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“Any worker attempting a natural classification of this difficult group is forced to formulate
some conception of its evolution, without which the classification will become even further
divorced from a natural representation of relationships than it is at the moment.”

Clay (1949, p. 297)
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RESUMO

Malofagos desempenham um importante papel na compreensdo dos padrdes e processos de
evolugdo e em estudos de associagdo parasito-hospedeiro devido a sua alta especificidade. Foi
reconstruida a historia filogenética e co-filogenética das espécies dos géneros Mayriphilopterus
(31 espécimes, 9 espécies) ¢ Picicola (38 espécimes, 7 espécies) e¢ seus hospedeiros
Galbuliformes (Aves, Bucconidae e Galbulidae), por meio de caracteres moleculares. Foi
utilizado um total de 1.464 pares de base, pelo concatenamento do fragmento de um gene
mitocondrial COI-r (citocromo oxidase subunidade | — right) e fragmentos de quatro genes
nucleares, EF-/a (fator de elongamento 1 alpha), BR-50, BR-62 e BR-69 para os maléfagos e
2.741 pb pelo concatenamento de fragmentos de trés genes mitocondriais ND2 (nicotinamida
desidrogenase subunidade 2), ND3 (nicotinamida desidrogenase subunidade 3) e cytb
(citocromo b) e fragmentos de dois genes nucleares, AK1 (adenilato quinase 1) e BFib7 (beta
fibrinogénio 7) para os hospedeiros. Foram feitas analises de maxima verossimilhanga,
inferéncia Bayesiana e co-filogenéticas baseada em distancia e eventos. As analises
filogenéticas recuperaram a monofilia dos hospedeiros e das espécies dos dois géneros de
malofagos. A estatistica global da analise co-filogenética de distancia foi significativa para os
Mayriphilopterus e os Galbuliformes e ndo significativa para as Picicola. Na analise co-
filogenética de eventos recuperou-se para ambos os géneros, Mayriphilopterus e Picicola,
eventos de co-evolugdo, duplicacdo e troca de hospedeiro, perdas e falhas em divergir, sendo o
ultimo evento o mais comum para os dois géneros de malofagos. O teste exato de Fisher foi
calculado e mostrou que Mayriphilopterus e Picicola ndo estao co-relacionados entre si,
indicando que eles tém histdrias evolutivas Unicas e independentes em resposta a diversificagdo

dos seus hospedeiros.

Palavras-chave: DNA, JANE, Mayriphilopterus, PARAFIT, Picicola



ABSTRACT

Chewing lice play an important role on the understanding of evolutionary patterns in parasite-
host studies due to their high specificity. The phylogenetic and cophylogenetic history between
Mayriphilopterus (31 specimens, 9 species), Picicola (38 specimens, 7 species) and their
galbuliform hosts (Aves, Bucconidae and Galbulidae) was reconstructed, using molecular
characters. A total of 1,464 base pairs were used for the concatenation of a fragment of one
mitochondrial gene, COI-r (cithocrome oxidase subunit I - right) and fragments of four nuclear
genes, EF-1a (elongation factor 1 alpha), BR-50, BR-62 and BR-69 for chewing lice, and a total
of 2,741 bp for the concatenation of three fragments of mitochondrial genes ND2, (NADH
dehydrogenase 2), ND3 (NADH dehydrogenase 3) and cytb (cytochrome b) and two fragments
of nuclear genes AK1 (adenylate kinase 1) and BFib7 (beta fibrinogen 7) for the hosts. We
perfomed Maximum likelihood, Bayesian inference analyzes and the co-phylogenetic analyzes
were inferred based on distance and events. The phylogenetic analyzes recovered the
monophyly of the hosts and for both Mayriphilopterus and Picicola. The global statistics of
cophilogenetic analysis based on distance were significant for Mayriphilopterus and
Galbuliformes and not significant for Picicola. For cophylogenetic analysis based on events we
recovered events of cospeciation, duplication and host switch, losses and failures to diverge.
The failure to diverge was the most common event for both louse genera. Fisher's exact test
have showed that Mayriphilopterus and Picicola are not corelated, indicating that they have

unique and independent evolutionary histories in response to host diversification.

Keywords: DNA, JANE, Mayriphilopterus, PARAFIT, Picicola
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1. INTRODUCAO

1.1. Os maléfagos

Os insetos conhecidos popularmente como piolhos, mal6fagos e anopluros (Insecta,
Phthiraptera) sdo hemimetabolos, incluindo uma fase de ovo, trés estagios ninfais e o adulto.
Sdo ectoparasitos obrigatorios de aves e mamiferos, vivendo permanentemente todo seu ciclo
de vida associados a um tnico hospedeiro (JOHNSON e CLAYTON, 2003a; LINARDI, 2012).
Sao apteros, possuem pernas adaptadas para fixa¢do no hospedeiro, com comprimento que varia
entre 0,3 e 11 mm, seu corpo é esclerotizado, coberto de cerdas e achatado dorso-ventralmente
(JOHNSON e CLAYTON, 2003a).

A ordem Phthiraptera ocorre em todo o mundo e atualmente conta com mais de 5.000
espécies distribuidas em 300 géneros, estando divididas em quatro subordens: Amblycera,
Ischnocera, Rhynchophthirina e Anoplura, sendo as duas Ultimas encontradas exclusivamente
em mamiferos e as duas primeiras as Unicas que parasitam aves, € onde encontra-se a maior
parte da diversidade do grupo, cerca de 4.000 espécies (PRICE et al., 2003).

Muitos mal6fagos apresentam alto grau de especificidade, sendo encontrados apenas em
grupos (e.g., género, familia, ordem, etc) de hospedeiros especificos (BECKER, 1933;
LAKSHMINARAYANA, 1977; JOHNSON e CLAYTON, 2003b; CLAYTON et al., 2015).
Algumas espécies preferem ainda parasitar partes distintas do corpo de seus hospedeiros tais
como cabeca, pescoco e/ou asas (CLAY, 1950), apresentando quatro morfotipos especificos
desses micro-habitats: piolho de cabeca, piolho de asa, piolho do corpo e generalista
(DUBININ, 1938; CLAY, 1949; JOHNSON et al., 2012).

Por viverem todo seu ciclo de vida ligado a um hospedeiro e ndo conseguirem sobreviver
longe destes por muito tempo, pois suas habilidades de dispersdo sdo limitadas, estes insetos
sdo utilizados como um modelo para estudos de co-evolugéo e de relacdo parasito-hospedeiro
(CLAY, 1949; JOHNSON et al., 2001a). Estes fatores associados a uma ampla distribui¢cdo em
aves e mamiferos levou muitos autores a conclusao de que os maléfagos tém uma longa histoéria
de associacdo e, por consequéncia, co-evoluem com seus hospedeiros (CLAY, 1949;
HOPKINS, 1949; LYAL, 1986; MAUERSBERGER e MEY, 1993; PAGE et al., 1996;
HAFNER et al., 2003; BANKS et al., 2006; CLAYTON et al., 2015).
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1.2. Co-evolucgao

Quando duas linhagens interativas estdo intimamente associadas durante grande parte
ou toda sua diversificacdo, é possivel assumir que a especiacdo de um grupo seja paralela a do
outro. Esse modo de diversificagdo pode resultar em um padrdo de historia evolutiva
compartilhada entre duas linhagens, conhecida como co-evolucdo (PATERSON et al., 2003;
HUGHES et al., 2007; CLAYTON et al., 2015). Esse processo ocorre em todos 0s niveis
bioldgicos, como genes atuando dentro de entidades bioldgicas (e.g. virus), e mudancas
fenotipicas entre duas populacdes ecologicamente relacionadas, tal como a relagédo de parasitos
e hospedeiros (MARTINEZ-AQUINO, 2016).

Os estudos co-evolutivos tém suas origens dentro da parasitologia, pois um dos
objetivos dessa disciplina ¢ descrever a “causa e efeito” das interagdes ecologicas nos sistemas
parasito-hospedeiro. A ideia de co-evolucdo originou-se em estudos parasitoldgicos de
organismos selvagens no inicio do século XX (FAHRENHOLZ, 1913; KELLOG, 1913; de
VIENNE et al., 2013). Esses estudos usavam as relacdes filogenéticas dos hospedeiros e
parasitos e buscavam a congruéncia filogenética entre eles baseando-se em dois principios: 1)
onde a filogenia do parasito espelha a filogenia de seus hospedeiros, gerando filogenias
completamente congruentes (regra de Fahrenholz); e que 2) hospedeiros primitivos albergam
parasitos primitivos (regra de Szidat) (FAHRENHOLZ, 1913; SZIDAT, 1940; LYAL, 1986;
ROZSA, 1991; PAGE, 2003). Entretanto, estudos recentes afirmam que filogenias congruentes
ndo sdo evidéncias para inferir a co-especiacdo, mas sim poderosas ferramentas para estudos de
co-evolugéo (PAGE et al., 1998; JOHNSON et al., 2002a; CLAYTON e JOHNSON, 2003;
HAFNER et al., 2003; JOHNSON e CLAYTON, 2003b; BANKS e PATERSON, 2004,
BANKS et al., 2006; HUGHES et al., 2007; CLAYTON et al., 2015; SWEET et al., 2016;
CATANACH et al., 2019).

Os pré-requisitos para a realizacdo de estudos co-filogenéticos, segundo Page et al.
(1996), que foram seguidos neste estudo sé&o: (1) ter a taxonomia alpha bem resolvida tanto para
0s taxons representantes dos parasitos quanto aos taxons representantes dos hospedeiros, (2) ter
filogenias bem resolvidas dos parasitos e dos hospedeiros, (3) ter filogenias preferencialmente
baseadas em caracteres homdlogos (moleculares) entretanto, isso ndo é um fator limitante, (4)
ter um grande nimero de amostras e, por fim, (5) fazer uma comparagdo quantitativa das

arvores de parasitos e hospedeiros por meio de testes estatisticos.
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1.3. Maldfagos de Galbuliformes

Os registros de maléfagos parasitando as aves da ordem Galbuliformes (Bucconidae e
Galbulidae) pertencem a trés géneros da subordem Ischnocera: Mayriphilopterus Mey, 2004,
Picicola Clay et Meinertzhagen, 1938 (Apéndice A) e Bobdalgleishia Valim et Cicchino, 2015;

e uma Unica espécie da subordem Amblycera, Menacanthus caudatus (Giebel, 1876).

