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RESUMO

O desmatamento na Mata Atlantica do Brasil tem impactado significativamente sua flora, fauna
e microbiota. Apesar disso, a diversidade flingica presente nesses ecossistemas € pouco
compreendida. Esta pesquisa investigou a interagdo entre fungos e aves, considerando que as
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas especificas das aves podem influenciar sua
suscetibilidade a colonizacdo por esses microrganismos. Foram coletadas 238 amostras de 119
aves silvestres (119 penas e 119 fezes) no Parque Nacional do Itatiaia e na Ilha da Marambaia,
no sudeste do Brasil. Os fungos filamentosos isolados dessas amostras foram identificados com
base em caracteristicas macroscépicas, microscopicas e molecular. Entre as amostras oriundas
de aves, Aspergillus spp., Mucor spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e
Syncephalastrum spp. foram os mais abundantemente identificados. Nas amostras de
serrapilheira, Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. Predominaram, evidenciando
a presenca de espécies de fungos saprofitas nas penas e fezes de aves silvestres, assim como na
serrapilheira do ambiente. Além disso, um outro estudo descreve uma nova espécie de Isospora,
chamada Isospora pichororei, encontrada em Synallaxis ruficapilla no Parque Nacional de
Itatiaia, Brasil. A nova espécie apresenta morfologia distinta de outras espécies do género
Isospora na familia Furnariidae. A identificacdo molecular foi baseada na amplificacao do gene
mitocondrial cox1, que mostrou alta similaridade com Isospora oliveirai. Esta € a primeira
descricao de Isospora para Synallaxinae e a terceira para Furnariidae.

Palavras-chave: Passeriformes; Microbiota; Coccidios; Meio ambiente.



GENOVEZ-OLIVEIRA, Jhon Lennon. Diversity and distribution of fungi and parasitic
coccidia of wild birds from two distinct phytophysiognomies in the state of Rio de Janeiro.
2024. 142p. THESIS Animal Biology - Institute of Biological and Health Sciences. Federal Rural
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ABSTRACT

Deforestation in the Brazilian Atlantic Forest has significantly impacted its flora, fauna, and
microbiota. Despite this, the fungal diversity present in these ecosystems is poorly understood.
This research investigated the interaction between fungi and birds, considering that specific
morphological and physiological characteristics of birds may influence their susceptibility to
colonization by these microorganisms. A total of 238 samples (119 feathers and 119 feces) were
collected from 119 wild birds in Itatiaia National Park and Marambaia Island, in southeastern
Brazil. The filamentous fungi isolated from these samples were identified based on
macroscopic, microscopic, and molecular characteristics. Among birds, Aspergillus spp.,
Mucor spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp., and Syncephalastrum spp.
were the most abundant. In the litter samples, Aspergillus spp., Fusarium spp. and Penicillium
spp. predominated, evidencing the presence of saprophytic fungal species in the feathers and
feces of wild birds, as well as in the litter of the environment. In addition, another study
describes a new species of Isospora, called Isospora pichororei, found in Synallaxis ruficapilla
in Itatiaia National Park, Brazil. The new species presents a morphology distinct from other
species of the genus Isospora in the family Furnariidae. Molecular identification was based on
amplification of the mitochondrial gene coxl1, which showed high similarity to Isospora
oliveirai. This is the first description of Isospora for Synallaxinae and the third for Furnariidae.

Keywords: Passerines; Microbiota; Coccidia; Environment.
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1 INTRODUCAO

O Reino Fungi, diverso e repleto de particularidades, abriga uma grande quantidade de
organismos que vao desde seres unicelulares até multicelulares, desempenhando papéis
fundamentais nos ecossistemas como saprofitas, oportunistas e patdgenos de animais e plantas
(Sidrim; Rocha, 2004). Com caracteristicas essenciais que os diferenciam, os fungos sédo
organismos eucarioticos e heterotréficos por absorcdo, com habilidade para reproducdo tanto
sexuada quanto assexuada. Sua capacidade de colonizar uma vasta gama de substratos,
incluindo as proprias aves, os torna verdadeiros colonizadores cosmopolitas (Cruz, 2010;
Sidrim; Rocha, 2004).

A interacdo entre fungos e aves, entretanto, € influenciada por caracteres morfolégicos
e fisioldgicos especificos das aves, tornando-as suscetiveis a colonizacdo por esses
microrganismos (Dahlhausen, 2006). Quando ocorre a associacdo entre fungos e aves
hospedeiras, a dinamica subsequente pode variar, indo desde uma relacdo comensal
assintomatica até o desencadeamento de infeccBes, dependendo da capacidade dos fungos de

evitarem os mecanismos de defesa do hospedeiro (Casadevall; Pirofski, 2000).

Nos ambientes silvestres, as aves passeriformes desempenham um papel surpreendente
como portadoras e dispersoras de fungos. Esta disperséo ocorre de duas maneiras distintas: por
meio da liberagdo de esporos fungicos no ambiente, que ocorre quando as aves excretam suas

fezes, e através de partes de seus corpos, tais como o tarso e as penas, que podem abrigar e
2



transportar fungos para locais distantes (Warner; French, 1970; Kraisitudomsook et al., 2021).
Estudos relacionados a ninhos de andorinhas de bando (Hirundo erythrogaster, Boddaert,
1783) e andorinhas do celeiro (Hirundo rustica) revelaram a presenca de esporos de fungos do
solo pertencentes a familia Endogonaceae, a qual compreende quatro géneros distintos:
Endogone, Peridiospora, Sclerogone e Toungiomyces (Mcllveen; Cole, 1979).

Algumas aves dispersam ativamente esses fungos durante o processo de construcéo de
seus ninhos, engquanto outras selecionam fungos como componentes estruturais, destacando-se
os rizomorfos, cuja aparéncia semelhante as raizes das plantas lhes permite criar estruturas que

aprisionam material orgénico (Mcllveen; Cole, 1979).

