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RESUMO GERAL

MARONEZI, Carla. Coccidios de Saltatorinae (Passeriformes: Thraupidae) como
biomarcadores ecoldgicos no Parque Nacional do Itatiaia, RJ. 2024. 126f. Tese (Doutorado
em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecuaria). Pro-reitoria de Pesquisa e Pds-
graduacdo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

O Parque Nacional do Itatiaia (PNI), o primeiro criado no Brasil, situado na Serra da
Mantiqueira e integrado ao bioma Mata Atlantica, abriga uma rica avifauna que inclui espécies
endémicas. Saltator spp. sdo amplamente distribuidas no PNI, incluindo o trinca-ferro (Saltator
similis D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837), o qual é frequentemente alvo de tréafico ilegal.
Os coccidios sdo parasitas frequentemente relatados em passaros, incluindo Saltator spp., das
quais sdo potencialmente associados a doenca severa. Neste contexto, esta tese visa avaliar a
prevaléncia e densidade de coccidios de Saltator spp. de vida livre e cativeiros préximos ao
PNI. A utilizagdo de aves como bioindicadores de conservacdo ambiental de um ecossistema é
amplamente reconhecida, enquanto os coccidios sdo considerados biomarcadores da salde das
aves e, consequentemente, do ambiente onde habitam. A metodologia adotada neste estudo
envolve a coleta de amostras fecais de Saltator spp. mantidos em cativeiro nas proximidades
do PNI e de aves silvestres capturadas dentro do PNI utilizando redes de neblina. As amostras
coletadas foram processadas no Laboratério de Biologia de Coccidios da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro para identificagdo morfoldgica dos caracteres taxondmicos dos oocistos
e molecular por meio de sequenciamentos de determinados loci génicos mitocondriais e
nucleares. As espécies Isospora similisi Coelho, Berto, Neves, Oliveira, Flausino & Lopes,
2013, Isospora saltatori Berto, Balthazar, Flausino & Lopes, 2008 e Isospora trincaferri Berto,
Balthazar, Flausino & Lopes, 2008 foram identificadas e caracterizadas de Saltator spp. de vida
livre e cativeiro nas proximidades do PNI. Saltator aurantiirostris foi registrado como um novo
hospedeiro para I. similisi expandindo sua distribui¢do e dispersdo na regido Neotropical. A
prevaléncia e densidade de coccidios de Saltator spp. no PNI foi baixa a moderada, tendo
apenas um unico espécime de S. similis com alta densidade associada a sinais clinicos de
coccidiose. Finalmente, este trabalho contribui para o conhecimento da diversidade e
distribuicdo de coccidios de Saltator spp. na regido Neotropical, incluindo a sugestdo de
rearranjos taxondmicos, e destaca o bom estado de conservacdo do PNI em correspondéncia a
enzootia dos coccidios em Saltator spp., apesar do risco eminente decorrente das altas
prevaléncias e densidades de coccidios de Saltator spp. de cativeiros nas proximidades no PNI.

Palavras chave: Isospora. Saltator. Parque Nacional de Itatiaia.
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GENERAL ABSTRACT

MARONEZI, Carla. Coccidia of Saltatorinae (Passeriformes: Thraupidae) as ecological
biomarkers in the Parque Nacional do Itatiaia, RJ. 2024. 126p. Thesis (Doctorate in
Science, Technology and Innovation in Agriculture). Pro-reitoria de Pesquisa e PGs-graduacéo,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, Brazil, 2024.

The Itatiaia National Park (PNI), the first national park created in Brazil, is located in the Serra
da Mantiqueira and is part of the Atlantic Forest biome, housing a rich avifauna that includes
endemic species. Saltator spp. are widely distributed in the PNI, including the green-winged
saltator (Saltator similis D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837), which is frequently targeted
by illegal trafficking. Coccidia are parasites frequently reported in birds, including Saltator
spp., and are potentially associated with severe disease. In this context, this thesis aims to
evaluate the prevalence and density of coccidia in free-living and captive Saltator spp. in the
surroundings of the PNI. The use of birds as bioindicators of environmental conservation of an
ecosystem is widely recognized, while coccidia are considered biomarkers of bird health and,
consequently, of the environment they inhabit. The methodology adopted in this study involves
the collection of fecal samples from Saltator spp. kept in captivity near the PNI and from wild
birds captured within the PNI using mist nets. The collected samples were processed at the
Coccidia Biology Laboratory of the Federal Rural University of Rio de Janeiro for
morphological identification of the taxonomic characteristics of the oocysts and molecular
identification through sequencing of certain mitochondrial and nuclear gene loci. The species
Isospora similisi Coelho, Berto, Neves, Oliveira, Flausino & Lopes, 2013, Isospora saltatori
Berto, Balthazar, Flausino & Lopes, 2008, and Isospora trincaferri Berto, Balthazar, Flausino
& Lopes, 2008 were identified and characterized from free-living and captive Saltator spp. in
the surroundings of the PNI. Saltator aurantiirostris was recorded as a new host for 1. similisi,
expanding its distribution and dispersion in the Neotropical region. The prevalence and density
of coccidia in Saltator spp. in the PNI was low to moderate, with only a single specimen of S.
similis showing high density associated with clinical signs of coccidiosis. Finally, this work
contributes to the knowledge of the diversity and distribution of coccidia in Saltator spp. in the
Neotropical region, including suggestions for taxonomic rearrangements, and highlights the
good conservation status of the PNI in correspondence to the enzootic presence of coccidia in
Saltator spp., despite the imminent risk arising from the high prevalence and densities of
coccidians from Saltator spp. of captivity in the surroundings of the PNI.

Keywords: Isospora. Saltator. Itatiaia National Park.



RESUMEN EXPANDIDO

MARONEZI, Carla. Ooquistes de Saltatorinae (Passeriformes: Thraupidae) como
biomarcadores ecoldgicos en el Parque Nacional do Itatiaia, RJ. 2024. 126h. Tese
(Doctorado en Ciencia, Tecnologia e Innovacién en la Agricultura) Pro-reitoria de Pesquisa e
Pds-graduacéo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, Brasil, 2024.

1. Introduccidn

La Mata Atlantica, uno de los biomas méas importantes de Brasil, abarca 17 estados y
desempefia un papel importanteT al ofrecer servicios esenciales como suministro de agua,
regulacién climatica, agricultura, pesca, generacion de energia eléctrica y turismo. Este bioma
es el hogar del 72% de la poblacion brasilefia y contribuye con el 80% del Producto Interno
Bruto nacional. Sin embargo, enfrenta serias amenazas debido a la deforestacion, urbanizacién
y otras actividades humanas, lo que subraya la necesidad urgente de monitorear su
biodiversidad para reforzar la legislacion protectora y preservar su riqueza bioldgica.

El Parque Nacional de Itatiaia (PNI), creado en 1937, es la primera Unidad Federal de
Conservacion en Brasil, situado en la Serra da Mantiqueira, entre los estados de Minas Gerais
y Rio de Janeiro. El parque estd dividido en dos secciones principales: la Parte Alta,
caracterizada por campos de altitud y valles suspendidos, y la Parte Baja, que alberga densos
bosques y rios. Este parque es un refugio para numerosas especies de aves, muchas de ellas
endémicas de la Mata Atlantica y en peligro de extincion.

Entre las aves que habitan el PNI, se destaca el género Saltator spp., representado por
nueve especies en Brasil. Particularmente, Saltator similis, reconocido por su canto melodioso
y atractivo plumaje, es la especie mas abundante en el parque. Sin embargo, también es una de
las principales victimas del tréfico ilegal de aves silvestres, una actividad criminal que amenaza
gravemente la biodiversidad y pone en peligro las poblaciones nativas.

Las aves capturadas ilegalmente enfrentan condiciones de cautiverio que generan estrés
extremo, debilitando su sistema inmunoldgico y aumentando su susceptibilidad a enfermedades
infecciosas, como la coccidiosis. Esta enfermedad, causada por coccidios del género Isospora
spp., es comun en aves silvestres y puede provocar diarrea severa, deshidratacion e incluso la
muerte. Comprender los impactos de la coccidiosis en aves silvestres y capturadas es esencial
para desarrollar estrategias de manejo, mejorar las tasas de supervivencia en centros de
rehabilitacion y garantizar la liberacion adecuada de las aves en su habitat natural.

Dado que las aves son bioindicadores clave de la salud de los ecosistemas, el monitoreo
de su estado sanitario y parasitologico puede revelar cambios ambientales significativos. En
este contexto, los coccidios actian como biomarcadores sensibles, reflejando tanto las
condiciones de vida en cautiverio como las alteraciones en los habitats silvestres. Este estudio
se centra en el analisis de Isospora spp. en Saltator spp. del PNI, abordando aspectos
taxondmicos, ecoldgicos y de salud, con el objetivo de contribuir al manejo sostenible de la
biodiversidad en la region.

2. Materiales y Métodos
2.1 Area de Estudio

El Parque Nacional de Itatiaia (PNI) esta ubicado en la Serra da Mantiqueira, abarcando
areas de los estados de Minas Gerais y Rio de Janeiro, Brasil. El parque posee dos secciones
principales: la Parte Alta, con altitudes superiores a los 2.000 metros y vegetacion tipica de
campos de altitud; y la Parte Baja, caracterizada por densos bosques tropicales y cursos de agua.
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Ambas areas presentan condiciones ecolégicas unicas que influyen en la biodiversidad local,
especialmente en las comunidades de aves y sus parasitos asociados.

Procedimientos de Muestreo ocurrié entre 2017 y 2024, se realizaron 18 expediciones
en diferentes estaciones del afio, cubriendo tanto la Parte Alta como la Parte Baja del parque.
Durante estas expediciones, las aves del género Saltator spp. fueron capturadas utilizando redes
de niebla colocadas estratégicamente en habitats preferenciales. Cada ave capturada fue
identificada, anillada con anillos metélicos numerados provistos por el Centro Nacional de
Investigacion y Conservacion de Aves Silvestres (CEMAVE), y sometida a una evaluacion
biométrica y clinica.

Posteriormente, las aves fueron colocadas en cajas individuales forradas con papel
limpio para recolectar muestras de heces durante un periodo de dos horas. Estas muestras fueron
procesadas utilizando técnicas de flotacion y centrifugacion con solucion de dicromato de
potasio al 2,5%, permitiendo la identificacion y cuantificacion de ooquistes de Isospora spp.
bajo un microscopio optico.

2.2 ldentificacion Morfoldgica y Molecular

La identificacion morfoldgica de los ooquistes se baso en caracteristicas previamente
descritas, como la forma, tamafio y estructura de los esporocistos. Adicionalmente, se extrajo
ADN de las muestras para realizar analisis moleculares mediante la secuenciacion del gen
mitocondrial de la subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa (COI) y del gen de ARN ribosémico
18S. Los datos genéticos obtenidos fueron comparados con secuencias disponibles en bases de
datos publicas para confirmar la identidad de las especies de Isospora spp. y analizar su
filogenia. Los datos de prevalencia y densidad de ooquistes fueron analizados estadisticamente
utilizando pruebas no paramétricas para comparar diferencias entre especies, areas del parque
y condiciones de salud de las aves. Ademas, se utilizaron analisis de correlacion para evaluar
la relacion entre la densidad de ooquistes y la presencia de signos clinicos de coccidiosis.

3. Resultados y Discusion
3.1 Diversidad y Distribucion de Isospora spp. en el Parque Nacional de Itatiaia

Los analisis realizados entre 2017 y 2024 identificaron tres especies de Isospora spp.
asociadas a Saltator spp. en el PNI: Isospora saltatori, I. trincaferri e 1. similisi. Estas especies
mostraron alta prevalencia en aves capturadas, especialmente en S. similis, la especie mas
abundante en el parque. Se observo que la densidad de ooquistes variaba significativamente
entre las especies y los ambientes (Parte Alta y Parte Baja), con mayores densidades registradas
en areas mas degradadas. Esto sugiere que el impacto antrépico influye en la proliferacion de
los parasitos.

El analisis molecular confirm¢ la identidad de las especies y demostro que 1. similisi,
descrita originalmente en S. similis, podria considerarse sinénimo de I. formarum debido a la
alta similitud genética encontrada entre los hospedadores de la region Neotropical. Este
hallazgo amplia el conocimiento sobre la distribucion y dispersion de coccidios en el continente.
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3.2 Impacto de la Coccidiosis en Aves Silvestres

Los resultados destacaron un caso clinico de coccidiosis severa en un juvenil de S.
similis, capturado en la transicion entre campos de altitud y bosques densos. Este individuo
presentd una densidad de 6.500 ooquistes por gramo de heces, una carga parasitaria
excepcionalmente alta asociada a sefiales clinicos como diarrea mucosa verdosa. Este caso
demuestra que las infecciones por coccidios, aunque generalmente asintomaticas, pueden
alcanzar niveles patogénicos bajo condiciones especificas, como en juveniles con inmunidad
reducida o expuestos a factores ambientales estresantes.

Los datos refuerzan el rol de los coccidios como biomarcadores ecologicos, siendo
indicadores sensibles de alteraciones ambientales. Los ambientes bien conservados del PNI
presentaron aves con baja densidad de ooquistes y ausencia de signos clinicos, mientras que las
areas con mayor impacto humano, como bordes de bosque y zonas de transicion, revelaron
densidades significativamente mayores.

3.3 Comparacidn entre Aves en Cautiverio y Silvestres

Las aves en cautiverio analizadas mostraron prevalencias y densidades de Isospora spp.
superiores a las registradas en aves silvestres del PNI. El estrés del cautiverio, la alimentacion
inadecuada y las condiciones higiénicas deficientes fueron factores que contribuyeron a la
mayor carga parasitaria. Ademas, la proximidad entre individuos en cautiverio facilita la
transmision directa de coccidios, exacerbando los indices de infeccion.

Esta diferencia sugiere que la reintroduccion de aves provenientes del trafico sin una
adecuada evaluacion sanitaria puede representar un riesgo para la salud de las poblaciones
nativas, ya que los individuos liberados podrian introducir parasitos resistentes en ecosistemas
naturales.

3.4 Nuevos Registros e Implicancias para la Conservacion

Se registré por primera vez un ejemplar de S. aurantiirostris como hospedador de I.
similisi en la region del PNI. Este registro, junto con la suplementacion molecular de nuevos
loci genéticos, evidencia la complejidad de las interacciones hospedador-parasito y refuerza la
necesidad de investigaciones continuas para establecer relaciones taxonémicas mas precisas
entre los coccidios de Saltator spp.

Ademas, se identificd un nuevo morfotipo de Isospora sp. en S. maxillosus, indicando
el posible descubrimiento de una nueva especie de coccidio. Este hallazgo resalta el potencial
del PNI como un hotspot no solo de biodiversidad, sino también de microorganismos aun
desconocidos.

3.5 Relevancia de los Coccidios como Bioindicadores

La utilizacion de coccidios como indicadores de la salud ambiental demostro ser una
herramienta prometedora para el monitoreo ecoldgico. En ambientes conservados, los coccidios
coexisten en equilibrio con sus aves hospedadoras, reflejando la estabilidad ecologica. En
cambio, en areas impactadas por actividades humanas, como la deforestacion y la urbanizacion,
se observo una mayor prevalencia de infecciones, indicando estrés ambiental.

Esta informacion es crucial para las estrategias de manejo de unidades de conservacion,
permitiendo identificar areas prioritarias para intervencion y garantizar la salud de las
poblaciones de aves.
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4. Conclusiones

Este estudio reafirma la importancia del monitoreo sanitario y ecoldgico de las aves
silvestres como herramienta esencial para la conservacion de la biodiversidad. En el Parque
Nacional de Itatiaia (PNI), se identificaron tres especies de Isospora spp. en Saltator spp.,
siendo destacables los hallazgos de I. saltatori, I. trincaferri y 1. similisi. Estos parasitos,
ademas de su relevancia en la salud de las aves, se consolidaron como indicadores clave del
estado de conservacion ambiental y del impacto de las actividades humanas en los ecosistemas
locales.

Los resultados evidenciaron que las condiciones de cautiverio agravan la susceptibilidad
de las aves a la coccidiosis, incrementando significativamente la densidad de ooquistes y los
signos clinicos. Por otro lado, las aves en estado silvestre del PNI mostraron una prevalencia
de infecciones parasitarias dentro de niveles esperados en un entorno bien conservado, aunque
algunas especies, como S. similis, actian como dispersores importantes de ooquistes en su
habitat.

El hallazgo de un nuevo huésped para 1. similisi, S. aurantiirostris, amplia nuestra
comprension sobre la distribucion y ecologia de este parasito en la region Neotropical.
Asimismo, el descubrimiento de un posible nuevo morfotipo de Isospora sp.en S. maxillosus
subraya la necesidad de investigaciones taxonémicas mas profundas para determinar si se trata
de una nueva especie.

Las implicancias de estos hallazgos para la gestion de aves rescatadas del tréfico ilegal
son significativas. Liberar aves sin una evaluacion sanitaria adecuada podria introducir cepas
de parasitos en ambientes naturales, exacerbando los desafios de conservacién. Este estudio
refuerza la necesidad de implementar protocolos estrictos de manejo sanitario y de
reintroduccion, priorizando criterios epidemioldgicos y ecoldgicos solidos.

En conclusidn, este trabajo destaca la interconexion entre la salud de las aves silvestres,
los parasitos que las afectan y la calidad del ecosistema. La vigilancia continua de coccidios
como Isospora spp. en Saltator spp. es fundamental no solo para la salud de las aves, sino
también para garantizar la integridad de los ecosistemas del PNI y de la Mata Atlantica en su
conjunto.

Palabras clave: Isospora. Saltator. Parque Nacional de Itatiaia.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Mata Atlantica é um patriménio nacional que abrange 17 estados brasileiros que
dependem de seus servigos essenciais como abastecimento de agua, regulacdo do clima,
agricultura, pesca, energia elétrica e turismo. Atualmente 72% da populagdo brasileira esta
concentrada em regides de dominio do Bioma Mata Atlantica, a qual corresponde a geracgéo de
80% do PIB nacional. No Bioma Mata Atlantica existem 131 Unidades de Conservacgéo
Federais, 443 estaduais, 14 municipais e 124 privadas (SOSMA, 2024). A area remanescente
nativa da Mata Atlantica esté inserida como hotspot, classificacdo dada a regiGes do planeta
gue possuem altos niveis de biodiversidade e elevado grau de ameaca, mesmo com o0 aumento
de Unidades de Conservacdo ainda se mostra vulneravel devido as atividades humanas. A
importancia do monitoramento de Unidades de Conservacdo € fortalecer a legislacdo que a
protege, contribuindo para a preservacgéo da biodiversidade do bioma (SNUC, 2000).

O Parque Nacional do Itatiaia (PNI) é o primeiro Parque Nacional criado no Brasil, foi
fundado em 1937, é classificado como uma Unidade de Conservagdo Federal de Protecdo
Integral, considerada de extrema importancia para a conservacdo da biodiversidade pelo
Ministério do Meio Ambiente (MMA). A gestdo do PNI é representada pelo érgdo federal
executor Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIio), que monitora e
fiscaliza a conservacdo das variedades de espécies bioldgicas, 0s recursos genéticos e aguas
jurisdicionais. O PNI fica localizado na Serra da Mantiqueira entre os estados de Minas Gerais
e Rio de Janeiro, nos municipios de Itatiaia/RJ, Resende/RJ, Bocaina de Minas/MG e
Itamonte/MG (BARCELLQOS, 2022). Sua paisagem é dividida em Parte Alta caracterizada por
campos de altitudes, vales suspensos e elevacbes rochosas como cume, o Pico das Agulhas
Negras (2.791m), berco de inimeras nascentes que drenam para 12 bacias hidrograficas, sendo
uma delas a do rio Paraiba do Sul, ja a Parte Baixa é caracterizada por floresta ombréfila densa,
com rios e cachoeiras. A Parte Baixa do PNI é um dos principais destinos de observacédo de
aves do Brasil devido ao grande numero de espécies e facilidade de observacao
(ICMBIO/PARNAITATIAIA, 2024).

A avifauna brasileira possui cerca de 1.971 espécies registradas pelo Comité Brasileiro
de Registro Ornitoldgico (CBRO) (PACHECO et al., 2021). A distribuicdo geogréafica das
especies € heterogénea, apresentando sobreposicdo com outros biomas, entretanto a Mata
Atlantica apresenta 893 aves em seu territorio, sendo 215 espécies endémicas. O bioma tem o
maior nimero de tdxons ameacados de extin¢do, devido a perda de fragmento do habitat e do
trafico de aves silvestres (ICMBIO, 2024). O trafico de animais silvestres € considerado a
terceira maior atividade ilicita do mundo, atrds somente o trafico de drogas e armas. Esta préatica
criminosa atinge sobretudo as aves que sdo as mais exploradas no comércio ilegal, sendo em
primeiro lugar os psitacideos, por serem aves de companhia, e 0s passaros, especialmente pelo
seu canto. O trinca-ferro (Saltator similis D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) é um péssaro
da familia Thraupidae e sub-familia Saltatorinae, considerada uma das espécies preferidas para
criacdo em cativeiro. Esta espécie € um dos principais alvos do contrabando ilegal de aves
silvestres. A espécie tem ocorréncia exclusivamente brasileira, mas pode ocorrer nas fronteiras
como Argentina, Uruguai, Bolivia e Paraguai. As aves mantidas em cativeiros estdo mais
suscetiveis a infeccOes devido ao estresse e manejo que sdo submetidas. Dentre as principais
doencas que acometem péassaros de cativeiro estdo os disturbios nutricionais, as doengas virais,
bacterianas, micoticas e parasitarias. Dentre as enfermidades anteriormente citadas, as
parasitarias sdo as mais frequentes. Elas podem manifestar-se de forma subclinica e até mesmo
levar a morte subita das aves (COELHO et al., 2012).



As parasitoses mais frequentes em aves sdo as coccidioses. Os coccidios séo
frequentemente observados em amostras fecais de aves silvestres. Tratam-se de parasitas
intestinais que podem causar reducdo do ganho de peso, afetar a reabsorcédo intestinal de
nutrientes e reduzir a fertilidade, imunossupressdo, alteracGes fisiologicas no periodo
reprodutivo e de muda das penas, além de ma nutri¢do, deficiéncias no manejo ou presenca de
infeccBes concomitantes que podem predispor a recidivas e surgimento de quadro clinico agudo
(COELHO et al., 2013).

Neste contexto, este estudo teve por objetivo maior identificar e quantificar coccidios
de trinca-ferros, bicos-grossos, bicos-de-pimenta, e outros Saltator spp. dentro e nas
proximidades do PNI, relacionando estes coccidios com aspectos bioldgicos e ecolédgicos de
Saltator spp. e, desta forma, indicar os coccidios como biomarcadores de distribuicdo e
dispersdo e conservagdo ambiental. Os objetivos especificos foram: (i) Identificar e caracterizar,
de forma morfolégica e morfométrica, os oocistos esporulados de coccidios de Saltator spp.;
(i) Avaliar e/ou comprovar a distribuicéo e dispersdo de determinadas espécies de coccidios,
através do registro de novos de hospedeiros e/ou localidades; (iii) Avaliar a densidade das
populacbes componentes de coccidios através da quantificacdo de seus oocistos obtidos de
amostras fecais de diferentes Saltator spp.; e (iv) Correlacionar as densidades dos coccidios
com as respectivas condicGes biologicas de seus hospedeiros e do ambiente.

Neste sentido, esta tese apresenta uma Revisdo da Literatura nos temas de Ecologia e
Taxonomia de Coccidios de Saltator spp., mais quatro capitulos que abordam os temas de: (1)
Identificacdo e caracterizagdo morfol6gica e molecular de Isospora spp. de trinca-ferros de
cativeiros proximos ao PNI; (2) Correlacdo de sinais clinicos da cocciciose com alta densidade
de oocistos de Isospora spp. em um trinca-ferro capturado dentro do PNI; (3) Registro de um
novo hospedeiro Saltator sp. para uma espécie de Isospora originalmente descrita de trinca-
ferros, ampliando assim a distribui¢do dos coccidios de Saltator spp. na regido Neotropical,
além da suplementacdo molecular através do sequenciamento de novos loci génicos; e (4)
Prevaléncia e densidade de Isospora spp. de Saltator spp. capturados no periodo de 2017 até
2024 nas Partes Alta e Baixa do PNI. Estes capitulos correspondem a artigos cientificos
publicados, aceitos, submetidos e a submeter para periddicos cientificos indexados (ver
ANEXOS).



2. REVISAO DE LITERATURA GERAL
2.1 Saltator spp.

As excepcionais qualidades canoras de Saltator spp. fazem com que estes passaros
sejam bastante conhecidos. Ocorrem cantos e melodias que S0 compostos como perguntas e
respostas, formando uma completa harmonia, como em Saltator maximus Statius Muller, 1776.
Cantam geralmente da ponta de algum galho ou colmo de capim. Ocasionalmente S. similis,
espécie florestal, canta durante o voo enquanto dirige-se de uma copa de &rvore para outra. Nas
diferentes espécies de Saltator spp. ha diferenca entre os cantos de cada sexo e o casal pode
cantar sincronizadamente. Ha bastante variagdo individual e geogréfica do canto (SICK, 1997).

O bico ¢ outras das caracteristicas mais destacaveis em Saltator spp., mesmo que seu
formato tenha variacdo consideravel nas diferentes espécies (SICK, 1997). O tamanho do
sistema digestdrio esta altamente ligado ao tipo de alimentacdo, e seu estudo é amplamente
importante para a nutricdo de Saltator spp. em cativeiro. Segundo Dyce et al. (2010), o esdfago
dessas aves é um tubo muscular alongado, localizado entre os masculos cervicais e a traqueia,
possuindo grande distensdo de suas paredes. Segundo Rodrigues et al. (2019) espécies de aves
granivoras possuem uma porcao do es6fago em forma de saco, justificado pela composicéo da
dieta de S. similis, estes sdo onivoros e se alimentam de frutas, sementes e pequenos insetos
(SICK, 1997). As caracteristicas anatbmicas de Saltator spp. sdo pouco estudadas, assim como
as suas relacOes ecoldgica, é necessario aprofundamento da pesquisa na area da biometria para
compreender melhor a fisiologia, ecologia e evolucdo de Saltator spp. (BUGONI et al., 2002).

Esses passaros tém habitos alimentares amplamente generalistas. Estdo entre os
numerosos consumidores dos frutos das palmeiras e brotos. Saltator similis tem como habito
alimentar comer folhas de canema (Solanum spp.) e petiscar um liquido adocicado excretado
por pulgdes. Em banhos de areia alimentam-se de formigas. Durante a reproducdo vivem
estritamente aos casais, onde 0 macho traz comida para fémea (SICK, 1997).

Estdo descritas 19 espécies de Saltator spp. com distribuicdo geografica Neotropical
(CHAVES et al. 2013). Destas, nove espécies com ocorréncia no Brasil: Saltator grossus
Linnaeus, 1766; Saltator fuliginosus Daudin, 1800; Saltator maximus; Salltator similis;
Saltator aurantiirostris Vieillot, 1817; Saltator maxillosus Cabanis, 1851; Saltator atricollis
Vieillot, 1817; Saltator coerulescens Vieillot, 1817 e Saltator olivascens Cabanis, 1849. Na
América Central temos a ocorréncia de trés espécies que ndo ocorrem na América do Sul.
Outras sete espécies sdo distribuidas na América do Sul sem ocorréncia no Brasil (BIRDLIFE
INTERNACIONAL, 2022).

2.1.1. Classificacao

O género Saltator segue a seguinte classificacdo taxonémica de acordo com a Lista das
Aves do Brasil publicada pelo Comité Brasileiro de Registros Ornitologicos (PACHECO et al.,
2021):

Reino: Animalia (LINNAEUS, 1758)

Filo: Chordata (BATESON, 1885)

Classe: Aves (LINNAEUS, 1758)

Ordem: Passeriformes (LINNAEUS, 1758)
Subordem: Passeri (LINNAEUS, 1758)
Parvodem: Passerida (LINNAEUS, 1758)
Familia: Thraupidae (CABANIS, 1847)



Subfamilia: Saltatorinae (BONAPARTE, 1853)
Género: Saltator (VIEILLOT, 1816)

2.1.2. Espécies que ocorrem no Brasil
a) Saltator maximus (STATIUS MULLER, 1776)

Conhecido popularmente como tempera-viola (Figura 1) tem comprimento total de
aproximadamente 19,5 centimetros. Nao apresenta dimorfismo sexual e seu canto € uma estrofe
curta e suave. E um passaro comum em regides imidas como florestas, capoeiras e plantacdes,
ndo penetra em regides serranas, vive aos pares ou de forma solitaria. Pode ser avistado em toda
a Amazonia, regido central, sul matogrossense, com registros no estado do Rio de Janeiro e S&o
Paulo, porém ndo ha registros no PNI. Encontrado também do México ao Panamd, Peru,
Bolivia, Venezuela, Equador e Paraguai (SICK, 1997).

Figura 1. Espécime de Saltator maximus. Fonte: Marcus, 2013.
b) Saltator coerulescens (VIEILLOT, 1817)

Conhecido popularmente como trinca-ferro-gonga (Figura 2), tem comprimento total de
aproximadamente 20 centimetros. Sem dimorfismo sexual. Quando juvenil apresenta costas e
peito esverdeados e bico com manchas cinzentas. Vivem em pequenos grupos € 0S casais
cantam sincronizadamente, facil de observar através do canto. E comum em florestas secas,
areas arbustivas e pastagens abandonadas, pode ser avistado em jardins de cidades e margem
de rio. Presente em muitas regides do Brasil, por toda a Amazonia até o leste da Bahia e em
direcdo sul até Minas Gerais, Goias e Mato Grosso, sem registro no Rio de Janeiro. Registros
também do México a Costa Rica e em grande parte dos os paises da América do Sul, com
excecdo do Chile (SICK, 1997).



Figura 2. Espécime de Saltator coerulescens. Fonte: Affonseca, 2010.
c) Saltator similis (D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837)

Popularmente conhecido como o trinca-ferro (Figura 3) € o menor do que outras
espécies do género Saltator, identificado pelo bico negro e forte onde se originou 0 nome
comum dessa ave. Apresenta o dorso verde, cauda e lados da cabeca cinza. A listra superciliar
€ marcante e mais longa nessas espécies e regido ventral do pesco¢co completamente branca.
Ventralmente, domina o cinza e nas laterais marrom alaranjado e branco no centro do abdomem,
as asas esverdeadas. Quando juvenil a listra ndo é extensa, pode ndo existir ou aparecer falhada.
Ao abandonarem o ninho o bico é fortificado e bastante enérgico fazendo juz ao nome trinca-
ferro. N&@o ha dimorfismo sexual e seu canto, ou dialeto assim chamado, pode variar um pouco
de regido a regido, mas mantem o mesmo timbre. Vivem em Matas fechadas e bordas de mata,
capoeiras e clareiras. Esta sempre associado as matas, ocupando o estrato médio e superior.
Muito observado na Parte Alta, Parte Baixa e entorno do PNI. Ocorre na parte central do Brasil
e nordeste, da Bahia ao sul do Pais, no Rio Grande do Sul e toda a regido Sudeste. Além de
fronteiras vizinhas internacionais como Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai (SICK, 1997).



Figura 3. Especime de Saltator similis no Parque Nacional do Itatiaia. Fonte: Soares, 2015.
d) Saltator maxillosus (CABANIS, 1851)

Popularmente conhecido como bico-grosso (Figura 4) apresenta em média 19
centimetros. Reconhecido pelo bico muito grosso, alto e amarelo na base. Regido dorsal sua cor
predominante € cinza-escura, quase sem verde, sobrancelha branca iniciando-se na base do
bico, partes inferiores ferrugineas. Ha dimorfismo sexual onde as fémeas tem costas verdes;
quando juvenil apresenta partes superiores verdes e 0 bico negro. A sua vocalizacdo € por
estrofe de quatro pios fortes e no terceiro é o mais alto, o canto é comum de agosto em diante.
Vivem na orla da mata e comum nas altas serras do Sudeste do Brasil. Distribui-se pelo Espirito
Santo ao Rio de Janeiro e nordeste do Rio Grande do Sul e leste da Argentina (SICK 1997).