1.3.1. Mayriphilopterus Mey, 2004

O género Mayriphilopterus (Ischnocera, Philopteridae) foi descrito por Mey (2004),
quando o autor fez a revisdo do complexo-Philopterus. Este género € encontrado
exclusivamente em aves da ordem Galbuliformes. Quatro espécies foram descritas por Mey
(2004) e outras duas ja haviam sido descritas por Carriker (1963). Apo6s a revisao publicada por
Mey (2004) apenas um trabalho foi dedicado ao estudo deste género (VALIM e LINARDI,
2007). Atualmente sdo conhecidas seis espécies de Mayriphilopterus parasitando sete espécies
de aves: M. brevicephalus Mey, 2004 ex Jacamerops aureus isidori Deville, 1849; M. ernsti
Mey, 2004 ex Monasa morphoeus (Hahn et Kister, 1823); M. galbulicus Mey, 2004 ex Galbula
cyanescens Deville, 1849; M. nystalicus Mey, 2004 ex Nystalus chacuru (Vieillot, 1816) e N.
maculatus (Gmelin, 1788) (MEY, 2004; VALIM e LINARDI, 2007); M. orinocensis (Carriker,
1963) ex Hypnellus bicinctus Gould, 1837 e M. spinosus (Carriker, 1963) ex Bucco capensis
Linnaeus, 1766 (CARRIKER, 1963).

Morfologicamente as espécies de Mayriphilopterus sdo caracterizadas por serem
membros do complexo-Philopterus e apresentarem (1) auséncia de conus funcional, (2)
trabécula bem desenvolvida, (3) margem hialina do clipeo sem esclerotizacdo marginal e (4)

ter de 2-4 pares de cerdas espatuladas na margem hialina do clipeo (MEY, 2004).

1.3.2. Picicola Clay et Meinertzhagen, 1938

O género Picicola (Ischnocera, Philopteridae) foi descrito por Clay e Meinertzhagen
(1938) e atualmente é composto por 37 espécies validas. Diferente do género Mayriphilopterus,
0 género Picicola ocorre em outras ordens de aves, sendo elas Passeriformes (WILLIANS,
1979; CICCHINO, 1981; MEYER et al., 2008), Piciformes (DALGLEISH, 1969) e
Galbuliformes (ONIKI e EMERSON, 1981; VALIM e LINARDI, 2006; PRICE e

WECKSTEIN, 2006), e ha um forte indicativo de que este género seja parafilético, com excecédo
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das espécies que parasitam as aves da ordem Galbuliformes (WECKSTEIN, 2004a).
Atualmente oito espécies de Picicola sdo conhecidas por parasitar dezessete espécies de
Galbuliformes: P. faucetti Price et Weckstein, 2006 ex Chelidoptera tenebrosa (Pallas, 1782);
P. galbulica VValim et Linardi, 2006 ex G. cyanescens, G. cyanicollis Cassin, 1851, G. ruficauda
Cuvier, 1816 e G. tombacea Spix, 1824; P. naokii Price et Weckstein, 2006 ex B. capensis e B.
macrodactylus (Spix, 1824); P. oneilli Price et Weckstein, 2006 ex Notharchus macrorhynchos
(Gmelin, 1788); P. osheai Price et Weckstein, 2006 ex Malacoptila fusca (Gmelin, 1788) e M.
semicincta Todd, 1925; P. serrafreirei Valim et Linardi, 2006 ex N. chacuru e N. maculatus;
P. striata Oniki et Emerson, 1981 ex Malacoptila striata (Spix, 1824), M. fulvogularis Sclater,
1854, Hapaloptila castanea (Verreaux, 1866) e Monasa nigrifrons (Spix, 1824) e P. valquii
Price et Weckstein, 2006 ex Nothriscus tectus (Boddaert, 1783) (ONIKI e EMERSON, 1981;
PRICE et al., 2003; VALIM e LINARDI, 2006; PRICE e WECKSTEIN, 2006).

Morfologicamente as espécies de Picicola sdo caracterizadas por serem membros do
complexo-Degeeriella e por apresentarem (1) margem anterior da cabeca de forma arredondada
ou achatada, (2) carena marginal completa, (3) sutura pré-antenal completa e (4) conus estreito
e alongado (ONIKI e EMERSON, 1981; VALIM e LINARDI, 2006; PRICE e WECKSTEIN,
2006).

1.3.3.  Outras espécies

O género monotipico Bobdalgleishia stephanophallus (Ischnocera, Philopteridae) foi
descrito por Valim e Cicchino (2015), e pertence ao complexo-Brueelia. Esta é a Unica espécie
deste complexo conhecida por parasitar aves da ordem Galbuliformes. Seu hospedeiro tipo é
Jacamerops aureus ridgwayi Todd, 1943 (Galbulidae). Morfologicamente essa espécie €
caracterizada por apresentar (1) as cerdas o0s, mts1-3 longas na margem da témpora, (2) cerda
pos curta e alocada na lente ocular, (3) um par de cerdas na porcao anterior do tergito Il e (4)
esternitos 11-VI com mais de um par de cerdas e sem placas esclerotizadas.

A espécie Menacanthus caudatus (Amblycera, Menoponidae) foi descrita por Giebel
(1876), como Menopon caudatus em Galbula ruficauda, e € membro do complexo-
Menacanthus Neumann, 1912. Esta é a Unica espécie de Amblycera conhecida por parasitar
Galbuliformes. A checklist de Hopkins e Clay (1952) e a revisdo do género Menacanthus de
Piciformes de Price e Emerson (1975) classificam esta espécie como nomina dubia por

apresentar grande divida quanto a sua validade morfolégica uma vez que o material tipo esta
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perdido, a descricao original é incompleta e a falta de recoleta dessa espécie em G. ruficauda
na natureza.
Devido a falta de material disponivel para extracdo de DNA de B. stephanophallus e M.

caudatus, essas espécies ndo foram incluidas neste trabalho.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Reconstruir a histdria co-filogenética compartilhada entre as espécies de dois géneros
de malo6fagos (Mayriphilopterus e Picicola) que parasitam as aves da ordem Galbuliformes
(Bucconidae e Galbulidae), endémicas da regido Neotropical.

2.2. Objetivos especificos

Reconstruir a filogenia molecular das espécies do género Mayriphilopterus.

Reconstruir a filogenia molecular das espécies do género Picicola que parasitam aves
da ordem Galbuliformes (Bucconidae e Galbulidae).

Recontruir a filogenia molecular das espécies de aves da ordem Galbuliformes que séo
hospedeiros das espécies de ambos os géneros Mayriphilopterus e Picicola.

Reconstruir a histéria co-filogenética entre os dois géneros de mal6fagos
(Mayriphilopterus e Picicola) e os Galbuliformes.

Verificar os padrdes co-filogenéticos compartilhados entre Mayriphilopterus e Picicola.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos dados
3.1.1. Galbuliformes

Das 29 sequéncias génicas utilizadas para os Galbuliformes, apenas uma foi obtida no
Genbank (Apéndice B). As demais 28 amostras provém do banco de dados obtido por Witt
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(2004), sendo este composto por fragmentos de trés genes mitocondrias, ND2 (nicotinamida
desidrogenase subunidade 2, 441 pb - pares de base), ND3 (nicotinamida desidrogenase
subunidade 3, 346 pb) e cytb (citocromo b, 1.047 pb) e fragmentos de dois genes nucleares,
AK1 (adenilato-quinase, 1.604 pb) e BFib7 (beta fibrinogénio 7, 303 pb), totalilizando 2.741
pb. O alinhamento dos dados das aves para este estudo é composto apenas pelas amostras das

especies de hospedeiros que obtivemos sucesso em colecionar seus maléfagos (Apéndice B).

3.1.2. Maldfagos

Os malofagos disponiveis para este estudo foram coletados dos hospedeiros seguindo a
metodologia de camara de fumigacdo com acetato de etila e catagdo manual (CLAYTON e
WALTHER, 1997; ARZUA e VALIM, 2010), e se encontram depositados nas cole¢des do
Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo - MZUSP (Séo Paulo, Séo Paulo, Brasil), da
Academy of Natural Sciences of Drexel University - ANSDU (Filadélfia, Pensilvania, Estados
Unidos) e do Illinois Natural History Survey - INHS (Champaign, Illinois, Estados Unidos).

Para a obtencdo de material genético dos mal6fagos foram utilizadas 31 amostras do
género Mayriphilopterus, e como grupo externo cinco taxons do complexo-Philopterus:
Philopterus sp., Tyranniphilopterus bruneri (Carriker, 1903), e outras trés amostras nao
identificadas de Tyranniphilopterus. Para a obtencdo do material genético do género Picicola
foram utilizadas 38 amostras, e como grupo externo quarto tdxons do complexo-Degeeriella:
Degeeriella carruthi Emerson, 1953, Austrophilopterus andigenae Carriker, 1950 e duas
amostras de Picicola snodgrassi (Kellogg, 1896), espécie-tipo do género. Ambos 0s grupos
externos foram escolhidos por serem os mais proximos filogeneticamente dos seus respectivos
géneros (JOHNSON et al., 2002b; MEY, 2004; PRICE e WECKSTEIN, 2006).

3.2. Preparo molecular
3.2.1. Extragdo de DNA

Para a extracdo do DNA total, foi utilizada a musculatura do ectoparasito seguindo a
metodologia de Johnson et al. (2001b), com a sugestdo proposta por Valim e Weckstein (2011),
de utilizar uma agulha esterilizada para fazer um corte entre a cabeca e o protorax do maléfago,
permitindo assim preservar o exoesqueleto (voucher) daquele extrato de DNA para posteriores

estudos morfologicos e atestar a identificacao correta do DNA.
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O kit utilizado para a extracdo foi o0 DNeasy Blood and Tissue Kit® da Qiagen®. O
acesso ao material genético da musculatura foi alcancado a partir da imersédo do inseto em
solucdo tampéo e proteinase K por 48 horas sob agitacdo em banho-maria a 45°C para 0s
espécimes da colecdo do MZUSP e em agitador a 45°C para os espécimes trabalhados nas
colecBes ANSDU e INHS. Apos esta etapa a extracao segue como recomendado pelo fabricante
do kit comercial. O volume final da extracao foi de 100uL e 0 DNA suspendido foi armazenado
em freezer a -26°C no MZUSP e a -80°C na ANSDU. Em todos 0s conjuntos de extracfes uma

amostra em branco (sem DNA) foi mantida como controle negativo.