A vasta diversidade do Reino Fungi abriga uma grande maioria de fungos ambientais
que atuam como saprofitas, colonizando habitats tdo diversos como o solo, matéria vegetal em
decomposicdo, sementes e gréos. Esses organismos fungais desempenham um papel vital na
reciclagem de matéria organica e na decomposi¢do de substratos complexos (Conner; Locke,
1982; Jackson; Jackson, 2004; Robledo; Urcelay, 2009).

Um aspecto intrigante dessa diversidade flangica reside na relacdo mutualistica
estabelecida com algumas aves. Especificamente, algumas aves escolhem fazer seus ninhos no
interior de troncos de arvores, onde se beneficiam da presenca de fungos, especialmente aqueles
pertencentes ao filo Basidiomycota, notaveis por cogumelos e orelhas-de-pau (Jackson;
Jackson, 2004; Robledo; Urcelay, 2009).

Cryptococcus € um género de fungos que exibe uma fascinante dualidade na sua relacéo
com o ambiente. Comumente reconhecido como saprofita, ou seja, um organismo que se
alimenta de matéria organica em decomposicdo, Cryptococcus também abriga espécies
patogénicas capazes de causar doencas em humanos e outros animais (Filiu, et al. 2002).
Surpreendentemente, esse fungo pode ser encontrado em algumas madeiras de espécies
arbdreas, onde prospera em nichos especificos. Essa adaptabilidade e a capacidade de transitar
entre papéis ecologicos destacam a complexidade e a importancia desse microorganismo no
ecossistema, a0 mesmo tempo em que alertam para 0s riscos potenciais que ele pode representar

para a satde publica (Filid, et al. 2002)

Esses fungos desempenham um papel fundamental ao modificar as propriedades
quimicas e fisicas da madeira hospedeira, induzindo seu processo de apodrecimento e tornando-
a mais maledvel, facilitando assim a escavagdo das aves para construir seus ninhos. Os fungos

também se beneficiam dessa relacéo, utilizando as aves como agentes de dispersdo para seus
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esporos no ambiente (Conner; Locke, 1982; Jackson; Jackson, 2004; Robledo; Urcelay, 2009).
Os fungos que habitam tanto os estagios iniciais quanto os finais da decomposicdo da
serrapilheira, tém sido objeto de estudo crescente. Estes fungos desempenham um papel crucial
ao degradar substratos ricos em lignina, um dos componentes mais resistentes da matéria

vegetal.

Além dos fungos, estudos sobre coccidios em aves silvestres no Rio de Janeiro sdo
importantes para entender a diversidade desses parasitas e sua relacdo com os hospedeiros.
Esses parasitas pertencem ao filo Apicomplexa, sendo Eimeria e Isospora 0s géneros mais
comuns encontrados em aves (Ortuzar-Ferreira et al., 2020). No estado do Rio de Janeiro, a
avifauna silvestre é rica e diversa, proporcionando um ambiente propicio para a ocorréncia e 0
estudo desses parasitas diversas espécies de aves, desde passeriformes até aves de rapina,
podem ser infectadas por diferentes especies de coccidios (Ortlzar-Ferreira et al.,2024). As
aves silvestres sdo frequentemente monitoradas por meio de estudos parasitologicos, que

ajudam a identificar a prevaléncia e a intensidade das infecgGes (Berto e Lopes, 2020).

Os coccidios possuem um ciclo de vida complexo que envolve fases sexuadas e
assexuadas, geralmente ocorrendo no trato gastrointestinal dos hospedeiros (Berto e Lopes
2020). A transmissdo se da atraves da ingestdo de oocistos esporulados presentes no ambiente,
gue contaminam alimentos e 4gua. A alta densidade de aves em determinadas areas, como areas
de alimentacao e nidificacdo, pode facilitar a disseminacdo dos coccidios (Ortuzar-Ferreira et
al., 2020).

A presenca de coccidios em aves silvestres ressalta a importancia de préaticas de
conservacdo e manejo que minimizem o risco de infecgdes parasitarias (OrtUzar-Ferreira et al.,
2024) Monitoramento regular e estudos continuos sdo essenciais para identificar mudancas na
prevaléncia e na diversidade dos coccidios, bem como para entender melhor a dindmica da

interacdo parasita-hospedeiro em ambientes naturais (Silva-Carvalho et al., 2018).

Os Fungos e coccidios em aves silvestres no estado do Rio de Janeiro representa um desafio
significativo para a salde dessas populacdes. Ambos os grupos de parasitas, embora distintos
em suas haturezas biologicas e modos de infeccdo, podem causar doencas que variam de leves
a graves, afetando a sobrevivéncia e o bem-estar das aves (De Oliveira et al., 2022). Coccidios,
como o0s pertencentes aos géneros Eimeria e Isospora, sdo protozoarios que parasitam o trato
gastrointestinal das aves, enquanto fungos, como Aspergillus, Penicillium além de fungos

Mucorales podem causar infeccdes respiratorias e sistémicas (Berto e Lopes 2020, De Oliveira
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et al., 2022). A co-infecgdo por esses parasitas pode resultar em complicagdes adicionais,
sobrecarregando o sistema imunoldgico das aves e exacerbando os sintomas clinicos (Cordeiro
et al., 2021). Estudos integrados que abordam a epidemiologia de coccidios e fungos sdo
essenciais para desenvolver estratégias eficazes de manejo e conservacao, garantindo a saude
das aves silvestres e a preservacdo da biodiversidade no estado (Cordeiro et al., 2021).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivos gerais investigar e isolar fungos e
coccidios em aves silvestres no estado do Rio de Janeiro, com o intuito de compreender as
interacOes parasitarias e comensais que afetam essas populagdes. Além disso, busca contribuir
para 0 conhecimento ecoldgico e epidemioldgico, auxiliando estudos futuros sobre a

preservacdo da biodiversidade e manutengdo dos ecossistemas naturais.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Principais fungos estudados

2.1.1. Aspergillus spp. e Penicillium spp.

A diversidade e a onipresenca dos fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium na
biosfera terrestre sdo fendmenos notaveis. Estas formas de vida microscopicas, que pertencem
a classe dos fungos filamentosos, estabelecem uma presenca inquestionavel em praticamente
todos os cantos da Terra (Pitt, 1994).

