeria spp. em loglO(x+1)
(OPG = oocistos por gramas de fezes) dos individuos
de Gracilinanus agilis, capturados no periodo de
2011 a 2015, em um fragmento de cerrado sentido
restrito na Estacdo Ecoldgica do Panga em
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Foi constatada uma relacao significativa entre a abundancia média de Eimeria spp. € o
nimero de recapturas dos individuos de G. agilis (rs = 0,266; p = 0,020; n = 77) (Figura 9).
Entretanto, quando essas varidveis foram avaliadas separadamente por sexo, ndo foram
encontradas relacdes significativas entre a abundincia média parasitiria e o nimero de
recapturas para machos (r; = 0,189; p = 0,100; n = 46) ou fémeas (r; = 0,208; p = 0,070; n =
31). Assim, a abundancia de parasitas nos hospedeiros foi influenciada pela quantidade de

recapturas dos individuos.
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Figura 9: Relacdo entre o nimero de capturas e a
abundincia média de Eimeria spp. em loglO(x+1)
(OPG = oocistos por gramas de fezes) dos individuos
de Gracilinanus agilis, capturados no periodo de
2011 a 2015, em um fragmento de cerrado sentido
restrito na Estacdo Ecolégica do Panga em
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.
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DISCUSSAO

Pouco sdo os estudos sobre a relacdo do comportamento dispersivo de hospedeiros e
sua relagdo com a susceptibilidade aos seus parasitas (EASTERBROOK et al., 2007). Em
alguns desses estudos sdo mencionadas: as taxas diferenciais de encontro de hospedeiros com
parasitas (RANDOLPH, 1975; POULIN et al., 1991), a alteracio do comportamento dos
hospedeiros em decorréncia do parasitismo (KLEIN, 2003; THOMAS et al., 2005), a
influéncia da territorialidade no nimero de parasitas (BARNARD; BEHNKE, 1990) e a
determinacdo do alcance geografico da area de parasitismo, de acordo com o alcance de
dispersdo dos hospedeiros (COMBES, 2001).

Estudos recentes com vertebrados tém demonstrado que a infeccdo por parasitas
influencia diversos aspectos da ecologia dos seus hospedeiros, incluindo os movimentos
(THOMAS et al., 2005). Ao mesmo tempo, a maior movimentacdo dos hospedeiros pode
favorecer o contato com os parasitas, aumentando suas chances de infec¢cdo assim como o
nimero de parasitas presentes nesses individuos (POULIN, 1996). Os nossos dados nao sdo
conclusivos com relacdo a influéncia dos movimentos e uso do espaco por Gracilinanus agilis
na abundancia de Eimeria spp. desses hospedeiros. Corroborando parcialmente nossa
hipétese, machos foram mais recapturados, apresentaram maior area de deslocamento e
também apresentaram maior abundancia de Eimeria spp. (STRONA et al., 2015), o que
poderia ser explicado por uma maior exposicdo aos parasitas presentes no ambiente
(OSTFELD et al., 1996; MEJLON, 2000) em funcdo dos seus movimentos (KRASNOV et
al., 2005; MARMET et al., 2009). Além disso, observamos maior quantidade de oocistos em
individuos com mais recapturas, porém ndo houve relacao entre a drea de deslocamento e a
abundancia de Eimeria spp, em G. agilis.

A auséncia de relacdo entre drea de deslocamento dos individuos de G. agilis e sua
maior infeccdo por Eimeria spp. pode ser explicada por algumas limitacdes desse estudo.
Primeiro, o baixo nimero de recapturas dos individuos pode ter comprometido as estimativas
de 4area de deslocamento, transformando-as em subestimativas. O método do MPC é
altamente dependente do numero de capturas usado nos célculos (KIE et al., 1996), por isso é
comum gerar resultados menos acurados quando sio obtidas apenas poucas recapturas, como
no nosso caso. Uma opcao para solucionar tal problema seria utilizar uma métrica diferente de
uso do espaco, que fosse menos dependente do nimero de capturas, como, por exemplo,