3.2.2.  Amplificagéo

A amplificacdo dos fragmentos dos genes se deu mediante a reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR). Para todas as rea¢6es um volume final de 25uL
foi amplificado para cada regido génica usando kit comercial Qiagen® seguindo as instrucdes
do fabricante. As PCRs eram compostas por 16,3uL de ddH20, 1puL de dNTPs, 2,5uL de
tampdo 10x, 1L de MgClz, 1pL de cada primer a 10uM, 0,2uL de enzima Taq Platinum®
DNA Polymerases (da Thermo Fisher Scientific) e 2,0uL de DNA para os fragmentos dos genes
mitocondriais COI-r (citocromo oxidase subunidade | - right) e COI-I (citocromo oxidase
subunidade 1 - left), primers L6625/H7005 (379 pb) e LCO1490/HCO2198 (546 pb)
repectivamente (HAFNER et al., 1994; FOLMER et al., 1994). Para os fragmentos dos genes
nucleares foi incorporado a PCR 2uL do aditivo BSA e diminuido o volume de agua deslilada
para 13,8L; os demais componentes permaneceram com o mesmo volume. Os primers
utilizados foram EF1-For3/EF1-Chol0 (347 pb) para o fragmento do gene EF-/a (fator de
alongamento 1 alpha) (DANFORTH e JI, 1998); BR50-181L/BR50-621R (390 pb) para o gene
locus HYP; BR62-295L/BR62-429R (133 pb) para o locus DIPP e BR69-190F/BR69-432R
(215 pb) para o locus TMEDEG6 (SWEET et al., 2014). Em todas as PCRs dois brancos foram
mantidos, um oriundo da extrag&o e o outro da propria PCR.

Os ciclos programados para cada gene encontram-se listados na Tabela 1. O produto
final da PCR foi armazenado em freezer a -26°C. A amplificacdo de cada primer foi verificada

através de eletroforese em gel de agarose a 1% e quantificado por espectrofotometria.
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Tabela 1. Ciclos programados nos termocicladores das reacdes de PCR para 0s genes

mitocondriais e nuclareares.

Primers Ciclo programado
COl-r 94°C(10min)—94°C(30s)—46°C(30s)—65°C(30s)x35—65°C(7min)—4°Csoak
COlI-I 94°C(10min)—94°C(30s)—50°C(30s)—65°C(30s)x35—65°C(7min)—4°Csoak

EF-la 94°C(10min)—94°C(30s)—50°C(30s)—72°C(30s)x35—72°C(7min)—4°Csoak

BR'SO, o . o o o ) 3 o
BR-62. BR-69 | 94°C(10min)—94°C(305)—46°C(305)—72°C(305)x35—72°C(Tmin)—4°Csoak

3.2.3.  Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado apenas para as amostras que obtivemos sucesso na
amplificacdo (Apéndice C), e seguiu o protocolo ABI Prism BigDye Terminator Cycle
empregado no ABI Prism 3130xI Genetic Analyzer.

O material amplificado no Brasil foi enviado & Macrogen (Coréia do Sul) e para a
gendmica da Universidade de Sao Paulo (Brasil). As amostras amplificadas na ANSDU e no
INHM foram enviadas a Biofuncitions (Estados Unidos) e ao Field Museum (Estados Unidos),

respectivamente.

3.3. Identificac@o dos espécimes
3.3.1. Preparo permanente dos especimes

Ap0s a extracdo, os espécimes de maldfagos foram preservados em lamina e laminula
de forma permanente como proposto por Palma (1978), seguindo as etapas de maceragédo em
hidréxido de potéssio (KOH) 10%; neutralizacdo em agua destilada e &cido acético durante 30
minutos para cada reagente; desidratacdo em série alcootlica de 70%, 80%, 96% e 100% durante
30, 20, 10 e 5 minutos, respectivamente; diafanizacdo em 6leo de cravo por no minimo 24
horas; montagem entre lamina e laminula de vidro com duas gotas de balsamo do Canada; e
secagem em estufa durante 7-14 dias. Apos secas, as laminas foram rotuladas com os dados de
coleta, numero do testemundo de DNA e identificagdo do espécime.

3.3.2. Delimitacéo das unidades taxonémicas operacionais (UTOSs)

Definir as unidades taxonémicas dos parasitos e hospedeiros é um passo critico para as
anélises co-filogenéticas (PAGE et al., 1996; SWEET et al., 2017). Como os mal6fagos

17



costumam abrigar espécies cripticas (MALENKE et al., 2009; ESCALANTE et al., 2016), foi
necessario avaliar acuradamente o nimero de UTOs no conjunto de dados estudado. Para tal
avaliacdo foi utilizado o método de descoberta automatica de barcode (Automatic Barcode Gap
Discovery, ABGD), na versdo online do seu software (disponivel em
http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html), utilizando o alinhamento do Unico
gene mitocondrial (COI) como dado de entrada, empregando os parametros padrdes do
software, com excecdo da largura relativa do gap (relative gap width) que foi ajustado para 1.0.
A anélise foi testada sob ambos modelos Jukes-Cantor (JC) e Kimura80 (K80) (PUILLANDRE
etal., 2012). Além disso, o valor da estimativa de distancia genética das amostras (distancia-p)
foi calculado no programa MEGA v.7 (KUMAR et al., 2016), juntamente com a identificacdo
morfoldgica dos espécimes (ONIKI e EMERSON, 1981; MEY, 2004; PRICE e WECKSTEIN,
2006; VALIM e LINARDI, 2006, 2007) para delimitar os UTOs.

Foi reconstruida a rede de haplétipos para as espécies de Mayriphilopterus e Picicola
para todos os genes individualmente com auxilio do programa PopArt (LEIGH ¢ BRYANT,
2015), sob o algoritmo de TCS (CLEMENT et al., 2002), a fim de verificar a delimitacio

genética das amostras estudadas, e ndo para a analise de genética de populacdes.

3.4. Anélise filogenética

As sequéncias individuais e concatenadas foram reconciliadas e editadas no software
Geneious® v.8.0.5 (KEARSE et al., 2012). O eletroferograma de cada fita foi verificado para
atestar a qualidade do sequenciamento e posteriormente as sequéncias foram alinhadas
utilizando o plugin MUSCLE para fazer os contigs, novamente verificadas e ajustadas. Alem
disso, uma comparagdo com o banco de dados do GenBank foi feito utilizando o algoritmo
BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), a fim de verificar a proximidade génica das amostras
primarias com aquelas da plataforma e eliminar a possibilidade de contaminagdes.

Todas as anélises filogenéticas foram realizadas utilizando o banco de dados completo
dos genes concatenados nos softwares disponiveis na plataforma CIPRES Scientific Gateway
v.3.3 (disponivel em: https://www.phylo.org) (MILLER et al., 2010).

A busca pelos modelos de substituicdo particionados foi feito por meio do programa
PartitionFinder v.2.1 (LANFEAR et al., 2016), configurando os possiveis esquemas de particéo
por genes sob o critério de informacdo akaike corrigido (AlICc) no modo linked branches
(SUGIURA, 1978).
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As arvores filogenéticas foram obtidas por meio dos testes probabilisticos de Maxima
Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB), executadas nos softwares RAXML v.8.2
(STAMATAKIS, 2014) e MrBayes v.3.2 (RONQUIST et al., 2012), respectivamente.

Nas analises realizadas no software RAXML, foram utilizados os pardmetros de busca
pela arvore de melhor score, 1.000 réplicas bootstrap, critério de bootstrap auto MRE e modelo
GTR gamma. Este modelo de substituicdo foi utilizado pois 0 programa ndo permite a
implementacdo de modelos especificos para diferentes particdes de dados de uma mesma
matriz.

No MrBayes foram aplicadas corridas com 50.000.000 de geragdes, 4 cadeias, 2 corridas
simultaneas, burn-in, ‘sump’ e ‘sumt’ de 25% e topologias amostradas a cada 1.000 geragdes.
A fase estaciondria obtida pela IB foi avaliada mediante ao tamanho de amostra eficaz (effective
sample size, ESS, >200), além da analise visual do traco, ambas realizadas no programa Tracer
v.1.5 (RAMBAUT e DRUMMOND, 2009). As arvores obtidas tanto na MV quanto na IB
foram visualizadas e editadas no programa FigTree (RAMBAUT, 2007).

3.5. Analise co-filogenética

Diferente da analise filogenética, a analise co-filogenética requer uma tnica UTO, sendo
este o representante de sua espécie. Os demais taxons e 0s grupos externos foram removidos
com auxilio do programa Dendroscope v.3 (HUSON e SCORNAVACCA, 2012), e as analises
co-filogenéticas foram conduzidas baseadas em dois métodos, um de eventos e o outro de
distdncias (DOYON et al., 2011, FILIPIAK et al., 2016, de VIENNE et al., 2013). Para a
escolha dos representantes das espécies foi utilizado o seguinte critério, quando possivel: (1)
possuir todos os primers amplificados, (2) ser da localidade tipo e (3) ser proveniente do

hospedeiro tipo.

3.5.1. Método baseado em distancias

Foi utilizado um script R (disponivel em: https://github.com/adsweet/cophylogenetic_a
nalyses), para executar a analise do PARAFIT (LEGENDRE et al., 2002), dentro da plataforma
R (R CORE TEAM, 2018). O PARAFIT utiliza ambas filogenias, tanto do parasito quanto do
hospedeiro, e uma matriz de associacao entre elas (ligacdo H-P, hospedeiro-parasito) como
dados de entrada. O programa realiza um teste global de co-especiacdo (ParafitGlobal), usando

randomizacGes entre esses dados de entrada sob a hipdtese nula de que parasitos e hospedeiros
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tiveram histdrias evolutivas independentes. O programa também calcula a contribuicdo das
associacoes individuais (H-P) por meio de outros dois testes estatisticos, o ParaFitLinkl (F1) e
ParaFitLink2 (F2). As hipoteses nulas destes testes sdo de que as associacdes individuais
acontecem de forma aleatdrias ou ao acaso.

As arvores de MV escolhidas foram convertidas para matrizes de distancia patristica
usando o pacote ape (analyses of phylogenetics and evolution) (PARADIS et al., 2004), com o0s
parametros de 999 permutacdes aleatdrias usando os meétodos de correcdo lingoes para
autovalores negativos. A correcdo das falsas taxas de descobertas de multiplos testes se deu
através do controle de Benjamini-Hochberg (BENJAMINI e HOCHBERG, 1995). Essas

correcOes foram conduzidas no R, por meio da funcao pré definida da plataforma.

3.5.2. Método baseado em eventos

Foi utilizado o programa JANE v.4.01 (CONOW et al., 2010) que fundamenta-se na
anélise de reconciliacdo e avalia quais eventos (e.g., co-especiacao, duplicacdo, duplicacdo e
troca de hospedeiro, perdas e falhas em divergir) ocorreram entre as filogenias do parasito e do
hospedeiro (de VIENNE et al., 2013).