Enquanto o género Penicillium demonstra predominancia em climas mais frios,
especialmente em zonas temperadas, Aspergillus floresce com maior frequéncia nos tropicos.
(Arne et al. 2021). Esses fungos, em sua grande maioria, desempenham papéis essenciais como
saprofitas, colonizando substratos diversos, como solo, matéria organica em decomposicao,
sementes e graos.

A maioria das espécies, caracterizadas como oportunistas, geralmente ndo representa
uma ameaca a organismos saudaveis, que conseguem evitar infec¢des e doencas graves (Raper;

Thon, 1949). No entanto, um punhado de espécies foi identificado como agentes patogénicos



relevantes tanto para seres humanos quanto para animais domeésticos imunocomprometidos
(Pitt, 1994; Arne et al. 2021).

Dentre esses notaveis fungos, o género Penicillium se destaca como um dos grupos mais
fascinantes e versateis, reproduzindo-se por meio da producdo de esporos denominados
conidios, que se originam a partir de estruturas designadas como conididéforos ou esporoforos.
A nomenclatura "Penicillium," proposta por Link em 1809, faz aluséo a forma de "pincel” dos
conidi6foros observada em diversas espécies do género, derivando do termo latino
"Penicillius." Thom, em 1910, estabeleceu P. expansum como a espécie-tipo do género (Raper;
Thom, 1949).

A maioria das espécies desse grupo é saprobia e ndo exige grandes complexidades
nutricionais, o que lhes confere a capacidade de prosperar em uma ampla variedade de
ambientes, desde aqueles com quantidades minimas de sais minerais até os que oferecem fontes
complexas de carbono organico.

A notével relevancia ecologica do género Penicillium se manifesta em sua ativa
participacdo na degradacdo da matéria organica (Pitt, 1991; Dantas et al., 2020). Estes fungos
do género Penicillium ndo se limitam ao solo e ambientes terrestres, sendo também encontrados
de forma disseminada em ambientes aquaticos.

Desde a notavel descoberta da penicilina, varias espécies de Penicillium tém sido objeto
de estudos e pesquisas bem-sucedidas em relacdo a producdo de diversos tipos de metabdlitos
secundarios ativos. Estes incluem substancias antibacterianas (Petit et al. 2009) larvicidas
(Ragavendran et al., 2017), antifungicas (Nicoletti et al., 2007), e uma variedade de enzimas de
interesse industrial.

Algumas espécies de Penicillium também desempenham um papel fundamental no
biocontrole (Pallu, 2010) e na producéo de alimentos de alta qualidade, como queijos finos e
salames. Além disso, essas espécies isoladas de solos frequentemente se revelam como fontes

inovadoras de novos produtos farmacéuticos e biotecnolégicos (Ahmed, 2018).

Fig. 1. Estrutura morfoldgica de Penicillium.
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Fonte: Samson et al. (2010).

Na micologia, a analise detalhada do género Aspergillus revela caracteristicas distintivas
que o tornam objeto de intensa investigacdo e interesse. Estes fungos sdo notaveis por
apresentarem conidioforos ndo septados, notavelmente dilatados em seu &pice, assumindo a
forma de vesiculas onde se desenvolvem as fialides, células precursoras dos esporos
denominados conidios (Pallu, 2010).

A diversidade intrinseca a esse género se manifesta em uma gama de adaptacdes, com
algumas espécies demonstrando notavel termotolerancia e outras revelando-se verdadeiramente
xerofilicas, capazes de prosperar em condic6es de atividade de dgua substancialmente reduzida
em comparagdo com seus homaélogos do género Penicillium (Arne et al., 2021).

A relevancia econbmica dos Aspergillus é inegavel, resultante da capacidade desses
fungos de produzir uma miriade de enzimas com aplicagdes em diversos setores da industria,
desde a manufatura de antibidticos até a producéo de cerveja e paes (Ahmed, 2018).

No ambito ecoldgico, Aspergillus ostentam uma distribuicdo cosmopolita, sendo
amplamente disseminados na natureza (Klich, 2002). Este género, embora diverso, é
frequentemente associado a atividades prejudiciais, incluindo a deterioragdo de alimentos, uma
caracteristica comum entre seus membros saprofitos. Além disso, muitas espécies tém a notoria
capacidade de produzir micotoxinas, que representam uma ameaca significativa a satde publica
e animal.

Algumas destas espécies também sdo comumente descritas como patdgenos de humanos
e animais (Arne et al., 2021). No entanto, o potencial biotecnologico desses fungos ndo pode
ser subestimado, uma vez que varias espécies sdo utilizadas na producdo de uma ampla
variedade de metabdlitos de interesse, tais como antibiéticos, acidos organicos, farmacos,
enzimas e como agentes em processos fermentativos (Samson et al., 2014).

Recentes investigacdes cientificas tém ampliado nosso entendimento sobre a riqueza e
diversidade dos fungos conidiais, incluindo Aspergillus e Penicillium, que desempenham

papéis cruciais no processo de decomposicdo da serrapilheira (Pallu, 2010).



Fig. 2. Estrutura morfoldgica de Aspergillus sp.
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2.1.2. Mucorales

A ordem Mucorales engloba um grupo intrigante e diversificado de fungos, cuja histéria
evolutiva se entrelaca profundamente com a arvore genealdgica dos fungos filamentosos. Esta
ordem, pertencente a subclasse Mucoromycotina, ocupa uma posicdo basal em relacdo as
amplamente conhecidas Basidiomycota e Ascomycota, destacando-se como um dos mais

antigos clados fungicos conhecidos. (Tahiri G. et al., 2023).

A singularidade e a complexidade da ordem Mucorales residem ndo apenas em sua
ancestralidade, mas também na incrivel variedade de adaptacbes e interacGes que esses
organismos desenvolveram ao longo de sua evolucdo. Este grupo engloba um conjunto
diversificado de organismos, atualmente delimitado em 55 géneros e cerca de 260 espécies
(Tahiri et al., 2023).