Figura 4. Espécime de Saltator maxillosus no Parque Nacional do Itatiaia. Fonte: Costa, 2015.

e) Saltator aurantiirostris (VIEILLOT, 1817)



Popularmente conhecido como bico-duro (Figura 5), apresenta 20 centimetros de
comprimento, apresenta dimorfismo sexual na coloragdo do bico. Esta presente na regido Sul e
do sudoeste do Pantanal, principalmente avistado durante o verdo e também até o litoral sul de
Sdo Paulo em restingas e na Mata Atlantica de Baixada. (SICK, 1997). N&o ha registro no
Itatiaia.

Figura 5. Espécime de Saltator aurantiirostris. Fonte: Fenalti, 2010.
f) Saltator grossus (LINNAEUS, 1766)

Popularmente conhecido como bico-encarnado (Figura 6), tem aproximadamente 19
centimetros de comprimento. Apresenta dimorfismo sexual, sendo 0 macho cinza-azulado com
a garganta branca com preto na face, ja a fémea apresenta coloracdo cinza claro e ndo tem o
preto na face e na garganta. Muito comum nos estratos médio e superior de florestas imidas,
principalmente em seu interior e ndo avistado nas bordas. Pode viver solitario ou aos pares e
também em bandos mistos de passaros. Muito mais se escuta 0 seu conto do que é observado.
Ocorre por toda a Amazénia brasileira. Também é facilmente encontrado de Honduras ao
Panama e em todos os demais paises amazénicos, as Guianas, Colombia, Equador, Peru,
Venezuela e Bolivia (SICK, 1997).



Figura 6. Espécime de Saltator grossus. Fonte: Licco, 2011.
g) Saltator fuliginosus (DAUDIN, 1800)

Popularmente conhecido como pimentdo ou bico-de-pimenta (Figura 7) apresenta
comprimento total de 22 centimetros de comprimento. Com o corpo negro e seu bico vermelho-
pimenta bem evidente facilita sua identificagdo. Os machos séo cinza e azul-escuros com a face
e garganta pretos, contrastando com bico vermelho. As fémeas sdo mais opacas chumbo e nédo
possuem o preto na face, porém, possuem o bico vermelho. Na regido dorsal os jovens
apresentam a coloragéo preta e ao longo do corpo a cor chumbo, assim como as fémeas. Quando
jovens o bico tem coloracdo enegrado, ja na fase aduta o bico é totalmente vermelho pimenta.
Encontrados na Mata Atlantica e nos vestigios das matas no Sudeste. Vive em casal no interior
da mata primaria ou em matas secundarias altas. Seu canto é desenvolvido, muito observado
pelo seu canto e podem aparecer dialetos regionais. Distribuido nas florestas do sul da Bahia ao
Rio Grande do Sul, Paraguai e nordeste da Argentina (SICK, 1997).

Figura 7. Espécime de Saltator fuliginosus no Parque Nacional do Itatiaia. Fonte: Antunes,
2020.



h) Saltator atricollis (VIEILLOT, 1817)

Saltator atricollis (Figura 8), conhecido como batuqueiro, é uma ave que mede cerca de
20 centimetros de comprimento. Possui mascara e pescoco anteriores negros, com partes
superiores em tons de cinza pardacentos, adornados com reflexos anilados, especialmente no
dorso e nas asas. As partes inferiores sdo claras, em tons de cinza amarelado, com penas
primarias negras e bordas interiores brancas. Suas penas caudais também s&o negras, e seu bico
é robusto e laranja avermelhado. As fémeas tém cores mais suaves, com um bico vermelho
palido. Os jovens apresentam partes superiores, cabeca e pescogo em tons de marrom claro,
com o bico escurecido e partes inferiores estriadas. Durante a época de reproducéo, o batuqueiro
constroi seu ninho em forma de taga sobre galhos de arvores ou em moitas de capim, utilizando
raminhos, talos e ervas, e forrando a cavidade com talos de capim. Essa espécie é encontrada
desde o Mato Grosso do Sul até a Bahia, Rio de Janeiro, Mato Grosso e Goias, nas regides
Sudeste e Nordeste do Brasil. Também pode ser encontrado no Paraguai e na Bolivia. Embora
ocorra em areas de Mata Atlantica, o batuqueiro estd principalmente associado ao bioma
Cerrado. (SICK, 1997)

Figura 8. Espécime de Saltator atricollis registrado em Sdo Roque de Minas, MG. Fonte:
Souto, 2015.

j) Saltator olivascens (CABANI, 1849)

Saltator olivascens, também conhecido como trinca-ferro da Guiana (Figura 9), é uma

ave encontrada em partes da América do Sul, especialmente em regides de floresta tropical e
subtropical. Com cerca de 21-23 centimetros de comprimento, apresenta uma coloracao verde-
oliva distintiva, com a cabeca e 0 pesco¢o mais escuros e uma mascara negra ao redor dos olhos.
Suas asas e cauda sdo mais escuras, e 0 bico € grosso e laranja avermelhado. Esta espécie é
conhecida por habitar principalmente a regido amazonica e partes da Mata Atlantica no Brasil,
além de paises como Colémbia, Venezuela, Guianas e Peru. Prefere &reas com vegetagdo densa
e variada, onde pode ser encontrado em pares ou pequenos grupos familiares. O trinca-ferro da
9



Guiana tem um canto melodioso usado para marcar territorio e atrair parceiros durante a época
de reproducdo. Sua dieta € composta principalmente por frutos, sementes e insetos,
desempenhando um papel importante na dispersdo de sementes na floresta.

Figura 9. Espécime de Saltator olivascens. Fonte: Piedrahita, 2019.
2.1.3. Captura ilegal e o trinca-ferro como ave de gaiola

O Brasil possui 8,5 milhoes de km? de extens&o territorial com a maior biodiversidade
do planeta sendo detentor de 20% do numero total de espécies vivas. Tamanha riqueza faz do
Brasil um grande alvo de exploracdo clandestina de seus recursos naturais (MMA, 2023). A
biopirataria € uma atividade ilicita que acessa o patrimonio genético de um determinado pais e
os conhecimentos tradicionais associados a tais recursos, sem autorizagao do pais de origem e
de suas comunidades locais que mantem o conhecimento ao longo do tempo (SILVA-NETO e
ZANTUT 2017) A biopirataria desrespeita os principios da conservacdo da Biodiversidade. No
entanto, nem todo trafico de animais e seus produtos sdo biopirataria, mas toda biopirataria é
trafico. (RENCTAS, 2001).

O tréafico internacional de fauna silvestre exportados ilegalmente do Brasil, tém
modalidades de acordo com o tipo de fauna envolvida, as espécies raras da fauna brasileira tém
como destino principais: (1) Os zooldgicos e colecionadores particulares, sendo as araras,
papagaio-de-cara-roxa ~ Amazona brasiliensis Linnaeus, 1758, e mico-ledo-dourado
Leontopithecus rosalia Linnaeus, 1766, as espécies mais cobicadas; (2) Animais para fins
cientificos, a qual é a classica modalidade que é classificada como biopirataria, onde
pesquisadores extraem produtos e substancias quimicas das espécies da fauna do territério
brasileiro para patentear produtos em outros paises, sendo as principais espécies envolvidas as
serpentes, anfibios, aranhas, besouros e vespas; (3) Animais de companhia os quais
movimentam o tréafico internacional de animais silvestres englobando boa parte da faunistica
brasileiras; (4) A modalidade dos subprodutos como couro, penas, peles, garras e presas como
adornos para comercio da moda e souvenir (RENCTAS, 2001).

A cultura da criacdo de aves de gaiola no Brasil é uma tradi¢do antiga, onde as aves
Passeriformes canoras sdo as mais representativas no trafico de animais silvestres, a agéncia
Senado divulgou dados do Instituto Brasilia Ambiental (IBRAM) que em 2019 foram realizadas
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668 fiscalizagdes relacionadas a fauna, onde dos animais resgatados, 80% eram Passeriformes.
(SILVA et al., 2019). A intensa captura de passaros na natureza é direcionada para alimentar o
trafico interno, pois o0 habito da criacdo de péssaros cresceu tanto que atualmente existem até
clubes de criacéo de passaros (RENCTAS, 2001). Um estudo de levantamento de apreenséo da
avifauna de Itajuba MG, e regido mostra S. similis como a espécie mais capturada (SOUZA et
al., 2019). Outro estudo da estimativa de trafico de aves silvestres em Brasilia, DF, mostrou S.
similis como a terceira espécie mais apreendida (NEVES & ERBESDOBLER, 2021). O estudo
de Destro et al. (2012), sobre o combate ao trafico de animais, reline dados do Ibama e
instituicOes parceiras sendo que as aves representam 80% dos animais apreendidos, sendo S.
similis a segunda espécie mais apreendida. Saltator similis ndo esté na lista nacional de espécies
ameacadas de extincao, entretanto € uma das espécies mais apreendidas no territorio nacional
(PORTUGAL etal., 2012) com potencial declinio populacional em areas de prote¢do ambiental
(MARQUES et al., 2009).

Passaros oriundos do trafico sdo submetidos a altos niveis de estresse com péssimas
condicgdes de manejo e alojamento, baixa ventilacdo, animais agromerados em espacos restritos
por longos periodos, contribuindo com a eliminacdo e dispersdo de agentes etioldgicos
favorecendo infecgGes e com alta mortalidade. Atualmente existem leis e instrugdes normativas
gue permitem a criacdo de animais em cativeiros, a Instru¢cdo Normativa IBAMA 01/2003
regula as atividades de criadores amadoristas de passaros da fauna silvestre brasileira,
coordenado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA). O criador amadorista é a pessoa fisica que mantem em cativeiro passaros
autorizados, com o0 objetivo de zelar pelo patriménio genético sem a intencdo de
comercializagdo. O criador deve ter uma autorizagdo do Sistema de Cadastramento de
Passeriformes (SISPASS). Portando essa documentacdo registrada, e a ave estando
devidamente anilhada, o criador pode transitar com a ave em territério nacional para fins de
corcursos e treinamentos autorizados. A Instrugdo Normativa IBAMA 10/2011 revoga IN
01/2003, traz novas regras para o criador amador e a nova categoria que regula a atividade de
criadores comerciais de Passeriformes da fauna silvestre nativa. Estes séo cadastrados na
categoria especifica “Cadastro Tecnico Federal”, tendo como definicdo: Pessoa fisica ou
juridica que mantém e reproduz, com finalidade comercial, individuos das espécies de aves
nativas da Ordem Passeriformes, sendo que todas as espécies envolvidas nas criagdes amadora
ou comerciais devem obrigatoriamente ter origem de cativeiro registrado. No anexo | da IN
10/2011 ha uma lista das espécies de péssaros da fauna silvestre nativa cuja criacdo e
comercializacdo podem ser autorizadas em cativeiros. Do género Saltator as seguintes espécies
sdo contempladas no anexo I: S. similis, S. fuliginosus, S. aurantiirostris, S. atricollis e S.
maximus. Saltator coerulescens e S. maxillosus estdo presentes no anexo Il. Essas sdo
permitidas apenas para criadores amadores, restringindo os criadores comerciais.

2.1.4. Doengas e parasitoses comuns

Na literatura brasileira ha poucos estudos de doencas de passaros de vida livre, sendo
mais comum estudo de passaros mantidos em cativeiros. E fundamental ampliar os estudos da
causa morte de aves de vida livre e a identificacdo de patdgenos de aves recuperadas do tréafico.
Esses dados podem melhorar a taxa de sobrevida das aves que sdo encaminhadas aos centros
de triagens de animais silvestres, pois muitas vao a 6bito, e das sobreviventes nem todas estdo
aptas a soltura na natureza (GODQY, 2006). Conhecer os patdgenos que acomentem as aves de
vida livre e de aves recuperadas, auxiliam na melhor indicacdo de soltura dessas aves,
atualmente a soltura se faz em locais inapropriados e sem critérios de sanidade, os impactos
dessa acdo ainda sdo desconhecidos podendo ocorrer disseminacdo de patdgenos no ambiente
das aves de vida livre (WOODFORD & ROSSITER, 1993).
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As principais doencas que podem acometer passaros mantidos em cativeiro sdo as de
origem ndo infecciosa, os disturbios nutricionais e doencas metabodlicas. As de origem
infecciosas sdo doencas virais, bacterianas, micdticas e parasitarias (Figura 10) (COELHO et
al., 2012). As principais doencas metabdlicas e nutricionais em péassaros de cativeiro sdo:
hipotireoidismo, obesidade, lipidose hepética, amiloidose, gota Urica, hemocromatose,
hipovitaminose A. As principais doengas infecciosas de origem viral sdo: poxvirose,
herpesvirose, influenza aviaria e doenga de Newcastle. As principais doencas bacterianas que
acometem 0s passaros, mas que também podem infectar outras espécies sdo: colibacilose,
salmonelose, klebsielose, estafilococose e enterococose as quais estdo associadas ao trato
gastrointestinal. As bacterioses de trato respiratorio sdo: pasteurelose, pseudomonose,
aeromonose e bordetelose. As doengas causadas por fungos mais comuns que acometem
passeriformes sdo a candiase e aspergilose (SANCHES & GODQY, 2014).

As principais doencas parasitarias de passaros sdo acometidas por: (1) Ectoparasitas
como piolhos, carrapatos e acaros; e (2) Endoparasitas que podem ser classificados entre os
hemoparasitas como Leucocytozoon spp., Haemoproteus spp. e Plasmodium spp. e 0s
entereoparasitas, cujo 0s mais comuns de passaros sao os coccidios (GODOY, 2010).

[ P ]
Menacanthus stramineus
Menopon gallinae
Goniocotes .
Lowns caponie. Parasitas de Aves
;udorogasm heterographus

Dormanyssus galinae
Ornithonyssus sylviarum
Argas persicus

Heterakis gallinarum
Histomonas meleagridis
Eimeria spp.

Syngamus trachea

r Intestino Delgado |
Esof; e Papo
e Dayamea proglottina
Capillaria contorta Raillietina spp.
Trichomonas gallinae Hymenqlop:s carioca
Ascaridia galli
Eimeria spp.

Haemoproteus spp.
Plasmodium spp.
Cnemidocoples mutans

Histomonas meleagridis

Figura 10. Localizacdo dos principais parasitas encontrados em aves. Fonte: Foreyt, 2005.
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2.1.5. A coccidiose em trinca-ferros e demais Saltator spp.

As parasitoses mais frequentes em aves sdo as coccidioses. Estes protozoarios sao
frequentemente observados em amostras fecais de aves silvestres (OLIVEIRA et al., 2017).
Trata-se de parasitas intestinais que podem causar reducdo do ganho de peso, afetar a
reabsorcdo intestinal de nutrientes e reduzir a fertilidade, imunossupressdo, alteracdes
fisioldgicas no periodo reprodutivo e de muda das penas, além de mé nutri¢do, deficiéncias no
manejo ou presenca de infecgdes concomitantes que podem predispor a recidivas e surgimento
de quadro clinico agudo (SILVA et al., 2014). Em péssaros, a coccidiose é considerada uma
importante causa de enterite e morte (FREITAS et al. 2003).

Nos Gltimos anos, muitos estudos parasitoldgicos vém sendo realizados em aves de
cativeiro. Uma avaliacdo coproparasitologica e clinica realizada por Carneiro et al. (2011)
constatou uma alta frequéncia de parasitoses nos passaros examinados associada a auséncia de
sintomatologia clinica. Adicionalmente, Marieto-Gongalves et al. (2009) determinaram a
prevaléncia de endoparasitas em amostras fecais de aves silvestres e exdticas e identificaram os
coccidios como as estruturas parasitarias mais presentes, onde 0s passaros em cativeiro foram
0s mais parasitados. Estes mesmos autores concluiram que 0s manejos sanitarios deficientes
foram, provavelmente, os principais fatores que contribuiram para a ocorréncia desta parasitose.
Na ordem Passeriformes, o género Isospora Schneider, 1881 é o mais prevalente (BERTO et
al., 2011). O estudo realizado por Vasconcellos et al. (2013) demonstrou que das amostras
analisadas de S. similis no municipio de Valenga, RJ, 90% apresentaram oocistos do género
Isospora. Atualmente sao registradas trés Isospora spp. de S. similis (MARONEZI et al., 2022).

Os passaros silvestres sdo comumente portadores saudaveis de coccidios, que podem se
tornar altamente patogénicos em aves imunossuprimidas e/ou animais jovens. Sob condigdes
estressantes a forma clinica da doenca pode ser manifestada, tornando os coccidios como
oportunistas nessse caso (CASTRO et al., 2016). Os passaros com sinais clinicos podem ter
letargia, dispneia, perda de peso, crescimento atrasado, diarreia aquosa, de esverdeada até
sanguinolenta (GODOY, 2010). Recentemente, Oliveira et al. (2018) publicaram um estudo
caracterizarando os aspectos patolégicos e achados moleculares em casos de isosporose
sistémica em trinca-ferro em cativeiro, afirmando que trata-se de uma doenca que afeta
principalmente o baco, figado e intestino delgado, onde 0s merozoitos do parasita podem ser
encontrados no endotélio de células epiteliais e no sistema monocitico-fagocitico de varios
Orgdos, incluindo o cérebro. Estes autores concluiram que mais estudos sdo necessarios para
caracterizar a agente etiologico especifico responsavel por esta doenca em S. similis e o real
impacto da presenca deste agente em populacgdes de S. similis livres (OLIVEIRA et al., 2018).

2.2. Os Coccidios
2.2.1. Classificacao

Os coccidios do género Isospora podem ter a seguinte classificacdo segundo Ruggiero
et al. (2015):

Super-Reino Eukaryota (WHITTAKER & MARGULLIS, 1978)
Reino: Chromista (CAVALIER-SMITH, 1981)

Sub-Reino: Harosa (CAVALIER-SMITH, 2010)

Infra-Reino: Halvaria (CAVALIER-SMITH, 2010)
Super-Filo: Alveolata (CAVALIER-SMITH, 1991)

Filo: Miozoa (CAVALIER-SMITH, 1987)

Sub-Filo: Myzozoa (CAVALIER-SMITH & CHAO, 2004)
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Infra-Filo: Apicomplexa (LEVINE, 1970)
Super-Classe: Sporozoa (LEUCKART, 1879)
Classe: Coccidiomorphea (DOFLEIN, 1901)
Subclasse: Coccidia (LEUCKART, 1879)
Ordem: Eimeriida (LEGER, 1911)

Familia: Eimeriidae (MINCHIN, 1903)
Género: Isospora (SCHNEIDER, 1881)

2.3. Morfologia

Os oocistos (forma exdgena) de Isospora sao estruturas circulares, com sua parede
composta por duas camadas, além de uma membrana externa, a qual ndo é visivel em oocistos
maduros (Figura 11). A textura é de lisa a rugosa variando entre as espécies. Em alguns oocistos,
infrequentemente em Isospora spp., na camada externa pode ocorrer uma descontinuidade,
chamada de micropila e capuz polar. Dentro do oocisto de Isospora ha dois esporocistos; entre
eles pode ocorrer uma massa chamada de residuo do oocisto, ou um granulo polar, o qual é uma
massa menor que o residuo de oocisto variando seu formato entre as especies (BERTO et al.,
2014).

Os esporocistos possuem estruturas em seu apice chamadas de corpo de Stieda e sub-
Stieda, os quais sdo uma estrutura chave da identificacdo e diferenciacdo morfoldgica para o
género Isospora e demais géneros de Eimeriidae. Existem inimeros formatos e tipos de Stieda
e sub-Stieda e algumas redescricGes de espécies tem sido fundamentada com base nessas
estruturas. Dentro do esporocisto podem ocorrer também granulos que sdo uma estrutura difusa
ou mais compacta chamada de residuo de esporocisto, que é variavel em quantidade e forma de
acordo com a espécie (BERTO et al., 2014). Os esporocistos de Isospora spp. possuem 4
esporozoitos em seu interior, estes esporozoitos que sao a unidade infectante, possuem corpos
refrateis, que se apresentam Unicos ou em pares, classificados como anterior e posterior. Ao
centro do esporozoito é encontrado seu nucleo notoriamente menor que os corpos refrateis. As
estrias podem ou nao serem observadas na extremidade anterior do esporozoita (BERTO et al.,
2014).

Micrépila

Corpo refratil

Corpo de
Sub-Stieda

Camada externa

Camada interna
Corpo de

Stieda
Residuo

do esporocisto

Figura 11. Morfologia basica de um oocisto de Isospora sp. Fonte: Maronezi et al., 2022.
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2.3.1. Isospora spp. de Saltatorinae
a) Isospora pityli

Isospora pityli e Isospora formarum foram descritas na década de 1990 por McQuistion
e Capparella (1992), a partir de amostras fecais de bicos-encarnados (S. grossus) capturados em
uma floresta tropical do Equador. Os oocistos de I. pityli sdo subesféricos, medindo 20 x 19
pum. Micropila, residuo do oocisto e granulos polares estdo ausentes. Esporocisto ovoide,
medindo 15 x 9 um. Corpo de Stieda pequeno e mamiliforme, sem corpo de sub-Stieda. Residuo
do esporocisto formado por granulos ndo uniformes. Esporozoita grande e alongado com um
unico corpo refréatil grande (Figura 12).

Figura 12. Desenho e fotomicrografia do oocisto de Isospora pityli de Saltator grossus. Fonte:
McQuistion e Capparella, 1992.

b) Isospora formarum

Isospora formarum (MCQUISTION E CAPPARELLA, 1992), a qual também foi
descrita de bicos-encarnados (S. grossus) do Equador por McQuistion e Capparella (1992) tem
oocistos subesféricos, medindo 25 x 23 um. Micrdépila, residuo do oocisto e granulos polares
estdo ausentes. Esporocisto ovoide, medindo 16 x 11 um. Corpo de Stieda pequeno e
mamiliforme, e corpo de sub-Stieda grande e triangular ou conico. Residuo do esporocisto
formado por granulos delimitados por membrana (Figura 13).
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Figura 13. Desenho e fotomicrografia do oocisto de Isospora formarum de Saltator grossus.
Fonte: McQuistion e Capparella, 1992.

c) Isospora vanriperorum

Isospora vanriperorum (LEVINE, 1982) foi descrita primeiramente por Levine et al.
(1980) de Cardinalis cardinalis (LINNAEUS, 1758) no Hawai. Duas décadas depois, Lopes et
al. (2007) identificaram I. vanriperorum no sudeste do Brasil parasitando o S. similis. No relato
de Lopes et al. (2007) os oocistos foram identificados como subesféricos, medindo 23 x 22 pum.
Micrdpila e residuo do oocisto ausentes, mas um granulo polar presente. Esporocisto ovoide,
medindo 16 x 11 um. Corpo de Stieda prominente, e corpo de sub-Stieda mal discernivel.
Residuo do esporocisto centralizado e granular (Figura 14).
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Figura 14. Desenho e fotomicrografia do oocisto de Isospora vanriperorum de Saltator similis.
Fonte: Lopes et al., 2007.

d) Isospora saltatori

Esta espécie foi descrita por Berto et al. (2008) em uma criacdo de S. similis de cativeiro
na cidade de Teresopolis, RJ. Das 15 aves examinadas, 13 foram positivas para as espécies
descritas como Isospora saltatori (BERTO et al, 2008) e Isospora trincaferri (BERTO et al,
2008). Os oocistos de I. saltatori sao subesféricos, medindo 18 x 18 um. Micropila, residuo do
oocisto e granulos polares estdo ausentes. Esporocisto ovoéide, medindo 13 x 9 um. Corpo de
Stieda pequeno e achatado e corpo de sub-Stieda pequeno. Residuo do esporocisto formado por
uma massa de granulos. Esporozoita grande e alongado com corpo refrétil (Figura 15).

Figura 15. Desenho e fotomicrografia do oocisto de Isospora saltatori de Saltator similis
Destaques: Corpo de sub-Stieda (ponta de seta vazia) e residuo de esporocisto (ponta de
seta preenchida). Fonte: Berto et al., 2008.
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e) Isospora trincaferri

A segunda espécie descrita em Berto et al. (2008), denominada como I. trincaferri, em
homenagem ao nome em portugués da espécie, tem oocistos subesféericos a elipsdides, medindo
26 X 24 pum. Micrépila e residuo do oocisto ausentes, mas um granulo polar presente.
Esporocisto ovoide, medindo 18 x 12 um. Corpo de Stieda em forma de bolha e corpo de sub-
Stieda grande e prominente. Residuo do esporocisto formado granulos dispersos. Esporozoita
com corpos refrateis em ambas extremidades (Figura 16).

Figura 16. Desenho e fotomicrografia do oocisto de Isospora trincaferri de Saltator similis.
Destaque: Corpo de sub-Stieda (ponta de seta). Fonte: Berto et al., 2008.

f) Isospora similisi

Isospora similisi foi descrita por Coelho et al. (2013) em um estudo de eliminag&o de
oocistos por trinca-ferros. Foi analisado um total de 220 amostras fecais de 164 passaros
recuperados do trafico de animais destinados ao CETAS (Centro de Triagem de Animais
Silvestres), localizado no municipio de Seropédica, RJ. Destas 220 amostras, 73 foram positivas
para Isospora spp. Foram identificados e descritos os morfotipos I. vanriperorum; I. saltatori;
I. trincaferri e o proprio Isospora similisi (COELHO et al, 2013). Estes oocistos foram
subesféricos, medindo 28 x 26 um. Micrdpila e residuo do oocisto ausentes, mas granulos
polares em foma de virgula e estilhaco presentes. Esporocisto elipsoide a levemente ovdide,
medindo 17 x 12 pm. Corpo de Stieda em forma de botdo e corpo de sub-Stieda grande e
homogéneo. Residuo do esporocisto formado granulos dispersos. Esporozoita com um corpo
refratil posterior e um nicleo centralizado (Figura 17).
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Figura 17. Desenho e fotomicrografia do oocisto de Isospora similisi de Saltator similis. Fonte:
Coelho et al., 2013.

g) Isospora ferri

As Ultimas duas espécies descritas de Saltatorinae foram Isospora ferri (BARRETO et
al, 2020) e Isospora beagai (BARRETO et al. 2020), as quais foram recuperadas de amostras
fecais de trinca-ferros mantidos no CETAS de Belo Horizonte, MG, para recuperacdo e
reintroducdo na natureza. Os oocistos de I. ferri foram descritos como subesféricos, medindo
20 x 18 um. Micropila e residuo do oocisto ausentes, mas granulo polar presente. Esporocisto
ovoide, medindo 18 x 11 um. Corpo de Stieda proeminente e em forma de taco. Residuo do
esporocisto compacto (Figura 18).
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Figura 18. Fotomicrografia do oocisto de Isospora ferri de Saltator similis. Destaques: Corpo
de Stieda (ponta de seta), corpo de sub-Stieda (seta a direita) e residuo do esporocisto (seta
a esquerda). Fonte: Barreto et al., 2020.
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h) Isospora beagai

A segunda espécie descrita por Barreto et al. (2020) dos trinca-ferros mantidos no
CETAS de Belo Horizonte, MG foi a I. beagai. Seus oocistos sdo elipsoides, medindo 28 x 25
pum. Micropila, residuo do oocisto e granulo polar ausentes. Esporocisto elipsoide, medindo 14
x 8 um. Corpo de Stieda achatado e corpo de sub-Stieda prominente (Figura 19).

Figura 19. Fotomicrografia do oocisto de Isospora beagai de Saltator similis. Destaques:
Granulo Polar (ponta de seta a esquerda), Corpo de Stieda (seta a esquerda e ponta de seta
a direita) e residuo do esporocisto (seta a direita). Fonte: Barreto et al., 2020.

2.4 Coccidios como Biomarcadores Ecoldgicos

As aves silvestres sdo bioindicadores de um ecossistema, ou seja, a diversidade e
distribuicdo das populacOes de aves indicam o grau de preservacdo de um determinado
ambiente. Algumas espécies de aves podem ser mais especificas de uma localidade enquanto
outras espécies podem ter uma maior distribuicdo geogréfica, sendo assim sdo consideradas
mais generalistas. Alteracdes no ambiente podem impactar o ecossistema causando a reducao
da populacdo local, principalmente de espécies especialistas, que sdo mais suscetiveis a
impactos e alteragdes ambientais em um ecossistema. Fatores como parasitismo, alteracdo de
comportamento e patologias podem ser considerados como biomarcadores da sadde do passaro,
pois sdo sinais que ocorrem previamente nas aves quando os ambientes sdo impactados. Desta
forma, estes fatores potencialmente indicam que impactos ambientais afetam o nicho ecoldgico
das aves silvestres de forma precoce, ou seja, antes do aumento da morbidade e/ou mortalidade
das populacdes de aves silvestres (BERTO & LOPES, 2020).

Neste contexto os coccidios sdo biomarcadores ecologicos da saide do passaro, pois séo
0s parasitas intestinais mais abundantes em passaros. Esses cromistas podem parasitar o
hospedeiro desde uma infec¢do assintomatica até uma doenca severa evoluindo para ébito. A
importancia do monitoramento da densidade e prevaléncia dos coccidios, apontam sinais de
que a ave esta imunossuprimida/estressada por fatores ambientais. Deste modo, entender e
monitorar a relacdo parasita-hospedeiro em areas de preservacdo e conservacdo ambiental
fornece seguranca para 0 monitoramento da biodiversidade estudada, ou seja, um aumento da
densidade de coccidios em areas constantemente monitoradas, alerta que impactos ambientais
podem estar ameacgando as aves silvestres (BERTO & LOPES, 2020).

Em Unidades de Conservacdo onde as aves silvestres vivem em ambientes
ecologicamente equilibrados, os coccidios parasitam as aves num “quase comensalismo”, ou
seja, 0 parasita causa 0 minimo prejuizo ao hospedeiro, pois a imunocompeténcia da ave garante
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a saude da mesma. Em contrapartida, em aves imunodeprimidas, como naquelas interceptadas
do comercio ilegal submetidas a altos niveis de estresse e péssimas condi¢cdes de manejo, ha
uma altissima densidade e prevaléncia parasitaria, além de sinais clinicos severos e ébito pela
coccidiose (BERTO & LOPES, 2020).

Um estudo de Giraudeau et al. (2014) avaliou a infecgdo de coccidios em tentilhGes ao
longo do gradiente de urbanizacdo no Arizona, EUA. Perceberam que a mudanga no uso do
solo tem associacdo com a prevaléncia e densidade de parasitas. Neste sentido, observou-se que
os tentilhdes examinados no ambiente com uso do solo para agricultura tiveram sua massa
corporal mais pesada e que a as aves mais pesadas sdo também as mais parasitadas. A
justificativa para estes resultados foi que a disponibilidade de alimento na paisagem agricola é
mais abundante e talvez mais concentrada que de ambientes naturais. Com relacao aos coccidios
foi constatado que a prevaléncia e densidade de oocistos aumentou em relacdo ao aumento da
densidade populacional humana e a diminuicdo da cobertura vegetal natural do solo, ou seja, 0
deflorestamento tanto para a agricultura quanto para urbanizacdo, predispds as aves aos
coccidios e coccidioses (GIRAUDEAU et al., 2014).

As aves apreendidas do comércio ilegal em CETAS tem alta prevaléncia e densidade de
oocistos devido ao estresse e maus tratos a que sdo submetidas. O destino dessas aves
sobreviventes geralmente € a reintroducdo. Nesse caso, sem o correto diagnostico das espécies
de coccidios nestas aves, estes coccidios podem ser introduzidos, junto de seus hospedeiros, em
ambientes livres ou com baixa abundéncia/densidade desta determinada espécie, alterando a
enzootia em uma determinada localidade. As infec¢fes primarias nesta nova localidade podem
ser mais agudas e desafiadoras para a imunidade das aves, aumentando a densidade no ambiente
e nos hospedeiros podendo causar altas taxas de morbidade e mortalidade das aves (BERTO &
LOPES, 2020).

O estudo de Lopes et al. (2013), identificou trés espécimes de S. maximus parasitadas
por oocistos de I. trincaferri, originalmente descrito parasitando S. similis. As aves do estudo
eram oriundas do comeércio ilegal de animais silvestres, estavam engaioladas individualmente
e eram recém-chegadas no CETAS de Seropédica. Esses dados mostram que o trafico de
animais silvestres é um potencial dispersor de coccidios, evidenciando os riscos da reintroducéo
de aves silvestres na dispersdo e introducgdo de “novos coccidios” em uma localidade.