As arvores utilizadas no JANE foram as aquelas obtidas na analise de MV, com o0s
parametros de 150 geragdes, tamanho de populagdo 300 e o valor dos custos dos eventos no
modo padrdo do software (0 para co-especiacao, 1 para duplicagéo, 1 para perda, 1 para falha
em divergir e 2 para duplicacdo e troca de hospedeiro) (SWEET et al., 2016). Duas anélises
foram feitas no JANE, uma com o nimero de solu¢do no modo padrdo (99.999) e outra com

apenas uma solucéo possivel.

3.5.3. Relacg0es co-filogenéticas compartilhadas

Foi realizado o teste exato de Fisher (FISHER, 1925), no programa R, para determinar
se 0s padrdes co-evolutivos entre Mayriphilopterus e Picicola com seus hospedeiros poderiam
estar co-relacionados. Foi utilizada uma tabela de contingéncia com os resultados dos testes de
associacOes individuais (F1 e F2) corrigidos pelo controle Benjamini-Hochberg. A tabela de
contigéncia é uma matriz 2x2, cada célula da matriz indica se um determinado hospedeiro tem
uma ligacdo significativa com suas espécies de parasitos, representando a contribuicdo da
associacao para a similaridade topoldgica entre as arvores. A hipotese nula deste teste é que 0s
dois géneros de mal6fagos apresentam padrdes co-filogenéticos distintos.
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4. RESULTADOS

4.1. Identificac@o dos espécimes

Mayriphilopterus

A partir da comparacdao entre as distancias-p, a analise do ABGD, da rede de haplétipos
(Figuras 1-2) e das comparagdes morfologicas dos espécimes estudados, foi possivel delimitar
nove UTOs: M. ernsti, M. galbulicus (= M. brevicephalus)!, M. nystalicus, M. spinosus,
Mayriphilopterus sp.nov.1l, Mayriphilopterus sp.nov.2, Mayriphilopterus sp.nov.3,

Mayriphilopterus sp.nov.4 e Mayriphilopterus sp.nov.5.

A andlise dos tipos, de material fresco dos seus hospedeiros tipo e de DNA, mostrou que Mayriphilopterus
brevicephalus Mey, 2004:172 é sindnimo janior de Mayriphilopterus galbulicus Mey, 2004:171. A partir de agora
no texto sera considerado apenas o nome M. galbulicus.
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I M. ernsti

1 M. galbulicus

B M. nystalicus

B M. spinosus

B Mayriphilopterus sp.nov.1
B Mayriphilopterus sp.nov.2
B Mayriphilopterus sp.nov.3
B Mayriphilopterus sp.nov.4
B Mayriphilopterus sp.nov.5

Figura 1. Rede de haplotipos do gene mitocondrial COI-r das espécies de Mayriphilopterus.

Cada passo mutacional é representado por uma barra horizontal.
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% M. ernsti
M. galbulicus ,—

M M. nystalicus (o) 1o amosias
B M. spinosus

B Mayriphilopterus sp.nov.1
E Mayriphilopterus sp.nov.2
B Mayriphilopterus sp.nov.3
B Mayriphilopterus sp.nov.4
B Mayriphilopterus sp.nov.5

Figura 2. Rede de haplotipos para os genes nucleares das espécies de Mayriphilopterus (A,
EF-1a; B, BR-50; C, BR-69 e D, BR-62). Cada passo mutacional € representado por uma barra
preta horizontal.
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As distancias-p entre as espécies do género Mayriphilopterus indicou uma variagao
interespecifica de 17-31% (Tabela 2).

Tabela 2. Distancia-p calculada do gene mitocondrial COIl-r dos nove UTOs de

Mayriphilopterus, em porcentagem.

2 (2 |2 |3 |2
® 2 ] 2 s ] 2
2 2| 8|lg |g |g |g |&
22| 8| & |52 |5y |Ee 55y
< = = o |E8|ca|ca|cal|l<cad
= @ < 2 | @S| S| FS|FS| IS
= = = = SF|=2F|1=2F| =23 =8
M. galbulicus - - - - - - - -
M. ernsti 20-25 - - - - - - -
M. nystalicus 23-28 | 20-25 - - - - - - -
M. spinosus 22-26 | 17-25 | 23-25 - - - - - -
Mayriphilopterus sp.nov.1 | 22-26 | 22-26 | 23-24 | 19-22 - - - - -
Mayriphilopterus sp.nov.2 | 28-31 | 26-31 | 26-30 | 27-30 | 26-29 - - - -
Mayriphilopterus sp.nov.3 | 20-23 | 20-25 | 21-25 | 21-23 | 22-26 | 30-31 - - -
Mayriphilopterus sp.nov.4 | 22-24 | 17-23 | 22-23 | 18-25 | 22-24 | 27-29 | 22-23 - -
Mayriphilopterus sp.nov.5 | 22-25 | 22-25 | 25 | 21-22 | 25-27 | 28-29 | 23-24 | 21 -

Foram determinados os intervalos de classe para a variacdo intraespecifica das espéecies
de Mayriphilopterus, que apresentou uma grande amplitude de variacdo dentro das especies,
desde 1%, como no caso de Mayriphilopterus sp.nov.1, chegando até 22%, como no caso de
M. ernsti (Tabela 3).

Tabela 3. Variacdo intraespecifica dos nove UTOs de Mayriphilopterus baseado no

alinhamento do gene mitocondrial COI-r recuperados pela distancia-p, em porcentagem.

Espécies Disténcia-p | Numero de amostras
M. ernsti 0-22 6
M. galbulicus 11-18 6
M. nystalicus 15 2
M. spinosus 0-17 7
Mayriphilopterus sp.nov.1 1-9 3
Mayriphilopterus sp.nov.2 18 2
Mayriphilopterus sp.nov.3 11 2
Mayriphilopterus sp.nov.4 0 2
Mayriphilopterus sp.nov.5 - 1
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Picicola

Foram delimitados sete UTOs para as espécies de Picicola: P. faucetti, P. oneilli, P.
osheai, P. naokii, P. serrafreirei, P. striata (= P. galbulica)? e P. valquii a partir dos valores
das distancias-p, aliados a andlise do ABGD, da rede de haplétipos (Figuras 3-4) e das

comparagdes morfoldgicas dos espécimes estudados.

\};10 amostras
“{——1 amostra

. faucetti

. Naokis

. oneilli

. osheai

. serrafreirei
. striata

. valquii

EEEEECE £
WUV UUOTw

Figura 3. Rede de haplétipos para os gene mitocondrial COI-r para as espécies de Picicola.

Cada passo mutacional é representado por uma barra preta horizontal.

2A andlise dos tipos, de material fresco dos seus hospedeiros tipo e de DNA, mostrou que Picicola galbulica Valim
et Linardi, 2006 é sindnimo janior de Picicola striata Oniki et Emerson, 1981. A partir de agora no texto sera
considerada apenas a espécie P. striata.
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Figura 4. Rede de haplotipos para os genes nucleares das espécies de Picicola (A, EF-/«; B,

BR-50 e C, BR-69). Cada passo mutacional é representado por uma barra preta horizontal.

Para as espécies do género Picicola, foi encontrada uma variacao interespecifica com

amplitude de 11-23%, valores recuperados por meio das distancias-p.

Tabela 4. Distancia-p calculada do gene mitocondrial COI-r das sete UTOs de Picicola, em

porcentagem.
P. P. P. P. P. P. P.
striata | osheai | valquii | naokii | oneilli | serrafreirei | faucetti

P. striata - - - - - - -
P. osheai 19-22 - - - - - -
P. valquii 14-15 22-23 - - - - -
P. naokii 12-15 21-23 13-14 - - - -
P. oneilli 12-14 20-22 12-14 12-14 - - -
P. serrafreirei | 15-17 19-21 17 18-19 14-17 - -
P. faucetti 11-13 23 15-16 15-16 14 15-16 -

Foram determinados os intervalos de classe para a variacao intraespecifica das espécies

de Picicola. Nas espécies P. faucetti, P. naokii, P. oneilli e P. striata € onde encontramos 0s
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menores valores dessa distancia interespecifica (0-5%), ja em P. osheai e P. serrafreirei a

variacdo chegou até 12% (Tabela 5).

Tabela 5. Variacao intraespecifica de sete UTOs de Picicola baseado no alinhamento do gene

mitocondrial COI-r recuperados pela distancia-p, em porcentagem.

Espécies Distancia-p | Namero de amostras
P. faucetti 0,3-1 3
P. naokii 0-2 6
P. oneilli 4 2
P. osheai 8 2
P. serrafreirei 12 2
P. striata 0,2-5 22
P. valquii - 1

4.2. Analise filogenética

Os genes COI-I para as espécies de ambos géneros de maléfagos e BR-62 para as
espécies de Picicola ndo amplificaram. O alinhamento concatenado para as espécies de
Mayriphilopterus foi portanto, composto pelos genes COI-r, EF-/a, BR-50, BR-62 e BR-69
(1.464 pb), e para as espécies de Picicola foi composto pelos genes COI-r, EF-/a, BR-50 e BR-
69 (1.331 ph).

Das 31 amostras de Mayriphilopterus trabalhadas, 26 amplificaram os cinco primers,
duas ndo amplicaram o gene BR-62, uma amplificou apenas os genes COI-r e EF-/a, uma néo
amplificou o gene BR-50 e uma ndo amplificou o gene COI-r. Das 38 amostras de Picicola
trabalhadas, 14 amplificaram os quatro primers, 11 ndo amplificaram o gene BR-50, cinco nédo
amplificaram o gene BR-69, quatro amplificaram apenas os genes COIl-r e EF-/a, trés
amplificaram apenas os genes EF-/a e BR-69 e uma amplificou apenas os genes COI-r e BR-
50 (Apéndice C). Todas as 69 amostras foram utilizadas no presente trabalho (Apéndice C).

O alinhamento concatenado final (2.741 pb) para as espécies dos Galbuliformes foi
composto por trés genes mitocondrias (ND2, ND3 e cytb) e dois genes nucleares (AK1 e BFib7).

Os modelos de substituicdo particionados selecionados para as espécies de
Mayriphilopterus em cada gene foram GTR+1 (COI-r), K80+I (EF-1a), TRN+I (BR50, BR62)
e TRN+G (BR69). Para as espécies do género Picicola os modelos foram K81UF+1+G (COI-
r), TRNEF+I (EF-1«), TVM (BR50) e TVM+I (BR69). E para as espécies de Galbuliformes os
modelos recuperados foram GTR+I+G (ND2, ND3, cytb) e TIM+G (AK1, BFib7).
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4.2.1. Galbuliformes

As éarvores filogenéticas estimadas por meio dos testes probabilisticos (MV e IB)
recuperaram a monofilia das familias Bucconidae e Galbulidae. Observamos dois grandes
clados, um abrigando os membros da familia Bucconidae e outro contendo 0os membros da
familia Galbulidae, produzindo grupos externos reciprocos (Figura 5).