O que merece destaque € que dentre essas espécies, aproximadamente 25 pertencentes
a 11 géneros tém a capacidade de causar infeccdes em seres humanos (Zhou et al., 2021). Os
géneros mais notaveis e frequentemente encontrados dentro da ordem Mucorales incluem
Rhizopus, Mucor, Lichtheimia e Rhizomucor (Zhou et al., 2021). No entanto, existem outras
espécies patogénicas, embora menos comuns, que se inserem nos géneros Syncephalastrum,

Cunninghamella, Apophysomyces e Saksenaea (Lozano et al., 2023).

Tradicionalmente, o termo "mucormicose” era usado de forma abrangente para
descrever infec¢Bes fungicas causadas por qualquer espécie pertencente & ordem Mucorales.
Essas infecches sdo caracterizadas por invasdo tecidual rapida, necrose subsequente e

disseminagéo (Zhou et al., 2021).



No entanto, estudos recentes tém revelado uma complexidade maior, na qual a natureza
da doenca pode variar dependendo da espécie fungica envolvida e da rota de infeccdo. Por
exemplo, a mucormicose pode manifestar-se como uma infeccdo cutanea, nasal-cerebral ou
pulmonar, e essas manifestacdes estdo relacionadas as espécies envolvidas e as vias de infecgdo

especificas (Lozano et al., 2023).

Nesse contexto, é interessante classificar os Mucorales de acordo com as principais vias
de transmissdo. Alguns, como Rhizopus e Rhizomucor, sdo primariamente transmitidos por
meio de goticulas aéreas, enquanto outros, como Mucor e Lichtheimia, sdo mais frequentemente
transmitidos por contato direto (Tahiri et al., 2023). A maioria das espécies sdo saprofitas e
crescem e crescem em substratos organicos como fruta, solo e excremento (Lozano et al.,
,2023).

Essa diferenciacdo ndo apenas enriquece nosso entendimento sobre a diversidade desses
patdgenos, mas também é fundamental para a compreensdo das estratégias de prevencdo e
tratamento de infecgdes causadas por esses fungos, que podem representar desafios clinicos
significativos. Portanto, a investigagdo continua sobre a biologia e a patogenicidade dos

Mucorales é crucial para o0 avango na gestéo clinica e na pesquisa nessa area.

Fig. 3. Estrutura morfoldgica de Mucorales.
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2.1.3. Demaceos

Os fungos deméceos, também conhecidos como fungos negros, representam um grupo
intrigante e diversificado que se estende por todo o globo, mas encontra seu habitat principal
em regides de clima tropical e subtropical. Sdo notaveis por sua adaptacdo geofilica, o que
significa que tendem a habitar o solo e vegetais, desempenhando papéis essenciais na

reciclagem de matéria organica e na ecologia dos ecossistemas.

Hoffmann (2011) conduziu um estudo abrangente sobre vérias variacdes desses fungos
e estabeleceu uma conexdo fundamental entre eles e infeccBes fangicas em humanos,
abrangendo desde infecgBes cutaneas até sistémicas, principalmente em individuos com

sistemas imunologicos comprometidos.

A diversidade intrinseca desses fungos é notavel, com mais de 100 espécies descritas
até o momento, muitas das quais tém a capacidade de causar complicacGes em seres humanos
e animais (Da Silva Barbosa et al., 2020). Uma das caracteristicas morfoldgicas distintivas que
define os fungos demaceos € a presenca de melanina em suas células, conferindo uma coloracéo
escura as suas hifas e esporos. Essa pigmentacdo também esta intimamente ligada ao fator de

viruléncia desses fungos (Da Silva Barbosa et al., 2020).

Esta caracteristica ndo apenas os distingue visualmente, mas também desempenha um
papel relevante em suas interagdes com o0 ambiente e com organismos hospedeiros. Espinel-
Ingroff (1982) fez descobertas notaveis ao identificar fungos demaceos em diversos ambientes,

incluindo casas de rac6es e sementes na América do Norte.

Estudos mais recentes ainda tém ampliado nossa compreensdo dos fungos deméaceos e
suas interacGes com o ambiente e com outros organismos. Por exemplo, a presenca desses
fungos em casas de racdes para animais, juntamente com algumas espécies de Aspergillus foram
associada a contaminacdo de alimentos por aflatoxinas, substancias potencialmente toxicas para

animais (Nleya et al., 2020).

Isso ressalta a relevancia desses fungos ndo apenas em contextos clinicos, mas também
em aplicacBes préticas, como a seguranca alimentar. Além disso, os fungos deméaceos
demonstram uma notavel capacidade de degradacdo de compostos organicos complexos,
incluindo celulose, hemicelulose, acidos aromaticos, polifendis e proteinas (Mason, 1980). Esta
habilidade torna-os participantes ativos nos processos de decomposicdo da matéria organica,

desempenhando um papel vital na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas.
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Em suma, os fungos deméaceos, com sua adaptabilidade e impacto tanto na salde
humana quanto no meio ambiente, constituem um campo de pesquisa fascinante e
multidisciplinar. A compreensdo de sua biologia, ecologia e interacbes com o ambiente é
essencial para desvendar o papel crucial que desempenham nos ecossistemas naturais e na satde

publica.
2.1.4. Coccidios

Os coccidios sdo um grupo fascinante de protozoarios parasitas que habitam o trato
gastrointestinal de uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo aves silvestres. Esses
microrganismos desempenham um papel vital na ecologia das aves, influenciando tanto a satide
individual dos hospedeiros quanto a dinamica das populacdes e dos ecossistemas (Andrade et
al., 2023).