Os coccidios, ao atuarem como marcadores bioldgicos, revelam-se essenciais na
avaliacdo da saude das aves silvestres e na integridade dos ecossistemas. A variacdo na
prevaléncia e densidade desses parasitas reflete diretamente nas condi¢cBes ambientais, com
aumento significativo em situac6es de estresse, como no trafico ilegal de aves. Monitorar esses
parasitas permite identificar precocemente impactos ambientais adversos e implementar
medidas de mitigag&o, assim, os coccidios sdo uma ferramenta importante para monitoramento
do bioindicador e consequentemente para a conservacao da biodiversidade, além de assegurar
a eficécia das estratégias de preservacdo ambiental. (BERTO & LOPES, 2020).
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3. CAPITULO1

ISOSPORA SPP. (EIMERIIDAE) DE TRINCA-FERROS (SALTATOR
SIMILIS (D'ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) THRAUPIDAE) DE
CATIVEIRO PROXIMOS A UNIDADE DE CONSERVACAO DO
PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA

Capitulo publicado como artigo na Syst Parasitol. Springer Nature.

MARONEZI, C.; OLIVEIRA, M. S.; OLIVEIRA, J. L. G.; MELLO, E. R.; CEPEDA, P. B.; OLIVEIRA, A. A;;
LIMA, V. M.; BERTO, B. P. Isospora spp (Eimeriidae) from green-winged saltators Saltator similis d’Orbigny &
Lafresnaye, 1837 (Thraupidae) from capitivity near the consevation unit of the lItatiaia National Park in
southeastern Brazil. Syst. Parasitol, Nov 2022. https://doi.org/10.1007/s11230-022-10025-9
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3.1 RESUMO

Este capitulo identifica trés espécies de Isospora registradas em amostras fecais de trinca-
ferros-verdadeiros (Saltator similis D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) mantidos em
cativeiro nos arredores do Parque Nacional de Itatiaia, uma Unidade de Conservagdo com alto
grau de vulnerabilidade localizada na Serra da Mantiqueira, na divisa dos estados do Rio de
Janeiro e Minas Gerais. Isospora saltatori (BERTO et al, 2008), Isospora trincaferri (BERTO
et al, 2008) e Isospora similisi (COELHO et al, 2013) foram compativeis em todas as
caracteristicas com suas respectivas descricGes originais, apesar de algumas divergéncias
discutidas neste estudo. Além da identificacdo morfologica preliminar, este estudo forneceu
uma identificacdo genotipica preliminar dessas trés espécies de Isospora por meio do
sequenciamento do gene mitocondrial da subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase (cox1), que foi
adequado para a diferenciacdo genotipica desses trés coccidios, mas inconclusivo na anélise
filogenética. Por fim, este capitulo discute os riscos ambientais desses coccidios em aves
mantidas em cativeiro nos arredores do Parque Nacional de Itatiaia.

Palavras-chave: Isospora. Coccidios. Saltator similis. Analise filogenética. Riscos ambientais.
Parque Nacional de Itatiaia. Serra da Mantiqueira.
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3.2 ABSTRACT

This chapter identifies three Isospora species recorded from faecal samples of green-winged
saltators (Saltator similis D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) kept in captivity in the
surroundings of the Itatiaia National Park, a Conservation Unit with a high degree of
vulnerability located in the Serra da Mantiqueira, on the border of the States of Rio de Janeiro
and Minas Gerais. Isospora saltatori (BERTO et al, 2008), Isospora trincaferri (BERTO et al,
2008), and lIsospora similisi (COELHO et al, 2013) were compatible in all characteristic
features with their respective original descriptions, despite some divergences discussed in this
study. In addition to the preliminary morphological identification, this study provided a
preliminary genotypic identification of these three Isospora species via sequencing of the
mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene (coxl), which was suitable for the
genotypic differentiation of these three coccidians but inconclusive in the phylogenetic
analysis. Finally, this chapter discusses the environmental risks of these coccidians in captive
birds in the surroundings of the Itatiaia National Park.

Keywords: Isospora. Coccidians. Saltator similis. Phylogenetic analysis. Environmental risks.
Itatiaia National Park. Serra da Mantiqueira.
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3.3 INTRODUCAO

O PNI esté localizado na Serra da Mantiqueira, abrangendo o territorio dos municipios
de Itatiaia, Resende, Itamonte e Bocaina de Minas nos Estados do Rio de Janeiro e Minas
Gerais, com altitudes que variam entre 540m e 2.791m no Pico das Agulhas Negras, ponto mais
alto do Estado do Rio de Janeiro e 5° mais alto do Brasil. Este foi o primeiro Parque Nacional
do Brasil, constituido em 14 de junho de 1937, como Unidade de Conservacdo de Protecdo
Integral (ICMBIO, 2022).

Os trinca-ferros S. similis sdo passaros da familia Thraupidae e subfamilia Saltatorinae,
que fazem parte da comunidade de aves que ocorre ao redor e dentro do PNI (MAIA-GOUVEA
etal., 2005; BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2022). Esta espécie é uma das aves silvestres mais
apreciadas no Brasil, principalmente por sua vocalizacdo, sendo considerada um dos passaros
preferidos para reproducdo em cativeiro, devido a um contexto cultural estabelecido pelos
brasileiros, que mantém aves canoras silvestres em gaiolas (SICK, 1997). Nesse sentido, 0s
trinca-ferros estéo classificados entre os principais passaros apreendidos do comércio ilegal de
animais silvestres por fiscalizacdo ambiental (DESTRO et al., 2012).

O confinamento em que os passaros sao submetidos no tréfico ilegal causam estresse
constante que favorece a ocorréncia de doencas (MAIA-GOUVEA et al., 2005; BERTO &
LOPES, 2020). Entre as doencas que acometem 0s passaros de gaiola estdo os disturbios
nutricionais, doencas virais, bacterianas, fungicas e parasitarias (COELHO et al., 2012); no
entanto, as doencas parasitarias sdo as mais frequentes, podendo variar de subclinicas até
mortais (FREITAS et al., 2002). Entre os parasitas de importancia em passaros estdo 0s
coccidios, que sdo protozoarios intestinais que podem causar reducéo no ganho de peso, afetar
a reabsorc¢do intestinal de nutrientes, reduzir a fertilidade das aves e até levar a morte, sendo
frequentemente observados em amostras fecais (OLIVEIRA et al., 2017).

Nesse contexto, o presente estudo identifica trés Isospora spp. previamente registradas
de S. similis, a partir de amostras fecais de trinca-ferros mantidos em gaiolas por criadores no
entorno do PNI, registrando novas localidades e destacando a possibilidade de transmissdes
ocasionais ou mesmo epizodticas em populacBes de S. similis e outros Saltator spp. de vida
livre no PNI. Adicionalmente, este estudo fornece uma identificacdo genotipica preliminar
destes trés Isospora spp. via sequenciamento do gene mitocondrial COl.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1. Coleta de amostras

Amostras fecais foram coletadas de oito espécimes de S. similis mantidos isolados em
gaiolas de cinco diferentes locais de criadores de trinca-ferros localizados proximos do PNI
(22°30'S, 44°34'W). O fundo das gaiolas foi previamente coberto com papel absorvente e as
fezes coletadas imediatamente apés a defecacdo. As fezes coletadas foram entéo colocadas em
tubos de centrifuga contendo uma solugéo de dicromato de potéssio 2,5% (K2Cr207) a 1:6 (V/v).
Toda metodologia foi autorizada pela Comissdo de Etica CEUA/UFRRJ protocolos IV-
036/2014, 1B-008/2015 e 1V-6606250616 (ANEXOS).

3.4.2. Analises morfoldgicas

As amostras foram levadas ao Laboratério de Biologia de Coccidios (LABICOC) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente (25°C) por 10 dias ou até ~70% dos oocistos estarem esporulados. Os
oocistos foram isolados por flutuacdo em solucdo saturada de agucar (densidade de 1,20) pelo
método de Sheather e examinados microscopicamente usando a técnica descrita por Duszynski
e Wilber (1997) e Berto et al. (2014). As observacdes morfoldgicas, desenhos, fotomicrografias
e medidas foram feitas usando um microscopio binocular Olympus BX (Olympus Optical,
Téquio, Japdo) acoplado a uma camera digital Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia). Os
desenhos foram desenvolvidos usando os programas de editoracdo grafica Corel DRAW® e
Corel PHOTO-PAINT (Corel Draw Graphics Suite, Versdo 2020, Corel Corporation, Canadd).
Todas as medic¢des foram feitas em micrometros e sdao dadas como a amplitude de medidas
seguida pela média entre parénteses. A regressao linear foi utilizada para determinar a
distribuicdo dos oocistos utilizando métodos propostos por Norton & Joyner (1981) e,
posteriormente, modificados por Berto et al. (2014). Os graficos e o coeficiente de reta de
regressao foram obtidos por meio do software Microsoft Excel 2013® (Microsoft, Redmond,
Washington).

3.4.3. Analises moleculares

Um oocisto individual de cada amostra fecal de S. similis foi isolado a partir de diluigdes
seriadas dos oocistos em gotas em uma lamina de microscépio usando uma micropipeta estéril.
Este oocisto isolado foi ressuspenso em PBS e lavado por centrifugacgéo até que o sobrenadante
se tornasse claro (DOLNIK et al., 2009). O DNA foi extraido dos oocistos purificados usando
0 Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Sdo Paulo, Brasil) de acordo com as instrucoes
do fabricante. A fim de lisar completamente o oocisto, quatro ciclos de congelamento-
descongelamento foram aplicados antes da extragcdo de DNA. A amplificagdo por PCR para o
gene COI foi realizada por meio de um nested PCR, conforme descrito anteriormente por
Dolnik et al. (2009) e Yang et al. (2015). Os iniciadores externos COIbF1 (5'-GWT CAT TAG
TAT GGG CAC ATC A-3') e COIbR1 (5'-CCA AGA GAT AAT ACR AAR TGG AA-3)
produziram um produto de PCR de 302 pb de tamanho. Os iniciadores internos COIbF2 (5'-
GGG CAC ATC ATATGA TGA C-3) e COIbR2 (5-ATA GTATGT ATC ATG TAR WGC
AA-3") produziram um amplicon de 257 pb de tamanho. A reacdo de PCR continha 12,5uL de
GoTag® G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega Labs) (1X), 0,25uL de cada Primer
(0,2uM), 9uL de Nuclease Free Water, 3uL de DNA (para reagdo primaria) ou 3ul de produto
de PCR primério (para a reacdo secundaria). Tanto a PCR priméria quanto a secundéria foram
conduzidas usando as mesmas condicdes de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por 5 min, seguido por
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35 ciclos de 94°C por 30 s, 47°C por 45 s e 72°C por 1 min e uma extensao final de 72°C por
5 min. Os amplicons da segunda rodada de PCR foram purificados usando o Qiagen MinElute
PCR Purification (Qiagen, S&o Paulo, Brasil).

3.4.4. Analises de sequéncias de DNA

Todos os produtos de PCR foram sequenciados usando os primers direto e reverso de
PCR da Ludwig Biotechnology, onde um analisador genéetico ABI-Prism 3500 (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia) foi usado para o sequenciamento de Sanger. Os resultados
das reacdes de sequenciamento foram analisados e editados no programa Chromas 2.6. As
sequéncias foram comparadas com outros parasitas coccidios disponiveis no banco de dados do
GenBank usando a Ferramenta de Busca de Alinhamento Local Basico (BLAST). Arvores
filogenéticas foram construidas para espécies de coccidios nas sequéncias COI alinhadas com
isolados adicionais do GenBank. Analises de distancia e filogenias foram realizadas usando o
programa de computador MEGA X (KUMAR et al., 2018). Resumidamente, os arquivos de
cromatograma de sequenciamento de Sanger foram importados para MEGA X e as sequéncias
de nucleotideos de cada regido génica foram curadas, analisadas e alinhadas com sequéncias de
referéncia do GenBank usando Clustal W (http://www.clustalw.genome.jp). Arvores de
“Maximum likelihood” (ML) e “Neighbor-Joining” (NJ) foram construidas e as distancias
foram calculadas usando o método Tamura-Nei com base na selecdo de modelos usando
“ModelTest” no MEGA X. As analises de “bootstrap” foram conduzidas usando 1.000 réplicas
para avaliar a confiabilidade da arvore.
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3.5 RESULTADOS

Oito espécies de S. similis foram examinados e sete deles (88%) estavam positivos para
coccidios. Trés morfotipos distintos foram observados e morfologicamente identificados como
I. saltatori, I. trincaferri e I. similisi. As morfologias desses oocistos sdo especificamente
relatadas abaixo:

3.5.1 Isospora saltatori (BERTO et al, 2008)

Hospedeiro: Saltator similis (D'ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) (Aves:
Passeriformes: Thraupidae: Saltatorinae) saltador de asas verdes.

Localidade: Cinco criacdes de trinca-ferros no entorno do PNI (22°30'S, 44°34'W),
Sudeste do Brasil.

Espécimes representativos: As fotomicrografias estdo depositadas e disponiveis na
Colecdo de Parasitologia do Laboratdrio de Biologia de Coccidios, da UFRRJ, sob o repositorio
nimero 116/2021 (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html). Fotografias dos espécimes
hospedeiros estdo depositados na mesma colecéo.

Local de infec¢do: Desconhecido; oocistos recuperados das fezes. Prevaléncia: 75%
(6/8). Sequéncia de DNA representativa: As sequéncias COIl representativas foram depositadas
no banco de dados do GenBank sob o nimero de acesso OK631535.

a) Morfologia

Oocistos (n= 56) subesféricos, 16-21 x 16-20 (18,7 x 18,0); indice morfométrico 1,0
1,1 (1,04). Parede bicamada, 1,1-1,7 (1,4) de espessura, camada externa lisa, cerca de 2/3 da
espessura total. Micrdpila, residuo de oocisto e granulo polar ausentes. Esporocistos (n= 56)
ovoides a elipséides, 12-15 x 7-10 (13,6 x 8,5); indice morfométrico 1,4-1,8 (1,61). Corpo de
Stieda presente, achatado em forma de meia-lua, 0,4-0,6 x 1,2-1,6 (0,5 x 1,4); corpo de sub-
Stieda presente, arredondado, 0,8-1,2 x 1,6-1,8 (1,0 x 1,7); corpo parastieda ausente; residuo
de esporocisto presente, composto por granulos de diferentes tamanhos ligeiramente agrupados,
mas também dispersos entre 0s esporozoitos. Esporozoitos com corpo refréatil posterior robusto,
mas nucleo indiscernivel (Figura 20).
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Figura 20. Desenho (A) e fotomicrografias (B—E) de oocistos esporulados de Isospora saltatori
de trinca-ferros Saltator similis. Destaques: Camadas interna (il) e externa (ol) da parede
do oocisto; Corpos de Stieda (sb) e sub-Stieda (ssb); residuo de esporocisto (sr); e corpo
refratil posterior (prb). Escala: 10 um. Fonte: Maronezi et al., 2022.

3.5.2 Isospora trincaferri (BERTO et al, 2008)

Hospedeiro: Saltator similis (D'ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) (Aves:
Passeriformes: Thraupidae: Saltatorinae) saltador de asas verdes.

Localidade: Cinco criacdes de trinca-ferros no entorno do PNI (22°30'S, 44°34'W),
Sudeste do Brasil.

Espécimes representativos: As fotomicrografias estdo depositadas e disponiveis na
Colecdo de Parasitologia do Laboratdrio de Biologia de Coccidios, da UFRRJ, sob o repositorio
namero 117/2021 (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html). Fotografias dos espécimes
hospedeiros estdo depositados na mesma colecéo.

Local de infec¢do: Desconhecido; oocistos recuperados das fezes. Prevaléncia: 38%
(3/8). Sequéncia de DNA representativa: As sequéncias COIl representativas foram depositadas
no banco de dados do GenBank sob o nimero de acesso OK631536.

a) Morfologia

Oocistos (n= 44) subesféricos a ovoides, 20-26 x 19-24 (21,4 x 19,8); indice
morfométrico 1,0-1,2 (1,08). Parede bicamada, 1,2-1,8 (1,6) de espessura, camada externa lisa,
cerca de 2/3 da espessura total. Micrdpila discreta, sendo observada discretamente em apenas
alguns oocistos. Residuo de oocisto ausente, mas 1-2 (geralmente apenas 1) granulos polares
estdo presentes. Esporocistos (n = 44) ovoides a elipsdides, 14-19 x 8-12 (15,6 x 9,7); indice
morfométrico 1,4-1,9 (1,61). Corpo de Stieda presente, em forma de botdo ou forma de bolha,
1,1-1,4 x 2,0-2,8 (1,3 x 2,3); corpo de sub-Stieda presente, arredondado a trapezoidal, 1,8-2,5
x 3,0-3,6 (2,1 x 3,4); corpo parastieda ausente; residuo de esporocisto presente, geralmente
como um corpo distintamente subesferoidal a elipsoidal consistindo de numerosos granulos
pequenos que parecem ser delimitados por membrana, 5,3-7,4 x 4,7-53 (5,9 x 5)0).
Esporozoitos vermiformes, com corpos refrateis posterior e anterior e nucleo localizado
centralmente (Figura 21).
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Figura 21. Desenho (A) e fotomicrografias (B-E) de oocistos esporulados de Isospora
trincaferri de trinca-ferros Saltator similis. Destaques: Camadas interna (il) e externa (ol)
da parede do oocisto; micropila (m); nacleo (n); granulo polar (pg); Corpos de Stieda (sb)
e sub-Stieda (ssb); residuo de esporocisto (sr); corpos refrateis anterior (arb) e posterior
(prb). Escala: 10 um. Fonte: Maronezi et al., 2022.

3.5.3 Isospora similisi (COELHO et al, 2013)

Hospedeiro: Saltator similis (D'ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) (Aves:
Passeriformes: Thraupidae: Saltatorinae) trinca-ferro.

Localidade: Cinco criagdes de trinca-ferros no entorno do PNI (22°30'S, 44°34'W),
Sudeste do Brasil.

Espécimes representativos: As fotomicrografias estdo depositadas e disponiveis
(http://rd.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Cole¢do de Parasitologia do Laboratdrio de Biologia
de Coccidios, da UFRRJ, sob o repositdrio nimero 118/2021. Fotografias dos espécimes
hospedeiros estdo depositados na mesma colecéo.

Local de infeccdo: Desconhecido; oocistos recuperados das fezes. Prevaléncia: 38%
(3/8). Sequéncia de DNA representativa: As sequéncias COI representativas foram depositadas
no banco de dados do GenBank sob o nimero de acesso OK631537.

a) Morfologia

Oocistos (n= 48) subesféricos, 20-26 x 19-24 (23,3 x 22,0); indice morfométrico 1,0
1,1 (1,06). Parede bicamada, 1,4-1,8 (1,7) de espessura, camada externa lisa, cerca de 2/3 da
espessura total. Micropila e residuo de oocisto estdo ausentes, mas granulos polares semelhantes
a lascas ou virgulas estdo presentes. Esporocistos (n= 48) ovoides a levemente piriformes, 15—
18 x 10-12 (16,6 x 11,0); indice morfométrico 1,4-1,7 (1,51). Corpo de Stieda presente, em
forma de meia-lua a forma de botéo, 0,7-1,6 x 2,1-2,7 (1,0 x 2,4); corpo de sub-Stieda presente,
arredondado a trapezoidal, 2,3-3,4 x 3,3-4,8 (2,7 x 4,1), raramente com varia¢6es de densidade
assemelhando-se a um corpo de sub-Stieda compartimentado; corpo parastieda ausente; residuo
de esporocisto presente, composto por esferulas de diferentes tamanhos. Esporozoitos
vermiformes, com corpo refréatil posterior e ntcleo localizado centralmente (Figura 22).
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Figura 22. Desenho (A) e fotomicrografias (B—E) de oocistos esporulados de Isospora similisi
de trinca-ferros Saltator similis. Destaques: Camadas interna (il) e externa (ol) da parede
do oocisto; granulos polares (pg); Corpos de Stieda (sb) e sub-Stieda (ssh); residuo de
esporocisto (sr); corpo refratil posterior (prb). Escala: 10 um. Fonte: Maronezi et al., 2022,

3.5.4 Andlise filogenética

A amplificagdo do DNA do oocisto de I. saltatori, 1. trincaferri e I. similisi mostrou
bandas claras de cerca de 250 pb. A analise filogenética incluiu 31 sequéncias para Isospora
spp. disponiveis no GenBank (Figura 23). Toxoplasma gondii (NICOLLE & MANCEAUX,
1908) foi usado como grupo externo. As trés Isospora spp. do presente estudo apresentaram
sequéncias COI diferentes entre si: I. saltatori foi 91% semelhante com I. trincaferri e 93%
com I. similisi; e I. trincaferri foi 97% semelhante a I. similisi. Estas Isospora spp. de S. similis
ficaram separadas umas das outras na analise filogenética, em clados contendo Isospora spp.
de passaros neotropicais, mas também de passaros do Velho Mundo e da Oceania. Isospora
trincaferri e 1. similisi tém as maiores semelhancas de 97% com Isospora serinuse (YANG et
al, 2015) e Serinus canaria (LINNAEUS, 1758); enquanto I. saltatori apresentou a maior
similaridade de 94% com Isospora manorinae (YANG et al, 2016) da mineradora Manorina
flavigula (GOULD, 1840).

31



Isospora serinuse (KR477879) - Serinus canaria (Passeri: Fringillidae)
71898 sospora serinuse (KX276860) - Seninus canaria (Passeri: Fringillidae)
Isospora trincaferri (OK631536) - Saltator similis (Passeri: Thraupidae)
Isospora oliveirai (MT276845)- Schiffornis virescens (Tyranni: Tityridae)
Isospora sp. isolate ParMa11 PT (MK573833) Parus major (Passeri: Passerida: Paridae)
Isospora sp. isolate TurMe1 PT (MK573835) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)
Isospora parnaitatiaiensis (MT233551) - Pyriglena leucoptera (Passeri: Thamnophilidae)
Isospora sp. JRB-2016 (KT203397) - Garrulax chinensis (Passeri: Timaliidae)
Isospora lugensae (MW303519) - Lugensa (! i
Isospora similisi (OK631537) - Saltator similis (Passeri: Thraupidae)
Isospora sp. isolate 57MG TYM (MHB98555) - Myodes glareolus 'pseudoparasite’ (Rodentia: Cricetidae)
Isospora lesouefi (HQ221885) - Xanthomyza phrygia (Passeri: Meliphagidae)
Isospora sp. isolate TroTr1 PT (MK573836) - (Passeni: Ti
Isospora sp. EriRu1 PT (MK573838) - Erithacus rubecula (Passeri: Muscicapidae)
Isospora sp. isolate TurPh1 JT (MK573832) - Turdus philomelos (Passeri: Turdidae)
Isospora sp. isolate TurMe1 L (MK573843) - Turdus merula (Passeri: Turdidae)
Isospora anthochaerae (KF766054) - (Passeri:
Isospora (MW423631) - iae (Passeri:
Isospora saltatori (OK631535) - Saltator similis (Passeri: Thraupidae)
Isospora manorinae (KT224377) - Manorina flavigula (Passeri: Meliphagidae)
ko[~ /sospora sp. JCI-2015 isolate ISC1 (KP688306) - Sylvia conspicillata (Passeri: Sylviidae)
Isospora sp. JCI-2015 isolate ISC10 (KP688312) - Sylvia conspiciliata (Passeri: Sylviidae)
Isospora coerebae (OK194672) - Coereba flaveola (Passeri: Thraupidae)
i i (Passeri: Ti

Isospora -
Isospora massardi (MN602625) - Turdus albicollis {Passeri: Turdidae)
Isospora sporophilae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeri: Thraupidae)
Isospora sagittulae (MF981004) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora lopesi (MF438267) - i (Tyranni: T
Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga spp. (Tyranni: Conopophagidae)
Isospora sp. ISATS (FJ269361) - Sylvia atricapilla (Passeri: Sylviidae)
{ E/sospcm sp. ISAT2 (FJ269358) - Sylvia atricapilla (Passeri: Sylviidae)
Isospora hypoleucae (FJ269363) - Ficedula hypoleuca (Passeri: Muscicapidae)

Isospora striata (MW582619) - Dendrocincla turdina (Tyranni: Dendrocolaptidae)
(Tyranni: i

Isospora feroxis (MT563402) -

gondii (KM657810)

Figura 23. Arvore de "Maximum likelihood" estimada a partir das sequéncias COIl. Os nimeros
nos nds representam o suporte de “bootstrap” (1.000 réplicas; somente valores > 50%
mostrados) para “Neighbor-Joining” e “Maximum Likelihood”, respectivamente. A escala
representa 0 nimero de substituicbes de nucleotideos por sitio. Fonte: Maronezi et al.,

2022.
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3.6 DISCUSSAO

As trés Isospora spp. relatadas no presente estudo foram compativeis em todas as
caracteristicas morfolégicas com suas respectivas descricbes originais, apesar da grande
variagdo morfométrica observada nos oocistos das amostras deste estudo, bem como na
comparagdo com a morfometria das descri¢des originais e/ou anteriores (Tabela 1).

Isospora saltatori apresentou a menor amplitude morfométrica e a maior similaridade
com relatos anteriores. No entanto, vale ressaltar que, em Barreto et al. (2020), oocistos
morfologicamente identificaveis como |. saltatori, obtidos de trinca-ferros de um centro de
reabilitacdo no sudeste do Brasil, foram descritos como Isospora ferri (BARRETO et al., 2020).
As medidas e fotomicrografias apresentadas neste trabalho séo totalmente compativeis com I.
saltatori, principalmente devido aos robustos corpos refrateis posteriores dos esporozoitos, que
sdo tipicos da espécie. Além disso, esses autores ndo detalharam as diferengas que justificariam
uma nova espécie e ndo apresentaram um desenho.

Isospora trincaferri é a espécie com mais relatos desde sua descricéo original, incluindo
mais de um hospedeiro: O tempera-viola S. maximus. Entretanto, mesmo antes da descricéo
original desta espécie, seus oocistos ja haviam sido observados, uma vez que o relato de I.
vanriperorum € indicado neste estudo como um erro de identificacdo. A fotomicrografia e o
desenho apresentados em Lopes et al. (2007) sdo morfologicamente compativeis com 1.
trincaferri e, principalmente, a identificacdo de I. vanriperorum de S. similis no Brasil é
bastante improvavel por duas razdes: (1) I. vanriperorum foi descrita de Cardinalis cardinalis
Linnaeus nos EUA, portanto este coccidio é registrado na familia hospedeira Cardinalidae, que
é distinta da familia Thraupidae (Saltatorinae) (vale ressaltar que S. similis foi classificado como
Cardinalidae em 2007); e (2) C. cardinalis tem distribuicdo geografica restrita a América do
Norte em contraste com Saltator spp. que sdo estritamente neotropicais, portanto, as
transmissdes de C. cardinalis para S. similis sdo improvaveis, mesmo considerando introducdes
por trafico ilegal ou para criacdo comercial legalizada.

A morfometria de I. trincaferri teve ampla variacdo, ndo s6 observando os oocistos das
amostras deste estudo, mas também em relacdo as medidas dos demais estudos (Tabela 1). Esta
ampla gama de medidas deve ser um fator inerente & espécie de coccidios, mas também pode
resultar de fatores ambientais associados ao estresse, imunossupressdo, etc. (BERTO &
LOPES, 2020). De fato, a maioria dos relatos de coccidios de S. similis foram feitos de aves de
gaiola e/ou aves recentemente recuperadas do tréafico ilegal, portanto aves submetidas a fatores
ambientais que sabidamente influenciam na morfologia dos oocistos (BERTO & LOPES,
2020). Ressalta-se também que certos antibidticos e/ou medicamentos coccidiostaticos
frequentemente utilizados pelos criadores de aves interferem no processo de esporogonia,
resultando na formagédo de oocistos morfologicamente e morfometricamente alterados e/ou
mutantes (LI et al., 2010). Nesse contexto, Barreto et al. (2020) identificaram erroneamente 1.
trincaferri e descreveram uma nova espécie, . beagai, a partir de oocistos potencialmente
alterados, mas que sao identificaveis como I. trincaferri pelas fotomicrografias apresentadas.
Dentre essas fotomicrografias observa-se um oocisto mutante com apenas um esporocisto, que
€ uma mutacdo comumente associada a aves tratadas com certas drogas e que também pode ter
sido a causa das maiores medidas de oocistos por Barreto et al. (2020) (Tabela 1).
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Tabela 1. Morfologia comparativa de Isospora spp. registradas de Saltator spp. (Passeriformes: Thraupidae: Saltatorinae).

Qocisto Esporocisto
Espécies Hospedeiro Referncia Tamanho indice Granulo P Tamanho indice Corpo de Corpo de .
Forma (um) morfométrico polar Parede Micropila Forma (um) morfométrico Stieda sub-Stieda Residuo
Isoistpcl)ira Saltator McQuistion 20-21 x 12-17 x aglomerado
prylt & subes- 17-20 lisa, . 8-11 1,3-1,7 pequeno, amorfo de
McQuistion, grossus - 1,0-1,2 (1,07) ausente ausente ovoide L ausente A
Capparella (Linnaeus) Capparella férico (20,1 x (1,5) (14,7 x 1,57) mamiliforme granulos,
1992 ' (1992) 18,8) 9,4) 4,0-5,0
triangular  grande, quase
Isospora McQuistion 21-27 x 1417 x ou conica esferoide,
formarum Saltator & subes- 2025 lisa 10-13 pequeno grande, composto de
McQuistion, grossus Capparella férico (24,6 x 1,0-1,1 (1,05) ausente (1.5) ausente ovoide (157 12-15(1,4) mamiliforme com gr.anulos
Capparella, (Linnaeus) (1992) 23,5) 11.3) borda finose
1992 ’ ' inferior uniformes,
irregular (7,0
Isospora S:i‘:;?lti‘;r 17-20 x lisa, 12-15 x bequeno bequeno
saltatori d'Orbigny Bertoetal. sgb_es- 16-20 1,0-1,1(1,0) ausente 10- ausente ovoide 810 1,4-1,7 (1,5) achatado, (0,7 x massa de
Berto et al, & (2008) férico (18,3 x 1,2 (13,4 x (05x15) 18) granulos
2008 17,9) 1,1) 8,9) ' ' '
Lafresnaye
16-22 x . 12-20 x prominen
S. similis Sagi)tgoe)g steJElecso 15-22 10-12(1.0) ausente (Illsg) ausente ovoide 7-11(14 1,3-25(1,6) acgaiag%) te, (2,0 x difuso
' (20 x 18) ' x 8) ' ' 3,0)
16-21 x lisa, 12-15 x achatadoa - artedonda  granuios
- presente subes- 16-20 1,1- ovoide a 7-10 14-18 - ' ligeiramente
S. similis - 1,0-1,1 (1,04) ausente ausente L meia-lua, 0,4- 1,2 x1,6-
estudo férico (18,7 x 1,7 elipsoide (13,6 x (1,61) 06x12-16 18(L0x agrupados e
18,0) 1.4 8,5) ’ i 8 (L, dispersos
’ ' ’ (05x1,4) 17)
Isospora 19-26 x 14-20 x mal
trincaferri - Lopesetal.  subesféri 18-26 present . . 8-13 . . . centrado e
Berto et al, S. similis (2007)2 o (231 x (1,04) el lisa ausente ovoide (16,3 x (1,53) prominente dlsceelrnlv granulado
2008 22,4) 10,8)
subesféri 24-29 x lisa, 17-18 x forma de grande e
S Berto et al. 22-25 present 1,0- L 10-13 prominen granulos
S. similis (2008) elicc;ée}de (26,2 x 1,0-1,2(1,1) el 13 ausente ovoide (175 1,3-1,6 (1,5) bolhg,7()1,7 X te, (2.8 x dispersos
P 23,6) 1,2) 11,5) ' 42)
. 2427 % 17-20 x grande e A
r?]il)fﬁntwct)lrs Lopes et al. Sulggsgerl 23-26 1,0-1,1 (1,04) present lisa, ausente ovoide 10-12 L& boflc;lram?ldg X arredonda digrae?:(!gsou
Miiller (2013) elipsoide (25,0 x T e 1-2 1,2) (18,4 x (1,62) 2’5) ' do, (2,5 x agprupados
24,0) 11,4) ' 3,5)
Continua...
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Continuacdo da Tabela 1.