medidas de distancia linear entre pontos de captura (SLADE; RUSSELL, 1998; PUTTKER et
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al., 2012). Segundo, a medida de abundancia de endoparasitas nos individuos pode nao ter
sido tdo precisa e sensivel na contagem dos oocistos por grama (OPQG), utilizando a técnica de
McMaster, quando comparada aos outros métodos usados para a obtengdo desse dado, como a
técnica de flutuacdo modificada e/ou com contagem automatizada, além da multivalente
técnica FLOTAC (CHRISTIE; JACKSON, 1982; MES et al., 2007; CRINGOLI et al., 2010).
Terceiro, o efeito de borda provocado pela ocorréncia de fogo na area estudada pode ter
diminuido o tamanho da area de vida e a oferta de recursos alimentares para G. agilis
(BRIANI et al., 2004). Esse fato pode ter contribuido, para o aumento das taxas de recapturas,
como também pode ter reduzido a possibilidade de deslocamento e sobrevivéncia dos
individuos. Apesar dessas limitagdes, os estudos existentes sdo ambiguos com relagdo aos
efeitos da infec¢do por parasitas com trabalhos demonstrando maior movimentagdo por parte
dos individuos parasitados (THOMAS et al., 2002; LAFFERTY; SHAW, 2013), assim como
menor movimentacio pelos mesmos (MAIN; BULL, 2000; DEBEFEFE et al., 2014).

Apesar de ndo termos encontrado relacdo evidente entre area de deslocamento e
infeccdo por Eimeria spp., houve uma relacdo positiva entre o nimero de recapturas € o
nimero de oocistos presente nos individuos de G. agilis. Coltherd e colaboradores (2010)
também encontraram, em pequenos mamiferos, uma relacdo significativa entre maior
abundancia endoparasitaria e mais quantidade de recaptura, se comparada aos dos individuos
ndo parasitados ou levemente infectados. Ao mesmo tempo, estudos descrevendo mudancas
comportamentais induzidas por parasitas também encontraram resultados semelhantes
(BARNARD; BEHNKE, 1990; LOZANO, 1991; MACLEOD; GOSLER, 2006). Réale e
colaboradores (2000) afirmaram que individuos mais fragilizados pelo parasitismo tendem a
ser mais frequentemente capturados em armadilhas que oferecem iscas alimentares ricas em
nutrientes, porque provavelmente t€m mais dificuldades para encontrar proteinas
metabolizaveis no ambiente natural, que seriam fundamentais para o funcionamento adequado
do sistema imune (HOUDIJK; ATHANASIADOU, 2003; KYRIAZAKIS; HOUDIJK, 2006).
Dessa maneira, é possivel que haja uma alteracdo no comportamento de forrageamento desses
individuos, para maximizar a aquisi¢do de nutrientes € minimizar o parasitismo (KOSKI;
SCOTT, 2001).

Ao mesmo tempo, o maior nimero de oocistos de Eimeria spp. encontrados em
individuos de G. agilis com mais recapturas pode ser decorrente do maior tempo aprisionado
dentro da armadilha, o que torna o alimento disponivel exposto ao contato com as fezes
contaminadas por oocistos de Eimeria spp.. Dessa maneira, hA um favorecimento da

transmissao fecal-oral, responsavel pela infec¢do por Eimeria spp, aumentando a abundancia
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parasitiria (WRIGHT; GOMPPER, 2005). Além disso, a permanéncia do hospedeiro na
armadilha durante todo o periodo noturno propiciaria, a0 mesmo tempo, o estresse de G.
agilis (BATISTA et al., 2009) que reduz as rea¢cdes imunolégicas (CHARMANDARI et al.,
2005) e o favorecimento de maiores quantidades do estigio infeccioso de Eimeria spp.
(FULLER et al., 1995).

O maior nimero de recapturas de alguns individuos de G. agilis pode representar
diferencas no comportamento de exploragdo desses individuos ligadas a sua “personalidade
individual”, conforme definido por Wilson e colaboradores (1994). A maior atividade de
exploracdo do ambiente em busca de recursos pode tornar tais individuos mais expostos a
encontrar focos de parasitas e aumentar suas chances de infec¢do (MOHR, 1961; NILSSON;
LUNDQVIST, 1978; POULIN, 1996). Boyer e colaboradores (2010), avaliando a questao do
comportamento exploratério diferencial dos esquilos (Tamias sibiricus) e a quantidade de
carrapatos parasitas nesses individuos, encontrou uma relacdo positiva entre o uso do espaco e
o nimero de recapturas com o parasitismo no esquilo.