Os parasitos de aves mais relevantes da ordem Passeriformes pertencem ao género
Isospora, seguido do género Eimeria. De acordo com Upton (2000) os coccidios dos géneros

Isospora e Eimeria apresentam a seguinte classificacéo:
Dominio: Eukaryota Chatton, 1925
Filo: Apicomplexa Levine, 1970
Classe: Conoidasida Levine, 1988
Subclasse: Coccidiasina Leuckart, 1879
Ordem: Eucoccidiorida Léger e Duboscq, 1910
Sub-ordem: Eimeriorina Léger, 1911
Familia: Eimeriidae Minchin, 1903
Género: Eimeria Schneider, 1875
Género: Isospora Schneider, 1881

A compreensdo da diversidade, biologia e importancia ecoldgica dos coccidios isolados
de aves silvestres é fundamental para nossa apreciacdo da complexa teia da vida nos ambientes
naturais (Berto; Lopes, 2020). A avifauna silvestre abriga uma grande diversidade de coccidios,
cada um adaptado a um grupo especifico de aves hospedeiras. Esses parasitas, que pertencem
a classe Coccidia, geralmente tém ciclos de vida complexos, envolvendo multiplos estagios de

desenvolvimento, incluindo esporozoitos, merontes e oocistos (Duszynski; Upton, 2009).
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Uma caracteristica principal dos coccidios é o parasitismo intracelular obrigatorio,
apresentando ciclos bioldgicos que alternam entre reproducéo sexuada (resultando em oocistos)
e assexuada (Berto et al., 2014a). De acordo com Levine (1985), além de parasitar diferentes
espécies de vertebrados, esses organismos também podem infectar invertebrados. A ordem
Eucoccidiorida € subdividida em Adeleorina Léger, 1911 e Eimeriorina. A subordem
Eimeriorina inclui todos os coccidios superiores que desenvolvem gametogonia.
Tradicionalmente, os géneros de Eimeriorina foram diferenciados com base na proporcéo de
esporocistos e esporozoitos por oocisto; no entanto, atualmente outras caracteristicas, incluindo

dados moleculares, sdo utilizadas para a diferenciacdo genérica (Berto et al., 2014a).

Entre essas caracteristicas adicionais, a presenca do corpo de Stieda, uma estrutura de
excistamento do esporocisto, € fundamental para a identificacdo da familia Eimeriidae. Neste
modelo, os Unicos géneros classificados em Eimeriidae sdo: Eimeria, Isospora, Cyclospora
Schneider, 1881, e Caryospora Léger, 1904 em répteis (Jirku et al., 2002), embora outros
géneros ainda sejam tradicionalmente incluidos nessa familia. Eimeria é o género com a maior
biodiversidade dentro da ordem Eucoccidiorida, sendo encontrado tanto em invertebrados
quanto em vertebrados. As espécies de Eimeriidae sdo predominantemente intestinais, embora
algumas se desenvolvam em outros tecidos, como figado, baco, pulm@es, tabulos renais, vias
biliares e Utero (McCully et al., 1970; Owen, 1970; Entzeroth et al., 1981; Rosales, 1999).

A aves podem ser infectadas por diversos coccidios, especialmente dos géneros
Isospora e Eimeria. Desde os primérdios da parasitologia, as espécies de coccidios desses
géneros tém sido descritas com base nos oocistos, que possuem caracteristicas morfologicas
importantes para a identificacdo. Essas descricdes permitiram o reconhecimento de varias
espécies como parasitas de passeriformes, e novos coccidios sdo frequentemente descritos
(Duszynski; Wilber, 1997; Berto et al., 2011a).

A transmissdo de coccidios do género Isospora ocorre principalmente por via fecal-oral.
A especificidade das infec¢bes tem sido motivo de diversos questionamentos, especialmente
devido as frequentes mudancas na sistematica das aves. No entanto, compreende-se que essa
especificidade seja geralmente limitada a familia do hospedeiro. As espécies do género
Isospora tendem a ser mais especificas aos passaros em compara¢do com aquelas do género
Eimeria. Historicamente, descrigdes de novas espécies no género Isospora sdo mais frequentes
do que no género Eimeria, onde as novas descri¢des sdo mais esporadicas (Duszynski; Wilber,
1997; Berto et al., 2011a).
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A infeccdo por coccidios pode afetar o estado de saude das aves, causando desde
sintomas leves até doencas graves, dependendo da espécie de coccidio, da carga parasitaria e
das condi¢cdes do ambiente (Duszynski; Upton, 2009). Além do impacto direto na satde das
aves, 0s coccidios também desempenham um papel na regulacdo das populacbes de aves

silvestres.

As infecgBes por coccidios podem afetar a sobrevivéncia e a reproducdo das aves
hospedeiras, influenciando assim a estrutura populacional (Berto; Lopes, 2020). Além disso, a
presenca de coccidios pode ter efeitos indiretos na ecologia das aves, alterando a dindmica das
interacOes entre presas e predadores, bem como a competicdo intra e interespecifica (Berto;
Lopes, 2020).

3. OBJETIVOS E DEMAIS OBSERVACOES

Os objetivos deste estudo foram avaliar a diversidade e distribuicdo de fungos e
coccidios de amostras de aves silvestres e de serrapilheira de dois ambientes com
fitofisionomias distintas no Estado do Rio de Janeiro: Ilha da Marambaia e Parque Nacional de
Itatiaia. Os objetivos especificos foram: (1) Isolar, cultivar e identificar fungos da serrapilheira
proxima aos locais de capturas de aves silvestres; (2) Isolar, cultivar e identificar fungos de
amostras de penas e fezes de aves silvestres capturadas; (3) Quantificar o nUmero de oocistos
por defecacdo de ave capturada e identificar uma nova espécie de coccidio; (4) Avaliar a
diversidade e distribuicdo de fungos e coccidios de aves capturadas na llha da Marambaia e

Parque Nacional de Itatiaia.