Oocisto Esporocisto
Espécies Hospedeiro Referncia Forma Tamanho Indice ) Granulo Pare Micrépila Forma Tamanho indice ) Cor_po de Corpq de Residuo
(um) morfométrico polar de (um) morfométrico Stieda sub-Stieda
Saltator subesféri 2427 . 1720 forma de grande e granulos
maximus Lopes et al. coa 23-26 1,0-1,1 (1,04) presente, lisa, ausente ovoide 10-12 Le-L7 bolha, (1,5 x arredonda dispersos ou
Miller (2013) elipsoide (250 S 12 (1.2) (184 x (1.62) 2’5) ' do, (25 % agrupados
24,0) 11,4) ' 3,5)
17-32 x 12-23 x forma de
S. similis S?E;eggoe)g ovoide (12?35 Ei 1,0-1,5(1,1)  presente (“158) ausente ovéide (f&%i 1,2-2,2 (1,5) ;:g:)alhz’)rg% re;:tigdo compacto
25,0) 11,0) x 3,0)
arredonda %‘igﬁﬁ?gss
subesféri ~ 20-26 x presente, lisa, 14-19 x b fE)rma de doa . delimitados
. . . otdo a bolha,  trapezoid
S, similis presente coa 19-24 1,0-1,2 (1,08) 1-2 12— inconspicu  ovoide a 8-12 14-19 11-14x al 18- por
estudo elipsdide (21,4 x oA (usualme 18 a elipséide (15,6 x (1,61) 2 07’2 8 '(1 3x 2 5’x 3 0 membrana,
a ovoide 19,8) nt1) 1,6) 9,7) ' 2 3 ! ' 4 5,3-7,4 x
3) 3,6 (2,1x
3.4) 4,753 (5,9
' x 5,0)
presente,
Isospora 26-29 x granulos lisa, elipsdide  15-19 x forma de A
similisi s.similis  Coelhoet subestéri 2428 0oy semelhan 11 ou 113 o qa  bOWO (LAx g(rzarédf' gt':r?]‘;'rfﬁo‘;e
Coelho et ’ al. (2013) co (27,5 x oA tesa 1,3 levement (17,4 x i 2,6) 4’5) diferentes
al, 2013 25,9) lascasou  (1,2) e ovoide 12,2) '
virgulas
arredonda
doa
presente, forma de trapezoid
20-26 x granulos  lisa, ovoidea  15-18 x meia-lua a al, as esferas de
- presente subesfeéri 19-24 semelhan 14— levement 10-12 14-1,7 forma de vezes
S. similis estudo co @33x DOLIQA0B) T g ausente e (16,6 x (151)  boto, 0,716 heterogén fﬁ?‘a”ht"s
22,0) lascasou  (1,7) piriforme 11,0) x21-2,7(1,0 eo,2,3- terentes
virgulas x 2,4) 3,4 x3,3-
4,8 (2,7 x
4,1)

!Originalmente identificada como Isospora ferri Barreto, Vilela, Houri, Lara, Torres, Silva, Castro-Filho, Costa & Martins, 2020; 2Originalmente identificada como Isospora
vanriperorum (LEVINE, 1982); *Originalmente identificada como Isospora beagai Barreto, Vilela, Houri, Lara, Torres, Silva, Castro-Filho, Costa & Martins, 2020.
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Os oocistos de 1. similisi identificados nas amostras deste estudo apresentavam todas as
caracteristicas da descri¢cdo original de Coelho et al. (2013), que sdo bastante tipicos,
principalmente em relacdo a granulos polares do tipo lasca ou virgula. No entanto, eles eram
menores que o0s da descricdo original, confirmando as afirmac6es de Berto e Lopes (2020), de
que quanto mais estressadas/imunossuprimidas as aves hospedeiras estiverem, hd uma
tendéncia de seus oocistos serem eliminados em maior numero e tamanho. Considerando que
0s oocistos na descricdo de Coelho et al. (2013) foram provenientes de trinca-ferros
recentemente recuperados do trafico ilegal, conclui-se que deveriam estar mais
estressados/imunossuprimidos liberando mais e maiores oocistos em comparagdo com 0S
obtidos dos criadores de trinca-ferros deste estudo, que apesar de estarem em gaiolas, foram
mais bem tratados do que os sujeitos ao comercio ilegal.

Sob outro ponto de vista, apesar das amplas gamas de medidas de oocistos das trés
espécies identificadas neste estudo, esses coccidios foram uniformes na distribuicdo das
larguras sobre os comprimentos de seus oocistos, que foram avaliados por regressdo linear
obtendo valores de R? (coeficiente de determinacéo) superiores a 0,5 (Figura 24) (BERTO et
al. 2014). Adicionalmente, pode-se inferir que os oocistos e esporocistos de 1. trincaferri e I.
similisi ndo sdo diferenciados por seus tamanhos, pois ha proximidade de suas retas de
regressao, ao contrario dos oocistos e esporocistos de 1. saltatori que sdo menores, portanto, as
retas de regressdo estdo abaixo e a esquerda no grafico da Figura 24. A reta de regressdo menos
inclinada de I. trincaferri também pode ser destacada, que coincide com seus oocistos ovoides,
ou seja, mais longos que os de I. similisi e |. saltatori (Figura 24) (BERTO et al. 2014).

Algumas caracteristicas foram atualizadas e/ou detalhadas nos relatos de I. trincaferri e
. similisi no presente estudo, que ndo foram mencionadas em estudos anteriores devido a falha
de observacdo ou ao menor nimero de oocistos observados. Destaca-se na descricdo de |I.
trincaferri a inclusdo de uma micropila inconspicua em alguns oocistos e, em 1. similisi, a
observagdo de oocistos com corpos sub-Stieda heterogéneos, ou seja, com densidades
diferentes, assemelhando-se a um corpo de sub-Stieda compartimentado. Essas inclusdes ndo
sdo essenciais para a identificacdo dessas espécies, mas fornecem mais detalhes para suas
descricdes.

36



25 T

1 y = 0.686X + 5.195
— R2=0.71
il y = 0.7942x + 3.1433
15 1 R2=0.78
10 1+ y = 0.5422x + 1.2782
1 R?=0.59
1 y = 0.5587x + 0.8836
R?=0.46
5 e e B B e o e B S BB S B m |
10 15 20 25 30

Figura 24 RegressOes lineares comparativas de oocistos (acima) e esporocistos (abaixo) de
Isospora saltatori (preto), Isospora trincaferri (cinza escuro) e Isospora similisi (cinza
claro) recuperados de trinca-ferros Saltator similis. Fonte: Maronezi et al., 2022.

Isospora pityli e I. formarum McQuistion, Capparella, 1992 foram descritos de bicos-
encarnados S. grossus a leste (cis-andina) e oeste (trans-andina) da Cordilheira dos Andes no
Equador (MCQUISTION; CAPPARELLA, 1992). Saltator similis ndo é simpatrico com S.
grossus, tornando improvavel a transmissdo direta de coccidios entre esses Saltatorinae, embora
0 tempera-viola S. maximus tenha uma ampla distribuicdo geografica no Brasil central e seja
simpatrico com S. similise S. grossus (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2022). Esta informacao
é relevante, pois I. pityli é semelhante a I. saltatori, assim como I. formarum ¢é semelhante a I.
similisi, e desde que a recente classificacdo de passeriformes reclassificou Pitylus grossus
(Linnaeus) (sinonimia de S. grossus e anteriormente classificado na familia Emberizidae) no
género Saltator e a subfamilia Saltatorinae na familia Thraupidae foi estabelecida (PACHECO
et al., 2021), essas espécies de coccidios de S. grossus foram aproximadas aos coccidios de S.
similis. Com excec¢do de alguns detalhes morfoldgicos, como os granulos polares em forma de
lasca ou em forma de virgula de I. similisi e a presenca de sub-Stieda em |I. saltatori, essas
especies sdo morfoldgicas e morfometricamente compativeis (Tabela 1). Assim, I. saltatori se
tornaria sinonimia janior de I. pityli e I. similisi uma sinonimia junior de I. formarum. No
entanto, devido a alopatria entre S. similis e S. grossus, essas pequenas diferencas morfoldgicas
dos oocistos e o fato de I. saltatori e I. similisi terem sido identificados apenas de S. similis até
agora, tornam o estabelecimento de I. saltatori e I. similisi como sinonimias de I. pityli e I.
formarum precoce e imprudente, pelo menos com os dados atualmente disponiveis.
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O sequenciamento das trés Isospora spp. do presente estudo foi adequado para a
identificacdo e diferenciacdo molecular entre elas e as demais Isospora spp. previamente
sequenciadas e depositadas no GenBank para esta mesma regido génica do COIl. A anélise
filogenética, por sua vez, ndo foi conclusiva na determinacdo de grupos monofiléticos
associados a hospedeiros, regides zoogeograficas, tipos morfoldgicos, etc. como j& observado
por outros autores (OLIVEIRA et al. 2021). De fato, essa regido génica de ~250pb do gene COI
é facilmente amplificada a partir de oocistos individuais e, portanto, frequentemente utilizada
desde o estudo pioneiro de Dolnik et al. (2009), além de ser indicado como o gene do “Cdédigo
de Barras da Vida” (OGEDENGBE et al. 2011); entretanto, quanto mais Isospora spp. séo
sequenciadas para esta regido génica, mais sua inadequacao para conclusdes filogenéticas é
observada. De qualquer forma, a analise filogenética para estes Isospora spp. é apresentada
neste estudo para apoiar essas conclusdes e, possivelmente, orientar a futura escolha de outras
regides génicas para o estudo filogenético de Isospora spp. de passeriformes.

A criacdo de trinca-ferro proximo a Unidade de Conservacdo do PNI é uma atividade
perigosa do ponto de vista ambiental, pois seus coccidios parasitas podem ser transmitidos para
S. similis e outros Saltator spp. suscetiveis no Parque. A transmissdo para outros Saltator spp.
seria possivel de acordo com o relato de 1. trincaferri de S. maximus; além disso, devido ao
conceito amplamente aceito de especificidade em nivel de familia hospedeira (DUSZYNSKI
& WILBER, 1997; BERTO et al. 2011), outros traupideos, além de Saltator spp., também
podem ser suscetiveis. Além disso, como em aves de gaiola a densidade de coccidios é
potencialmente maior do que em aves na natureza, transmissdes subsequentes de um nimero
maior de oocistos do cativeiro para a natureza poderiam aumentar a populacdo componente de
oocistos em determinadas localidades e, consequentemente, aumentar a suprapopulacéo de
coccidios no PNI, o que pode levar a epizootias de coccidiose dependendo da espécie e
imunidade dos passaros (BUSH et al. 1997; BERTO & LOPES, 2020).

Nesse contexto, existem 18 Saltator spp., todas Neotropicais, das quais 9 ocorrem no
Brasil (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2022). No PNI sdo observadas trés espécies: (1) o
trinca-ferro S. similis; (2) o bico-grosso S. maxillosus e (3) o bico-de-pimenta S. fuliginosus
(RIBENBOIM, 2017). Dessas trés espécies, S. similis € mais comumente observada na Parte
Alta do PNI, mas também na Parte Baixa e no entorno do Parque; portanto, é a espécie mais
suscetivel a se aproximar e se infectar em cativeiros no entorno do PNI (MAIA-GOUVEA et
al., 2005; RIBENBOIM, 2017). Saltator fuliginosus e S. maxillosus sdo, respectivamente,
pouco vistos e dificeis de observar no PNI (MAIA-GOUVEA et al., 2005; RIBENBOIM,
2017). Nesse sentido, S. fuliginosus e S. maxillosus, que s&o mais restritos no PNI, possuem
alta dependéncia florestal (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2022) e sdo potencialmente
suscetiveis as Isospora spp. de S. similis, sdo provavelmente as espécies mais ameacadas a essa
possivel transmissao e dispersdo de coccidios de S. similis do cativeiro para o ambiente silvestre
do PNI.
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3.7 CONCLUSAO

Com base nas caracteristicas morfologicas e moleculares descritas neste estudo, as
especies I. saltatori, I. trincaferri e I. similisi foram identificadas em cinco criagdes de Saltator
similis no entorno do Parque Nacional do Itatiaia. A andlise confirmou a consisténcia com as
descricdes originais, apesar das variacdes morfométricas observadas, relacionadas ao manejo e
condigdes ambientais dos cativeiros. Esses achados ressaltam os riscos associados a criagao
dessas aves proximas ao PNI, incluindo a potencial transmissé@o de coccidios para Saltator spp.
silvestres e outros traupideos neotropicais. A introducao de parasitas do cativeiro no ambiente
natural pode levar ao aumento da densidade parasitaria, ampliando as chances de epizootias que
comprometem a salde e a conservacdo das espécies, especialmente as mais restritas e
dependentes do habitat florestal no PNI.
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4. CAPITULO I1

COCCIDIOSE EM TRINCA-FERRO DE VIDA LIVRE (SALTATOR
SIMILIS D'ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA

Capitulo publicado como artigo na Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira. 2024.

MARONEZI, C.; ORTUZAR-FERREIRA, C. N.; ANDRADE, L. A. S.; CARUNCHO, C. M. S.; OLIVEIRA, M.
S.; BERTO, B. P. Reporto of coccidiosis in a free-living green-winged saltator Saltator similis in Itatiaia National
Park in southeastern Brazil. Pesq, Vet. Bras. 44:e07451, April 2024. DOI: 10.1590/1678-5150-PVB-7451.
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4.1 RESUMO

O trinca-ferro (Saltator similis D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) é um passaro muito
valorizado por criadores de aves e pelo trafico ilegal de animais silvestres. Os cromistas
coccidios sdo agentes etioldgicos da coccidiose, a qual pode ser assintomatica e enzodtica em
populacdes de aves quando as condi¢des ambientais sdo favoraveis, mas surtos epizo6ticos com
doenga grave podem ocorrer como resultado de mudancas ambientais. Nesse contexto, este
artigo relata um caso de coccidiose em um espécime juvenil de vida livre de S. similis capturado
no Parque Nacional de Itatiaia, no sudeste do Brasil. Foram observados sinais clinicos tipicos
de coccidiose, associados a diarreia mucoide esverdeada contendo alta densidade de oocistos.
Trés Isospora spp. foram especificamente identificadas em 14 defecacGes coletadas durante um
periodo de duas horas. Isospora saltatori (BERTO et al, 2008) foi a espécie com maior
densidade e positividade durante a maior parte do periodo de coleta. Por fim, este artigo discute
a importancia da avaliacdo continua da saude das aves como bioindicadores, e de seus
biomarcadores ecoldgicos coccidios, como uma das estratégias para avaliagdo do estado de
conservacao do Parque Nacional de Itatiaia.

Palavras-chave: Trinca-ferro. Saltator similis. Conservacdo. Isosporose. Oocistos. Parque
Nacional do Itatiaia.
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4.2 ABSTRACT

The green-winged saltator (Saltator similis D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837) is a bird
highly valued by bird breeders and targeted by the illegal wildlife trade. Coccidian chromists
are etiological agents of coccidiosis, which can be asymptomatic and enzootic in bird
populations under favorable environmental conditions, but epizootic outbreaks with severe
disease can occur as a result of environmental changes. In this context, this article reports a case
of coccidiosis in a free-living juvenile specimen of S. similis captured in the Itatiaia National
Park, southeastern Brazil. Clinical signs typical of coccidiosis were observed, including
greenish mucoid diarrhea containing a high density of oocysts. Three Isospora spp. were
specifically identified in 14 droppings collected over a two-hour period. Isospora saltatori
(BERTO et al, 2008) was the species with the highest density and positivity during most of the
collection period. Finally, this article discusses the importance of continuous health assessment
of birds as bioindicators, and their ecological biomarkers (coccidians), as one of the strategies
for assessing the conservation status of the Itatiaia National Park.

Keywords: Green-winged saltator. Saltator similis. Conservation. Isosporiasis. Oocysts.
Itatiaia National Park.
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4.3 INTRODUCAO

Coccidiose € uma das doencas parasitarias mais comuns que afetam animais domésticos
e silvestres. E uma doenca cosmopolita e prevalente em diversos ecossistemas ou sistemas de
producdo animal, sendo relatada em uma ampla gama de hospedeiros de todos os grupos de
vertebrados (DUSZYNSKI, 2021).

Os coccidios, os agentes etiologicos da coccidiose, sdo cromistas parasitas intracelulares
obrigatorios que podem causar intenso parasitismo intestinal (e possivelmente extraintestinal)
em seus hospedeiros (BOX et al., 1981; RUGGIERO et al., 2015). O principal sinal clinico da
coccidiose € a diarreia, que pode ser acompanhada secundariamente por desidratacéo,
prostracdo e caquexia (ATKINSON et al., 2008).

Nas aves passeriformes, esta doenca é causada principalmente por coccidios do género
Isospora Schneider, 1881, razdo pela qual também é conhecida como isosporose (ATKINSON
etal., 2008; BERTO et al., 2011).

O trinca-ferro (S. similis) é uma ave da ordem Passeriformes, familia Thraupidae e
subfamilia Saltatorinae, que possui ampla distribuicdo geografica nas regides tropicais e
subtropicais do da América do Sul (BIRDLIFE INTERNACIONAL, 2022). Esta espécie possuli
um canto melodioso, sendo por isso muito valorizada pelos criadores de aves e alvo do trafico
ilegal de vida selvagem (LOPES et al., 2013; MARONEZI et al., 2022). Nesse contexto, 0
objetivo deste capitulo foi relatar um caso de coccidiose em um espécime de vida livre de S.
similis capturado no PNI, Unidade de Conservacdo Federal de alta relevancia ecoldgica no
sudeste do Brasil.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Coleta de amostras

De 1° até 3 de julho de 2022 foi realizada uma expedi¢do ao PNI, especificamente ao
longo do 5° km da Travessia Ruy Braga (22°25'39,9"S; 44°37'49,4"W; altitude 1.378m), que é
uma trilha de 21 km que vai da Parte Baixa até a Parte Alta do Parque, com altitude cerca de
1.400m. O objetivo desta expedicdo foi capturar aves silvestres com redes de neblina, avalia-
las, anilha-las e coletar amostras fecais. Apenas um trinca-ferro S. similis foi capturado. Este
espéecime foi anilhado no tarso com um anel de metal numerado 'F61663' fornecido pelo Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Aves Silvestres do Brasil (CEMAVE), fotografado,
medido, avaliado, e suas caracteristicas biométricas (comprimento e massa total), biologicas
(sexo, dados clinicos, muda, teor de gordura acumulada e placa de incubagdo) e ecoldgicos
(presenca de ectoparasitas como carrapatos, piolhos, acaros, etc.), sequindo as orientagdes
propostas por Sousa & Serafini (2020). A ave foi entdo mantida em uma caixa forrada com
papel absorvente por um periodo de 2 horas para a coleta de suas fezes. Apos isto, a ave foi
liberada no mesmo local de sua captura (Figura 25). Cada defecacdo foi colocada
individualmente em um tubo falcon 15ml com solucdo de dicromato de potassio (K2Cr.07) a
2,5% (DOLNIK, 2006).

Figura 25. (1) Espécime de Saltator similis capturado no km 5 da Travessia Ruy Braga do
Parque Nacional de Itatiaia, identificado como juvenil devido a presenca de comissura
labial, despigmentacdo do bico (B) e plumagem bastante opaca com pouca pigmentacao.
O espécime apresentou sinais clinicos tipicos de coccidiose, como (A) penas eri¢adas e (C)
cloaca e penas da cauda manchadas com fezes diarreicas. (D) As amostras foram coletadas
por defecacdo depositadas em papel, (E) continuamente examinadas e substituidas por duas
horas enquanto o espécime era mantido em uma caixa apropriada. Fonte: Maronezi et al.,
2024a.
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4.4.2 Analises laboratoriais

As amostras foram examinadas no LABICOC da UFRRJ. Todas as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente (25 °C) durante sete dias. Os oocistos foram isolados por
flutucdo em solucdo de aclcar de Sheather (densidade especifica: 1,20) e examinados
microscopicamente utilizando a técnica descrita por Duszynski & Wilber (1997) e Berto et al.
(2014). Os oocistos foram quantificados como estimativas do nimero de oocistos por defecacao
(OoPD), contando o namero total de oocistos recuperados de uma defecacdo em Iamina de
microscopio, seguindo as orientacdes de Dolnik (2006). Este nimero de OoPD conferiu com a
densidade do parasita (BUSH et al., 1997). Observacdes morfologicas foram feitas e
fotomicrografias realizadas utilizando um microscopio binocular Olympus BX (Olympus
Optical, Toquio, Japao) equipado com uma camera digital Eurekam 5.0 (BEL Photonics,
Monza, Italia). As figuras foram editadas utilizando dois programas de software (Corel DRAW
e Corel PHOTO-PAINT) da CoreIDRAW® (Corel Draw Graphics Suite, Versao 2020, Corel
Corporation, Canada).
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trinca-ferro (S. similis) capturado neste estudo media 221 mm de comprimento total,
48,6 g de massa, sem placa de incubacdo, sem muda, moderado teor de gordura acumulada e
estava livre de ectoparasitas. Sinais clinicos tipicos de coccidiose foram observados durante
esse processo de avaliacdo, como penas ericadas na cloaca e penas da cauda manchadas com
fezes diarreicas. Adicionalmente, o espécime foi identificado como de sexo indeterminado e
estdgio de vida juvenil com base na observacdo da presenca de comissura labial,
despigmentacdo do bico e plumagem bastante opaca e com pouca pigmentacdo (Figura 25)
(SOUSA & SERAFINI, 2020).

Quatorze amostras fecais (defecacBes) foram obtidas deste espécime juvenil de S. similis
em um breve periodo de 2 horas entre 16h e 18h do primeiro dia de julho de 2022. Todas essas
defecagBes eram de diarreia mucoide esverdeada. Das 14 defecacBes, 13 (93%) testaram
positivo para oocistos de Isospora spp. A densidade parasitaria por defecacdo variou de 3 a
6.500 oocistos, com média de 1.454 oocistos por defecacdo. Oito defeca¢des continham mais
de 100 oocistos, e um total de 20.361 oocistos foram eliminados nessas duas horas de coleta
(14 defecagdes) (Tabela 2).

Tabela 2. Flutuacdo da densidade total e especifica de Isospora spp. durante um periodo de 2h
de defecacdes sequenciais de um trinca-ferro de vida livre com sinais clinicos de coccidiose
no Parque Nacional do Itatiaia Sudeste Brasil.

Oaocisto por defecacdo — OoPD total e densidade especifica

Amostra fecal

Isospora saltatori  Isospora tincaferri Isospora similisi Total
1° 2 0 1 3
2° 2.708 1.250 1.042 5.000
3° 2.826 2.543 1.130 6.500
4° 13 4 13 31
5° 438 984 328 1,750
6° 16 16 20 52
7° 82 14 41 137
8° 0 0 0 0
9° 8 5 10 23
10° 41 51 10 102
11° 2.250 2.000 1.250 5,500
12° 174 348 58 580
13° 274 187 159 620
14° 11 29 23 63
Positividade 13/14 (93%0) 12/14 (86%0) 13/14 (93%) 13/14 (93%0)
Densidade média 632 531 292 1.454
Densidade total 8.843 7.431 4.085 20.361

Trés Isospora spp. foram identificadas especificamente nas defecagdes coletadas do
especime juvenil de S. similis neste estudo. Esta identificacdo baseou-se numa comparacéo
morfolégica com o trabalho recente de Maronezi et al. (2022): I. saltatori, I. trincaferri e I.
similisi (Figuras 26 e 27). A espécie com maior densidade e positividade foi I. saltatori, seguida
por I. trincaferri e I. similisi (Tabela 2). A Figura 27 mostra a variagao destas trés Isospora spp.
durante um periodo de 2 horas de coleta sequencial de defecacdes. Como pode ser observado,
I. saltatori foi mais denso na maior parte do tempo, embora substituido por I. trincaferri em
alguns momentos (em 4 das 14 defecag6es) no inicio e no final do periodo de coleta. No geral,
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houve dois picos de eliminacdo de oocistos, um na primeira hora (22 e 32 defecacGes) e outro na
segunda hora (112 defecacgéo), que compreendeu 83% dos oocistos eliminados.

Figura 26. Fotomicrografias de oocistos esporulados de (a-b) Isospora saltatori, (c-d) Isospora
trincaferri e (e-f) Isospora similisi associados a sinais clinicos de coccidiose em um trinca-
ferro Saltator similis de vida livre no Parque Nacional de Itatiaia no sudeste do Brasil. Barra
= 10um. Fonte: Maronezi et al., 2024a.

Fotografias deste espécime juvenil de S. similis deste estudo, sintomaético para
coccidiose, suas defecacOes diarreicas, bem como fotomicrografias de oocistos de trés Isospora
spp. identificados, estdo disponiveis na Colecdo de Parasitologia do LABICOC da UFRRJ, sob
Repositorio n® 134/2023 (http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao.html).
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Figura 27. Flutuacdo da densidade total e especifica de Isospora spp. durante um periodo de
2h de defecacdo sequenciais de um trinca-ferro de vida livre com sinais clinicos de
coccidiose no Parque Nacional do Itatiaia Sudeste Brasil. Fonte: Maronezi et al., 2024a.

A coccidiose é raramente encontrada em aves de vida livre, ao contrério do que €
observado em aves de cativeiro, que comumente sofrem desta parasitose (COELHO et al., 2013;
VASCONCELLOS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2018; BARRETO et al., 2020). Isso pode
ser explicado pelo fato de que, em um ambiente natural conservado e em equilibrio ecoldgico,
os coccidios fazem parte da biota intestinal de seus hospedeiros imunocompetentes, sem causar
grandes danos, uma vez que as aves infectadas sdo quase sempre assintomaticas (BERTO &
LOPES, 2020). Por outro lado, aves em ambientes silvestres alterados ou mantidas em
confinamento ou cativeiro (por criadores legais ou por tréafico ilegal de vida silvestre) sdo
altamente suscetiveis a coccidios e outros agentes etiol6gicos oportunistas, devido a baixa
imunidade resultante do estresse crdnico imposto por condi¢cbes ambientais desfavoraveis.
(COELHO et al., 2013; VASCONCELLOS et al., 2013; CAMPOS et al., 2017; BERTO &
LOPES 2020). Nesse contexto, vale ressaltar que o PNI encontra-se em excelente estado de
conservacdo e, exatamente por isso, qualquer observagdo que possa indicar alteracOes
ambientais precoces deve ser avaliada; como neste caso, sinais clinicos em uma ave
bioindicadora e altas densidades de seus coccidios biomarcadores ecologicos (BERTO &
LOPES, 2020). Ao mesmo tempo, deve-se notar também que o trinca-ferro aqui capturado era
um espécime juvenil. Os passeriformes juvenis sdo mais susceptiveis a doengas em geral, uma
vez que o seu sistema imune ainda estd em desenvolvimento; portanto, os sinais clinicos de
coccidiose facilmente observados em nosso espécime estdo presumivelmente relacionados ao
seu estagio de vida (DOLNIK, 1998; SCHOENER et al., 2013; BERTO & LOPES, 2020). No
entanto, este trabalho é altamente relevante no contexto da conservacdo do PNI, uma vez que
os sinais clinicos associados a coccidiose em aves silvestres que vivem em florestas
conservadas sdo raramente encontrados, mesmo entre passeriformes juvenis (DOLNIK, 2010).

Os achados clinicos atribuidos a coccidiose foram refor¢ados pela alta densidade de
oocistos de Isospora spp. nas defecacbes da ave. Esse grande ndmero de mais de 20.000
oocistos seria langado no ambiente por onde circulava esse exemplar de S. similis, obviamente
considerando que os sintomas da coccidiose ndo afetaram a aptiddo da ave e,
consequentemente, sua mobilidade neste periodo a partir das 16h. as 18h, quando as amostras
foram coletadas. Nesse contexto, vale ressaltar que o intervalo de tempo em que foram coletadas
as fezes das aves neste estudo foi 0 mais aconselhavel, uma vez que a coleta de amostras fecais
no final da tarde é prioritaria nos estudos sobre prevaléncia e densidade de Isospora spp. de
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passeriformes, dada a reconhecida periodicidade diurna de eliminagdo de oocistos, que €
exponencialmente maior no final da tarde (DOLNIK, 2010; COELHO et al., 2013; BIARD et
al., 2022). Sabe-se que 0 sucesso do parasitismo de Isospora spp., que € fecal-oral, depende
diretamente do nimero de suas formas infecciosas exogenas (oocistos) liberadas no ambiente e
da sua eficiéncia em serem ingeridas pelo préximo hospedeiro suscetivel. Portanto, este
espéecime de S. similis é um potencial transmissor/dispersor de Isospora spp., devido ao grande
namero de oocistos eliminados no horario de pico de alimentacéo (e possivelmente localizacao)
de Saltator spp. (FAYER, 1980; DOLNIK et al., 2010; COELHO et al., 2013; BERTO &
LOPES, 2020; BIARD et al. 2022). Além disso, uma vez que a dose infectante esta
presumivelmente diretamente associada a gravidade da coccidiose, a eliminacdo de um grande
namero de oocistos e a consequente ingestdo por hospedeiros suscetiveis pode causar epizootias
e aumentar a morbidade e mortalidade em aves silvestres (FAYER, 1980; BERTO & LOPES,
2020).

A positividade e densidades especificas de trés Isospora spp. identificados neste estudo
(Tabela 2) diferiram dos achados relatados por Coelho et al. (2013). Esses autores observaram
maior densidade e prevaléncia de 1. similisi, seguida de I. saltatori e I. trincaferri, em trinca-
ferro resgatados do tréfico ilegal de vida selvagem e mantidos em quarentena em um centro de
reabilitacdo de vida selvagem no municipio de Seropédica Centro de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS/ Seropédica) no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Nestes dois estudos, a
prevaléncia (positividade) e densidade de I. saltatori foram consistentes, enquanto aqueles de
I. similisi e I. trincaferri foram completamente opostos nestes dois estudos, que séo 0s Unicos
que relatam taxas de prevaléncia e densidades especificas de Isospora spp. eliminado por
Saltator spp.. Neste sentido, é possivel que a dissimilaridade das condi¢des ambientais nestes
estudos (vida livre e resgatadas do trafico ilegal de vida silvestre) a que estas aves foram
submetidas possa ter influenciado a prevaléncia e densidades especificas destas trés Isospora
spp. de Saltator spp. (BERTO & LOPES, 2020).

Apesar do registro taxondmico atualmente valido de trés Isospora spp. de S. similis
(MARONEZI et al. 2022), pouco se sabe sobre a patogenicidade dessas espécies, periodos pré-
patentes/patentes, ou mesmo seus padrbes de ciclo de vida. Oliveira et al. (2018) relataram
extraintestinal isosporose em S. similis, avaliando as caracteristicas patoldgicas e moleculares
da doenca. Os achados patoldgicos incluiram hepatomegalia, esplenomegalia, necrose de
foliculos linféides, necrose hepética e enterite grave; com merozoitos encontrados no coragao,
intestino delgado, proventriculo, cérebro, figado, baco e rins. A identificagdo molecular de
merozoitos neste estudo (OLIVEIRA et al., 2018) indicou uma similaridade de 99% com
Isospora spp. pelo gene 23S; e de 97% com Isospora greineri Hafeez, Stasiak, Delnatte, El-
Sherry, Smith & Barta, 2014 pelo gene mitocondrial cox1. Entretanto, apesar da significativa
contribuicdo desse estudo, nenhum oocisto foi identificado morfologicamente ou
especificamente. Campos et al. (2017) também relataram coccidiose extraintestinal em S.
similis, mas, como este estudo, foram limitados no diagndstico de atoxoplasmose (sistémica/
extraintestinal isosporose) pelo achado de merozoitos no sangue periférico e alteracOes
hematologicas (leucocitose, monaocitose e linfocitose), sem identificagdo especifica do agente
etiologico. Coelho et al. (2012) diagnosticaram coccidiose em S. similis, mas seu estudo teve
como objetivo avaliar diferentes tratamentos para isosporose, demonstrando a eficacia da
Sulfaquinoxalina e do Diclazuril. VVasconcellos et al. (2013) relatam coccidiose associada a
diarreia e alta densidade de oocistos ndo identificados em trinca-ferro criados em cativeiro com
0 proposito de participar de competicOes de canto de passaros. Todos estes estudos envolveram
aves em cativeiro; portanto, este é o primeiro relato de coccidiose em um trinca-ferro de vida
livre.