Concluimos que ndo hé relagdo significativa entre o uso do espaco de Gracilinanus.
agilis e sua abundancia parasitaria por Eimeria spp. na area estudada, necessitando portanto
de mais estudos nessa dire¢do. Limitagdes ligadas ao efeito de borda ocasionado pela
queimada e, principalmente, ao nimero de capturas usadas para métricas de uso do espaco
podem ter incutido ruidos nas relagdes encontradas, em funcao de subestimativas do tamanho
das dreas de deslocamento. Além disso, existem criticas sobre a representatividade e acuricia
do uso da técnica McMaster, avaliando o nimero de oocistos dos endoparasitas por grama,
como medida de abundancia parasitaria nos individuos. Portanto, é necessario que os nossos
resultados sejam interpretados com cautela. Entretanto, foi observado que o aumento do
nimero de recaptura acompanhou uma maior abundincia de parasitas, o que pode ser
explicado pelo modo de transmissado fecal-oral entre o parasita e o hospedeiro, pela procura de
recursos alimentares que melhorem o sistema imune, como também pelo aumento do estresse,
0 qual possui efeito imunossupressor e € ocasionado pelo aprisionamento na armadilha.
Apesar de ndo ter sido encontrada uma relacio entre parasitismo com o tamanho da 4rea de
deslocamento, isso ndo significa que a mesma ndo seja comprovada em outros pequenos
mamiferos ou demais parasitas, ou que tenha passado despercebida em funcdo das limita¢des
metodoldgicas do nosso estudo. A nossa sugestdo é que novos estudos avaliem a relac@o entre
parasitismo e uso do espago por meio de outras técnicas, como o uso de métricas de distancia
lineares entre pontos de capturas para avaliar os movimentos € de outras técnicas que

consigam obter um nimero mais acurado de oocistos encontrados nos hospedeiros.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES GERAIS

Muitos estudos tém mostrado a relagdo parasitiria discrepante entre o sexo masculino
e feminino em vertebrados (SCHALK; FORBES, 1997; FREEMAN-GALLANT et al., 2001;
MOORE; WILSON, 2002; SKORPING; JENSEN, 2004; PEREZ-ORELLA; SCHULTE-
HOSTEDDE, 2005; DEVICHE; PARRIS, 2006; ISOMURSU et al., 2006) e mais
especificamente em mamiferos (FERRARI et al., 2004; HILLEGASS et al., 2008; NEGRO et
al., 2010; entre outros). A partir disso, compreendeu-se que alguns fatores podem auxiliar no
entendimento desse viés sexual relacionado a abundancia e prevaléncia parasitaria, como, por
exemplo: a area de vida, o habitat, a dieta, a fisiologia e o tamanho corporal (VERHULST et
al., 1999; FERRARI et al., 2004; HOBY et al., 2006; STOEHR; KOKKO, 2006).

As duas hipéteses contrarias entre si, relacionadas a questdo do tamanho da éarea de
vida do hospedeiro com a prevaléncia de parasitas, podem explicar, separadamente, os
resultados encontrados para ambos os sexos durante a estagdo reprodutiva. Como ja foi
mostrado por Lopes (2014), os machos possuem maiores 4reas de deslocamento e de
sobreposi¢cdo com outros machos do que fémeas, além de maiores quantidades de parasitas no
periodo reprodutivo (STRONA et al., 2015). Uma possivel explicacdo deste padrdao seria o
maior contato entre os individuos do sexo masculino, proporcionando uma maior transmissao
entre 0s hospedeiros, como também uma maior probabilidade de encontro com estagios
infecciosos ao longo do caminho (MOHR; STUMPF, 1964; STONER, 1996; EZENWA,
2004).

Em contrapartida, durante essa época, as fémeas também apresentam uma maior
quantidade de parasitas (STRONA et al., 2015), porém quando comparadas as fémeas nao
reprodutivas tornam-se mais territorialistas, com area de deslocamento restrita praticamente
aos ninhos para cuidar da prole, diminuindo a sobreposi¢cdo entre fémeas (LOPES, 2014).
Esses ninhos caracterizam-se como um possivel foco de contaminacdo de endoparasitas
intestinais (WOOLHOUSE et al., 2001; NUNN; DOKEY, 2006), ja que a infec¢do ocorre
através da ingestdo de comidas e/ou fezes contaminadas (GEMMELL, 1990), as quais ficam
concentradas nesses locais (HILLEGAS et al., 2008). Dessa maneira, o aumento na area de
sobreposi¢do dos machos com as fémeas, a diminui¢do da 4rea de sobreposi¢do das fémeas
com as demais (LOPES, 2014) e o aumento de parasitas durante o periodo reprodutivo das
fémeas (STRONA et al., 2015) sdo provaveis fatores indicativos de que os machos sejam os