A familia Bucconidae apresentou cinco clados menores (A-E), onde B-E sdo mais
préximos. O clado A é formado pelas espécies dos géneros Nystalus e Bucco. O clado B é
composto pelas espécies do género Monasa e Chelidoptera. No clado C encontram-se as
espeécies do género Malacoptila e o clado D € onde estéo as duas espécies de Nonnula estudadas.
Por fim o clado E é onde encontramos as espécies do género Notharchus, Nystactes, Nothriscus,
Micromonacha e Hapaloptila. O clado B é grupo-irmdo de C+D, que por sua vez formam
grupo-irméo com E (Figura 5).

A familia Galbulidae compreende apenas um clado (clado F), que é composto pelas
espécies do género Galbula, sendo que G. albirostris + G. cyanicollis, juntas formam grupo-
irmdo com as demais espécies de Galbula e Jacamerops (Figura 5).
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4.2.2. Mald6fagos

Mayriphilopterus

As arvores filogenéticas estimadas por meio da analise de MV e IB apresentaram
topologias muito semelhantes e ambas recuperaram o monofiletismo de Mayriphilopterus
(Figura 6), sendo esta a primeira filogenia proposta para o género.

Foram encontrados oito clados. Mayriphilopterus spinosus e Mayriphilopterus sp.nov.5
as que compdem o clado A. Essas espécies sdao encontradas em uma mesma espécie de
hospedeiro, Chelidoptera tenebrosa. Os clados B e C sdo irmdos e compostos por
Mayriphilopterus sp.nov.4 e Mayriphilopterus sp.nov.l, respectivamente. O clado D,
Mayriphilopterus sp.nov.3, forma grupo-irmao com B+C. Por sua vez, os clados B-D, formam
grupo-irmédo com o E, que é composto exclusivamente por M. nystalicus. Por fim, o clado H é
onde estdo os espécimes de Mayriphilopterus sp.nov.2, sendo este o clado mais externo da
filogenia (Figura 6).

A topologia utilizada na discussdo dos resultados € aquela recuperada pela 1B por
apresentar melhor resolucao e suporte dos ramos em comparagdo com a recuperada pela MV.
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Picicola

As arvores filogenéticas estimadas por meio dos testes probabilisticos (MV e IB)
apresentaram topologias muito semelhantes, divergindo nos clados que abrigam a espécie
Picicola striata, onde na MV houve uma melhor resolugéo para os clados contendo as amostras
desta espécie, enquanto na IB ndo houve nenhuma resolugdo. Optou-se por utilizar a topologia
resultante da MV na discusséo dos resultados. A arvore de IB foi a Gnica a apresentar um valor
alto de suporte (> 85) para o monofiletismo das espécies de Picicola parasitos de Galbuliformes
(Figura 7).

As analises retornaram trés grandes clados. O primeiro compreende os clados A e B,
sendo um grupo-irmédo do outro. No clado A é onde encontram-se 0s representantes de P.
strtiata e no clado B é onde se encontra a espécie P. faucetti. O segundo clado é composto por
C-F, onde C é a espécie P. naokii, D a espécie P. valquii, E a espécie P. oneilli e F a espécie P.
serrafreirei. Por fim o terceiro clado, G, é onde encontra-se a espécie P. oneilli, sendo o Gnico
a recuperar o suporte maximo, tanto na MV como na IB (Figura 7). Todas espécies de Picicola
apresentaram-se monofiléticas e as relacGes interespecificas bem resolvidas. Picicola striata
foi a Unica espécie a Unica registrada em ambas as familias da ordem, todas as demais sdo

parasitos exclusivos de Bucconidae (Figura 7).
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4.3. Analise co-filogenética
4.3.1. Método baseado em distancias

Mayriphilopterus

A estatistica global do PARAFIT foi significativa (ParafitGlobal = 0,41; p = 0,02),
indicando que as associacles entre as espécies de Mayriphilopterus e seus hospedeiros ndo se
deu forma aleatéria, que parasito e hospedeiro co-evoluiram juntos. Ambas estatisticas para as
ligacGes individuais, F1 e F2, resultaram em quatro liga¢es significativas ap0s a correcdo para
multiplas comparac@es (Tabela 6, Figura 8). Quando ambos resultados do ParafitGlobal e das
estatisticas F1 e F2 sdo significativos, significa que o PARAFIT detectou uma ligacdo H-P
significativa (o.= 0,05). J& quando apenas o resultado do ParafitGlobal é significativo, entende-
se que os dados ndo suportam a hipotese que essa ligacdo representa uma ligacao co-evolutiva;
uma vez que F1 e F2 tem menos poder do que o ParafitGlobal (LEGENDRE et al., 2002).
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Tabela 6. Valores das ligagdes individuais das estatisticas ParaFitLinkl (F1) e ParaFitLink2

(F2) e seus p-valores das espécies de Mayriphilopterus.

Parasitos Hospedeiros F,l . Fl F,Z . F2
estatistica | p-valor |estatistica | p-valor
M. ernsti Monasa flavirostris 0,0063 | 0,3640 [ 0,0154 | 0,2190
M. ernsti Monasa morphoeus 0,0060 | 0,3640 | 0,0148 | 0,2190
M. ernsti Monasa nigrifrons 0,0127 | 0,3640 | 0,0312 | 0,2190
M. galbulicus Galbula albirostris 0,110 |0,0053*| 0,2731 |0,0053*
M. galbulicus Galbula cyanescens 0,1162 |0,0053*| 0,2859 |0,0053*
M. galbulicus Galbula cyanicollis 0,1223 |0,0053* | 0,3008 |0,0053*
M. galbulicus Jacamerops aureus 0,0397 | 0,3640 | 0,0977 | 0,2190
M. nystalicus Nystalus chacuru 0,0047 | 0,3640 | 0,0117 | 0,2190
M. nystalicus Nystalus striolatus 0,0160 | 0,3640 [ 0,0393 | 0,2190
M. spinosus Bucco capensis 0,0068 | 0,3640 | 0,0168 | 0,2190
M. spinosus Chelidoptera tenebrosa 0,0048 | 0,3640 | 0,0118 | 0,2190
M. spinosus Nystactes tamatia 0,0047 | 0,3640 | 0,0116 | 0,2190
M. spinosus Nystalus torridus 0,0051 | 0,3640 | 0,0126 | 0,2190
Mayriphilopterus sp.nov.1 | Notharchus hyperrhynchus | 0,0067 | 0,3640 | 0,0166 | 0,2190
Mayriphilopterus sp.nov.1 [ Notharchus macrorhynchos | 0,0197 | 0,2100 | 0,0484 |0,0588*
Mayriphilopterus sp.nov.2 Malacoptila fusca 0,1167 | 0,0053* 0,287 0,0053*
Mayriphilopterus sp.nov.2 | Malacoptila panamensis 0,0069 | 0,3640 | 0,0169 0,219
Mayriphilopterus sp.nov.3 [ Nonnula rubecula 0,0090 | 0,3640 [ 0,0222 0,219
Mayriphilopterus sp.nov.3 Nonnula ruficapilla 0,0415 0,3640 0,1021 0,219
Mayriphilopterus sp.nov.4 [ Nothriscus tectus 0,0092 | 0,3640 [ 0,0226 0,219
Mayriphilopterus sp.nov.5 [ Chelidoptera tenebrosa 0,0048 | 0,3640 [ 0,0117 0,219

*Significancia estatistica ap0ds a correcdo (o = 0,05).

Picicola

A estatistica global do PARAFIT foi ndo significativa (ParafitGlobal = 0,04; p = 0,21),
indicando que as associagdes entre as especies de Picicola e seus hospedeiros se deu de forma
aleatoria, ndo havendo evidéncias suficientes para afirmar que houve co-evolugéo entre eles.
As estatisticas para ligagOes individuais encontraram apenas uma ligacdo significativa entre
Picicola striata em Galbula galbula (Tabela 7, Figura 9). Quando o ParafitGlobal ndo é
significativo mas do teste das ligaces individuais sim, estamos lidando com uma estrutura
mista, contendo uma estrutura co-evolutiva com algumas ligacGes aleatorias adicionadas.
Quando nem o ParafitGlobal nem as estatisticas F1 e F2 resultam em liga¢des significativas,
entdo é improvavel gque as ligacdes representem uma associacdo de co-evolugdo (LEGENDRE
etal., 2002).
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Tabela 7. Valores das ligagdes individuais das estatisticas ParaFitLinkl (F1) e ParaFitLink2

(F2) e seus p-valores para as espécies de Picicola.

Parasitos Hospedeiros F,l . Fl F,2 . F2

estatistica | p-valor [estatistica| p-valor
P. faucetti Chelidoptera tenebrosa -0,0045 | 0,9730 | -0,0031 | 0,9730
P. naokii Bucco capensis 0,0011 0,6733 0,0007 0,6730
P. naokii Nystactes tamatia 0,0014 0,6733 0,0009 0,6730
P. oneilli Notharchus macrorrhynchos 0,0014 0,6733 0,0009 0,6730
P. osheai Malacoptila fusca 0,0087 0,6733 0,0059 0,6730
P. osheai Malacoptila rufa 0,0085 0,6733 0,0058 0,6730
P. serrafreirei | Nystalus chacuru 0,0018 0,6953 0,0012 0,6953
P. serrafreirei | Nystalus maculatus 0,0017 0,7014 0,0012 0,7014
P. striata Galbula albirostris 0,0092 0,0750 0,0062 0,0800
P. striata Galbula cyanicollis -0,0065 | 0,9730 | -0,0044 | 0,9730
P. striata Galbula cyanescens 0,0084 0,0833 0,0057 0,0900
P. striata Galbula ruficauda 0,0097 0,0750 0,0065 0,0800
P. striata Galbula tombacea 0,0097 0,0750 0,0066 0,0800
P. striata Galbula galbula 0,0250 | 0,0400* | 0,0169 | 0,0400*
P. striata Hapaloptila castanea 0,0083 0,0833 0,0056 0,0900
P. striata Malacoptila striata -0,0065 0,9730 -0,0044 | 0,9730
P. striata Monasa morphoeus -0,0054 0,9730 -0,0036 0,9730
P. striata Monasa nigrifrons -0,0053 | 0,9730 | -0,0036 | 0,9730
P. striata Micromonacha I. lanceolata -0,0066 0,9730 -0,0045 0,9730
P. valquii Nothriscus tectus 0,0014 0,6733 0,0009 0,6730

*Significancia estatistica apos a corregao (o = 0,05).