Outro ponto de discussao € o fato do presente estudo relatar coccidiose em ave de vida
livre, causada pela coinfeccdo das mesmas trés Isospora spp. recentemente caracterizadas por

49



Maronezi et al. (2022) em trinca-ferro vivendo em cativeiro préximo ao PNI. Nesse contexto,
conforme Maronezi et al. (2022) apontaram que manter aves silvestres em cativeiro proximo a
Unidades de Conservacao representa um risco ambiental para a vida silvestre por diversos
motivos. (1) Aves de vida livre podem ser infectadas ao se aproximarem e brigarem com aves
em cativeiro, principalmente devido a competicdo territorial representada pelo canto dos
passaros, que pode atingir longas distancias. (2) As aves em cativeiro, com densidades
parasitarias potencialmente mais elevadas (OoPD), fornecem presumivelmente uma dose
infecciosa mais elevada e, portanto, aumentariam a densidade parasitaria das aves de vida livre,
causando desequilibrio ecoldgico e possiveis epizootias. (3) De acordo com o conceito de
especificidade parasitaria de Isospora spp. ao nivel da familia hospedeira (BERTO et al., 2011),
qualquer outra ave da familia Thraupidae (ou pelo menos da subfamilia Saltatorinae) seria
suscetivel a infeccdo transmitida por trinca-ferro de cativeiro, ampliando a distribuicdo e
dispersdo destes Isospora spp. em ambientes naturais e conservados, e até mesmo pressionando
0s ameacados de extincdo (BERTO & LOPES, 2020). Coelho et al. (2013) também afirmam
que é essencial estimar a densidade de coccidios para evitar impactos do parasitismo nas
populacdes naturais de aves, especialmente antes da reintroducdo/soltura de aves resgatadas do
trafico ilegal de vida silvestre. Da mesma forma, Lopes et al. (2013) destacaram o papel do
trafico ilegal de vida ssilvestre e da reintroducdo/soltura por centros de reabilitacdo de vida
silvestre na disperséao de coccidios, uma vez que oocistos de I. trincaferri ja foram identificados
em tempera-viola S. maximus resgatados do trafico de vida silvestre e mantido em quarentena
no CETAS/ Seropédica.
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4.6 CONCLUSAO

Concluindo, este Capitulo relata, pela primeira vez, sinais clinicos de coccidiose
associados a um grande numero de oocistos de Isospora spp. em amostras fecais de trinca-ferro
de vida livre no PNI, relacionando esse achado a recente descoberta de Isospora spp. de trinca-
ferro vivendo em cativeiro perto do PNI. Assim, este estudo enfatiza a importancia da avaliagdo
continua da salde das aves como bioindicadores, e de seus biomarcadores ecoldgicos coccidios,
como uma das estratégias para avaliacdo do estado de conservacao do PNI.

o1



5. CAPITULO 111

ISOSPORA SIMILISIDE UM NOVO HOSPEDEIRO, SALTATOR
AURANTIIROSTRIS, COM DADOS MOLECULARES
SUPLEMENTARES E NOTAS SOBRE SUA TAXONOMIA E
DISTRIBUICAO NA REGIAO NEOTROPICAL

Capitulo publicado como artigo na Brazilian Journal Veterinary Parasitology.

MARONEZI, C.; ORTUZA-FERREIRA, C. N.; OLIVEIRA, M. S.; CEPEDA, P. B.; LIMA, V. M.; BERTO, B.
P. Isospora similisi recovered from a new host, Saltator aurantiirostris, with supplementary molecular data and
notes on its taxonomy and distribution in the Neotropical region. Braz. J. Vet. Parasitol. 2024; 33(3): 011324,
Aug 2024, https://doi.org/10.1590/51984-29612024060
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5.1 RESUMO

Este capitulo relata um bico-duro Saltator aurantiirostris (VIEILLOT, 1817), mantido em
cativeiro fora de sua area de distribuicdo natural, nas proximidades do Parque Nacional de
Itatiaia, como novo hospedeiro de Isospora similisi (COELHO et al, 2013). Adicionalmente,
uma identificacdo molecular suplementar foi fornecida por intermédio do sequenciamento de
trés loci ndo sobrepostos de DNA mitocondrial e um locus da subunidade pequena do gene 18S
do RNA ribossémico (18S). Todas os caracteres taxonémicos dos oocistos de 1. similisi,
eliminados por S. aurantiirostris, foram equivalentes aqueles originalmente descritos de
Saltator similis (D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837). Os novos loci sequenciados foram
idénticos, ou tiveram 99,9% de similaridade, com as amostras de I. similisi de S. similis e S.
aurantiirostris, confirmando a mesma espécie de ambos os hospedeiros. Por fim, 1. similisi foi
estimada como sinonimia junior de Isospora formarum (MCQUISTION & CAPPARELLA,
1992), devido as semelhancas morfoldgicas e ampla distribuicdo de seus hospedeiros na regido
Neotropical. Portanto, este estudo incentiva futuras investigacdes taxondmicas sobre 1. similisi,
recuperados de outros Saltator spp., a fim de estabelecer essa sinonimizacao de I. formarum
com I. similisi e, consequentemente, sua ampla distribuicdo e dispersao na regido Neotropical,
inclusive Cordilheira dos Andes.

Palavras-chave: Coccidios. Oocistos. Taxonomia. Sequenciamento. Filogenia. Parque
Nacional de Itatiaia.
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5.2 ABSTRACT

This chapter reports a green-winged saltator Saltator aurantiirostris (VIEILLOT, 1817), kept
in captivity outside it’s natural distribution area, near the Itatiaia National Park, as a new host
of Isospora similisi (COELHO et al, 2013). Additionally, a supplementary molecular
identification was provided through the sequencing of three non-overlapping mitochondrial
DNA loci and one locus of the small subunit 18S ribosomal RNA gene (18S). All the taxonomic
characters of the oocysts of 1. similisi excreted by S. aurantiirostris were equivalent to those
originally described from Saltator similis (D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837). The newly
sequenced loci were identical, or had 99.9% similarity, with 1. similisi samples from S. similis
and S. aurantiirostris, confirming the same species in both hosts. Finally, I. similisi was
estimated as a junior synonym of Isospora formarum (MCQUISTION & CAPPARELLA,
1992), due to the morphological similarities and the broad distribution of its hosts in the
Neotropical region. Therefore, this study encourages future taxonomic investigations on 1.
similisi recovered from other Saltator spp. to establish this synonymization of I. formarum with
I. similisi and, consequently, its broad distribution and dispersion in the Neotropical region,
including the Andes Mountain Range.

Keywords: Coccidians. Oocysts. Taxonomy. Sequencing, phylogeny. Itatiaia National Park.
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5.3 INTRODUCAO

O saltatorineos (Saltator spp.) sdo péassaros da familia Thraupidae e subfamilia
Saltatorinae com diversidade de 19 espécies e distribuicdo exclusivamente Neotropical. Deste
total, apenas nove Saltator spp. ocorrem no Brasil. (CHAVES et al., 2013; BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2024). O trinca-ferro S. similis € o mais conhecido e valorizado no Brasil
para reproducdo em cativeiro, devido ao seu repertorio vocal, por isso € uma das principais
espeécies de aves silvestres capturadas e traficadas ilegalmente (NUNES et al., 2012; FREITAS
etal., 2015).

A coccidiose destaca-se entre as doencas parasitarias dos passaros, incluindo Saltator
spp.. Alguns relatos de coccidiose sintomética e grave em animais em cativeiro sdo relatados
em trinca-ferro, S. similis e tempera-viola, S. maximus (COELHO et al., 2012;
VASCONCELLOS etal., 2013; MARONEZI et al., 2022), e também na natureza (MARONEZI
et al., 2024a). Contudo, na literatura cientifica ndo ha relatos de coccidios recuperado das fezes
de outras espécies de Saltator. Sdo passaros de dificil captura na vida livre e também pouco
valorizadas na criacdo de cativeiro (NUNES et al., 2012; FREITAS et al., 2015; MARONEZI
etal., 2022).

Neste contexto este capitulo descreve um bico-duro S. aurantiirostris, vivendo em
cativeiro fora de sua area de distribuicdo natural, no municipio de Resende, nas proximidades
do PNI, no estado do Rio de Janeiro. Este passaro € identificado como um novo hospedeiro
para |. similisi, que é uma espécie de coccidio registradas até agora apenas em trinca-ferros S.
similis.

Além disso, uma identificacdo molecular suplementar é fornecida através do
sequenciamento de trés loci ndo sobrepostos de DNA mitocondrial e um locus do gene da
subunidade ribossomal pequena (18S). Sdo também incluidas notas taxonémicas sobre a forte
evidéncia de sinbnimia entre Isospora spp. recuperadas de Saltator spp., com base no novo
registro atual, na equivaléncia morfoldgica e na ampla area de distribuicdo do hospedeiro
Saltator spp. na regido Neotropical.
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5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1 Coleta de amostras

Amostras fecais foram coletadas de um espécime macho adulto de bico-duro S.
aurantiirostris de propriedade de criador localizado proximo ao PNI (22°28°0°’S,
44°27°56°°W), que inclui parte dos municipios de Itatiaia ¢ Resende no estado do Rio de
Janeiro, sudeste do Brasil. Este Parque é uma Unidade de Conservacédo Federal Brasileira com
altissima prioridade para conservacdo da biodiversidade (ICMBIO, 2024).

O fundo da gaiola onde o trinca-ferro estava alojado, foi forrado com papel absorvente
por um periodo de 5 horas (14h as 19h) para coleta de fezes. Durante este periodo, o papel foi
examinado e substituido diversas vezes, a fim de obter defecacdes separadas. Cada defecacédo
foi colocada individualmente em um tubo de centrifuga com solugdo de dicromato de potéssio
a 2,5% (K2Cr.07) (DOLNIK, 2006).

5.4.2. Analise morfologica

Amostras foram examinadas no LABICOC da UFRRJ. Todas as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente (25 ° C) durante 7 dias. Oocistos foram isolados por flutagdo
em solucdo saturada de aclcar de Sheather (gravidade especifica: 1,20), (DUSZYNSKI &
WILBER, 1997). A densidade da amostra foi calculada como o nimero de oocistos por
fezes/defecacdo (DOLNIK, 2006; BUSH et al., 1997). ObservacGes morfologicas e medicdes
foram feitas seguindo as orienta¢des de Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al. (2014), através
do Microscépio binocular 90 BX (Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com um digital
Eurekam 5.0 Camera 91 (BEL Photonics, Monza, Italia). As fotomicrografias e demais figuras
foram editadas em dois programas de software (Corel DRAW e Corel PHOTO-PAINT) do
CoreIDRAW® (Corel Draw Graphics Suite, versdo 2020, Corel Corporation, Canada).

5.4.3. Obtencao de espécimes representativos de Isospora similisi

Alguns dos espécimes representativos de I. similisi coletados de S. similis identificados
em Maronezi et al. (2022), que estdo depositados na Cole¢do Parasitoldgica do LABICOC na
UFRRJ sob repositdrio n® 118/2021 (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html), foram solicitados
para identificacdo e comparagdo molecular suplementar.

5.4.4. Analise molecular

Oocistos individuais identificados morfologicamente como 1. similisi, ambos da colecéo
original (espécimes representativos de S. similis) depositados por Maronezi et al. (2022), e de
S. aurantiirostris do presente estudo foram fotomicrografadas em microscopia Optica isoladas
ressuspensos em solucdo salina tamponada com fosfato a 0,9% (PBS) e lavados por
centrifugacdo até a sobrenadante tornar-se claro (DOLNIK et al., 2009). O DNA foi extraido
dos oocistos individuais, usando um kit Quick-DNA Micropep da Zymo Research Corporation
de acordo com as especificacdes da instrucdes do fabricante. Quatro ciclos de congelamento e
descongelamento foram aplicados antes da extracdo de DNA para garantir a lise completa dos
oocistos. A amplificacdo por PCR foi realizada para trés loci ndo sobrepostos em genes cox1
(MAVCOXI), cox3 (MACOQIII) e fragmentos de rDNA de subunidade pequena e grande
(MARI) de DNA mitocondrial (ORTUZAR-FERREIRA et al., 2024), e um locus da pequena
subunidade 18S RNA ribossomico (1NF/18S) (ANDRADE et al., 2024). Para amplificagéo,
uma reacdo de PCR de 25 pl foi preparado usando 3 pl de DNA genémico (<1 pg), 12,5 pl de
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GoTag® G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega Labs) (1X), 0,25 pl de cada Primer (0,2
pUM) e 9 uL de Nuclease Free Water. PCR Foram realizadas amplificacGes utilizando as
condicBes de ciclagem originalmente descritas por Ortlzar-Ferreira et al. (2024) e Andrade et
al. (2024).

5.4.5. Analise de sequéncia de DNA

Todos os produtos de PCR foram sequenciados com primers diretos e reversos de PCR
produzidos por Ludwig Biotechnology, usando um analisador genético ABI-Prism 3500
(Applied Biosystems, Foster City, California) para sequenciamento Sanger. Os resultados das
reag0es de sequenciamento foram analisados e editado no programa Chromas 2.6. As
sequéncias foram comparadas com outros coccidios disponiveis na base de dados GenBank,
utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Os alinhamentos foram
criados em MEGA v10.2.6 usando Clustal W (//www.clustalw.genome.jp). A filogenética
relacionada foi reconstruida usando Inferéncia Bayesiana no software MrBayes v3.2.7
(RONQUIST et al., 2012) e o método de Méaxima Verossimilhanca no software MEGA
(KUMAR et al., 2018). O modelo evolutivo que melhor se ajustou a todas as analises
filogenéticas foi selecionado usando o Model Selection ferramenta do software MEGA. A
analise de inferéncia bayesiana foi conduzida sob o modelo evolutivo GTR+G para 1.000.000
de geracdes, e as arvores foram resumidas apds a remocdo de 25% da “burnin”. A analise de
maxima verossimilhanca foi conduzida sob o modelo evolutivo TN93+G, e os valores de
“bootstrap” foram calculados usando 1.000 réplicas. As arvores filogenéticas resultantes foram
visualizadas nos programas MrBayes e MEGA e exportadas no FigTree v1.4.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/).
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5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1 Anélise morfoldgica

Quatro amostras (defecagdes) do bico-duro (S. aurantiirostris) foram examinadas e
positivas para oocistos de coccidios, que foram identificadas morfologicamente como |I.
similisi. As caracteristicas taxondmicas observadas sao descritas abaixo:

a) Isospora similisi (COELHO et al., 2013)
- Morfologia

Oocisto (n= 22) subesféricos, 20-25 x 20-22 (22,8 x 21,3); indice morfométrico 1,0
1,2 (1,09). Parede bicamada, 1,3-2,0 (1,6) de espessura, camada externa lisa, c.2/3 da espessura
total. A micrdpila e o residuo de oocisto estdo ausentes, mas estdo presentes granulos polares
semelhantes a lascas ou virgulas. Esporocisto (n = 16) ovdide a levemente piriforme, 14-17 x
10-11 (15,7 x 10,6); Relacdo L/W 1,4-1,6 (1,50). Corpo Stieda presente, em forma de meia-
lua a protuberante, 0,8-1,2 de altura x 2,0-2,4 de largura (1,0x2,2). Corpo Sub-Stieda presente,
arredondado a trapezoidal, 1,5-2,4 de altura x 3,9-4,4 de largura (2,0x4,1), frequentemente com
variacdes de densidade que lembram um sub-Stieda compartimentado. Corpo de Para-Stieda
ausente, residuo de esporocisto presente, constituido por esférulas espalhadas entre os
esporozoitos. Esporozoitos vermiformes, com corpo refréatil posterior e nucleo central (Figura
28).

ssb

Figura 28. Fotomicrografias de oocistos esporulados de Isospora similisi de um bico-duro,
Saltator aurantiirostris. Destacam-se as camadas interna (il) e externa (ol) da parede do
oocisto; granulos polares (pg); corpos de Stieda (sb) e sub-Stieda (ssb); residuo do
esporocisto (sr); e corpo refréatil (rb). Barra de escala: 10 um 101x63mm. Fonte: Maronezi
etal., 2024b.
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b) Resumo taxonémico

Hospedeiro-tipo: Saltator similis d’Orbigny & Lafresnaye, 1837. (Aves: Passeriformes:
Thraupidae: Saltatorinae), trinca-ferro (COELHO et al., 2013; MARONEZI et al., 2022;
202443).

Outro hospedeiro: Saltator aurantiirostris Vieillot, 1817. (Aves: Passeriformes:
Thraupidae: Saltatorinae), bico-duro (estudo atual).

Localidade-tipo: Centro de Triagem de Animais Silvestres — CETAS- Centro no
municipio de Seropédica, estado do Rio de Janeiro, sudeste do Brasil (22°43°24°°S,
43°42°37°W) (COELHO et al., 2013). Demais localidades: Cinco locais de cativeiro nas
proximidades do PNI (22°30’S, 44°34°W), sudeste do Brasil (MARONEZI et al. 2022).
Quilometro 5 da ‘Travessia Ruy Braga’ (Travessia Ruy Braga) no PNI (S. similis de vida livre
capturado) (22°25°39,97°S;44°37°49.4°°W), sudeste do Brasil (MARONEZI et al. 2024a).
Local de cativeiro no municipio de Resende, adjacente ao PNI, no estado do Rio de Janeiro
(22°28°0°°S, 44°27°56°°W), sudeste do Brasil (estudo atual).

Material-tipo: Fotos de sintipos e desenhos de linha estdo depositados e disponiveis
(http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na Colegédo de Parasitologia do LABICOC da UFRRJ,
sob repositdrio n® P-41/2011 (COELHO et al., 2013). Material fisico (ocistos preservados) foi
perdido ou néo esta disponivel.

Espécimes representativos: Fotomicrografias, desenho de linha e oocistos em K>Cr207
2,5% solucdes estdo depositadas e disponiveis (http://rl.ufrrj.br/labicoc/colecao.html) na
Parasitologia Acervo do LABICOC da UFRRJ, sob Repositorio n°® 118/2021 (MARONEZI et
al. 2022) e 137/2024b. Fotografias dos espécimes hospedeiros sdo depositadas na mesma
colecdo.

Sequéncias representativas de DNA: amplificacdo de DNA dos oocistos de S. similis
por Maronezi et al. (2022) e S. aurantiirostris no presente estudo, no MAVCOXI, MACOIII,
MARI. Os loci e INF / 18S mostraram bandas claras em torno de ~ 653 pb, ~ 632 pb, ~ 824 pb
e ~ 444 pb, respectivamente. Sequéncias representativas sdo depositadas no banco de dados
GenBank sob 0s nimeros de acesso PP723065 (MAVCOXI, S. similis); PP723066 (MACOIII,
S. similis); PP723067 (MACOIII, S. aurantiirostris); PP723068 (MARI, S. similis); PP723069
(MARI, S. aurantiirostris); PP716360 (1NF/18S; S. similis); e PP716361 (1NF/18S; S.
Aurantiirostris).

Local de infeccdo: Desconhecido, oocistos foram recuperados das fezes. Prevaléncia:
100% (1/1). Densidade: Média de 5.786 (variando de 3.358 a 9.000) oocistos em 4 defecacbes
coletadas do bico-duro, S. aurantiirostris durante o periodo de 3 horas, das 14h as 19h.

5.4.2 Anélise molecular

As sequéncias nos quatro locos génicos obtidos de oocistos identificados
morfologicamente como I. similisi diferiram em varios nucleotideos quando comparados com
sequéncias de coccidios de eimeriideos depositados no GenBank. As sequéncias dos oocistos
de 1. similisi recuperadas de S. similis por Maronezi et al. (2022), em comparacdo com 0s
obtidos de S. aurantiirostris, foram idénticos (LNF/18S) ou apresentou similaridade de 99,9%
(MACOIII e MARI), dependendo do locus analisado. Apenas 0s espécimes representativos de
I. similisi de S. similis recuperados da cole¢do do depdsito amplificado no locus MAVCOXI,
portanto, ndo foi possivel compara-los com amostras de S. aurantiirostris para este locus. Em
comparagdo com sequéncias depositadas no GenBank 1. similisi apresentou as maiores
semelhancas, ou seja, aproximadamente 98%, com Isospora spp., coletado de Lamprotornis
superbus Hafeez & Barta, 2017 no Canada. No locus MACOIII, as sequéncias de 1. similisi de
S. similis e S. aurantiirostris foram diferentes na substituicdo de apenas dois nucleotideos. No
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GenBank, essas sequéncias foram aproximadamente 98% semelhante a lsospora spp.
descrito/relatado de Serinus canaria Linnaeus, 1758 (OGEDENGBE et al., 2016), L. superbus
e Passerina cyanea Linnaeus, 1766 (dados ndo publicados; niumero de acesso do GenBank
MW645337).

No locus MARI, uma comparacgdo de I. similisi dos dois hospedeiros indicou que as
sequéncias eram diferentes por um unico nucleotideo. No GenBank, as maiores semelhancas
entre Isospora spp. descritos/relatados de S. canaria e L. superbus neste locus eram
aproximadamente 99%. As sequéncias de I. similisi dos dois hospedeiros eram idénticas no
locus 1NF/18S e apresentou as maiores semelhangas, ou seja, 99,7%, com Isospora spp.
descrito/relatado de Neochmia temporalis Latham, 1801 (YANG et al., 2016), L. superbus e
Sturnus vulgaris (dados ndo publicados; N° de acesso do GenBank MW667591), Colaptes
auratus Linnaeus, 1758 (dados ndo publicados; numero de acesso do GenBank MW618926),
Columba livia Gmelin, 1789 (MATSUBARA et al., 2017) e Turdus falcklandii Quoy &
Gaimard, 1824 (MARTINEZ et al., 2015).

5.4.3 Andlise filogenética
Analise filogenética baseada nos loci MAVCOXI, MACOIIlI, MARI e 1NF/18S

incluidos sequéncias de coccidios eimeriideos disponiveis no GenBank (Figuras 29-32).
Choleoeimeria sp. ndo identificada.

Choleoeimeria sp. (KT203395)

—/sospora lugensae (MW303519) - Lugensa brevirostris (Procellariiformes: Procellariidae)

s~ Isospora superbusi (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Sturnidae)

Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Sturnidae)

Isospora similisi (PP723065) - Saltator similis (Passeriformes: Thraupidae)

Isospora sp. (MW645337) - Passerina cyanea (Passeriformes: Cardinalidae)

Isospora picoflavae (NC_065382) - Colaptes auratus (Piciformes: Picidae)

Eimeria irresidua (KP025690) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

Eimeria media (KP025691) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

Eimeria intestinalis (KP009592) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

Eimeria stiedai (NC_079617) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

_L/sospora manorinae (KX276861) - Manorina fiavigula (Passeriformes: Meliphagidae)
1/9:

__{ Eimeria tenella (PP464288) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
¢ Eimeria necatrix (OP800504) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

L} 1 «-gIEimeria adenoeides (KJ608415) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
0.6¢ Eimeria meleagridis (HG793047) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria dispersa (KJ608416) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria innocua (KR108296) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria mephitidis (KT203398) - Mephitis mephitis (Carnivora: Mephitidae)
Eimeria mitis (KX094963) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Eimeria acervulina (HQ702479) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria falciformis (KX495129) - Mus musculus (Rodentia: Muridae)

0.05

Figura 29. Relacdo filogenética de Isospora similisi do trinca-ferro (Saltator similis) inferida
por andlise bayesiana para um locus (MAVCOXI) dentro do gene coxl do genoma
mitocondrial. Os comprimentos dos ramos correspondem as estimativas posteriores médias
das distancias evolutivas (barra de escala: 0,05). Os rotulos dos ramos nos nés mostram as
probabilidades posteriores sob a anélise de Inferéncia Bayesiana e os valores de bootstrap
derivados da analise de Maxima Verossimilhanca. Apenas probabilidades posteriores
superiores a 0,5 séo exibidas. Os filogramas foram enraizados usando uma Choleoeimeria
sp. ndo identificada (nimero de acesso do GenBank: KT203395). 555x370mm. Fonte:
Maronezi et al., 2024b.
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Anédlise filogenética baseada nos loci MAVCOXI, MACOIII, MARI e 1NF/18S incluiu
sequéncias de coccidios da familia Eimeriidae disponiveis no GenBank (Figuras 29-32). Um
espécime ndo nomeado Choleoeimeria sp. (NUmero de Acesso do GenBank KT203395) foi
utilizado como grupo externo nas filogenias dos loci mitocondriais (Figuras 29-31), e
Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1908 (NUumero de Acesso do GenBank L24381) foi
utilizado como grupo externo na analise filogenética do locus 1NF/18S (Figura 32).

Choleoeimeria sp. (KT203395)
Isospora picoflavae (NC_065382) - Colaptes auratus (Piciformes: Picidae)

Eimeria media (KP025691) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

A56f Eimeria magna (KF419217) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)
Eimeria stiedai (NC_079617) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)
Isospora sp. (MW645337) - Passerina cyanea (Passeriformes: Cardinalidae)

Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Sturnidae)

4§ /sospora superbusi (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Sturnidae)
Isospora similisi (PP723066) - Saltator similis (Passeriformes: Thraupidae)
Isospora similisi (PP723067) - Saltator aurantiirostris (Passeriformes: Thraupidae)
Caryospora bigenetica (KP658102) - Sistrurus catenatus (Squamata: Viperidae)
Eimeria leuckarti (MW354691) - Equus caballus (Equidae: Perissodactyla)

Isospora lugensae (MW303519) - Lugensa brevirostris (Procellariiformes: Procellariidae)
Isospora manorinae (KX276861) - Manorina flavigula (Passeriformes: Meliphagidae)

51 Eimeria dispersa (KJ608416) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)

Eimeria innocua (KR108296) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)

Eimeria adenoeides (KJ608415) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria meleagridis (KJ608418) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria gallopavonis (KJ608413) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria necatrix (KX094954) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Eimeria acervulina (KX094948) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

0900 Eimeria praecox (KX094945) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Eimeria brunetti (KX094959) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Figura 30. Relacdo filogenética de Isospora similisi do trinca-ferro (Saltator similis) e do bico-
duro (Saltator aurantiirostris) inferida por analise bayesiana para um locus (MACOIII)
dentro do gene cox3 do genoma mitocondrial. Os comprimentos dos ramos correspondem
as estimativas posteriores médias das distancias evolutivas (barra de escala: 0,2). Os rétulos
dos ramos mostram as probabilidades posteriores sob a analise de Inferéncia Bayesiana e
os valores de bootstrap derivados da analise de Maxima Verossimilhanga. Apenas
probabilidades posteriores superiores a 0,5 séo exibidas. Os filogramas foram enraizados
usando uma Choleoeimeria sp. ndo identificada (nimero de acesso do GenBank:
KT203395). Fonte: Maronezi et al., 2024b.

No cladograma produzido pela anélise filogenética do locus MAVCOXI (Figura 29), I.
similisi mostrou monofilia com dois Isospora spp. de L. superbus e, em um grupo monofilético
maior, com outros Isospora spp. de passeriformes e Eimeria spp. de coelhos. Os cladogramas
dos loci MACOIII e MARI (Figuras 30-31) resultaram em grupos monofiléticos coerentes para
Eimeria spp. de Galliformes e Eimeria spp. de coelhos, além de outros grupos de Isospora spp.
de passeriformes, incluindo I. similisi de S. similis e S. aurantiirostris. Por fim, a analise
filogenética do locus INF/18S (Figura 32) resultou em grupos monofiléticos coerentes para
Cyclospora spp., Eimeria spp. de bovinos, Eimeria spp. de roedores, Isospora spp. de
passeriformes, e Lankesterella sp. e Caryospora sp., que sdo géneros relacionados, além de
Eimeria spp. de morcegos e esquilos que ndo foram agrupados monofileticamente.
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Choleoeimeria sp. (KT203395)

- /sospora manorinae (KX276861) - Manorina flavigula (Passeriformes: Meliphagidae)
- /sospora picoflavae (NC_065382) - Colaptes auratus (Piciformes: Picidae)

Eimeria leuckarti (MW354691) - Equus caballus (Equidae: Perissodactyla)
-_— g;E Eimeria magna (KF419217) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)

0391951 k Eimeria media (KP025691) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)
Eimeria flavescens (KP025693) - Oryctolagus cuniculus (Lagomorpha: Leporidae)
7ap ISospora superbusi (KT203396) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Sturnidae)
Isospora greineri (KR108298) - Lamprotornis superbus (Passeriformes: Sturnidae)
Isospora similisi (PP723068) - Saltator similis (Passeriformes: Thraupidae)
Isospora similisi (PP723069) - Saltator aurantiirostris (Passeriformes: Thraupidae)
Isospora sp. (MW664860) - Sturnus vulgaris (Passeriformes: Sturnidae)
Eimeria falciformis (KX495129) - Mus musculus (Rodentia: Muridae)
sspEimeria innocua (KR108296) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria dispersa (KJ608416) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
waopEimeria acervulina (KX094948) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
osacob 7474 'Eimeria acervulina (HQ702479) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria praecox (KX094944) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria gallopavonis (KJ608413) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria meleagridis (KJ608418) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
. Eimeria meleagrimitis (KJ608414) - Meleagris gallopavo (Galliformes: Phasianidae)
Eimeria tenella (PP464288) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)
Y% Eimeria necatrix (KX094954) - Gallus gallus (Galliformes: Phasianidae)

Figura 31. Relacéo filogenética de Isospora similisi do trinca-ferro (Saltator similis) e do bico-
duro (Saltator aurantiirostris) inferida por analise bayesiana para um locus (MARI) dentro
de fragmentos das subunidades pequena e grande do rDNA do genoma mitocondrial. Os
comprimentos dos ramos correspondem as estimativas posteriores médias das distancias
evolutivas (barra de escala: 0,03). Os rotulos dos ramos mostram as probabilidades
posteriores sob a analise de Inferéncia Bayesiana e os valores de bootstrap derivados da
analise de Méxima Verossimilhanca. Apenas probabilidades posteriores superiores a 0,5
sdo exibidas. Os filogramas foram enraizados usando uma Choleoeimeria sp. nédo
identificada (nUmero de acesso do GenBank: KT203395). Fonte: Maronezi et al., 2024b.
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Toxoplasma gondii (L24381)
|- Eimeria antrozoi (AF307876) - Antrozous pallidus (Chiroptera: Vespertilionidae)
= Eimeria leucopi (AF339491) - Peromyscus leucopus (Rodentia: Cricetidae)
I Eimeria lancasterensis (KT360976) - Sciurus carolinensis (Rodentia: Sciuridae)
I Eimeria rioarribaensis (LC371915) - Eptesicus nilssonii (Chiroptera: Vespertilionidae)
24 E Cyclospora cercopitheci (AF111185) - Chlorocebus aethiops (Primates: Cercopithecidae)
Cyclospora macacae (KX019756) - Macaca mulatta (Primates: Cercopithecidae)
Eimeria bovis (KU351727) - Bos taurus (Artiodactyla: Bovidae)

0.94/6 Eimeria pellita (KU351731) - Bos taurus (Artiodactyla: Bovidae)
Eimeria wyomingensis (KU351733) - Bos taurus (Artiodactyla: Bovidae)
Eimeria zuernii (KU351737) - Bos taurus (Artiodactyla: Bovidae)

Eimeria falciformis (MH752012) - Mus musculus (Rodentia: Muridae)
0.4/55 Eimeria alorani (MK625203) - Apodemus agrarius (Rodentia: Muridae)
Eimeria caviae (MT919398) - Cavia aperea (Rodentia: Caviidae)
Eimeria apionodes (MT921445) - Myodes glareolus (Rodentia: Cricetidae)
( {Caryospora bigenetica (AF060975) - spp. (Squamata)
Lankesterella sp. (OR425032) - Ctenosaura similis (Squamata: Iguanidae)

= Isospora sp. (AB757862) - Columba livia (Columbiformes: Columbidae)
Isospora robini (AF080612) - Turdus migratorius (Passeriformes: Turdidae)

- Isospora similisi (PP716361) - Saltator aurantiirostris (Passeriformes: Thraupidae)

= Isospora similisi (PP716360) - Saltator similis (Passeriformes: Thraupidae)

- Isospora superbusi strain MTZ2 (KF648871) - Lamprotornis superbus (Passeriformess: Sturnidae)
—t- [soSpora gryphoni (KF854254) - Carduelis tristis (Passeriformes: Fringillidae)

"= Isospora neochmiae (KT224380) - Neochmia temporalis (Passeriformes: Estrildidae)

- /sospora sp. (MK559089) - Emberiza citrinella (Passeriformes: Emberizidae)

= Isospora sp. (MW667591) - Sturnus vulgaris (Passeriformes: Sturnidae)

= Isospora lunulatae (MW771609) - Anthochaera lunulata (Passeriformes: Meliphagidae)

- [sospora elliotae (OR101127) - Gymnorhina tibicen (Passeriformes: Artamidae)

0.003

Figura 32. Relacdo filogenética de Isospora similisi do trinca-ferro (Saltator similis) e do bico-
duro (Saltator aurantiirostris) inferida por analise bayesiana para um locus (1NF) dentro
da subunidade pequena do RNA ribossomal 18S. Os comprimentos dos ramos
correspondem as estimativas posteriores médias das distancias evolutivas (barra de escala:
0,003). Os rotulos dos ramos nos mostram as probabilidades posteriores sob a analise de
Inferéncia Bayesiana e os valores de bootstrap derivados da analise de Méaxima
Verossimilhanca. Apenas probabilidades posteriores superiores a 0,5 sdo exibidas. Os
filogramas foram enraizados usando Toxoplasma gondii (nimero de acesso do GenBank:
L24381). Fonte: Maronezi et al., 2024b.