Neste sentido, esta TESE apresenta uma revisdo da literatura cientifica nos temas de
Taxonomia e Ecologia de fungos e coccidios de aves silvestres, nos capitulos I, I1, 1l e IV, 0s
resultados do presente estudo. O capitulo I e Il contém os dados preliminares de diversidade e
distribuicdo de fungos isolados de aves silvestres e serrapilheira no Parque Nacional do Itatiaia
e llha da Marambaia, respectivamente. Estes dois primeiros capitulos correspondem
respectivamente a dois artigos publicados nos periddicos cientificos: Biodiversidade Brasileira
(v. 12, p. 1-10, 2022); e Pesquisa Veterinaria Brasileira (v. 44, e07383, 2024) (ANEXO). O
capitulo Ill descreve uma nova espécie de coccidio identificado de forma morfolégica e
molecular, intitulado: “Descricdo de uma nova espécie coccidiana, Isospora pichororei
(Apicomplexa: Eimeriidae) parasita do pichochoré Synallaxis ruficapilla Vieillot, 1819
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(Passeriformes: Vireonidac) no Parque Nacional do Itatiaia” publicado no periddico
Parasitology International (v. 103, 102936, 2024). O ultimo capitulo (capitulo 1V) objetiva-se
em associar e discutir os dados dos fungos isolados de aves silvestres com a presenca de

coccidios nas amostras fecais, nos dois ambientes distintos
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CAPITULO |

FUNGOS ISOLADOS DE AVES SILVESTRES E SERRAPILHEIRA NO PARQUE
NACIONAL DO ITATIAIA NO SUDESTE DO BRASIL

RESUMO

No Brasil, a Mata Atlantica tem sofrido com desmatamento, que vem causando impactos na
sua flora, fauna e microbiota. Esse bioma é considerado um dos principais destinos turisticos e
de observacao de aves devido ao grande numero de espécies, principalmente passeriformes.
Entretanto, a diversidade fangica presente nesses ambientes é pouco conhecida e estudada.
Neste trabalho um total de 148 amostras de 74 aves silvestres (74 de penas e 74 de fezes) e 16
amostras de serrapilheira foram coletadas no Parque Nacional do Itatiaia, no Sudeste Brasileiro.
Fungos filamentosos isolados destas amostras foram identificados utilizando caracteristicas
macroscopicas e microscopicas. Entre as aves, Aspergillus spp., Mucor spp., Cladosporium
spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e Syncephalastrum spp., foram identificados em maior
abundancia. Em serrapilheira, Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. foram
identificados. Estes resultados indicam a presenca de espécies de fungos saprofitas nas penas e
nas fezes de aves silvestres e na serrapilheira do local de captura. Mais estudos devem ser
realizados a fim de elucidar modificacGes no perfil da microbiota com a antropizacdo e sua
interferéncia na salde das aves e recuperacdo ambiental.

Palavras-chave: Passeriformes; Microbiota; Meio ambiente.

ABSTRACT

In Brazil, the Atlantic Forest has suffered from deforestation, which has caused impacts on its
flora, fauna and microbiota. This biome is considered one of the main tourist and bird watching
destinations due to the large number of species, mainly passerines. However, the fungal
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diversity present in these environments is little known and studied. In this work, a total of 148
samples from 74 wild birds (74 feathers and 74 feces) and 16 litter samples were collected in
the Itatiaia National Park, in Southeastern Brazil. Filamentous fungi isolated from these
samples were identified using macroscopic and microscopic characteristics. Among birds,
Aspergillus spp., Mucor spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. and
Syncephalastrum spp., were identified in greater abundance. In leaf litter, Aspergillus spp.,
Fusarium spp. and Penicillium spp. were identified. These results indicate the presence of
saprophytic fungal species in the feathers and feces of wild birds and in the litter at the capture
site. More studies must be carried out in order to elucidate changes in the microbiota profile
due to human disturbance and its interference with bird health and environmental recovery.

Keywords: Passerines; Microbiota; Environment.

1 INTRODUCAO

A Mata Atlantica € uma floresta tropical umida brasileira, considerada um dos maiores
hotspots de biodiversidade, porém, vem sofrendo com o desmatamento, 0 que vem causando
impactos em sua flora e fauna (Rosa et al., 2018). No Rio de Janeiro, o Parque Nacional de
Itatiaia foi a primeira area protegida criada no Brasil e possui 28.155 hectares de remanescentes

florestais na Serra da Mantiqueira (Rosa et al., 2018).

O Parque é considerado um dos principais destinos turisticos e de observacdo de aves
do Brasil devido a riqueza de espécies locais (Berto; Lopes, 2020). As aves sdo de extrema
importancia para a manutencao deste ecossistema, pois desempenham papel importante na
polinizacdo de plantas, dispersdo de sementes, controle de pragas, entre outros (Berto; Lopes,
2020).

Por outro lado, as aves estdo entre os animais que podem funcionar como reservatoério e
dispersores de diversos agentes causadores de zoonoses, entre esses microrganismos estao 0s
fungos, que podem estar associados as penas, quando se chocam com algum substrato, e
encontrados em 6rgdos internos, entrando pelas vias de alimentacéo (Simi et al., 2019). As aves
silvestres da Mata Atlantica sofrem com o estresse causado pelo desmatamento e pela
antropizacdo, tornando-se mais suscetiveis a infeccdo de diversos tipos de microrganismos
(Cordeiro et al., 2021).

A colonizacao por fungos oportunistas pode ser facilitada por caracteres morfologicos
e fisioldgicos que favorecem o seu desenvolvimento, incluindo sacos aéreos pouco
vascularizados e glandulas uropigiais defeituosas com dificuldade em produzir secre¢des

(Berto; Lopes, 2020). Os fungos, ap6s se associarem ao seu hospedeiro, se ndo forem
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eliminados pelas células do sistema imunologico, entram em relacdo comensal ou parasitaria

com ele, podendo causar infecgéo.

Este processo depende do estado geral de salde do hospedeiro (hospedeiros
imunocomprometidos sdo suscetiveis) e das caracteristicas inerentes ao microrganismo, como

eficientes fatores de viruléncia (Casadevall; Pirofski, 2000; Feitosa et al., 2020).

A grande maioria dos fungos ambientais sdo sapréfitos, comumente ou ocasionalmente
encontrados no solo, vegetacdo em decomposicdo, sementes e graos. Muitos deles séo
oportunistas, ou seja, em contato com hospedeiros imunocomprometidos podem causar doengas
(Pitt, 1994).