4.3.2. Método baseado em eventos

Com base na definicdo dos taxons terminais, as arvore filogenéticas de MV foram
cortadas, deixando apenas uma UTO como representante de cada espécie. Para o banco de
dados das espécies de Mayriphilopterus foi utilizado nove terminais e 20 para seus hospedeiros,
e para as Picicola foi utilizado sete terminais e 20 para seus hospedeiros.

Mayriphilopterus
O programa JANE recuperou em ambos 0s modos de solugéo (1 e 99.999), trés eventos
de co-especiacdo, nenhuma duplicacdo, cinco eventos de duplicacdo e troca de hospedeiro,

quatro perdas e 13 falhas em divergir (Figura 10). O custo total dessas reconstruc@es foi de 27.
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O histograma recuperado pelo JANE mostra que na distribuicdo de dados de maneira
aleatdria os valores de media e mediana do custo foram 75,54 e 77 (desvio padrdo = 7,81),
respectivamente, que sdo pelo menos o dobro do encontrado. A linha tracejada representa o

custo real da reconstrucdo da associa¢ao dos eventos (= 27) (Figura 11).

Distribuicao de custos de solugdes de amostras aleatdrias

o

.

ra

Ndmero de solugdes
=

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Figura 11. Histograma com a distribuicdo de custos para solucdes de amostras aleatorias

retornados pelo JANE para as espécies do género Mayriphilopterus.

Picicola

O programa JANE recuperou em ambos 0s modos de solucéo (1 e 99.999), dois eventos
de co-especiacdo, nenhum evento de duplicacdo, quatro eventos de duplicacdo e troca de

hospedeiro, oito perdas e 13 falhas em divergir (Figura 12). O custo total dessas reconstrugoes

foi de 29.
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O histograma recuperado pelo JANE mostra que na distribuicdo de dados de maneira
aleatdria os valores de média e mediana do custo foram 66,02 e 66 (desvio padrdo 6,49),
respectivamente, que que séo pelo menos o dobro do encontrado. A linha tracejada representa

0 custo real da reconstrucdo da associacdo dos eventos (= 29) (Figura 13).

Distribuicao de custos de solugdes de amostras aleatdrias
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Figura 13. Histograma apresentando a distribuicdo de custos de solucfes de amostras aleatdrias
retornados do programa JANE das espécies do género Picicola. A linha tracejada representa o

custo real da reconstrucéo da associacao dos eventos.

4.3.3. Relacdes co-filogenéticas compartilhadas

O teste exato de Fisher entre as ligagdes de ambos os géneros, Mayriphilopterus e
Picicola, com os seus hospedeiros Galbuliformes mostraram que eles ndo estavam

significativamente associados entre si (p = 1,0).

5. DISCUSSAO

Bucconidae e Galbulidae formam dois clados distintos para a ordem Galbuliformes,
ambos monofiléticos. As arvores filogenéticas estimadas pela MV e IB concordam com 0s
resultados obtidos completamente por Prum et al. (2015) e parcialmente por Ferreira (2018).
Foi encontrado que as espécies de Nonnula formam um grupo-imdo com as espécies de
Malacoptila enquanto que para Ferreira (2018) esse clado € mais proximo de Monasa e
Chelidoptera tenebrosa.

As duas familias da ordem Galbuliformes atuam como grupo-externo da outra por serem
filogeneticamente proximas (PRUM et al., 2015; FERREIRA, 2018), entretanto, esse padrdo
ndo é acompanhado pelos seus maldfagos. Mayriphilopterus galbulicus, Unica espécie que

42



ocorre nos membros da familia Galbulidae, ndo forma um grupo externo com as demais
especies que parasitam os membros da familia Bucconidae. No caso das Picicola, P. striata é
a Unica espécie que parasita os membros das duas familias de hospedeiros, além de também néo
formar um clado externo as demais espécies desse género.

Como discutido por Price e Weckstein (2006), Picicola galbulica é morfologicamente
similar a Picicola striata, sendo registrada apenas em aves da familia Galbulidae (VALIM e
LINARDI, 2006; PRICE e WECKSTEIN, 2006). Entretanto, os autores nao fizeram maiores
consideragdes por ndo possuirem material genético disponivel de P. striata do hospedeiro tipo,
Malacoptila striata. O nosso banco de dados contou com duas amostras de P. striata do
hospedeiro tipo; e apos a analise morfoldgica aliada aos resultados da distancia-p (0,03-0,04%
de divergéncia genética entre as P. striata e P. galbulica), é proposta a sinonimia de Piciola
striata e Picicola galbulica, sendo aquela como sinénimo sénior. As demais espécies de
Picicola descritas e definidas por Price e Weckstein (2006) também sdo geneticamente bem
delimitadas (Tabela 4, Figuras 4-5). Baseados nos mesmos principios moleculares, estatisticos
e morfoldgicos, é proposta a sinonimia de Mayriphilopterus galbulicus e Mayriphilopterus
brevicephalus, sendo aquela sindbnimo sénior (MEY, 2004), além da descri¢éo de cinco novas
especies, genetica e morfologicamente distintas (CARRIKER, 1963; MEY, 2004).

Ambas filogenias de Mayriphilopterus e Picicola recuperaram o monofiletismo para os
géneros, provendo uma melhor compreensdo da histéria evolucionéria e taxonémica desses
ectoparasitos (Figuras 6-7). Mey (2004) propde trés grupos de espécies para 0 género
Mayriphilopterus (galbulicus, nystalicus, spinosus), sem dizer com exatiddo quais as
caracteristicas que os definem, nem prover uma posicdo filogenética entre eles. Entretanto,
recuperamos 0s trés grupos propostos pelo autor (Figura 6), além de propor mais dois,
considerando que Mayriphilopterus ernsti ndo esté inserido no grupo spinosus, como sugerido
por Mey (2004). Price e Weckstein (2006) reconstruiram a filogenia das Picicola parasitos de
Galbuliformes (baseados nos genes COI-r e EF-1a) e recuperaram agrupamentos dos quais
apenas trés deles foram recuperados da mesma forma neste estudo (Figura 7), sendo eles os
clados com as especies P. naokii, P. oneilli e P. valquii.

Embora muitas espécies de maldfagos sejam hospedeiro-especificas, encontramos
registros que corroborassem que a identificacdo dos maléfagos ndo deve ser influenciada pela
espécie do seu hospedeiro, uma vez que um mesmo maléfago pode parasitar maltiplos
hospedeiros e também que o mesmo hospedeiro pode albergar diferentes espécies desses
parasitos (JOHNSON et al., 2002a, 2002b; JOHNSON e CLAYTON, 2003b). Alguns exemplos
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gue encontramos no nosso banco de dados foi de Picicola striata ocorrendo em onze espécies
diferentes de aves, dos quais trés sdo novos registros de hospedeiro. Assim como
Mayriphilopterus spinosus foi registrada em quatro espécies de hospedeiros distintos. Também
foi reportada a ocorréncia de Mayriphilopterus spinosus e Mayriphilopterus sp.nov.5 em um
unico hospedeiro, Chelidoptera tenebrosa (Apéndice C), o que corrobora com 0s cinco eventos

de troca de hospedeiros recuperado pelo JANE (Figura 12).

Padrdes co-filogenéticos de diversificacio

Filogenias de parasitos e hospedeiros totalmente congruentes sao raras porque requerem
repetidos eventos de co-especiacdo entre dois organismos especificos. Entretanto a
especificidade com o hospedeiro ndo é equivalente a co-evolucdo, mas sim uma condicdo
necessaria (porém insuficiente) para congruéncia co-filogenética (CLAYTON et al., 2015).

Tanto os Mayriphilopterus como as Picicola apresentaram diferentes graus de co-
evolugdo com seus hospedeiros, apresentando alguma congruéncia com os Galbuliformes, com
2-3 eventos de co-especiacéo e 4-5 eventos de duplicacdo e troca de hospedeiro (Figuras 8, 10),
semelhante ao que ja fora recuperada em outros grupos (HAFNER et al., 2003; HUGHES et
al., 2007). Também foram recuperados eventos que acabam com essa congruéncia, como por
exemplo a perda (4-8 eventos) e a falha em divergir (13 eventos) (Figuras 8, 10), como mostrado
também nos estudos de Sweet et al. (2016) e Catanach et al. (2019).

Os eventos recuperados pelo JANE e as estatisticas do PARAFIT para o0s
Mayriphilopterus, comparados com 0s eventos recuperados para o0 género Picicola, ndo estdo
co-relacionados. O PARAFIT apresentou significancia apenas entre as espécies de
Mayriphilopterus e seus hospedeiros, enquanto o JANE ndo mostrou um grande nimero de
eventos de co-especiacdo para ambos o0s géneros de mal6fagos. Além disso, o teste exato de
Fisher falhou em rejeitar a hipétese nula de independéncia dos padrdes co-filogenéticos entre
eles (p = 1,0), ndo havendo evidéncias o suficiente para afirmar que os dois géneros de
maldfagos tiveram histérias evolutivas semelhantes em resposta a diversificacdo do hospedeiro,
como ja mostrado em outros estudos (SWEET et al., 2016; CATANACH et al., 2019).

A descontinuidade na co-evolucdo dos Mayriphilopterus e Picicola com seus
hospedeiros ndo é um fato comum, devido ao micro-habitat que esses organismos ocupam no
corpo dos seus hospedeiros (DUBININ, 1938; CLAY, 1949; JOHNSON et al., 2012). Os
Mayriphilopterus apresentam o morfotipo de organismos viventes na cabeca e pescoc¢o do seu

hospedeiro; possuem corpo arredondado, cabeca larga e mandibulas fortes e largas (MEY,
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2004). Esse hébitat esta fora do alcance da ave quando ela faz o preening (mecanismo de
retirada dos ectoparasitos com o bico e com o pé), por consequéncia a mobilidade desses
maldfagos € menor em comparacgdo aos demais piolhos em outros micro-habitats (CLAY, 1949;
MEY, 2004). Por estarem livre do preening, os maléfagos que vivem neste micro-habitat estdo
propicios a terem relagGes co-evolutivas mais restritas com seus hospedeiros (BUSH et al.,
2010; VALIM e WECKSTEIN, 2012; CLAYTON et al., 2015). Devido a essa restri¢ao, supde-
se que esses organismos possuam populacdes menores (menor intensidade parasitaria), em um
unico hospedeiro. Pequenas popula¢des aumentam a probabilidade da ocorréncia de eventos de
perda e falha em divergir, corrompendo a congruéncia filogenética (JOHNSON et al., 2012;
CLAYTON et al., 2015).