Aves silvestres sdo reconhecidas como bioindicadores da conservacdo ambiental, pois
a presenca de certas espécies especialistas e com alta dependéncia de florestas indica ambientes
preservados/conservados. Os cocidios de aves silvestres, por sua vez, podem ser considerados
biomarcadores, uma vez que o aumento em suas densidades e/ou sinais clinicos em aves
silvestres determina mudancas precoces no ambiente (BERTO & LOPES, 2020; MARONEZI
et al., 2024a). Esta associacdo é facilmente observada em aves em cativeiro ou resgatadas do
trafico de vida silvestre, que frequentemente mostram densidades muito altas de coccidios
associadas a coccidiose grave (COELHO et al., 2012; 2013; VASCONCELLOS et al., 2013;
MARONEZI et al., 2022; BERTO & LOPES, 2020). Neste contexto, Maronezi et al. (2022)
destacam o risco do cativeiro de aves silvestres em torno de Unidades de Conservagdo, como o
PNI, ja que aves em cativeiro eliminam altas densidades de oocistos de coccidios em suas fezes,
que podem ser facilmente transmitidos diretamente ou indiretamente para aves de vida livre.
Posteriormente, Maronezi et al. (2024a) destacaram essa possibilidade no primeiro relato de um
trinca-ferro de vida livre no PNI apresentando sinais clinicos de coccidiose e alta densidade de
oocistos de coccidios. Por fim, o capitulo 11l relata um bico-duro vivendo em cativeiro nas
proximidades do PNI como um novo hospedeiro para uma das trés espécies de Isospora spp.
registradas em trinca-ferro expandindo assim a especificidade de hospedeiros de I. similisi e,
consequentemente, sua distribuicdo na regido Neotropical (Figura 33) (BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2024).
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B Saltator grossus
B Saltator aurantiirostris
|_|Saltator similis

E2S. aurantiirostris + S. similis
E51 Andes mountains

Figura 33. Faixa geogréafica de varias espécies de Saltator na regido Neotropical (com base em
dados do BirdLife International (2024)). O hospedeiro-tipo de Isospora formarum é o Bico
Encarnado (Saltator grossus), e o hospedeiro-tipo de Isospora similisi é o trinca-ferro
(Saltator similis). O novo hospedeiro de I. similisi € o bico-duro (Saltator aurantiirostris).
Saltator grossus possui populagdes trans-Andinas e cis-Andinas. Saltator similis e S.
aurantiirostris sdo simpatricos entre si no centro-sul da América do Sul, mas ambos sdo
alopatricos em relacdo a S. grossus. O asterisco e 0 sinal de sustenido indicam
aproximadamente as localidades-tipo de I. formarum (trans-Andina) e 1. similisi (cis-
Andina), respectivamente. Fonte: Maronezi et al., 2024b.

O bico-duro S. aurantiirostris € naturalmente distribuido pela regido do Chaco, Pampas
e porcéo central dos Andes na regido Neotropical, através da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguai, Peru e Uruguai. No Brasil, é observado apenas no Rio Grande do Sul e no sudoeste
de Mato Grosso do Sul (Figura 33) (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2024). O local de
cativeiro do bico-duro no estudo atual esta localizado no sudeste do Brasil; em outras palavras,
longe de sua area natural de distribuicdo geografica (Figura 33). Esse achado destaca, portanto,
a importancia da dispersao antropomdrfica de coccidios (BERTO & LOPES, 2020), ou seja, 0
papel do trafico, venda e criacdo de aves silvestres na transmissdo de coccidios entre aves
alopétricas. Além disso, a possibilidade de transmissdo entre aves em cativeiro ou delas para
aves livres suscetiveis & aumentada exponencialmente considerando a alta densidade de
oocistos de coccidios nesses passaros; em outras palavras, além do trafico e do cativeiro
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permitirem transmissfes que s80 muito improvaveis, se ndo impossiveis, em condigdes
naturais, o grande numero de oocistos eliminados por essas aves nessas condicdes intensifica a
transmissao/dispersdo bem-sucedida de coccidios (BERTO & LOPES, 2020; MARONEZI et
al., 2022; 2024a). Consequentemente, a densidade parasitaria no bico-duro do estudo atual foi
muito alta, embora ele parecesse saudavel e ndo apresentasse sinais clinicos observaveis de
coccidiose. Nesse sentido, esse achado revela o potencial de transmissdo e dispersédo de I.
similisi por este espécime de S. aurantiirostris.

O nimero méaximo de 9.000 oocistos por defecacao do bico-duro foi ainda maior do que
0 numero maximo (3.668) obtido de S. similis recuperado do trafico ilegal e mantido em
quarentena em um centro de reabilitacdo de animais silvestres, onde as densidades mais altas
s&o frequentemente observadas em aves enfraquecidas (COELHO et al., 2013). E possivel que
S. aurantiirostris seja uma espécie hospedeira evolutivamente mais recente, em um periodo
inicial de adaptacéo parasito-hospedeiro (ODUM, 1998; GARDNER & DUSZYNSKI, 1990;
BERTO & LOPES, 2020). Por outro lado, talvez este espécime esteja passando por uma
infeccdo primaria onde a auséncia de memoria imunoldgica permite muitas merogonias e
gametogonias com a geracao e eliminacdo de um grande nimero de oocistos (KRAUTWALD-
JUNGHANNS et al., 2009; MERINO, 2010). Esta alta densidade de oocistos, associada a
auséncia de sinais clinicos observaveis, sugere que I. similisi, que foi a Unica espécie ou pelo
menos a espécie predominante encontrada em amostras fecais, possui uma patogenicidade
muito baixa. Essa inferéncia € respaldada pelos sinais clinicos observados em juvenis de S.
similis que testaram positivo para os trés Isospora spp., conforme relatado por Maronezi et al.
(2024a), indica que I. saltatori, mais abundante neste estudo, e que . trincaferri, deveria ser
mais patogénica (causando doenca grave). Seja como for, essas descobertas ocasionais de
coccidiose e/ou alta densidade de oocistos coccidianos em um (nico ou varios espécimes de
Saltator spp. ndo permitem conclusdes definitivas.

Cinco Isospora spp. sao registrados até 0 momento em Saltator spp. (MARONEZI et
al. 2022). I. pityli e I. formarum foram as duas primeiras espécies descritas do bico-encarnado,
S. grossus na provincia de Esmeraldas, no Equador (Figura 33). Estas duas Isospora spp. ndo
foram relatados desde suas descri¢des originais por McQuistion & Capparella (1992). As outras
trés Isospora spp. de Saltator spp. foram identificadas em S. similis vivendo em cativeiro ou
em um centro de reabilitacdo no sudeste do Brasil, e posteriormente foram relatadas em outras
localidades, também no sudeste do Brasil, coletados de cativeiros e aves de vida livre, incluindo
o0 tempera-viola S. maximus infectado com |I. trincaferri (COELHO et al. 2013; LOPES et al.,
2013; MARONEZI et al. 2022; 2024a).

Como apontado anteriormente por Maronezi et al. (2022), 1. pityli e I. formarum sdo
morfologicamente semelhantes a I. saltatori e I. similisi, respectivamente, com excecao de
algumas pequenas diferengas em algumas caracteristicas taxondmicas. Neste sentido, o
principal critério de diferenciacédo destes Isospora spp. é ecologico, pois 1. pityli e I. formarum
foram descritos no Equador, na regido transandina; enquanto |. saltatori e I. similisi foram
relatados até agora no sudeste do Brasil, na regido cis-andina (Figura 33). Ou seja, numa
abordagem conservadora, a forte barreira geografica da cordilheira dos Andes que separa 0s
locais onde estas Isospora spp. foram relatadas e descritas impede o estabelecimento de
sinonimia para estas espécies. Por outro lado, a ampla distribuigdo geogréfica de Saltator spp.,
como S. grossus que possui populacdes cis-andinas e transandinas, além da distribuigéo de S.
similis e S. aurantiirostris, sendo este Gltimo um novo hospedeiro para I. similisi no presente
estudo, possibilita a distribuicdo e dispersdo de seus parasitas coccidios pela maior parte da
regido Neotropical (Figura 33) (BERTO & LOPES, 2020). Vale ressaltar que S. similis e S.
aurantiirostris ndo séo simpatricos com S. grossus, embora a distribuicdo de S. aurantiirostris
faz fronteira com a populacdo cis-andina de S. grossus na Cordilheira dos Andes e a distribuicéo
de S. similis faz fronteira com a de S. grossus no centro-oeste do Brasil (Figura 33).
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Nesse contexto, os achados do presente estudo reforcam a possibilidade de 1. similisi ser
estabelecido como sinonimia junior de I. formarum. A dispersdo de coccidios pela cordilheira
dos Andes, facilitada pela distribuicdo e dispersdo natural de seus hospedeiros, foi feita na
identificacdo de Isospora sagittulae McQuistion & Capparella, 1992 em formigueiros (BERTO
et al.,, 2014b; SILVA-CARVALHO et al., 2018) e Isospora bellicosa Upton, Stamper &
Whitaker, 1995 de aves icterideos (SILVA et al. 2017). Em contraste, o presente estudo apenas
demonstrou a suscetibilidade de S. aurantiirostris a I. similisi em cativeiro, embora sem
identifica-la em bico-duro de vida livre em sua area de distribuicdo natural. Numa abordagem
conservadora, isto ndo favorece o estabelecimento de 1. similisi como sinonimia janior de I.
formarum. A estratégia ideal para esse fim seria a identificacdo morfolégica e molecular de
oocistos de 1. pityli e 1. formarum de seu hospedeiro tipo S. grossus no Equador, em comparagéo
direta com oocistos identificados como I. saltatori e I. similisi de S. similis no sudeste do Brasil.
Além disso, o encontro destas Isospora spp. do tempera-viola S. maximus, que é um dos
Saltator sp. com a distribuicdo mais ampla no reino Neotropical, desde a regido transandina até
a costa atlantica da América do Sul, confirmaria esta suposicéo de dispersdo de coccidios entre
Saltator spp trans e cis-andinos.
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5.5 CONCLUSAO

As andlises moleculares realizadas complementaram a caracterizagdo molecular de 1.
similisi e confirmaram a descoberta desta espécie de coccidios no novo hospedeiro S.
aurantiirostris. As diferencas muito pequenas nas sequéncias de 1. similisi de S. similis e S.
aurantiirostris observadas nos loci MACOIII (2 nucleotideos) e MARI (1 nucleotideo) devem
ser considerado intraespecifico e possivelmente resultante de adaptacdo a outro hospedeiro
(BERTO & LOPES 2020; ORTUZAR-FERREIRA et al. 2024). Esta conclusdo pode ser
explicada pelo fato de que estas diferencas em comparagdo com outras Isospora spp.
provenientes de passeriformes depositados no GenBank sdo consideravelmente maiores, além
de estes exibirem monofilia nas analises filogenéticas para estes locos (Figuras 29-31). Sabe-se
gue 0s genes mitocondriais sd0 menos conservados e, portanto, os mais adequados para
delimitar espécies, pois indicam até diferencas intraespecificas (OGEDENGBE et al., 2011;
EL-SHERRY etal., 2013; ORTUZAR-FERREIRA et al. 2024). Analises filogenéticas de locos
mitocondriais resultaram em grupos monofiléticos com bom suporte de valores de méaxima
verossimilhanca bootstrap e probabilidades posteriores bayesianas, principalmente para
Eimeria spp. de coelhos e Eimeria spp. de Galliformes e algumas Isospora spp. de
passeriformes. No entanto, outras Isospora spp. de passeriformes foram desagrupadas, ou
agrupadas incongruentemente, nos cladogramas dos trés loci mitocondriais (Figuras 29-31).

As variagdes genotipicas significativas que eram esperadas para genes mitocondriais,
ou algum outro fator desconhecido para Isospora spp. de passeriformes, pode estar associada a
incongruéncia desses resultados filogenéticos. As mesmas observacfes foram descritas por
Ogedengbe et al. (2018), que demonstraram a parafilia de Isospora spp. e Eimeria spp. de
diferentes taxons hospedeiros em uma analise filogenética abrangente envolvendo genes
mitocondriais e 18S. Com base em suas descobertas, Ogedengbe et al. (2018) concluiram que
0s ajustes taxondmicos necessarios visando uma congruéncia dos fen6tipos com os gendtipos
de Eimeriidae exigiriam a criacdo de pelo menos 9 novos géneros ndo baseados na proporgao
de esporocistos e esporozoitos nos quais a taxonomia de coccidios se baseia tradicionalmente.
As amostras de S. similis e S. aurantiirostris apresentaram sequéncias idénticas para o locus
1NF/18S. Na verdade, sabe-se que o gene 18S é mais conservado que 0s genes mitocondriais
e, portanto, mais adequado para a reconstrucdo filogenética de géneros ou taxons superiores
(OGEDENGBE et al., 2011; EL-SHERRY et al., 2013; ANDRADE et al., 2024). Uma anélise
molecular comparativa do locus INF/18S destaca esta afirmacgédo, uma vez que séo observadas
diferengas muito pequenas entre diferentes espécies de coccidios de grandes taxons
hospedeiros, incluindo Isospora spp. de diferentes ordens de Aves que eram 99,7%
semelhantes. Na mesma linha, a analise filogenética (Figura 32) mostrou grupos monofiléticos
congruentes e bem definidos para taxons superiores, como os diferentes géneros de Eimeriidae,
que foram agrupados em clados separados. No entanto, Isospora spp., evolutivamente distante
porque parasita diferentes tdxons hospedeiros superiores, pertence a0 mesmo grupo
monofilético. Concluindo, apés andlise e discussdo de todos os resultados obtidos no presente
estudo, o bico-duro, S. aurantiirostris é registrado como um novo hospedeiro suscetivel a I.
similisi, cuja caracterizacdo molecular € complementada pelo sequenciamento de trés loci
mitocondriais e um locus nuclear. Alem disso, estima-se que I. similisi seja sinonimia junior de
I. formarum devido a ampla distribuicdo de seus hospedeiros na regido Neotropical. Portanto,
espera-se que os resultados do presente estudo motivem futuros estudos taxonémicos de
Isospora spp. de outros Saltator spp. a fim de estabelecer a sinonimizagéo de I. formarum com
I. similisi e, assim, sua ampla distribuicdo e dispersdo na regido Neotropical, inclusive pela
cordilheira dos Andes.
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6. CAPITULO IV

PREVALENCIA E DENSIDADE DE COCCIDIOS DE SALTATORINAE
(PASSERIFORMES: THRAUPIDAE) NO PARQUE NACIONAL DO
ITATIAIA
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6.1 RESUMO

O estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia e a densidade de coccidios do género
Isospora em aves do género Saltator no Parque Nacional do Itatiaia (PNI), utilizando os
coccidios como biomarcadores ecoldgicos para avaliar a saude dessas aves de vida livre.
Durante 18 expedic@es, 42 individuos de Saltator spp. foram capturados e analisados. A espécie
Saltator similis foi a mais representativa, com 35 exemplares, seguida por S. maxillosus (5
exemplares) e S. fuliginosus (2 exemplares). A prevaléncia de coccidios de Isospora spp. foi
observada em 46% das aves capturadas, com a densidade média de 119 oocistos por defecagéo
(OoPD) na Parte Alta do PNI e 89 OoPD na Parte Baixa. A densidade dos oocistos foi
significativamente maior no Unico espécime com sinais clinicos de coccidiose, que apresentou
6.500 OoPD, sugerindo uma correlacédo entre a densidade de oocistos e 0 desenvolvimento de
coccidiose em Saltator spp.. Essa diferenca sugere que a densidade de oocistos é um indicador
confiavel de salde, sendo um bom biomarcador para monitoramento ecolégico. Além disso, o
estudo sugeriu que a area de transicdo entre a floresta ombréfila e o planalto de altitude no PNI
poderia influenciar fatores ambientais como o estresse e a imunidade das aves, afetando a
manifestacdo da coccidiose. Os dados indicaram que S. similis pode ser um importante dispersor
de coccidios no PNI, sendo um possivel vetor da transmissdo de Isospora spp. para outras
espécies de Saltator. Comparando os resultados de aves de vida livre com os estudos em
cativeiro, verificou-se que a densidade de oocistos em aves de vida livre foi geralmente baixa,
indicando um estado de salde satisfatorio das aves, com excecdo de casos isolados de
coccidiose severa. Os resultados reforcam que os coccidios de Isospora spp. em Saltator spp.
podem atuar como biomarcadores de salde e conservacdo ecoldgica, especialmente em
ecossistemas como o PNI.

Palavras-chave: Parque Nacional de Itatiaia. Saltator spp. Biomarcadores ecolégicos.
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6.2 ABSTRACT

The study aimed to investigate the prevalence and density of coccidia of the genus Isospora in
birds of the genus Saltator in the Itatiaia National Park (PNI), using the coccidia as ecological
biomarkers to assess the health of these wild birds. During 18 expeditions, 42 individuals of
Saltator spp. were captured and analyzed. The species Saltator similis was the most
representative, with 35 specimens, followed by S. maxillosus (5 specimens) and S. fuliginosus
(2 specimens). The prevalence of Isospora spp. coccidia was observed in 46% of the captured
birds, with an average oocyst density of 119 oocysts per defecation (OoPD) in the Upper Part
of the PNI and 89 OoPD in the Lower Part. Oocyst density was significantly higher in the only
specimen showing clinical signs of coccidiosis, which had 6,500 OoPD, suggesting a
correlation between oocyst density and the development of coccidiosis in Saltator spp. This
difference suggests that oocyst density is a reliable health indicator and a good biomarker for
ecological monitoring. Additionally, the study suggested that the transitional area between the
ombrophyllous forest and the high-altitude plateau in PNI could influence environmental
factors such as stress and immunity in the birds, affecting the manifestation of coccidiosis. The
data indicated that S. similis may be an important disperser of coccidia in PNI, possibly a vector
for the transmission of Isospora spp. to other Saltator species. A comparison of the results from
wild birds with those from captive studies showed that oocyst density in wild birds was
generally low, indicating a satisfactory health status in the birds, with the exception of isolated
cases of severe coccidiosis. The results reinforce that Isospora spp. coccidia in Saltator spp.
can act as biomarkers of health and ecological conservation, especially in ecosystems such as
the PNI.

Keywords: Itatiaia National Park. Saltator spp. Ecological biomarkers.
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6.3. INTRODUCAO

A preservacédo da diversidade bioldgica e dos recursos naturais ndo renovaveis sao de
extrema importancia para a manutencao da sobrevivéncia humana e suas futuras geracoes.
Atualmente, 70% da populagéo brasileira vive no bioma da Mata Atlantica. Sua abundéncia de
nascentes e mananciais tem importante relacdo no abastecimento de agua para a populagéo e
sdo fundamentais para a regulacdo climatica. Associado ao recurso genético, sdo fonte de
substancias para fins medicinais, fonte de renda para atividade da comunidade tradicional, além
do seu potencial econdmico para o turismo ecologico. A Mata Atlantica € um patrimonio
Nacional protegido pela Lei 11.428/2006 e se faz necessario seu monitoramento constante
através da pesquisa cientifica e fiscalizacdo dos 6rgaos competentes afim de salvaguardar a
biodiversidade, garantir a saude humana, protecdo do recurso hidrico e dos valores
paisagisticos.

O PNI esta localizado no eixo Rio de Janeiro e Séo Paulo, que sdo as cidades mais
populosas com uma economia bem concentrada no sudeste brasileiro. O PNI por sua vez é o
primeiro Parque Nacional do Brasil, os quais estdo classificados no Sistema Nacional de
Unidades de Conservacdo da Natureza (SNUC, 2000), como Unidades Federais de Protecdo
Integral. Os principais objetivos de uma UC Federal sdo: proteger a natureza sendo permitido
apenas 0 uso indireto dos seus recursos naturais, proteger espécies ameacadas de extingdo,
preservar e restaurar a diversidade de um ecossistema, e incentivar a pesquisa cientifica e
fomentar o monitoramento ambiental.

A avifauna do PNI possui significativa importancia econébmica para 0 ecoturismo
nacional e internacional, sendo um dos principais destinos para observacdo de aves devido a
diversidade de espécies facilmente observaveis. Além disso, as aves desempenham funcdes
essenciais como polinizadoras, dispersoras de sementes e controladoras de insetos, o que
destaca sua importancia ecolégica. O declinio das populaces de aves pode resultar em
desequilibrios ecoldgicos significativos, como aumento de pragas, reducdo na dispersdo de
sementes e polinizacdo, afetando a regeneracdo e a biodiversidade vegetal. 1sso também
impacta a cadeia alimentar, prejudicando predadores e competidores, e altera ciclos de
nutrientes como nitrogénio e fdsforo, reduzindo a fertilidade do solo. A falta de locais
adequados para nidificacdo pode prejudicar a reproducéo e protecdo dos filhotes, contribuindo
para um ambiente menos propicio a diversidade e estabilidade do ecossistema (WELAN et al.,
2011).

As aves sdo amplamente reconhecidas como bioindicadores da qualidade ambiental e
da saude dos ecossistemas. Os coccidios nos passaros, por sua vez, sao biomarcadores por
evidenciarem seus estados de imunidade, mostrando precocemente e indiretamente alteracdes
ambientais que estejam estressando-as. Em outras palavras, em ambientes bem preservados,
varias ameacas persistem para as populacdes de aves, como mudancas climaticas, poluicéo,
fogo, espécies invasoras, doengas e mudangas no uso da terra; portanto, & fundamental o
monitoramento continuo de biomarcadores a fim de compreender e mitigar precocemente esses
impactos, garantindo a conservacao da diversidade de aves, principalmente em areas protegidas
(MARONEZI et al. 2024b).

Nexte contexto, o presente estudo tem como objetivo identificar e quantificar coccidios
parasitas de passaros do género Saltator no PNI, conferindo a diversidade e distribuicdo destes
cromistas em diferentes Saltator spp. e, assim, avaliando seus potenciais como biormarcadores
de conservagdo ambiental. Atualmente s6 ha registros de trés Saltator spp. dentro dos limites
do PNI: S. similis, S. fuliginosus e S. maxillosus. Aferir a prevaléncia e densidade de coccidios
de Saltator spp. em diferentes zoneamentos do PNI pode revelar dados importantes de impactos
ambientais e qualidade de preservacdo ambiental nesta UC, principalmente apos o relato das
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altas prevaléncias e densidades de Isospora spp. de trinca-ferro de gaiola de criagdes no entorno
do Parque. Portanto, 0 monitoramento desse biomarcador pode apresentar relatorios de
qualidade ambiental em zoneamentos da UC ao longo do seu gradiente altitudinal e uso do solo.
Adicionalmente, a identificacdo de novos hospedeiros de Saltator spp. no Parque pode revelar
a transmissdo/dispersao de Isospora spp. no Parque ou até em toda a regido Neotropical onde
as espécies de Saltator estdo distribuidas.
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6.4. MATERIAL E METODOS
6.4.1. Local de estudo, pontos de captura de aves e coleta de amostras

A localidade selecionada para o desenvolvimento deste estudo foi o PNI, o qual est4
situado nas divisas dos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e S&do Paulo. O PNI é uma
Unidade de Conservacdo de Protecdo Integral que faz parte do Mosaico de Unidades de
Conservacao da Serra da Mantiqueira, que abriga uma grande biodiversidade de passeriformes
que representam uma amostragem das aves brasileiras observadas na Mata Atlantica (ICMBIO,
2024). O trabalho atual agrupa resultados de 18 expedicdes para o PNI que objetivaram a
captura e coleta de amostras fecais de aves nas seguintes localidades (Figura 34): (1) Trilha das
Borboletas (22°26'17"S; 44°37'33"W) nos meses de fevereiro 2023 e janeiro 2024; (2) Trilha
Espelho do Céu (22° 26' 49.53" S; 44° 36' 49.91" W) no més de abril de 2023; (3) Trilha dos 3
Picos (22° 26' 07.41" S; 044° 36' 25.19" W) nos meses julho de 2023 e junho de 2024; (4)
Travessia Ruy Braga (Km 1) (22°26'17.00"S, 44°37'33.00"W) no més de julho de 2017, margo
de 2019, maio de 2021 e fevereiro de 2022; (5) Travessia Ruy Braga (Km 5) (22° 26' 03.02" S;
44° 37" 35.79" W) no més de setembro de 2023; (6) Travessia Ruy Braga (Km 2) (22° 25' 39.90"
S; 44° 37" 49.41" W) no més de julho de 2022; (7) Visconde de Maua (22°20'18.53"S;
44°36'51.08"W) no més de julho de 2021; (8) Casa de Pedra (22° 22' 07,34" S; 44° 44' 42,63"
W) nos meses julho, outubro e dezembro de 2019, junho de 2021, agosto de 2022 e abril de
2024.

‘[PA] Casa de Pedra - 1902m

‘[F’B] Visconde de Maua - 1550m

‘[PB] Travessia Ruy Braga (Km 5) - 1378m

[PB] Travessia Ruy Braga (Km 2) - 1216m
[PB] Travessia Ruy Braga (Km 1) - 1131n1

‘[PB] Trilha Trés Picos (Km 0) - 1055m
[PB] Trilha Espelhg do Céu -.791m

’[PB] Trilha das Borboletas - 847m

Figura 34. Mapa de imagem de satélite em 3D do territorio do Parque Nacional do Itatiaia com
indicadores das localidades de expedicdes realizadas onde foram capturados Saltator spp.
de 2017 a 2024. Fonte: Google Earth, 2024.

Em todas expedicdes pelo menos um Saltator sp. foi capturado. Nos locais de capturas,
foram utilizadas redes de neblina com tamanho total de 9m por 3m e 18m por 4m, dimensdes
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de malha de 20mm e 40mm e fixadas em hastes de aluminio do tipo encaixe ou telescopio,
objetivando a captura das aves. A frequéncia de verificacdo das redes de neblina foi de,
aproximadamente, 20 minutos, conduzindo-se em sequéncia com a retirada manual da ave,
minimizando o estresse (NASCIMENTO et al., 1994). As aves foram inicialmente mantidas
em sacos de pano e, em seguida, foram identificadas de acordo com os guias de identificacdo
de aves Sigrist (2014) e Ridgely et. al. (1994) e fotografadas. Logo apds a identificacéo, as aves
foram transferidas para caixas de papeldo que sdo tradicionalmente utilizadas para 0 comércio
de aves de pequeno/médio porte. Estas caixas foram previamente forradas com papel
absorvente objetivando-se obter as defecagdes isoladas para a quantificacdo de oocistos por
defecacdo (OoPD), conferindo assim as densidades (DOLNIK, 2006). Apds a obtencéo das
amostras fecais, as aves foram anilhadas, em seguida, libertadas no préprio ambiente de
capturas. Em média, o tempo de acondicionamento para a defecacdo variou entre 30min até
60min.

Toda metodologia esta autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio) sob autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBIO) de n° 45200, 49605 e 54951 e Comisséo de Etica CEUA/UFRRJ
protocolos 1V-036/2014, I1B-008/2015 e 1V-6606250616 (ANEXQS).

6.4.2. Processamento das amostras

As amostras fecais obtidas foram transportadas em tubos conicos de centrifuga com
capacidade de 15ml, contendo uma defecacdo inteira diluida em solugdo aquosa de Dicromato
de Potassio (K2Cr.07) a 2,5% a 1:6 (v/v), possibilitando a manutencgdo dos oocistos. As mesmas
foram transportadas para o LABICOC, no DBA do ICBS da UFRRJ. No laboratério, as
amostras foram mantidas nos tubos cénicos de centrifuga e solucdo de K>Cr,O7 em temperatura
ambiente. Para garantir a esporulacdo dos oocistos, os tubos foram abertos e homogeneizados
assegurando constante presenca de oxigénio atmosférico por um periodo minimo de 10 dias.

Apos a esporulacdo dos oocistos, utilizou-se a técnica modificada de flutuagdo com
solucdo saturada de sacarose a 1,23 g/ml, via centrifugacdo (10min/2.000 rpm) descrita por
Sheather (1923) e modificada por Duszynski e Wilber (1997), onde os oocistos foram separados
das fezes e do K>Cr20x.

6.4.3. Visualizacgéo, fotomicrografia e quantificagdo dos oocistos

A visualizacdo e as fotomicrografias dos oocistos recuperados foram realizadas
utilizando microscopio binocular Olympus BX (Olympus Otico, Téquio, Japdo) acoplado a
uma camera digital Eurekam 5.0 (BEL Photonics, Monza, Italia), em objetiva de 100X com o
uso de 6leo de imersdo. A quantificacdo foi realizada com base na metodologia de Dolnik
(2006) e Dolnik et al. (2010), onde a contagem dos oocistos é feita a partir de uma defecacdo
inteira. A laminula foi observada criteriosamente para quantificacdo. Esse metodo promove a
densidade por meio da quantificagdo de OoPD (BUSH et al. 1997). O método facilita a
investigacdo em campo e, principalmente, com passaros que defecam quantidades muito
pequenas de fezes, insuficientes para alcancar 1g. Para identificagdo especifica dos oocistos
recuperados utilizou-se como base as diretrizes e estudos morfologicos e morfométricos
destacados por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al. (2014) que auxiliam na classificacdo
dos oocistos esporulados de coccidios.
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6.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas 18 expedicdes realizadas para este estudo foram capturados 42 espécimes de
Saltator spp. no PNI. A espécie mais representativa foi S. similis com 35 espécimes capturadas.
O bico-de-pimenta S. fuliginosus foi capturado apenas em dois momentos e 0 bico-grosso S.
maxillosus foi capturado em cinco momentos. Apos a coleta e processamento das amostras
destes 42 Saltator spp., pdde-se constatar a presenca de coccidios de Isospora spp. Observou-
se que as aves capturadas estavam aparentemente saudaveis, incluindo aquelas parasitadas por
coccidios, exceto um espécime positivo com sinais clinicos de coccidiose. A totalidade de aves
capturadas e identificadas, assim como as prevaléncias de aves positivas, por espécies, podem
ser visualizadas na Tabela 3.

Tabela 3. Prevaléncia e densidade de coccidios do género Isospora de amostras fecais de
Saltator spp. silvestres capturados no Parque Nacional do Itatiaia.
Amostras

Sem sinais clinicos

- - Com sinais clinicos Geral
Planalto de Altitude Parte Baixa
Espécies o o ° °
S Z = S Z = S Z = s Z 0=
) = ) Rt = ) ) = ) ot = )
% g S o g S z 3 IS o g I
g 2 g £ g 2 S
Saltator _AEo. 1 o2 8(5-311; o o 20 (6-6500; o
wmilis 11 (3-652;163)! 11 22(50%) 100) 4 12(66%) 1(6.500) 0 1 (100%) 455) 15 35(57%)
Saltator 5 1 9.5y 3 5 (a0%) 0 0 0 0 0 0 2(1-9;5) 3 5(40%)
maxillosus
Saltator . o . o
fuliginosus 0 0 0 1(1-1;1) 1 2(B0%) 0 0 0 1(1-1;1) 1 2(50%)
. eEo. 28 211 14 1 oy 23 (0,5-455; o
Totais: 13 (1-652; 119) 14 (46%) 9 (1-311; 89) 5 (64%) (6.500) 0 1(100%) 153) 19 42 (54%)

INUmero de positivos seguido da amplitude e média de densidade entre paréntesis. 2Prevaléncia.