Algumas destas especies foram reconhecidas como importantes patdgenos em humanos
ou animais domesticos imunocomprometidos (Pitt, 1994; Simi et al., 2019; Arne et al., 2021).
Porém, como a diversidade fungica presente no ambiente tropical, grande parte dela ainda
precisa ser descoberta e compreendida; € possivel e comum que fungos no ambiente sejam
capazes de parasitar animais (Nardoni; Mancianti, 2021; Arné et al., 2021). Isto explica a
importancia de estabelecer a ocorréncia e frequéncia de fungos no ambiente e em potenciais

hospedeiros.

Aves Passeriformes que vivem em ambientes silvestres sdo portadoras e dispersoras de
fungos na natureza (Della Vedova et al., 2019; Nardoni; Mancianti, 2021). Essa dispersao no
ambiente pode ocorrer principalmente das seguintes formas: pela liberacdo de suas fezes no
ambiente, e pelo contato com partes de seu corpo, pois esses fungos podem estar associados as
penas (Warner; French, 1970; Simi et al., 2019; Kraisitudomsook et al., 2021).

Portanto, é importante estabelecer o perfil dos fungos encontrados nas penas e fezes
(aves) e na serrapilheira (ambiente) e estabelecer a incidéncia de fungos filamentosos totais.
Neste contexto, este trabalho buscou identificar fungos filamentosos isolados de amostras de
aves silvestres e serrapilheira, a fim de compreender a diversidade e frequéncia de espécies de

fungos em habitats de aves no Parque Nacional de Itatiaia, sudeste do Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local de estudo e coleta de amostras
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Este estudo foi realizado ao longo da Travessia Ruy Braga no Parque Nacional de
Itatiaia, uma &rea protegida com alto grau de vulnerabilidade, localizada na Serra da
Mantiqueira, Sudeste do Brasil (22°26'17"S; 44°37'33"W).

As expedicOes foram realizadas nos meses de maio, junho e julho de 2021. As capturas
ocorreram 3 dias por més, e foram utilizadas 10 redes de neblina, totalizando 180 metros, e
permaneceram abertas das 5h as 17h, totalizando 12 horas diurnas e 36 horas por més. Foram
capturadas 74 aves de diferentes espécies (Tabela 1).

As aves foram mantidas em caixas individuais e as fezes foram coletadas imediatamente
apo6s a defecacdo e acondicionadas em tubos de centrifuga esterilizados. As aves foram
identificadas segundo Pacheco et al. (2021). As penas (plumas e cauda) foram retiradas com
pinca estéril e colocadas em envelopes de papel branco previamente esterilizados para eliminar
a umidade, evitando assim o crescimento de fungos e/ou bactérias contaminantes. Apos a
obtencdo das amostras as aves foram soltas no mesmo ambiente onde foram capturadas.
Adicionalmente, foram coletadas 19 amostras de serrapilheira a cada 500 metros do inicio da

Travessia Ruy Braga em um percurso de 6,5 km na parte baixa do Parque Nacional de Itatiaia.

Todas as amostras foram devidamente etiquetadas, acondicionadas em bolsas térmicas
em temperatura ambiente e transportadas para o Laboratorio de Micologia e Micotoxicologia

da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

2.2. Isolamento fungico

Cinco a 10 mg de fezes foi semeada em agar Sabouraud (Difco) mais cloranfenicol e
cada amostra foi incubada diretamente em placa de Petri (90 x 15 cm) a 28 °C por até 07 dias
(Simi et al., 2019).

Penas inteiras e cortadas foram semeadas em Agar Mycosel® (Difco) e cada amostra

foi incubada em placa de Petri a 28 °C por até sete dias (Nardoni; Mancianti, 2021).

As amostras de serrapilheira foram colocadas em placas de Petri, nas quais foram
depositados fios de crina esterilizados e agua destilada (ambos estéreis). As amostras foram
incubadas a 25 °C por até quatro semanas seguindo a metodologia de Vanbreuseghem (1952).
Para a identificacdo dos fungos cultivados nas placas e nas crinas foram observadas as seguintes
caracteristicas: caracteristicas de crescimento das coldnias, como cor e aparéncia

(macromorfologia) e caracteristicas do micélio, presenga, forma, tamanho e septacdo de
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macroconidios; abundancia e rugosidade dos microconidios; presenca ou auséncia de
clamidoconidios; presenca ou auséncia de formas de reproducdo sexuada; septacdo de hifas
(Samsom et al., 2000; Sidrim et al., 2004, De Hoog et al., 2021).

3. RESULTADOS

Foram coletadas 148 amostras de 74 aves silvestres capturadas, incluindo penas (n= 74) e fezes
(n=74) (Tabela 1), além de 16 amostras de serrapilheira. De cada amostra foi possivel isolar
uma ou mais colénias filamentosas; portanto, o0 nimero de fungos isolados ndo corresponde ao
namero total de amostras. De um total de 117 fungos isolados, foram identificados 17 géneros,
conforme Tabela 2. Os géneros que ocorreram em maior namero foram Aspergillus e Mucor
seguidos de Cladosporium, Fusarium, Penicillium e Syncephalastrum. Foram identificadas 22
morfoespécies (18%), entre elas Aspergillus secdo Nigri, Aspergillus secdo Circumdati,

Aspergillus secdo Fumigati e Penicillium citrinum.

Figura 1: Microscopia Optica de (A) Aspergillus sp. com lactofenol algoddo azul; (B) Fusarium sp. com lactofenol

algoddo azul; (C) Syncephalastrum sp. com lactofenol algoddo azul; (D) Aspergillus sp. com hidréxido de sédio

(20%); (E) Rhizopus sp. com lactofenol algoddo azul; (F) Mucor sp. com lactofenol algoddo azul.
v . "‘ A

Tabela 1. Espécies de aves (Pacheco et al. 2021), amostras e fungos isolados.

Family Bird species Feathers Feces
Cissopis leverianus Geotrichum sp.,
Thraupidae (Gmelin, 1788) Mucor sp. Aspergillus section
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Nigri

Saltator similis
(d'Orbigny &
Lafresnaye, 1837)

Mucor sp.
Fusarium sp.