transmissores de Eimeria spp., em Gracilinanus agilis. Ferrari e colaboradores (2004)
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propdem explicacdo semelhante para o estudo feito com o roedor Apodemus flavicollis, na
qual o macho € responsavel por influenciar a quantidade de parasitas das fémeas. Entretanto,
Wilber e colaboradores (1994) relataram a auséncia da relacdo entre a densidade populacional
de um pequeno mamifero com a prevaléncia ou existéncia de infec¢do por Eimeria spp. Esses
autores ndo encontraram diferengas na prevaléncia entre sexos, mas apenas entre idades, com
hospedeiros adultos apresentando mais parasitas, a qual foi explicada pelo efeito da
sazonalidade.

Outro fator que pode explicar a maior quantidade de parasitas no macho é o
fisiologico, principalmente hormonal. Alguns autores afirmam que o viés sexual relacionado
ao parasitismo pode ser influenciado pelo trade-off entre investimento em caracteristicas
sexuais e a funcdo imune (SHELDON; VERHULST, 1996; HOSKEN; O'SHEA, 2001).
Segundo Folstad e Karter (1992), as caracteristicas sexuais masculinas podem diminuir a
capacidade de resisténcia a patdgenos e parasitas, por meio da supressdo, por esteroides, do
sistema imune, levando em consideracdo a “hipotese da deficiéncia da imunocompeténcia”
(the immunocompetence handicap hypothesis). Muitos trabalhos mostram que a testosterona
suprime a fun¢@o imune e indiretamente influencia muitos atributos fisicos e comportamentais
(MUEHLENBEIN; BRIBIESCAS, 2005), resultando em maiores quantidades de parasitas
(MOORE; WILSON, 2002; DEVICHE; PARRIS, 2006; ISOMURSU et al. 2006). Ressalta-se
que a relacdo entre testosterona e abundancia parasitaria ndo foi observada em todas as
espécies (BILBO; NELSON, 2001; HUGHES; RANDOLPH, 2001).

Além da relacdo inversa, entre os niveis hormonais (principalmente testosterona) e o
sistema imune, influenciar a maior abundancia parasitiria em machos, outra provavel
explicacdo € o trade-off entre o investimento de energia em defesas contra parasitas e a
reproducio. E importante, considerar nessa hipétese, o quio dispendioso e estressante é para o
hospedeiro uma resposta imunoldgica aos parasitas (TOFT, 1991). Segundo Schalk e Forbes
(1997), machos em fase reprodutiva investem mais energia em caracteristicas relacionadas a
reprodugdo, como caracteristicas secundarias, do que em fung¢des imunoldgicas, o que pode
acarretar num baixo investimento em defesa e maior susceptibilidade aos parasitas. Além
disso, os machos investem menos em defesas imunes do que fémeas, como proposto por Rolff
(2002). As fémeas, por sua vez, apresentam menor area de deslocamento do que os machos, o
que implica em menor gasto de energia, a qual pode ser alocada em defesa imune. Entretanto,
no periodo reprodutivo, essa energia utilizada para defesa deve ser realocada (SPEAKMAN,

2008), para o processo de lactacdo e para outras caracteristicas relacionadas a gravidez
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(CHRISTE et al., 2000; SANCHEZ et al., 2011). Consequentemente, a fémea fica susceptivel
a contaminacdo por parasitas (STRONA et al., 2015).

Por fim, a propria semelparidade, como estratégia reprodutiva de G. agilis (LOPES;
LEINER, 2015) € um fator influente na abundancia de parasitas em ambos os sexos no final
do periodo reprodutivo, uma vez que o investimento em caracteristicas reprodutivas deve ser
prioritario, ja que existe um unico periodo reprodutivo na vida do animal. Portanto, devido ao
alto investimento energético dos machos desde o inicio do periodo reprodutivo (e.g.
competi¢do entre machos por fémeas), a probabilidade de apresentar infeccdo parasitaria é
maior do que as fémeas, visto que essas apresentam elevado investimento energético apenas
no final do periodo reprodutivo.