As informacdes obtidas no presente estudo sobre a prevaléncia de coccidios de Isospora
spp. de Saltator spp. no PNI reforcam que a densidade de oocistos de coccidios conferem o
estado de saude dessas aves de vida livre, potencializando a sua utilizacdo como biomarcador
de monitoramento de conservagéo ecoldgica. Notavelmente, o Unico individuo capturado com
sinais clinicos de coccidiose apresentou uma densidade excepcionalmente alta de 6.500 OoPD,
em contraste com a média de 119 OoPD observada nas aves sem sinais clinicos evidentes. Essa
disparidade sugere uma forte correlacdo entre a densidade e a coccidiose em Saltator spp. de
vida livre (BERTO & LOPES, 2020).

Adicionalmente, a localizacdo deste individuo na Parte Baixa do PNI, porém ja numa
area de transicdo vegetal entre a floresta ombrofila e o planalto de altitude, sugere que os fatores
ambientais presentes nesta localidade podem influenciar significativamente no estresse e
consequentemente na imunidade e susceptibidade a coccidiose severa. De fato, esta area de
transicdo pode estar associada a uma maior competitividade inter-especifica das aves, por maior
disputa de alimentos, territério, etc., uma vez que é uma regido que contém espécies endémicas
da Parte Baixa, mas também da Parte Alta do PNI (DOLNIK, 2010; BERTO & LOPES, 2020).

Outra suposicdo € que o relato de S. similis com 6.500 OopD, conforme apresentado no
capitulo Il indica que, por ser um animal juvenil, pode manifestar sinais clinicos devido a uma
primo-infeccdo ou a imunidade em desenvolvimento (Krautwald-Junghanns et al., 2009;
Merino, 2010; BERTO & LOPES, 2020). Em contrapartida, 61% dos trinca-ferros S. similis
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positivos no presente estudo sdo igualmente jovens, mas com baixas densidades de média de
145 OoPD. Neste sentido, esse comparativo revela que a fase de vida juvenil ndo foi um fator
determinante para o desenvolvimento de maiores OoPDs ou sinais clinicos de coccidiose.

A comparacdo entre os estudos em cativeiro dos Capitulos | e 11l (MARONEZI et al.,
2022; 2024b) e as observagdes do presente estudo de aves de vida livre no PNI revelam
diferencas significativas na prevaléncia e na manifestacéo clinica de coccidios em Saltator spp.
Maronezi et al. (2022) identificaram prevaléncia de 88% de coccidios em S. similis mantidos
em cativeiro, com densidades de oocistos (OoPD) significativamente maiores que aquelas
observadas em Saltator spp. de vida livre no presente estudo; entretanto, sem sinais clinicos de
coccidiose. Similarmente, Maronezi et al. (2024b) registraram 9.000 OoPD de S. aurantiirostris
em cativeiro, também sem sinais clinicos. Estes resultados contrastam profundamente com os
resultados do presente estudo em Saltator spp. de vida livre no PNI, onde a alta densidade de
6.500 OoPD observada no unico espécime foi diretamente relacionada com sinais clinicos de
coccidiose, em comparacdo com a média de 119 OoPD nas aves assintomaticas. Portanto, no
presente estudo os coccidios de Isospora spp. de Saltator spp. foram observados como
biomarcadores da saude de Saltator spp., pois marcaram sensivelmente alteracdes na imunidade
e susceptibilidade a coccidiose em seu ambiente natural, mesmo com uma média de OoPD
frequentemente observada como assintomatica em cativeiro.

Nessa perspectiva, os resultados indicam que o PNI estd em uma condicdo de enzootia,
com uma prevaléncia de 46% e uma densidade de 119 oocistos por grama de fezes (OoPD) na
Parte Alta, e uma prevaléncia de 64% e densidade de 89 OoPD na Parte Baixa. Tais dados
evidenciam que as formas de uso do solo em diferentes gradientes altitudinais ndo tém alterado
significativamente a distribuicdo e dispersdo dos coccidios.

Adicionalmente os dados sugerem que S. similis, com uma densidade média de 455
OoPD, pode atuar como um dispersor significativo de coccidios no PNI. Enquanto S.
fuliginosus e S. maxillosus apresentam densidades muito menores (1 e 5 Oo0PD,
respectivamente), S. similis, frequentemente criado em gaiolas nas proximidades do parque,
pode estar contribuindo para a transmissao em Saltator spp. de vida livre. Como S. fuliginosus
e S. maxillosus dependem fortemente de areas florestais conservadas e sdo sensiveis a impactos
ambientais, a presenca de S. similis e suas densidades de oocistos podem representar uma
ameaca a saude dessas espécies mais vulneraveis (BERTO & LOPES, 2020).

O bico-de-pimenta S. fuliginosus positivo eliminou apenas um oocisto
morfologicamente identificado como I. similisi. Este achado, juntamente com o estudo de
Maronezi et al. (2024b), que identifica essa mesma espécie coccidiana parasitando S.
aurantiirostris, sugere que esta espécie de coccidio possui uma ampla distribui¢cdo Neotropical,
infectando diversos Saltator spp., incluindo o bico-encarnado S. grossus, que € o hospedeiro-
tipo de I. formarum, presente tanto a leste (cis-andina) quanto a oeste (trans-andina) da
Cordilheira dos Andes no Equador. (MCQUISTION; CAPPARELLA, 1992). Neste caso,
devido a similaridade/compatibilidade morfoldgica entre I. formarum e 1. similisi e por esta
observagdo de especificidade minimamente em nivel de género de hospedeiro, I. similisi
poderia ser considerado como sinonimia junior de I. formarum, obedecendo a lei da prioridade
do Cddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica. Em contrapartida, devido ao Unico
oocisto observado do Unico bico-de-pimenta S. fuliginosus positivo neste estudo, esta
reclassificacdo seria precoce. Assim sendo, conforme mais Saltator spp., alem de S. similis,
sejam observados como hospedeiros de 1. similisi, principalmente Saltator spp. simpétricos com
0 bico-encarnado S. grossus (ex.: tempera-viola S. maximus), esta reclassificacdo estaria bem
fundamentada.

Os dois espécimes de bico-grosso S. maxillosus positivos apresentaram um morfotipo
de Isospora sp. até entdo incompativel com as espécies descritas na literatura cientifica na
subfamilia Saltatorinae, sugerindo potencialmente a descoberta de uma nova espécie. A
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auséncia de oocistos descritos em S. similis nas amostras de S. maxillosus indica que essas
espécies podem ter habitos distintos ou ocupar nichos ecoldgicos diferentes, o que reduz a
probabilidade de transmissdo desses oocistos por infeccdo orofecal entre elas. Outra
possibilidade € que S. maxillosus esteja num processo de especiacdo avangado em relacdo as
demais Saltator sp., sendo portanto ndo susceptivel a I. trincaferri, 1. similisi e I. saltatori
(BERTO & LOPES, 2020). Com um maior numero amostral e a persisténcia da auséncia destas
Isospora sp. em S. maxillosus, ou preferencialmente por um experimento de infecgdo
experimental, caso esta ndo suscetibilidade seja comprovada, surge a hipoGtese de que S.
maxillosus poderia ser reclassificado em outro género.

Finalmente, com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que
Isospora spp. estdo distribuidas de forma baixa a moderada no PNI, tanto em prevaléncia,
guanto em densidade, indicando o bom estado de salde de suas aves hospedeiras e,
consequentemente, o bom estado de conservacdo do PNI. Adicionalmente, conforme novos
dados e resultados sejam obtidos no futuro, uma nova espécie de Isospora, rearranjos
taxonémicos de Isospora spp. de Saltator spp., e a determinacdo da disperséo e distribuicdo de
Isospora spp. de Saltator spp. na regido Neotropical e no PNI podem ser ampliados,
intensificando a utilizagdo dos coccidios de Saltator spp. como biomarcadores ecoldgicos.
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6.6. CONCLUSAO
Apos obtencgdo dos resultados e discussdo pode se chegar a seguintes conclusdes:

1) Isospora. trincaferri, I. saltatori e I. similisi de Saltator spp. foram identificadas
e caracterizadas morfologicamente e molecularmente;

i) Saltator. aurantiirostris foi gravado como novo hospedeiro para I. similisi,
ampliando a identificacdo molecular dessa espécie no entorno do PNI;

iii)  Aprevalénciae densidade de Isospora spp nas Partes Alta e Baixa do PNI, foram
equivalentemente baixas a moderadas indicando o bom estado de conservagéo do PNI.

iv) Apenas um passaro S. similis juvenil foi observado com sinais clinicos de
coccidiose correlacionada a alta densidade de oocistos.

V) Os coccidios foram observados como biomarcadores do estado de salde e
imunidade das aves bioindicadoras e, indiretamente, de conservagdo ambiental.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Na delegacia de Itatiaia, ha relatos preocupantes sobre a pratica de soltura de aves,
principalmente S. similis, interceptadas do trafico de animais, devido & falta de capacidade de
acolhimento em centros de triagem de animais silvestres. Esta pratica ocorre sem considerar o
potencial risco para a saude da populacdo natural de aves do PNI, devido a alta densidade
parasitaria amplamente conhecida que muitas dessas aves podem ter. A introducdo de aves com
densidade elevada pode amplificar a presenca de parasitas no ambiente natural, impactando
negativamente a salde das aves silvestres locais e exigindo uma abordagem mais cuidadosa e
consciente na gestdo da vida silvestre. Esse estudo colabora com informacdes significativas
para projetos de monitoramento e reintegracdo de espécies no PNI.

Além disso, a necessidade de novos centros de triagem e reabilitacdo é uma urgéncia,
pois a capacidade atual dos 6rgédos de acolhimento e triagem da fauna silvestre, como o CETAS,
ndo é suficiente para a demanda crescente de animais silvestres resgatados. Por este motivo,
alguns desses 6rgdos se encontram a beira do colapso devido a falta de vagas para acomodar o
fluxo continuo de animais silvestres resgatados. Este problema néo é apenas local, mas sim um
reflexo de um sistema ambiental sobrecarregado e desafiado. Esta falta de infraestrutura
adequada ndo apenas limita a capacidade de cuidar adequadamente dos animais resgatados, mas
também compromete severamente os esforcos de reintegracdo de espécies nativas em seus
habitats naturais. Portanto, a criagdo de novos centros nao é apenas uma questdo de logistica,
mas uma medida essencial para preservar a biodiversidade local e garantir a saude dos
ecossistemas naturais.

O Instituto Chico Mendes (ICMBIo), 6rgao federal responsavel pela gestdo de Unidades
de Conservacdo no Brasil, financia o projeto de reintegracdo de trinca-ferros no Parque
Nacional da Tijuca, provenientes do tréfico de animais e alojados no Cetas-RJ. Com base nessa
pratica que acontece em outro Parque Nacional, esta tese apresenta dados importantes e
significativos que fundamentam cientificamente essa pratica, visando reintegrar novos
espécimes sem prejudicar a avifauna local. Além disso, a juncdo, destes modelos podem ser
replicados em diferentes Unidades de Conservacdo no bioma Mata Atlantica.

A legislacdo inicial, especificamente a Instru¢cdo Normativa Ibama 179/2008, que
delineava diretrizes para destinacdo de animais da fauna silvestre apreendidos, resgatados ou
entregues as autoridades competentes, incluia critérios para sele¢do e reintegracdo a natureza,
como exames obrigatorios de coproparasitologia para pesquisa de Isospora spp. durante a
guarentena. Essa normativa foi revogada e substituida pela IN 5/2021 Ibama, que ja ndo requer
mais essa pesquisa especifica. Esta mudanca, lamentavelmente, traz prejuizos, pois a pesquisa
de Isospora spp. é fundamental para a avaliacdo da salde e qualidade de vida das aves antes da
reintegracé@o ao habitat natural.

Neste contexto, esta tese de doutoramento resgata a importancia do exame
coproparasitologico para quantificagdo dos coccidios antes da soltura/reintroducdo de aves
silvestres em ambientes em enzootia. Quando em enzootia 0s coccidios raramente causam
doencgas nas aves, entretanto com a introducdo de altas densidades de oocistos pela soltura
imprudente de aves com coccidiose severa pode comprometer os esfor¢os de conservacgao da
biodiversidade local. Exacerbam os riscos para a saude das aves, aumentando a vulnerabilidade
as doengas parasitarias como a coccidiose.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A reintroducdo de espécies sem o devido cuidado pode introduzir doencas e aumentar
as pressdes sobre populacdes ja vulneraveis de aves nativas. A adaptacdo as condicOes
ambientais alteradas e a promocdo de praticas de manejo adaptativas sdo essenciais para
garantir a eficacia dos programas de reintegracdo. Portanto, € imperativo que politicas de
manejo sejam revistas e reforgadas, garantindo que todos os individuos reintroduzidos passem
por rigorosa avaliacdo de saude, incluindo o exame coproparasitoldgico para deteccdo de
coccidios. A implementacdo dessas medidas ndo apenas protege a salde das aves nativas, mas
também fortalece a resiliéncia dos ecossistemas frente aos desafios ambientais contemporaneos,
assegurando um futuro sustentavel para as populacdes de aves no PNI.

Para garantir a protecéo e a reabilitacdo eficaz da fauna resgatada do trafico na regido
do PNI, ¢ essencial desenvolver novos centros de triagem. Esses centros, que podem incluir
instalacOes privadas, ndo apenas asseguram um tratamento digno e respeitoso para 0s animais,
mas também ajudam a reduzir os impactos negativos nos ecossistemas locais, vitais para a
manutencdo da salde ambiental. Além disso, a criacdo de projetos de reintegracdo deve ser
incentivada, com financiamento de empresas ambientalmente responsaveis e embasamento
cientifico em todas as etapas. Com a implementacao de novos centros de triagem, mesmo que
privados, os 6rgdos fiscalizadores terdo a oportunidade de atuar de forma mais rigorosa no
combate ao tréfico de animais. A colaboragdo entre 0s setores publico, privado e terceiro setor
é fundamental para elaborar e executar iniciativas que promovam a reintegracao responsavel e
sustentavel das espécies nativas. Tais esforcos sdo indispensaveis para a conservacdo da
biodiversidade na regido do PNI, garantindo que os ecossistemas naturais se mantenham
equilibrados e saudaveis
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2 | Identificacdo dos coccidios 09/2014 07/2015
3 | Processamento de amostras 09/2014 07/2015
4 | Publicacdo em periddicos e trabalhos e congressos 09/2014 07/2015
5 | Estudo estatistico para caracterizacdo dos oocistos 10/2014 07/2015
6 | Estudo estatistico para correlacdo entre coccidios e impactos ambientiais 04/2015 07/2015

Observacoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional,
que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto coletar dados,
1 | materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente
e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa,
estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter
as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do responsavel pela
area, publica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena
(FUNAI), da unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério,
posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacgdo federal cujo processo de
regularizacdo fundiéria encontra-se em curso.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa
n°154/2007. Através do coédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade
deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cddigo de autenticacdo: 84371796
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Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucdo Normativa IBAMA n°
154/2007 ou na Instrucdo Normativa ICMBIio n° 10/2010, no que especifica esta Autorizacdo, ndo
podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado
devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizacdo para envio ao exterior de material biol6gico ndo consignado devera ser requerida por meio
4 | do endereco eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line - Licenga para importa¢do ou exportacgao de
flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e
instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo taxondmico de interesse, evitando
a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo
comprometa a viabilidade de populac6es do grupo taxonémico de interesse em condicao in situ.

O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da
violacdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacdo, omisséo ou falsa descri¢do de informacGes
6 | relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, poderd, mediante decisdo motivada, ter a autoriza¢éo ou
licenca suspensa ou revogada pelo ICMBIo e o material biolégico coletado apreendido nos termos da
legislacdo brasileira em vigor.

Este documento nédo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do
patrimdnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e na zona econdmica
7 | exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa
cientifica, bioprospeccdo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagcfes em
Www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizag&o
8 | devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das expedicdes, as
condicOes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

1 O PNI SO PERMITE USO DE REDE DE NEBLINA PARA COLETA DE AVES, FEZES E
OBSERVACOES
Equipe
# Nome Funcéo: CPF: Doc. identidade Nacionalidade
1 Cleide Domingues Coelho Pesquisador Brasileira
2 | Carlos Wilson Gomes Lopes | Coordenador Brasileira
3 Bruno do Bomfim Lopes Pesquisador ] Brasileira

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa
n°154/2007. Através do coédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade
deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cddigo de autenticacdo: 84371796
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBIo
Sistema de Autorizagdo e Informacgdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 45200-1 | Data da emissdo: 08/08/2014 11:16 | Data para revalidacdo* 07/09/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no
cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do
relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario
de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _

Titulo do Projeto: COCCIDIOS EM AVES SILVESSTRES CIOMSO BIOMABRCADORIESODE
DISPERSAO E IMPACTOS AMBIENTAIS NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA E EM SEU
ENTORNO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF Descri¢do do local Tipo
1 RJ | PARQUE NACIONAL DE ITATIAIA UC federal
2 | ITATIAIA RJ | Entorno do Paque Nacional do Itaiaia (Maromba, etc.) Fora de UC federal
Atividades X Taxons
# Atividade Taxon
1 | Captura de animais silvestres in situ Aves
2 | Coleta/transporte de amostras in situ Aves
Material e métodos
# Atividade Taxon
1 | Amostras bioldgicas (Aves) Fezes
2 | Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina
Destino do material bioldgico coletado
# Nome local destino Tipo destino
1 | UFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO Colecéo

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa
n°154/2007. Através do coédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade
deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cddigo de autenticacgdo: 84371796
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NOmero: 45200-1 | Data da emissdo: 08/08/2014 11:16 | Data para revalidacdo* 07/09/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no
cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do
relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario
de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | cer:

Titulo do_ Projeto: COCCIDIOS EM AVES SILVESSTRES CIOMSO BIOMABRCADORIESODE
DISPERSAO E IMPACTOS AMBIENTAIS NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA E EM SEU
ENTORNO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instru¢do Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato
ndo contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico,
por ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatdrio de atividades. O
transporte do material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca
permanente com a devida anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado
a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecdo biolégica cientifica registrada no Cadastro
Nacional de Colegbes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢do Normativa
n°154/2007. Através do coédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade
deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cddigo de autenticacdo: 84371796
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NUmero: 45200-1 | Data da emissdo: 08/08/2014 11:16 | Data para revalidacdo* 07/09/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no
cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do
relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario
de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno |l Berto | cer:

Titulo do_ Projeto: COCCIDIOS EM AVES SILVESSTRES CIOMSO BIOMABRCADORIESODE
DISPERSAO E IMPACTOS AMBIENTAIS NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA E EM SEU
ENTORNO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢do 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 Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cadigo de autenticagdo: 84371796
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBIo
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 49605-1 | Data da emissdo: 18/06/2015 14:46 | Data para revalidacdo* 17/07/2016
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no
cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do
relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario
de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | cer:
Titulo do Projeto: IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE COCCIDIOS (PROTOZA:
APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA, RJ, BRASIL

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Cronograma de atividades

- - Inicio Fim
# Descrigdo da atividade (més/ano) (més/ano)
1 | Captura de aves e coleta de amostras 08/2015 07/2016
2 | Identificagdo dos coccidios 09/2015 07/2016
3 | Processamento de amostras 09/2015 07/2016
4 | Publicacdo em periddicos e trabalhos e congressos 10/2015 07/2016
5 | Estudo estatistico para caracterizacdo dos oocistos 12/2015 07/2016

Observacoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territdrio nacional,
que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto coletar dados,
1 | materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente
e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa,
estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter
as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do responsavel pela
area, publica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena
(FUNALI), da unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arrendatario,
posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagdo federal cujo processo de
regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢do Normativa
n°154/2007. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade
deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cadigo de autenticagdo: 52541363
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Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucdo Normativa IBAMA n°
3 154/2007 ou na Instrucdo Normativa ICMBIio n° 10/2010, no que especifica esta Autorizacdo, ndo
podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado
devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.
A autorizacdo para envio ao exterior de material biol6gico ndo consignado devera ser requerida por meio
4 | do endereco eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line - Licenga para importa¢do ou exportacgao de
flora e fauna - CITES e ndo CITES).
O titular de licenga ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e
5 instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo taxondmico de interesse, evitando
a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo
comprometa a viabilidade de populac6es do grupo taxonémico de interesse em condicao in situ.
O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da
violacdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacdo, omisséo ou falsa descri¢do de informacGes
6 | relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, poderd, mediante decisdo motivada, ter a autoriza¢éo ou
licenca suspensa ou revogada pelo ICMBIo e o material biolégico coletado apreendido nos termos da
legislacdo brasileira em vigor.
Este documento nédo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do
patrimdnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e na zona econdmica
7 | exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa
cientifica, bioprospeccdo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagcfes em
Www.mma.gov.br/cgen.
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagio
8 | devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das expedicdes, as
condicOes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
Equipe
# Nome Funcdo: CPF: Doc. identidade Nacionalidade
1 | Carlos Wilson Gomes Lopes | Coordenador -E:_ Brasileira
2 Bruno do Bomfim Lopes Pesquisador [ ] Brasileira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Municipio UF Descricdo do local Tipo
1 RJ | PARQUE NACIONAL DE ITATIAIA UC federal

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa
n°154/2007. Através do coédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade
deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cddigo de autenticacdo: 52541363

|‘ Pagina 2/5

97



http://www.ibama.gov.br/
http://www.mma.gov.br/cgen

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBIo
Sistema de Autorizagdo e Informacgdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 49605-1 | Data da emissdo: 18/06/2015 14:46 | Data para revalidacdo* 17/07/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no
cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do

relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario
de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _

Titulo do Projeto: IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE COCCIDIOS (PROTOZA:
APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA, RJ], BRASIL

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Atividades X Taxons

# Atividade Taxon
1 | Captura de animais silvestres in situ Aves
2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Aves

Material e métodos

# Atividade Téaxon
1 | Amostras bioldgicas (Aves) Fezes
2 | Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina
Destino do material bioldgico coletado
# Nome local destino Tipo destino
1 | UFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO Colecéo

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa
n°154/2007. Através do coédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade
deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIio na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cddigo de autenticacdo: 52541363
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBIo
Sistema de Autorizagdo e Informacgdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 49605-1 | Data da emissdo: 18/06/2015 14:46 | Data para revalidacdo* 17/07/2016

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no
cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do
relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario
de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _

Titulo do Projeto: IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE COCCIDIOS (PROTOZA:
APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA, RJ], BRASIL

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°® 03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato
ndo contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico,
por ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O
transporte do material bioldgico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca
permanente com a devida anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado
a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em cole¢do bioldgica cientifica registrada no Cadastro
Nacional de Colegbes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢cdo Normativa
n°154/2007. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade
deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cadigo de autenticagdo: 52541363
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBIo
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

NUmero: 49605-1 | Data da emisséo: 18/06/2015 14:46 |

Data para revalidacdo* 17/07/2016

de sua emissao.

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no
cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do
relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto

[ cor- I
Titulo do Projeto: IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE COCCIDIOS (PROTOZA:
APICOMPLEXA) EM AVES NO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA, RJ], BRASIL

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instru¢cdo Normativa
n°154/2007. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade

deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cadigo de autenticagdo: 52541363
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
A Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBIo
ICmIO Sistema de Autorizagéo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 54951-3 | Data da emissdo: 20/09/2018 12:43:30 | Data para revalidacio* 29/09/2019
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacio tem prazo de validade equivalente ao previsto
no cronograma de atividades do projeto, mas deverd ser revalidada anualmente mediante a
apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | crr: I

Nome da Instituico: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro ‘ CNPJ: 29.427.465/0001-05

Cronograma de atividades

# Descri¢do da atividade (n:gsllca{zo) (mgsllrgno)
1 | Processamento de amostras 08/2016 07/2019
2 | Estudo estatistico 10/2016 07/2019
3 | Captura de aves e coleta de amostras 07/2016 06/2019
4 | Publicacdo em periddicos e trabalhos e congressos 11/2016 07/2019
5 | Ildentificacdo dos coocidios 09/2016 07/2019

Observagdes e ressalvas

A autorizacdo ndo eximird o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do
proprietario, arrendatéario, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas em érea de
dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacdo federal cujo processo de regularizagdo
fundiaria encontra-se em curso; I1) da comunidade indigena envolvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial,
quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; I1l) do Conselho de Defesa
Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em darea indispensavel a seguranga
nacional; 1V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas
jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Producdo Mineral, quando a pesquisa visar a
exploracgdo de depdsitos fossiliferos ou a extracdo de espécimes fésseis; VI) do érgdo gestor da unidade
de conservacdo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

O titular de autorizagdo ou de licengca permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da
violacdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequacéo, omissdo ou falsa descri¢do de informacgdes
relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou
licenca suspensa ou revogada pelo ICMBIo, nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagdo: 0549510320180920 Pagina 1/3

101



ICMBiG

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBIo

ey Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional,
que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto coletar dados,
3 | materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente
e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa,
estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
O titular de licenca ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e
4 instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo taxonémico de interesse, evitando
a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo
comprometa a viabilidade de populac6es do grupo taxondmico de interesse em condicao in situ.
Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter
as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do responsavel pela
5 area, publica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena
(FUNAL), da unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério,
posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagdo federal cujo processo de
regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.
Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢cdo Normativa ICMBIo n°
6 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta Autorizacdo, ndo
podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletado
deverd ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagio
7 | devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das expedicdes, as
condicBes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do
patrimbnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e na zona econdmica
8 | exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa
cientifica, bioprospeccdo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagbes em
www.mma.gov.br/cgen.
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Descricdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo
1 | Parque Nacional do Itatiaia RJ Mata Atlantica N&o Dentro de UC Federal
Atividades X Taxons
# Atividade Taxon Qtde.
1 | Captura de animais silvestres in situ Aves -
2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Aves -
Material e métodos
# Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais
1 | Amostras bioldgicas (Aves) Fezes
2 | Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 54951-3 | Data da emissdo: 20/09/2018 12:43:30 | Data para revalidacio* 29/09/2019
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto
no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a
apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | cer: NG

Nome da Instituicdo: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro ‘ CNPJ: 29.427.465/0001-05

Destino do material bioldgico coletado

# Nome local destino Tipo destino

1 | UFRRJ-UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO Colegéo

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biol6gico ou de substrato
n&do contemplado na autorizag¢ao ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico,
por ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O
transporte do material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizacdo ou da licenga
permanente com a devida anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado
a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecdo biolégica cientifica registrada no Cadastro
Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 70132-6 | Data da emissdo: 08/11/2021 18:11:24 | Data para revalidacio* 01/10/2022
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacio tem prazo de validade equivalente ao previsto
no cronograma de atividades do projeto, mas deverd ser revalidada anualmente mediante a
apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | cer:
Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E
MOLECULAR DE ESPECIES EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade I[ncm !:'m
(més/ano) (més/ano)
1 | Publicagdo em periddicos e trabalhos e congressos 02/2019 09/2022
2 | Levantamento bibliografico 09/2019 09/2022
3 | Estudo estatistico 09/2019 09/2022
4 | ldentificacdo morfoldgica e molecular 10/2019 09/2022
5 | Captura de aves coleta de amostras 09/2019 09/2022
6 | Processamento das amostras 10/2019 09/2022
Equipe
# Nome Funcéo: CPF: Nacionalidade
. - Biodloga o
1 | Mariana de Souza Oliveira (Doutoranda PPGBA) Brasileira
. , . Bolsista IC Discente de Graduagdo o
2 | Carlos Nei Ortza Ferreira Veterinaria) Brasileira
3 | John Lennon G. de Oliveira Bidlogo (Mestrando PPGBA) Brasileira
4 | Lucas de Assis Silva Andrade Bidlogo (Doutorando PPGBA) Brasileira
5 | Carla Maronezi Veterinaria Brasileira
. . Veterinario (Professor A
6 | Sergian Viana Cardoso UNIGRANRIO) Brasileira
7 | Ericson Ramos de Mello Bitlogo (Doutorando PPGCV) Brasileira

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 70132-6 | Data da emissdo: 08/11/2021 18:11:24 | Data para revalidacido* 01/10/2022

da data do aniversario de sua emissao.

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto
no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a
apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto

cer: I

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E
MOLECULAR DE ESPECIES EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Observacdes e ressalvas

A autorizacdo nao eximird o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do
proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas em éarea de
dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacao federal cujo processo de regularizagao
fundiaria encontra-se em curso; I1) da comunidade indigena envolvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial,
quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Il1l) do Conselho de Defesa
Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em d&rea indispensavel a seguranca
nacional; 1V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em &guas
jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Producdo Mineral, quando a pesquisa visar a
exploracgdo de depdsitos fossiliferos ou a extracdo de espécimes fésseis; V1) do érgdo gestor da unidade
de conservacdo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugéo
Normativa Ibama n°® 27/2002, que regulamenta o Sistema Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

Deve-se observar as as recomendac@es de prevencdo contraa COVID-19 das autoridades sanitérias locais
e das Unidades de Conservacdo a serem acessadas.

Esta autorizagdo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotéxico e/ou inseticida e NAO exime
0 pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender as exigéncias e obter as
autorizacOes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotdxicos (Lei n° 7.802,
de 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 dejaneiro de 2002, entre outros).

Esta autorizagdo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotéxico e/ou inseticida e NAO exime
0 pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender as exigéncias e obter as
autorizacOes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotdxicos (Lei n° 7.802,
de 11 de julho de 1989, Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, entre outros).

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional,
que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto coletar dados,
materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente
e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa,
estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidadédo podera 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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O titular de licenga ou autorizacdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e
instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo taxonémico de interesse, evitando
a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que néo
comprometa a viabilidade de populac6es do grupo taxondmico de interesse em condicao in situ.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢cdo Normativa ICMBio n°
03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta Autorizacdo, ndo
podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletado
deverd ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter
as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do responsavel pela
area, publica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do érgdo gestor de terra indigena
(FUNAL), da unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arrendatario,
posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagdo federal cujo processo de
regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

10

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagio
deverd contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das expedicdes, as
condigdes para realizacdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

11

O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da
violacdo da legislacéo vigente, ou quando da inadequacdo, omissdo ou falsa descricdo de informacGes
relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, poderd, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou
licenca suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

12

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacdo que dispde sobre acesso a componente do
patrimdnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e na zona econémica
exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa
cientifica, bioprospeccdo e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informagbes em
www.mma.gov.br/cgen.

Outras

ressalvas

1. Esta autorizagdo ndo exime seu titular da necessidade de atender ao
disposto na Instrucdo Normativa Ibama n°® 27/2002, que regulamenta o
Sistema Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres. E obrigatério ao
pesquisador portar autorizacdo de anilhamento durante as expedicBes de
campo que envolvam essa atividade.

2. O intervalo maximo de tempo para a vistoria de cada rede ndo pode | CEMAVE Cabedelo-PB
ultrapassar 20 minutos, se a area for ensolarada. Caso a area seja bem
sombreada, os intervalos devem ser de 45 minutos, no méximo, de modo a
evitar maior estresse aos animais.

3. O nimero méaximo de redes armadas ndo deve ultrapassar 10 unidades
para cada vistoriador experiente presente.

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidaddo podera 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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- Comunicar ao PARNA S. Bocaina, com antecedéncia de 15 dias, quando serédo feitas
coletas/registros/amostragens de dados e informacGes no interior do Parque e em que
localidade; e para solicitar apoio/alojamento, entrar em contato com o Parque com 03
semanas de antecedéncia.

- Encaminhar listagem com a localizacdo georreferenciada dos taxons ou dados
coletados/registrados no PARNA S. Bocaina, indicando data das coletas/registros.

- Encaminhar ao PARNA S. Bocaina copia (fisica ou digital) das publica¢fes decorrentes
desta pesquisa, com endere¢o na rede mundial de computadores de onde podem ser
encontradas.

- Solicita-se a disponibilizacdo de imagens registradas a fim de serem utilizadas em
atividades do PARNA S. Bocaina, garantindo-se a indica¢do da autoria na veiculagéo.
Todas as informacges solicitadas e publicagBes resultantes da execuc¢do do projeto no
interior do PARNA S. Bocaina deverdo ser encaminhadas por meio eletrdnico para:
pesquisa.pnbocaina@icmbio.gov.br

PARNA da
Serra da
Bocaina

- Em qualquer trilha utilizada durante a realizagéo da pesquisa 0 pesquisador deveré fixar
uma fita em uma arvore contendo o nimero da pesquisa no SISBIO;
- Ao final da pesquisa o pesquisador devera remover todas as fitas colocadas nas trilhas
e outros objetos colocados em meio a floresta;
- Todos os pontos, areas e/ou caminhos de pesquisas deverdo ser georreferenciados e 0s
arquivos espaciais deverdo ser fornecidos a equipe da REBIO Unido, por email
3 (rebiouniao@gmail.com). Neste caso, o pesquisador deverd fornecer o arquivo
georreferenciado do local onde as cAmeras serdo colocadas, bem como as trilhas de acesso
a elas;
- Caso o pesquisador ndo identifique as trilhas utilizadas e fornega os arquivos espaciais
das areas de pesquisas, a pesquisa podera ser suspensa no SISBIO e as marcagdes ou
objetos das pesquisas serem retirados da mata; - Em todas os trabalhos de campo na
REBIO Unido a equipe de pesquisa devera comunicar previamente a gestdo da UC em
quais locais andara durante a permanéncia na UC.