Essa distribuicdo no corpo do hospedeiro é equivalente a distribuicdo geografica em
animais de vida livre. Se as populagdes dos hospedeiros estiverem em contato continuo (e.g.
durante a cOpula, brigas e nidificacdo), entdo o parasito pode se mover entre essas populagdes,
mas se os hospedeiros forem divididos em populacGes isoladas ou semi-isoladas, entdo a
populacdo de mal6fagos também sera dividida (CLAY, 1949; JOHNSON e CLAYTON, 2003b;
CLAYTON et al.,, 2015). Os Galbuliformes tém distribuicdo endémica para a regido
Neotropical (SICK, 2001), com espécies simpatricas (FERREIRA, 2018). Esse tipo de
especiacdo tem um alto potencial para gerar eventos de duplicacdo e troca de hospedeiros nos
maldfagos (WECKSTEIN, 2004b; CLAYTON et al., 2015), o que explicaria, por exemplo, a
ocorréncia de Picicola striata em uma gama tdo ampla de hospedeiros.

A troca de hospedeiros também pode ocorrer entre populacdes de espécies diferentes,
como por exemplo entre presa e predador (CLAYTON e JOHNSON, 2003; SWEET et al.,
2016; CATANACH et al., 2019) e nidificagdo no mesmo ninho (NORDBERG, 1936;
CLAYTON, 1990; WECKSTEIN, 2004b). Sabe-se que os Galbuliformes nidificam em buracos
(tanto no chdo como em arvores) e que a competicéo por esses locais para fazer a nidificacao
pode ser extremamente intensa (MERILA e WIGGINS, 1995; SICK, 2001), favorecendo a
ocorréncia de eventos de troca de hospedeiros por parte dos mal6fagos.

Outro mecanismo que explica a troca de hospedeiros entre os maléfagos, especialmente
nos membros da subordem Ischnocera é a foresia (CLAY, 1949, KEIRANS, 1975; JOHNSON
et al., 2002b). Essa associacdo permite que o mal6fago se prenda a uma mosca hipoboscidea
(Diptera: Hippoboscidae) e va para outro hospedeiro, uma vez que a mosca nao apresenta
elevado grau de especificidade parasitaria. Em experimento, Harbison et al. (2008) testaram a

habilidade de dispersdo entre duas espécies diferentes de malofagos, Columbicola columbae
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(Linnaeus, 1758) (piolho da asa) e Campanulotes compar (Burmeister, 1838) (piolho do corpo),
ambos em Columba livia Gmelin, 1789 (pombo-doméstico). Os autores observaram que 0s
piolhos que vivem na asa tém uma melhor capacidade de colonizar novos hospedeiros por meio
de foresia, enquanto que o piolho do corpo ndo foi capaz de se prender as moscas. Ha registros
de membros do complexo-Degeeriella fazendo foresia (CLAY e MEINERTZHAGEN, 1943;
KEIRANS, 1975), entretanto esse mecanismo € raro para os membros do complexo-Philopterus
(CLAY e MEINERTZHAGEN, 1943). Essa diferenca na habilidade de dispersdo pode ser a
razdo da descontinuidade no processo co-evolutivo entre Mayriphilopterus e Picicola e seus
hospedeiros Galbuliformes (JOHNSON et al., 2002c; WECKSTEIN, 2004b; BARTLOW et al.,
2016).

Devido ao modo de vida tdo especializado, o corpo dos maldfagos apresentam diversas
modificagOes. Na subordem Ischnocera os representantes mais primitivos possuem as carenas
marginal e ventral da cabegca completa, enquanto os que possuem essas carenas medialmente
rompidas sdo mais derivados (CLAY, 1951; MEY; 1994). As espécies do género Picicola
apresentam as caracteristicas mais primitivas enquanto 0s membros do género
Mayriphilopterus dispdem das caracteristicas secundarias (Apéndice A). Essa diferenca
morfologica pode estar relacionada a especifidade com o hospedeiro e por consequéncia
produzir um numero maior de eventos de co-especiacao.

Os eventos mais influentes na evolucdo dos maléfagos com seus hospedeiros é a co-
especiacdo e a troca de hospedeiro. Entretanto vemos que 0s eventos sorting (perda e falha em
divergir) também tém importancia na topologia das filogenias desses organismos. Hughes et al.
(2007) encontraram filogenias quase totalmente congruentes entre pelicanos (Aves:
Pelicaniformes) e as espécies do género Pectinopygus Mijdberg, 1910 (Ischnocera,
Philopteridae). Os eventos mais influentes na congruéncia desses organismos foram a co-
especiacdo (dez) e a troca de hospedeiros (seis). Também foram recuperados trés eventos
sorting e nenhuma duplicacdo. O ParafitGlobal e 14 das 18 ligacdes foram significativas. O
estudo de Hafner et al. (2003), entre os roedores pocket gopher (Rodentia: Geomyidae) e seus
maldfagos, dos géneros Geomydoecus Ewing, 1929 e Thomomydoecus Price et Emerson, 1972
(Ischnocera, Trichodactidae), mostrou que o evento predominante entre esses organismos foi a
co-especiacdo (12 em 15). Catanach et al. (2019) também observaram grande congruéncia no
estudo entre os martim-pescadores (Aves: Alcedinidae: Alcedininae, Cerylinae, Halcyoninae)
e seus maldfagos dos géneros Alcedoffula Clay et Meinertzhagen, 1939 e Alcedoecus Clay et

Meinertzhagen, 1939 (Ischnocera, Philopteridae). Os eventos mais significativos naquele
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estudo foram a co-especiacao e a duplicacéo e troca de hospedeiro. Para os Alcedininae foram
recuperados cinco eventos de co-especiacdo, enquanto para Cerylinae e Halcyoninae foram
registrados quatro. Os valores para a duplicacdo e troca de hospedeiros para Alcedininae foi
igual a quatro, dois para Cerylinae e apenas um para Halcyoninae. Os autores também
encontraram duas perdas para os Alcedininae e uma para as duas outras subfamilias, apenas
uma falha em divergir para Cerylinae e nenhuma perda para 0os martim-pescadores e seus
maldfagos. Banks et al. (2006), reconstruiram a historia co-filogenética entre os pinguins (Aves:
Spheniscidae) e seus mal6fagos dos géneros Austrogoniodes Harrison, 1915 e Nesiotimus
Kellogg, 1903 (Ischnocera, Philopteridae). Dentre as diferentes resolugdes encontradas, o
numero de eventos foi o que mais variou, tendo no maximo quatro eventos de co-especiacao e
duas trocas de hospedeiro, além de apresentar o ParafitGlobal foi significativo. Outro caso de
co-especiacdo positiva foi o encontrado por Hammer et al. (2010), que compararam as
filogenias dos petréis (Aves, Procellariiformes) e as espécies de Halipeurus Thompson, 1936
(Ischnocera, Philopteridae). O resultado do ParafitGlobal foi significativo e, quando utilizado
0 banco de dados total, 16 das 32 ligacdes foram significativas.

A maioria dos estudos co-evolutivos dentro da ordem Phthiraptera estéo voltados para
a subordem Ischnocera, entretanto, alguns trabalhos tém sido feitos também para a subordem
Amblycera, como o de Clayton et al. (2003), que analisou a relacdo dos andorinhdes (Aves,
Apodidae) e os maldfagos do género Dennyus Neumann, 1906 (Amblycera, Menoponidae), a
qual apresentou treze eventos de co-especiagdo. O estudo de Catanach et al. (2017), entre
diversas ordens de aves (Accipitriformes, Anseriformes, Cariamiformes, Cuculiformes,
Falconiformes,  Galliformes,  Passeriformes,  Pelicaniformes,  Phoenicopteriformes,
Psittaciformes e Strigiformes, e os membros do complexo-Colpocephalum (Amblycera,
Menoponidae), encontrou que a estatistica do ParafitGlobal foi significativa e que os membros
deste complexo ndo estdo significativamente associados com os membros do complexo-
Degeeriella, com os quais compartilham os mesmos hospedeiros.

Entretanto alguns estudos contam com um maior nimero de eventos que caracterizam
essa descontinuidade filogenética como, por exemplo, o de Sweet et al. (2016) entre os pombos
e rolinhas (Aves, Columbiformes) e seus dois géneros de mal6fagos Columbicola Ewing, 1929
e Physconelloides Ewing, 1927 (Ischnocera, Philopteridae). Foram encontrados 15 eventos de
co-especiacdo, quatro duplicac6es, 23 duplicages e trocas de hospedeiro, 22 perdas e 12 falhas
em divergir entre as espécies de Columbicola; além disso 22 eventos de co-especia¢do, uma

duplicacdo, 25 duplicacGes e troca de hospedeiros, 19 perdas e nove falhas em divergir nas
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especies de Physconelloides. Para esses dois géneros de maldfagos o ParafitGlobal foi
significativo. H& casos onde ndo ha congruéncia entre os parasitos e hospedeiros. Como na
relacdo entre os tucanos (Aves: Piciformes) e as espécies de Austrophilopterus Ewing, 1929
(Ischnocera, Philopteridae), onde a biogeografia € o processo mais influente nas relagdes
filogenéticas entre esses organismos (WECKSTEIN, 2004b). O autor encontrou apenas um
evento de co-especiacdo e trés duplicacdes e troca de hospedeiro, com muitos mais eventos
sorting (de 17 a 22, dependendo da topologia usada).

Sabe-se que as aves comecaram a divergir no inicio do Paleoceno (66 ma), depois da
ultima grande extingcdo em massa (PRUM et al., 2015). Por outro lado, o estudo de de Moya et
al. (em prep.) mostra que a diversificacdo dos malofagos se iniciou apenas no Oligoceno (34
ma). Ao contrario do que poderia se esperar sucessivos eventos de troca de hospedeiro
contribuiram para a diversificagdo dos mal6fagos de aves mais do que a co-evolugdo
propriamente dita. Apesar disso, os estudos publicados com maléfagos (CLAYTON et al.,
2003; HAFNER et al. 2003; WECKSTEIN, 2004b; BANKS et al., 2006; HUGHES et al., 2007;
HAMMER et al., 2010; SWEET et al., 2016; CATANACH et al., 2017; CATANACH et al.,
2019) mostram que varios eventos atuam de maneiras diferentes na visdo micro-evolutiva,
enguanto que todo esse grupo de parasitos pode apresentar um outro padrdo sobre o ponto de
vista macro-evolutivo (de MOYA et al., em prep.), tendo como influéncia direta relagdes
ecologicas distintas que podem variar dependendo de acordo com o grupo de hospedeiros a ser

estudado.
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6. CONCLUSOES

Foi recuperada a monofilia de todas as espécies de maldfagos do género
Mayriphilopterus.