Conclui-se que existem diferencas na abundancia e na prevaléncia de Eimeria spp.
entre machos e fémeas de Gracilinanus agilis, o que pode ser mais explicado como sendo
decorrente dos seus distintos comportamentos adotados durante o periodo reprodutivo,
quando se comparado a influéncia da sazonalidade climatica. As fémeas apresentaram
maiores quantidades de endoparasitas apenas no final da reproducdo/época chuvosa, enquanto
que os machos possuiram muitos parasitas, desde o inicio da reprodugdo/época seca. Este
padrdo poderia ter sido explicado pelo fato dos machos reprodutivos se deslocarem mais em
busca de parceiras sexuais e das fémeas ficarem mais restritas a area territorial, com o intuito
de proteger sua prole. Entretanto, a heterogeneidade da abundéncia e prevaléncia desse
endoparasita entre os sexos esteve mais associada as barreiras de suscetibilidade do que com a
exposicdo dos hospedeiros aos parasitas. O aumento no nimero de recaptura acompanhou o
aumento na abundancia de parasitas, o que pode ser explicado pelo estresse causado pelo
aprisionamento na armadilha e pela procura por recursos alimentares que podem oferecer uma
melhora no sistema imune. O modo de transmissdo fecal-oral entre parasitas e hospedeiros
também € uma possivel explicacdo dos animais mais recapturados estarem com mais
parasitas.

Os resultados dessa pesquisa podem ter implicagdes importantes para a conservagao
de Gracilinanus agilis e outros pequenos mamiferos, pois fornece informacdes sobre sua
interacdo com o parasita Eimeria, o que pode tornar mais efetivos os projetos de manejos para
animais silvestres. Além disso, contribui para que programas de saide publica, envolvendo o

parasitismo por Eimeira em serem humanos, sejam melhor estruturados.
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obtidos por melo de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Alicenca permanente nac € valida para: a) coleta ou transporte de especies que constem nas listas oficiais de especies ameagadas de extingao; b) manutencao de
> espécimes de fauna silvestre em cativeiro; ¢) recebimento ou envio de material bioldgico ao exterior; e d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservacao federal
ou em caverna. A resirigio prevista no item d nao se aplica as categorias Reserva Particular do Patiménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecolégico e Area de
Protegdo Ambienial constituidas por terras privadas.

3 O pesquisador titular da licenga permanente., quando acompanhado, deverd registrar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicdo, que conslardo no comprovanie de registro de expedicao para eventual apresentacdo a fiscalizagao;

Esta licenga permanente nac exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outres instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, piblica ou privada, onde serd realizada a afividade.

5 Esta licenga permanente nac podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esporiivos ou para realizagao de atividades integrantes do processo de

licenciamento ambiental de empreendimentos.

6 Este documento NAO exime o pesquisador tifular da necessidade de atender ao disposto na Instrugdo Normativa lbama n? 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador tifular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

O drgao gestor de unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal podera. a despeito da licenca permanente e das autorizagGes concedidas pelo ICMBio,
estabelecer outras condigdes para a realizagdo de pesquisa nessas unidades de conservacio.

O titular de licenca ou auterizagao e os membros da sua equipe deverao optar por metodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
9 | ao grupo taxendmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigio in situ.

| O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatdrio de atividades a ser enviado por melo do Sisbio no prazo de até 30 dias apés o aniversario de
emissdo da licenga permanente.

O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
11 | omiss&o ou falsa descrigao de informagoes relevantes gue subsidiaram a expedigao do ato, poderd, mediante decisac mativada, ter a autorizagéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biologico coletado apreendido nos termos da legislagao brasileira em vigor.

| Alicenga permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticic do pesquisador com a instituigao cientifica a qual ele estava vinculado por ocasiac da

solicitagdo.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a compenente do patrimonio genetico existente no territoric nacional, na
13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patiménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimenio tecnologico.

14 As atividades contempladas nesta autorizagao NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingio, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagao.

Taxons autorizados

Nivel taxonémico Taxon(s)

ORDEM Didelphimorphia, Rodentia

| # 1
i
z

Destino do material biolégico coletado

Nome local destino | Tipo Destino

[#]
[ 1T Museu de Zoologia da Universidade de Sac Paulo | colecdo

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do
codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caédigo de autenticacao: 52659819 I‘I‘I“"‘ll‘"“
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informagio em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoologico

Namero: 22629-1 | Data da Emisséo: 28/09/2010 14:08
Dados do titular
Nome: Natalia Oliveira Leiner |GPF: 052.460.307-33
Nome da Instituicdo : Universidade Federal de Uberlandia | CNPJ: 25.648.387/0001-18

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevisia ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagao ou da licenga permanente com a devida
anotagao. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Téaxon* Qtde. Tipo de amostra Qide. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoolégico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do
codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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