REBIO Uniao

"Ressalvas do PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS:

COVID-19: O pesquisador somente poderé realizar atividade de campo apds o término
do estado de emergéncia devido a COVID-19, assim declarado por ato da autoridade
competente. Recomendamos a leitura do Guia Elaborado pelo ICMBIO, Biodiversidade
e COoVID 19 através do link:
https://www.icmbio.gov.br/portal/images/stories/comunicacao/publicacoes/publicacoes-
diversas/recomenadacoes_biodiversidade e covid19 ucs e outros_ambientes_naturais
.pdf

CONTATO PREVIO: dado o grande nimero de pesquisas em curso no Parque, a grande
sobreposicdo espacial das mesmas e a potencial sobreposi¢do nos focos de coleta da
dados, sugerimos que a/o titular da autorizagdo faca contato prévio
<pesquisa.parnaso@icmbio.gov.br>, assim que recebé-la. Isso visa minimizar perda de
tempo durante as expedicBes de campo e um melhor planejamento espacial da coleta de
dados, evitando todas as possiveis interferéncias mutuas.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio

na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).
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AGENDAMENTO CAMPO / USO DE ESTRUTURAS: mensagem para <
alojamento.icmbioteresopolis@icmbio.gov.br> com 15 dias antecedéncia. Informar n°
autorizacdo, total pessoas, datas (chegada e saida), necessidade ou ndo de alojamento,
laboratdrio, salas etc.

ATIVIDADES DIDATICAS: os locais de coleta devem ser informados para a
Coordenacéo de Pesquisa do PARNASO de forma que ndo se sobreponham com outras
pesquisas em andamento no Parque. N&o esta autorizada a coleta de espécimes da fauna
e flora ameacadas de extincéo para atividades didaticas.

ALTERACOES EM CAMPO: devem ser discretas e no relatorio final deve constar que
""todo o material da pesquisa foi

retirado?.

REGISTROS DE ESPECIES DE INTERESSE PARA A CONSERVACAO (ex:
ameacadas, novos taxons, interesse comercial, cinegético etc.) localizados em areas de
visitacdo devem ser informados a gestdo do Parque para privilegiar sua protecao.
PESSOAS E ATIVIDADES ESTRANHAS (ex: cacadores, visitantes fora da &rea
adequada etc.): devem ser reportadas imediatamente a gestdo do Parque (Chefia ou
Coordenacéo de Pesquisa).

UTILIZACAO DE MAQUINAS/MOTORES: devem ser feitos todos os esforgos para
minimizar a polui¢do visual e sonora. N&o é permitido o uso de motores que derramem,
mesmo que em quantidades pequenas, combustivel ou 6leo.
PROCESSAMENTO/ARMAZENAMENTO DE MATERIAL.: todo o material de coleta
deve ser processado ou em campo ou no laboratério, jamais no alojamento, auditério ou
refeitorio! Materiais que exalem odores ou que obstruam passagem ou locais de assento
devem ser retirados imediatamente e ndo podem ser armazenados também do lado de fora
das estruturas por conta do acesso de animais nativos que circulam (ex: quatis, primatas,
serpentes, artrépodes).

ANIMAIS CAPTURADOS/COLETADOS: O manejo de animais vivos ou mortos
devem ser evitados em areas de visitacdo/turismo. S6 deve ser feito em campo (&rea sem
visitacdo) ou no laboratorio de apoio do Parque.

PLANTAS COLETADAS: duplicatas devem ser depositadas no JBRJ e no Herbério do
PARNASO (conforme Plano de Manejo, mas recomenda-se antes consultar Coordenacéo
de Pesquisa do Parque).

DEFESA PUBLICAS: solicitamos que todas as defesas publicas (graduacdo,
especializacdo, mestrado e doutorado, além de apresentacGes em eventos) relacionadas a
esta autorizacdo sejam, quando possivel, comunicadas a gestdo do Parque para que
gestores possam conhecimento dos debates acerca dos dados que estdo sendo produzidos
pelas pesquisas feitas no PARNASO. Pedimos que as mensagens sejam enviadas para:
pesquisa.parnaso@icmbio.gov.br, parnaso@icmbio.gov.br"

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidadédo podera 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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MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 70132-6 | Data da emissdo: 08/11/2021 18:11:24 | Data para revalidacido* 01/10/2022

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto
no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a
apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversério de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E
MOLECULAR DE ESPECIES EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Descricéo do local Municipio — UF Bioma Caverna? Tipo
1 Ilha de Marambaia Mangaratiba-RJ MAatg Nao Fora de UC Federal
Atlantica
. < . Mata .
2 | Condominio Parque das Aguas Guapimirim-RJ Atlantica Né&o Fora de UC Federal
3 Fragmenf[os _de Mata Atl_antlca Pirai-RJ Mfm Né&o Fora de UC Federal
no distrito de Cacaria Atlantica
Area de Relevante Interesse Mata ~ Dentro de UC
4 Ecoldgico Floresta da Cicuta Volta Redonda-RJ Atlantica Nao Federal
. Mata ~ Dentro de UC
5 RPPN Reserva Porangaba Itaguai-RJ Atlantica Néao Federal
6 Pargque Nacional da Serra da RJ Mata NEo Dentro de UC
Bocaina Atlantica Federal
7 Campus IFRJ Pinheiral Pinheiral-RJ Matz_a Néo Fora de UC Federal
Atlantica
Fragmentos de Mata Atlantica Mata
8 no distrito de Santa Rita de Barra Mansa-RJ o Nao Fora de UC Federal
;. Atlantica
Cassia
9 | Floresta Nacional Mario Xavier Seropédica-RJ l\qatg Nao Dentro de UC
Atlantica Federal
10 Campus UFRRJ Seropédica Rio de Janeiro-RJ At':g?\tt?ca Nao Fora de UC Federal
Parque Nacional da Serra dos Mata x Dentro de UC
1 Orgéos RJ Atlantica Nao Federal
. .. Mata x Dentro de UC
12 Parque Nacional do Itatiaia RJ Atlantica Nao Federal

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidaddo podera 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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ICMBiG

MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 70132-6 | Data da emissdo: 08/11/2021 18:11:24 | Data para revalidacido* 01/10/2022
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto
no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a
apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _
Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E
MOLECULAR DE ESPECIES EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Atividades

# Atividade Grupo de atividade
1 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Fora de UC Federal

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Dentro de UC Federal

3 | Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

4 | Captura de animais silvestres in situ Dentro de UC Federal

5 | Marcacdo de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

6 | Marcacdo de animais silvestres in situ Dentro de UC Federal

Atividades X Téxons
# Atividade Taxon Qtde.
1 | Marcacdo de animais silvestres in situ Aves -
2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Aves -
3 | Captura de animais silvestres in situ Aves -
Material e métodos
# Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais
1 | Amostras bioldgicas (Aves) Ectoparasitas, fezes, penas
2 | Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina
3 | Método de marcacio (Aves) Anilha de Aluminio (padrdo CEMAVE), Anilha

metélica (padrdo CEMAVE)

Destino do material bioldgico coletado

#

Nome local destino

Tipo destino

1

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

Laboratério

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).
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Pagina 7/8

110



“ed's Ministério do Meio Ambiente - MMA
A Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Ileo Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 70132-6 | Data da emissdo: 08/11/2021 18:11:24 | Data para revalidacido* 01/10/2022
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto
no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a
apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar
da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _
Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E
MOLECULAR DE ESPECIES EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato
ndo contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico,
por ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O
transporte do material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizacdo ou da licenga
permanente com a devida anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado
a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecéo biolégica cientifica registrada no Cadastro
Nacional de Colegbes Biol6gicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
A Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBIo
ICmIO Sistema de Autorizagéo e Informag&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 84721-3 | Data da emissdo: 27/09/2023 14:03:03 | Data para revalidacdo* 01/08/2024
De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBIio n°® 748/2022, esta autorizacdo tem prazo de validade
equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente
mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30
dias a contar da data do aniversdrio de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _
Titulo do Projeto: DIVERSIDADE MORFOLOGICA E MOLECULAR DE COCCIDIOS DE AVES
SILVESTRES NO SUDESTE BRASILEIRO
Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05
Cronograma de atividades
# Descricdo da atividade I[ncm !:'m
(més/ano) (més/ano)
1 | Publicagdo em periddicos e trabalhos de congressos 01/2023 10/2025
2 | Captura de aves coleta de amostras 11/2022 10/2025
3 | Levantamento bibliografico 11/2022 10/2025
4 | ldentificacdo morfoldgica e molecular 12/2022 10/2025
5 | Processamento das amostras 12/2022 10/2025
6 | Estudo ecoldgico e estatistico 01/2023 10/2025
Equipe
# Nome Funcéo: CPF: Nacionalidade
. . Biodloga _ o
1 | Mariana de Souza Oliveira (Doutoranda PPGBA) Brasileira
. . . Bolsista IC Discente de Graduago _ o
2 | Carlos Nei Ortaza Ferreira Veterinaria) Brasileira
3 | John Lennon G. de Oliveira Bidlogo (Mestrando PPGBA) [ ] Brasileira
4 | Lucas de Assis Silva Andrade Bidlogo (Doutorando PPGBA) ] Brasileira
5 | Carla Maronezi Veterindria _ Brasileira
. Bolsista IC de Medicina .
6 | Carolina Mendes S. Cauncho Veteriniria/UERRJ ] Brasileira
. . Veterinario (Professor _ -
7 | Sergian Viana Cardoso UNIGRANRIO) Brasileira
. s Bolsista IC de Medicina _ A
8 | Gilherme Azzulini Feitosa Veterinaria/UFRR) Brasileira
. L Bolsista IC de Medicina .
9 | Jennifer Oliveira Melo Veteriniria/UERRJ ] Brasileira
10 | Ericson Ramos de Mello Bidlogo (Doutorando PPGCV) | |G Brasileira

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cddigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).
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MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 84721-3 | Data da emissdo: 27/09/2023 14:03:03 | Data para revalidacdo* 01/08/2024
De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBIio n° 748/2022, esta autorizagdo tem prazo de validade
equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente
mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30
dias a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _
Titulo do Projeto: DIVERSIDADE MORFOLOGICA E MOLECULAR DE COCCIDIOS DE AVES
SILVESTRES NO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Observagdes e ressalvas

A autorizacdo ndo eximird o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do
proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas em érea de
dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacao federal cujo processo de regularizacdo
fundiéria encontra-se em curso; I1) da comunidade indigena envolvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial,
quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Il11) do Conselho de Defesa
Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em d&rea indispensavel a seguranga
nacional; 1V) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas
jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Producéo Mineral, quando a pesquisa visar a
exploragdo de depositos fossiliferos ou a extragdo de espécimes fosseis; V1) do érgdo gestor da unidade
de conservacdo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugio
Normativa n°® 7/2021/GABIN/ICMBIO, que Estabelece normas para a atividade de marcacdo de aves
silvestres na natureza no territorio nacional e para utilizacdo do Sistema Nacional de Anilhamento de
Aves Silvestres - SNA

Todos os membros da equipe de pesquisa devem estar cientes das recomendacGes e boas praticas a serem
seguidas neste momento de emergéncia zoossanitaria no Brasil devido & gripe avidria. Informe-se na
pdgina do CEMAVE na Internet:  https://www.gov.br/icmbio/pt-br/assuntos/centros-de-
pesquisa/cemave/destaques/gripe-aviaria/gripe-aviaria-1.

Esta autorizacio NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
4 | as exigéncias e obter as autorizagBes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de
agrotdxicos (Lei n°7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, entre outros).

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender
5 | as exigéncias e obter as autorizagdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de
agrotoxicos (Lei n®7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n®4.074, de 4 de janeiro de 2002, entre outros).

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).
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Este documento ndo dispensa o cumprimento da Lei n® 13.123/2015, que dispde sobre o acesso ao
6 | patrimbnio genético, sobre a protecdo e 0 acesso ao conhecimento tradicional associado e sobre a
reparticdo de beneficios para conservacdo e uso sustentavel da biodiversidade.

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional,
que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto coletar dados,
7 | materiais, espécimes biol6gicos e minerais, pe¢as integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente
e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa,
estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia (Decreto n° 98.830, de 15/01/90).

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter
as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do responsavel pela
&rea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena, da
unidade de conservacdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietéario, arrendatério, posseiro ou
morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao federal cujo processo de regularizacdo
fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Portaria N°748/2022, no que
especifica esta Autorizacdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O
material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do
ensino superior.

O titular de licenga ou autorizacdo e 0s membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e
instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo taxonémico de interesse, evitando
a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo
comprometa a viabilidade de populacfes do grupo taxondmico de interesse em condicao in situ.

10

O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da
violacdo do disposto nesta portaria ou em legislagdo vigente, ou quando da inadequagdo, omissdo ou
11 | falsa descricdo de informagfes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, pode, mediante decisdo
motivada, ter a autorizacdo ou licenga suspensa ou cassada pelo Instituto Chico Mendes, por meio da
Coordenacdo Gestora do Sisbio, e esta sujeito as san¢des previstas na legislacdo vigente.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagio
12 | devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das expedigdes, as
condicBes para realizagdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

Caso seja identificada a ocorréncia de espécie exotica dentro ou no entorno de UNIDADE DE
13 | CONSERVAGCAO FEDERAL, além de descrever no relatorio de atividades, o pesquisador deve informar
a equipe gestora com maior brevidade possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 84721-3 | Data da emissdo: 27/09/2023 14:03:03 | Data para revalidacdo* 01/08/2024

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBIio n° 748/2022, esta autorizagdo tem prazo de validade
equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente
mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30
dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _

Titulo do Projeto: DIVERSIDADE MORFOLOGICA E MOLECULAR DE COCCIDIOS DE AVES
SILVESTRES NO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Outras ressalvas

1. A proporgdo méxima de redes de neblina é dez redes por pesquisador com
experiéncia no método. O intervalo maximo de revisdo de redes deve ser de
20 minutos se a captura ocorrer em local ensolarado e de 45 minutos se
ocorrer em local sombreado; 2. Esta autorizagdo ndo exime seu titular da
necessidade de atender ao disposto na Instrucdo Normativa Ibama n°
07/2021, que regulamenta o Sistema Nacional de Anilhamento de Aves
Silvestres. E obrigatorio ao pesquisador portar autorizacdo de anilhamento
durante as expedicdes de campo que envolvam essa atividade. E obrigatorio
0 conhecimento e aplicacdo das recomendacfes existentes no Manual de
Anilhamento de Aves Silvestres, disponivel no site do CEMAVE.

CEMAVE Cabedelo-PB

Reitero a Ressalva Geral 92, entrar em contato com o PNI no prazo minimo
de 20 dias da data de inicio da expedicéo de campo, bem como as ressalvas
do CEMAVE: 1. A proporcao maxima de redes de neblina é dez redes por
pesquisador com experiéncia no método. O intervalo méaximo de revisao de
redes deve ser de 20 minutos se a captura ocorrer em local ensolarado e de
45 minutos se ocorrer em local sombreado; 2. Esta autorizagdo néo exime
2 | seu titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugdo Normativa
Ibama n® 07/2021, que regulamenta o Sistema Nacional de Anilhamento de
Aves Silvestres. E obrigatorio ao pesquisador portar autorizagio de
anilhamento durante as expedi¢des de campo que envolvam essa atividade.
E obrigatrio o conhecimento e aplicacio das recomendagdes existentes no
Manual de Anilhamento de Aves Silvestres, disponivel no site do
CEMAVE.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidaddo podera 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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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 84721-3 | Data da emissdo: 27/09/2023 14:03:03 | Data para revalidacdo* 01/08/2024
De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBIio n° 748/2022, esta autorizagdo tem prazo de validade
equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente
mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30
dias a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _
Titulo do Projeto: DIVERSIDADE MORFOLOGICA E MOLECULAR DE COCCIDIOS DE AVES
SILVESTRES NO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Descricéo do local Municipio — UF Bioma Caverna? Tipo
Mata x Dentro de UC
1 RPPN Reserva Porangaba RJ Atlantica Néo Federal
. . Mata x Dentro de UC
2 Parque Nacional do Itatiaia RJ Atlantica Né&o Federal
3 Ilha da Marambaia RJ MAata Né&o Fora de UC Federal
Atléntica
4 Campus IFRJ Pinheiral Pinheiral-RJ MAata Né&o Fora de UC Federal
Atléntica
5 | Floresta Nacional Mario Xavier Seropédica-RJ '\4"“"?‘ Néo Dentro de UC
Atlantica Estadual
Fragmentos de Mata Atlantica Mata
6 no distrito de Santa Rita de Barra Mansa-RJ - Né&o Fora de UC Federal
. Atlantica
Céssia
7 Campus UFRRJ Seropédica Seropédica -RJ Matz_a Né&o Fora de UC Federal
Atlantica
8 Fragmenf[os _de Mata Atl_antlca Pira-RJ '\’Ja“?‘ Né&o Fora de UC Federal
no distrito de Cacaria Atlantica
9 | Consominio Parque das Aguas Guapimirim-RJ MAat? Né&o Fora de UC Federal
Atlantica

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cadigo de autenticagdo: 0847210320230927 Pagina 5/7
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

ICMBiG

MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBIo
Sistema de Autorizacio e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 84721-3

| Data da emisséo: 27/09/2023 14:03:03 |

Data para revalidacdo* 01/08/2024

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBIio n° 748/2022, esta autorizagdo tem prazo de validade
equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente
mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30
dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados

do titular

Nome: Bruno Pereira Berto

[ cer: I

Titulo do Projeto: DIVERSIDADE MORFOLOGICA E MOLECULAR DE COCCIDIOS DE AVES
SILVESTRES NO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Atividades
# Atividade Grupo de atividade
1 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Dentro de UC Federal
2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Fora de UC Federal
3 | Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal
4 | Captura de animais silvestres in situ Dentro de UC Federal
5 | Marcacéo de animais silvestres in situ Fora de UC Federal
6 | Marcacdo de animais silvestres in situ Dentro de UC Federal
Atividades X Téxons
# Atividade Taxon Qtde.
1 | Marcacdo de animais silvestres in situ Aves -
2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Aves -
3 | Captura de animais silvestres in situ Aves -

A quantidade prevista s6 é obrigatdria para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ". Essa
quantidade abrange uma porcéo territorial minima, que pode ser uma Unidade de Conservagdo Federal ou um Municipio. A

quantidade significa: por espécie X localidade X ano.
Material e métodos
# Tipo de Método (Grupo taxondmico) Materiais
1 | Amostras bioldgicas (Aves) Ectoparasitas, fezes, penas
2 | Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina
, x Anilha de Aluminio (padrdo CEMAVE), Anilha
3 | Método de marcacgdo (Aves) metalica (padrio CEMAVE)
Destino do material biolégico coletado
# Nome local destino Tipo destino
1 | UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO Laboratério

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacgdo: 0847210320230927
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¢ Ministério do Meio Ambiente - MMA
A Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Ileo Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 84721-3 | Data da emissdo: 27/09/2023 14:03:03 | Data para revalidacdo* 01/08/2024
De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBIio n° 748/2022, esta autorizagdo tem prazo de validade
equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, mas devera ser revalidada anualmente
mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30
dias a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: _
Titulo do Projeto: DIVERSIDADE MORFOLOGICA E MOLECULAR DE COCCIDIOS DE AVES
SILVESTRES NO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicio: UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBIio n° 748/2022, esta autorizagao possui vigéncia equivalente
ao previsto no cronograma de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada
anualmente, através da apresenta¢do do relatério anual de atividades, no prazo de até 30 dias apés o
aniversario de sua emisséo.

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo,
qualquer cidadédo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio
na Internet (www.icmbio.gov.br/sishio).

Cddigo de autenticacgdo: 0847210320230927 Pagina 7/7
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10.3 Anexo Il — Certificados de Legalidade de Manejo de Animais em Atividades
Cientificas

o o o ©

www.ubm.br lubmbarramansa @ubm_ Jubm1961

CENTRO UNIVERSITARIO DE BARRA MANSA

Comissdo de Efica ne Uso de Animais — CEUA/UBM

R. Vereador Pinho de Carvalho, 247, Centro, Barra Mansa - RJ.
Prédio Ill, 2° andar, Sala 207 - Tel.: (24) 3325-0205.

E-mail: ceva@ubm.br

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “IDENTIFICACAO DE COCCIDIOS (MIOZOA:
EIMERIIDAE) DE TRINCAFERROS SALTATORSIMILIS D'ORBIGNY & LAFRESNAYE,
1837(PASSERIFORMES: THRAUPIDAE: SALTATORINAE) EM CATIVEIROS NOS
MUNICIPIOS DE ITATIAIA E MEDIO PARAIBA RIJI” protocolo n° 007/2018 sob a
responsabilidade da Prof.2 PATRICIA BARISON CEPEDA, que envolve a producio, manutencio
e /ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO CENTRO UNIVERSITARIO
DE BARRA MANSA (CEUA-UBM), em reunido de 11/05/2021.

Vigéncia do projeto | 01/06/2018 a 01/06/2021
Espécie / linhagem | Ave / Saltator simili

N°. de animais 8

Peso / idade 70g / todas

Sexo 8

Origem Aves de gaiola

Barra Mansa, 12 de maio de 2021.

drade de Castro Prof®* Simone Pontes Xavier Salles
Cogpfdenador’da CEUA/UBM Vice- coordenadora CEUA/UBM

CENTRO UNIVERSITARIO DE BARRA MANSA - UBM [/ ENTIDADE MANTENEDORA - SOBEU - ASSUCIACi\O BARRAMANSENSE DE ENSINO
|I CAMPUS BARRA MANSA . Rua Vereador Pinho de Carvalho, 267 . Centro . Barra Mansa . RJ . CEP 27330 550 . Tel.: (24) 3325-0222 . Fax (24) 3323-3690
JI CAMPUS CICUTA . Rua Luis Guilherme de Ataide Cruz, 714 (antiga Rua 35) . Fazenda Santa Cecilia . Barra Mansa . RJ . Tel.: (24) 2102-0222 . Fax: (24) 2102-0243
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U & A INSTITUTO DE VETERINARIA - UFRRJ

Seropédica 16 de abril de 2015

DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramos para os devidos fins que foi aprovado o protocolo de nimero 036/2014 intitulado
“COCCIDIOS EM AVES SILVESTRES COMO BIOMARCADORES DE DISPERSAO
E IMPACTOS AMBIENTAIS.” encaminhado pelo Professor (a) do Departamento de
Parasitologia Animal, Carlos Wilson Gomes Lopes. Informamos que foi aprovado em reunido
ordinaria da CEUA-IV realizada no dia 16 de abril de 2015, ap6s avaliagdo do plenario da

referida Comissao.

Pokio T Sect [ =
Fabio Barbour Scott Jonimar Pereira Paiva

Coordenador CEUA-IV Vice-Coordenador CEUA-IV

BR 465, Km 7 — Campus da UFRRJ
Seropédica — Rio de Janeiro — CEP; 23.890-000
Telefone: (021) 2682-3051 E-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com
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UFRR)

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Ceriticamos que o projeto intitulado “IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO
DE COCCIDIOS (PROTOZOA: APICOMPLEXA) EM AVES DO PARQUE NACIONAL
DO ITATIAIA, RJ, BRASIL”, protocolo n° 008/2015 sob responsabilidade do Pesquisador
Bruno Pereira Berto, que envolve a utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com 0s
preceitos da Lei n° 11794, de 8 de outubro de 2008, Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO INSTITUTO
DE BIOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, em reunido de
05/11/2015.

Vigéncia do projeto 02/01/2018 a 20/12/2016
N° da solicitacdo ou autorizacdo SISBIO 42798-1
Atividade(s) Captura, coleta de fezes
Espécies / grupos taxonémicos Aves (varias espécies)
Local(is) Parque Nacional do Itatiaia/RJ

We certify that the protocol n° 008/2015, entitled “IDENTIFICACAO E INTENSIDADE DE INFECCAO DE
COCCIDIOS (PROTOZOA: APICOMPLEXA) EM AVES DO PARQUE NACIONAL DO ITATIAIA, RJ,
BRASIL”, is in accordance with the etical principles in animal research adopted by the National Council for the
Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal Ethical Committee from
the Biology Institute of the Federal Rural University of Rio de Janeiro in 05/11/2015.

e 7 A = I
Prof. Fabio Fagundes da Rocha Rt A
Coordenador CEUA/ICBS/UFRRJ "@D @"’\
W

121



UFRRJ Comisséo de Etica no C

Universidade Federal Rural Uso de Animais e -
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  {J &5 A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS DE AVES SILVESTRES DO
SUDESTE BRASILEIRO”, protocolada sob o CEUA n? 6606250616, sob a responsabilidade de Bruno Pereira Berto e
equipe; Irlane Faria de Pinho; Lidiane Maria da Silva; Mariana Borges Rodrigues; Hermes Ribeiro Luz — que a envolve
producéo, manutencéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino — est de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899
de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) na reunido de 17/10/20216.

We certify that the proposal “TAXONOMY AND ECOLOGY OF COCCIDIA FROM WILD BIRDS FROM
SOUTHEASTERN BRAZIL”, utilizing 500 birds (males and females), protocol number CEUA 6606250616, under the
responsibility of Bruno Pereira Berto and team; Irlane Faria de Pinho; Lidiane Maria da Silva; Mariana Borges Rodrigues;
Hermes Ribeiro Luz — wich involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings) for scientific research purposes or teaching — is in accordance with Law 11,794
of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of
Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) in the meeting of 10/17/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 09/2016 a 08/2019 Area: Bilogia Animal

Origem: Nao aplicavel biotério

Espécie: Aves Sexo: Machos e Fémeas Idade: 1 a 240 meses N: 500

Linhagem: néo se aplica Peso 10 a 10000 g

Resumo: A Mata Atlantica é um dos biomas mais importantes para ser preservado na biodiversidade do planeta, sendo as
regies das baixadas do litoral do Sudeste brasileiro, onde esta inserido o Estado do Rio de Janeiro, as mais prioritarias para
conservagdo. A perda e fragmentagao de habitats e a biopirataria sdo as principais ameacas, as quais, além dos impactos diretos
a fauna, flora e microbiota, indiretamente favorecem a transmisséo de parasitas e a susceptibilidade das aves. Neste contexto,
surge a importancia do conhecimento dos parasitas de aves silvestres, principalmente de alguns grupos pouco estudados como
0s protozoarios coccidios (Apicomplexa: Eucoccidiorida), os quais sdo de extrema importancia, tanto em termos de
biodiversidade, quanto em sua dinamica e especificidade. Neste sentido, este projeto visa identificar e quantificar as espécies
de coccidios de aves silvetres em areas de Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro, os quais fomentardo estudos
complementares sobre a dindmica do parasitismo entre familias, habitos, condi¢cbes ambientais, etc. As expectativas sdo que 0s
estudos dos oocistos revelem espécies novas, redescrigdes e novos hospedeiros, verificando a transmissdo de coccidios entre
aves de familias distintas e possibilitando a elaboragdo de chaves dicotdmicas de identificagdo. As distintas caracteristicas
ambientais e diferentes nichos ecolégicos poderdo influenciar na distribuicdo das espécies de coccidios, densidades e nas
morfologia e morfometria dos oocistos. Desta forma, espécies distintas, padrdes morfométricos e/ou morfoldgicos dos oocistos,
e densidades serdo associadas a cada condigdo ambiental, dado biométrico/bioldgico e nicho ecolégico da ave hospedeira.
Finalmente, as identificaces e/ou elevadas densidades em determinada familia, espécie ameagada/endémica ou aves em
determinado ambiente poderdo ambientar ou priorizar a conservacao de determinada ave e/ou localidade.

Local do Experimento: Ambiente Silvestre

Seropédica, 17 de outubro de 2016

BR 465 Km 7 / Campus da UFRRJ — Seropédica — Rio de Janeiro — CEP: 23890-000 — tel: 55 (21) 2682-3051 / fax: ---
Horario de atendimento: 2% a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceuaiv@ufrrj.br
CEUA N 6606250616
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UFRRJ Comissao de Eticano C%'F

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  [J /% A
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Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 465 Km 7 / Campus da UFRRJ — Seropédica — Rio de Janeiro — CEP: 23890-000 — tel: 55 (21) 2682-3051 / fax: ---
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceuaiv@ufrrj.br
CEUA N 6606250616
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ComissAo pE IETica No
Uso bE ANIMAIS

Rio de Janeiro, 30 de agosto de 2019
DECLARACAO DE APROVACAO

Declaramos para os devidos que foi APROVADO o protocolo de nimero 021/2019 intitulado
“TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E
MOLECULAR DE ESPECIES EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO”,
encaminhado pelo pesquisador Dr. Bruno Pereira Berto do Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro do Rio de Janeiro (UFRRJ). Informamos que este parecer
foi emitido em reunido ordinaria da CEUA / UNIGRANRIO realizada no dia 28 de agosto de 2019, apds
avaliagdo do plenério da referida Comissao.

Vigéncia: Setembro/2019 a Agosto/2022
Atividade: Captura e coleta de amostras fecais
Numero SISBIO  42798-2

Grupo animal: Aves (varias espécies)

DECLARATION OFAPPROVAL

We hereby declare that protocol number 021/2019 entitled “TAXONOMY AND ECOLOGY OF
COCCIDIANS: MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF SPECIES IN
WILD BIRDS SOUTHEASTERN BRAZIL” has been APPROVED. This protocol was sent by Dr.
Bruno Pereira Berto, Department of Animal Biology, Federal Rural University of Rio de Janeiro
(UFRRJ). Please be informed that this opinion was delivered at the regular meeting CEUA /
UNIGRANRIO held on August 28, 2019, after evaluation by the plenary of that Committee.
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UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS -CEUA/ICBS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “DIVERSIDADE MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
COCCIDIOS DE AVES SILVESTRES NO SUDESTE BRASILEIRO” registrada com o no CEUA
09/2022, sob a responsabilidade de Bruno Pereira Berto, que envolve a producdo, manutengdo ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino)- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no. 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto no. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal -CONCEA, e foi aprovado pela Comiss&o de Etica
no Uso de animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (CEUA-ICBS-UFRRJ), em reunido de 19 de setembro de 2022.

Finalidade () Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo 01/11/2022 a 30/10/2025
N° da solicitagdo ou Autorizacdo SISBIO | 84721

Atividade(s)

( X) Captura

() Coleta de espécimes
() Marcacéo

() Outras

Espécies/Grupos taxondmicos

Aves silvestres

Local(is) de realizacéo das atividades

Ilha da Marambaia, Mangaratiba-RJ; Condominio
Parque das Aguas, Guapimirim-RJ; Fragmentos de
Mata Atlantica no distrito de Cacaria, Pirai-RJ;
Floresta da Cicuta, Volta Redonda-RJ; RPPN Reserva
Porangaba, Itaguai-RJ; Espaco Ecoldgico-Educativo
do Campus IFRJ Pinheiral, Pinheiral-RJ; Fragmentos
de Mata Atlantica no distrito de Santa Rita de Cassia,
Barra Mansa-RJ; Floresta Nacional Mario Xavier,
Seropédica-RJ; Campus UFRRJ Seropédica-RJ;
Parque Nacional da Serra dos Orgdos e Parque
Nacional do Itatiaia.
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We certify that the protocol CEUA number 09/2022 entitled MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR
DIVERSITY OF COCCIDIANS OF WILD BIRDS IN SOUTHEASTERN BRAZIL accordance with
the Ethical Principles in Animal Research adopted by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal thical Committee from Institute
of Biological Sciences and Health of Federal Rural University of Rio de Janeiro in September 19, 2022.

Ana Claudia Fezei.ra Souza

Coordenadora CEUA-ICBS-UFRRIJ
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