Assim como os Mayriphilopterus, as espécies do género Picicola que parasitam aves da
ordem Galbuliformes se mostraram monofiléticas.

As aves das familias Bucconidae e Galbulidae, hospedeiros das espécies dos géneros
Mayriphilopterus e Picicola, apresentaram-se monofiléticas.

Foram recuperados mais eventos de co-especiacdo entre os Mayriphilopterus e seus
hospedeiros do que entre as Picicola e os Galbuliformes, e a significancia estatistica foi positiva
apenas entre os Mayriphilopterus e os Galbuliformes.

Baseado nos dois tipos de analises co-filogenéticas (eventos e distancias), nenhum dos
dois géneros de maldfagos apresentaram padrdes perfeitos de co-evolugdo com seus
hospedeiros. Fatores ecoldgicos (e.g. foresia e preening) podem estar delimitando os padrdes

de parasitismo observados.
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APENDICES

Apéndice A. Espécime de Malacoptila rufa (A); espécime de Galbula ruficauda (B);
espécime macho de Picicola striata (C) e holétipo macho de Mayriphilopterus ernsti (D).
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Apéndice B. Banco de dados dos hospedeiros Galbuliformes utilizados para as andlises

filogenética e co-filogenética.

Hospedeiros NuUmero de campo |Localidades | Cytb | ND2|ND3| AK1 | Bfib7
'Bucco capensis USNM#B04213  |Guiana X | x| x| -
Chelidoptera tenebrosa USNM#B07013 Brasil X X X
*Galbula albirostris LSUMZ#B20253  |Brasil X X X X X
Galbula cyanescens LSUMZ#B10508 |Peru X X X X X
Galbula cyanicollis LSUMZ#B4816 Peru X X X X X
Galbula galbula FMNH#389203 Brasil X X X X X
Galbula ruficauda LSUMZ#B37713 |Bolivia X X X X X
Galbula tombacea ANSP#4779 Equador X X X - X
'Hapaloptila castanea LSUMZ#B12059 |Equador X X X X X
2Jacamerops aurea ANSP#7543 Guiana X X X X X
Malacoptila fusca LSUMZ#B20439 |Brasil X X X X X
Malacoptila panamensis LSUMZ#B29998 |Equador X X X X X
Malacoptila rufa USNM#B06987 Brasil X X X X X
Malacoptila striata LSUMZ#65147 Brasil X X X - X
'Micromonacha lanceolata |LSUMZ#B11211 |Peru X X X X X
'Monasa flavirostris LSUMZ#B27879 |Peru X X X X X
Monasa morphoeus USNM#B06986 Brasil X X X X X
Monasa nigrifrons USNM#B07074 Brasil X X X X X
Nonnula rubecula LSUMZ#B4253  |Peru x | x| x| x X
Nonnula ruficapilla LSUMZ#B103532 |Peru X X X X -
Notharchus hyperrhynchus |LSUMZ#B10680  |Peru X X X X X
Notharcus macrorhynchos |USNM#B13147 Guiana X X X - -
Notharcus swainsoni LSUMZ #65145 Brasil X X X - -
Nothriscus tectus LSUMZ#B26514 |Panama X X X X X
'Nystactes tamatia LSUMZ#B15320 |Bolivia X X X X X
'Nystalus chacuru FMNH#391062  |Bolivia X x | x | x X
Nystalus maculatus LSUMZ#B18721 |Bolivia X X X X X
Nystalus striolatus LSUMZ#B10628  |Peru X X X X X
Nystalus torridus* MZUSP#92426 Brasil X - - - -

! Representantes da familia Bucconidae; 2 Representantes da familia Galbulidae; *Amostra do
Genbank (Numero de acesso KC874911.1)
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Apéndice C. Banco de dados de mal6fagos parasitos de Galbuliformes utilizados para
extracdo de DNA e analises filogenética e co-filogenética.

Maléfagos

Numero de campo

Hospedeiros

Localidades

COI-r (379pb) |EF-1a (347pb) |BR-50 (390pb) [BR-62 (133pb) [BR69 (215ph)
Ext Amp Seq|Ext Amp Seq|Ext Amp Seq|Ext Amp Seq|Ext Amp Seq

Mayriphilopterus ernsti * *
Mayriphilopterus ernsti * *
Mayriphilopterus ernsti *
Mayriphilopterus ernsti *
*Mayriphilopterus ernsti *
Mayriphilopterus ernsti * *
Mayriphilopterus galbulicus * *
Mayriphilopterus galbulicus
Mayriphilopterus galbulicus * *
Mayriphilopterus galbulicus * *
1Mayriphilopterus galbulicus *
Mayriphilopterus galbulicus *
Mayriphilopterus nystalicus
"Mayriphilopterus nystalicus * *
1Mayriphilopterus spinosus ©
Mayriphilopterus spinosus *
Mayriphilopterus spinosus *
Mayriphilopterus spinosus * *
Mayriphilopterus spinosus * *
Mayriphilopterus spinosus * *
Mayriphilopterus spinosus * *
1Mayriphilopterus sp.nov.1
Mayriphilopterus sp.nov.1
Mayriphilopterus sp.nov.1
Mayriphilopterus sp.nov.1 °
*Mayriphilopterus sp.nov.2
Mayriphilopterus sp.nov.2

"Mayriphilopterus sp.nov.3
Mayriphilopterus sp.nov.3
Mayriphilopterus sp.nov.4
"Mayriphilopterus sp.nov.4
"Mayriphilopterus sp.nov.5
Picicola faucetti

*Picicola faucetti

Picicola faucetti *
*picicola naokii

Picicola naokii *

Picicola naokii * *
Picicola naokii * *
Picicola naokii * *
Picicola naokii * *
Picicola oneilli *
*Picicola oneilli

"Picicola osheai

Picicola osheai * *
*Picicola serrafreirei
Picicola serrafreirei
Picicola striata * *
Picicola striata

Picicola striata *
Picicola striata

Picicola striata *

Picicola striata

Picicola striata * *
Picicola striata *

Picicola striata *

Picicola striata

Picicola striata

Picicola striata

Picicola striata *
!picicola striata *
Picicola striata * *
Picicola striata * *
Picicola striata * *

+

Picicola striata

+

Picicola striata

+

Picicola striata

+

Picicola striata
Picicola striata

*picicola valquii

BJO430
BJO431
JAP453
LSUMZ194567
GUR311
AZS304
JAP616
JWA39
TM2A136
MZUSP86321
CN142
DFL1268
DFL1154
DFL1347
JAP565
AUT707
KE160
CBA199
JAP180
PPBIO178
MZUSP98851

MZUSP89933
JPO8121
\WMMI11194
939

LMA151
VGR171

MZUSP86105
JA103
DFL1534
DFL1593

MZUSP86796
JDW281

KB065
LMA167
TV173
KE160
JAP180
JAP551
JAP605
JAPG00
MZUSP98844
JPO8121
BJO1000
TM3A149

DFL1154
DGC506
JAP782
CBA037

DFS01156
CCw871
GUR119
AA501
AMZ418
EP513
G66780
JLK358
DFL1815
AWK2416

EP401

EP456

P10369
LSUMZ194567
GUR162
MZUSP86499
JAP542
JAP302

MZUSP97007
CCws22

TV308

Monasa flavirostris
Monasa flavirostris
Monasa morphoeus
Monasa morphoeus
Monasa morphoeus
Monasa nigrifrons
Galbula albirostris
Galbula cyanescens
Galbula cyanicollis
Galbula cyanicollis
Jacamerops aureus
Jacamerops aureus
Nystalus chacuru

Nystalus striolatus

Bucco capensis

Bucco capensis

Bucco capensis
Chelidoptera tenebrosa
Nystactes tamatia
Nystactes tamatia
Nystalus torridus
Notharchus macrorhynchos
Notharchus macrorhynchos
Notharchus hyperrhynchus
Notharchus swainsoni
Malacoptila fusca
Malacoptila panamensis
Nonnula rubecula
Nonnula ruficapilla
Nothriscus tectus

Nothriscus tectus
Chelidoptera tenebrosa
Chelidoptera tenebrosa
Chelidoptera tenebrosa
Chelidoptera tenebrosa
Bucco capensis

Bucco capensis

Nystactes tamatia
Nystactes tamatia
Nystactes tamatia
Nystactes tamatia
Notharchus macrorhynchos
Notharchus macrorhynchos
Malacoptila fusca
Malacoptila rufa

Nystalus chacuru

Nystalus maculatus
Galbula albirostris
Galbula cyanescens

Galbula cyanescens
Galbula cyanicollis
Galbula cyanicollis
Galbula cyanicollis
Galbula galbula
Galbula ruficauda
Galbula ruficauda
Galbula tombacea
Hapaloptila castanea
Hapaloptila castanea

Malacoptila striata
Malacoptila striata
Micromonacha lanceolata
Monasa morphoeus
Monasa morphoeus
Monasa nigrifrons
Monasa nigrifrons
Monasa nigrifrons
Monasa nigrifrons
Monasa nigrifrons
Nothriscus tectus

Peru
Peru
Brasil
Brasil
Brasil
Peru
Brasil
Peru
Brasil
Brasil
Brasil
Peru
Bolivia
Peru
Brasil
Peru
Peru
Peru
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Peru
Peru
Brasil
Peru
Panama
Brasil
Peru
Peru
Peru
Brasil
Brasil
Peru
Peru
Peru
Peru
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Peru
Suriname
Brasil
Bolivia
Bolivia
Brasil
Peru

Peru
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Peru
Peru
Peru

Brasil
Brasil
Peru
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Bolivia
Peru

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X XX XX XX X X X X X X X X X X X X XX X XXX XX

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

x

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

XX X X X X X X X X X X X X X X X X X XX XX XX X X X X X X X X X X X X XX X XXX XX

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X XX XX XX X X X X X X X X X X X X XX X XXX XX

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X XX XX XX X X X X X X X X X X X X XX X X X X X X

! Amostras escolhidas como representantes de suas respectivas espécie; * Novos registros de

hospedeiro; * Novos registros de localidade; ° Espécime utilizado apenas na analise do JANE
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