Aspergillus section
Fumigati

Saltator fuliginosus
(Daudin, 1800)

Trichothraupis

Aspergillus sp.,

melanops Aspergillus section
(Vieillot, 1818) Nigri Eurotium sp.
Tachyphonus

coronatus Aspergillus section
(Vieillot, 1818) Nigri
Tachyphonus Aspergillus section
coronatus Nigri
Tachyphonus Aspergillus section
coronatus Nigri
Tachyphonus Aspergillus section
coronatus Nigri

Aspergillus section

Saltator fuliginosus  Mucor sp. Nigri
Trichothraupis Aspergillus section
melanops Mucor sp. Nigri
Tachyphonus

coronatus Mucor sp. Eurotium sp.
Haplospiza

unicolor Mucor sp. Aspergillus section
(Cabanis, 1851) Fusarium sp. Fumigati
Stephanophorus

diadematus Aspergillus section
(Temminck, 1823) Nigri
Stephanophorus

diadematus Lichtheimia sp. Fusarium sp.
Stephanophorus

diadematus Cladosporium sp.

Saltator similis

Aspergillus section
Circumdati,
Cladosporium sp.

Stephanophorus
diadematus

Alternaria sp.

Stephanophorus
diadematus

Cladosporium sp.

Saltator similis

Cladosporium sp.,
Fusarium sp.

Stephanophorus
diadematus

Mucor sp.

Thachyphonus
coronatus

Chrysonilia sp.

Stephanophorus
diadematus

Acremonium sp.

Cladosporium sp.
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Tangara sayaca
(Linnaeus, 1766)

Aspergillus section
Nigri

Tangara
desmarestis

(Vieillot, 1819) Penicillium sp. Fusarium sp.
Tangara

desmarestis Syncephalastrum sp.
Tangara Curvularia sp.,
desmaristis Fusarium sp.
Stephanophorus

diadematus Cladosporium sp.

Microspingus

lateralis

(Nordmann, 1835) Rhizopus sp.
Saltator similis Rhizopus sp.
Trichothraupis

melanops Rhizopus sp.
Microspingus

lateralis

(Nordmann, 1835) Rhizopus sp.
Tangara

desmarestis

Syncephalastrum sp.

Trichothraupis
melanops

Microspingus
lateralis

Mucor sp.

Cladosporium sp.,
Mucor sp., Fusarium

sp.

Parulidae

Chiroxiphia
caudata (Shaw &
Nodder, 1793)

Manacus manacus
(Linnaeus, 1766)

Mucor sp.

Chiroxiphia
caudata

Cladosporium sp.

Neopelma
chrysolophum
(Pinto, 1944)

Chaetomium sp.

Myiothlypis
leucoblephara
(Vieillot, 1817)

Cladosporium sp.

Myiothlypis
leucoblephara

Mucor sp.

Aspergillus section
Flavi, Cladosporium
sp., Mucor sp.

Basileuterus
culicivorus (Deppe,

Syncephalastrum sp.,

1830) Mucor sp.
Basileuterus
culicivorus Mucor sp.

Basileuterus
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culicivorus

Myiothlypis
leucoblephara

Myiothlypis
leucoblephara

Curvularia sp.,
Mucor sp.

Syncephalastrum sp.

Onychorhynchidae

Myiobius
atricaudus
(Lawrence, 1863)

Aspergillus section
Fumigati

Myiobius
atricaudus

Neosartorya sp.

Thamnophilidae

Thamnophilus
caerulescens
(Vieillot, 1816)

Lichtheimia sp.

Thamnophilus
caerulescens

Aspergillus section
Flavi, Mucor sp.

Thamnophilus
caerulenscens

Penicillium sp.

Pyriglena
leucoptera
(Vieillot, 1816)

Pyriglena
leucoptera

Neosartorya sp.

Aspergillus section
Fumigati

Pyriglena
leucoptera

Cladosporium sp.,
Penicillium sp.

Furnariidae

Anabazenops fuscus
(Vieillot, 1816)

Aspergillus section
Fumigati

Anabacerthia
amaurotis
(Temminck, 1823)

Penicillium sp.

Cranioleuca pallida
(Wied, 1831)

Fusarium sp.,
Cladosporium sp.

Passerellidae

Zonotrichia
capensis (Statius
Muller, 1776)

Mucor sp.

Curvularia sp.,
Chaetomium sp.

Zonotrichia
capensis

Mucor sp.

Zonotrichia
capensis

Lichtheimia sp.

Phylloscartes
difficilis (Ihering &
Ihering, 1907)

Mucor sp.

Rhychocyclidae

Phylloscartes
difficilis

Fusarium sp.

Phylloscartes
difficilis

Mucor sp.

Phylloscartes
difficilis

Curvularia sp.

Vireonidae

Hylophilus
poicilotis

Penicillium sp.
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(Temminck, 1822)

Hylophilus

poicilotis Bipolaris sp.
Hylophilus

poicilotis Penicillium sp. Syncephalastrum sp.
Knipolegus

cyanirostris

Cladosporium sp.,

Tyrannidae (Vieillot, 1818) Mucor sp.
Knipolegus
cyanirostris Mucor sp. Fusarium sp.
Euphonia
pectoralis (Latham,

Fringillidae 1801) Neosartorya sp. Eurotium sp.

Conopophaga Aspergillus section

melanops (Vieillot, Fumigati, Aspergillus
Conopophagidae 1818) section Nigri

Sittasomus

griseicapillus

Dendrocolaptidae

(Vieillot, 1818)

Lichtheimia sp.

Turdus flavipes

Aspergillus section

Turdidae (Vieillot, 1818) Fumigati
Schiffornis
virescens

Tityridae (Lafresnaye, 1838)  Fusarium sp. Neosartorya sp.

Plathyrinchidae

Platyrinchus
mystaceus (Vieillot,
1818)
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Tabela 2. Lista de frequéncia de fungos identificados nos trés substratos analisados.

Fungi Feathers Feces Litter

Acremonium spp. 1

Alternaria spp. 1

Aspergillus spp. 6 17 2

Bipolaris spp. 1

Chaetomium spp. 1 1

Chrysonilia spp. 1

Cladosporium spp. 2 11

Curvularia spp. 1 3

Eurotium spp. 3

Fusarium spp. 3 8 5

Geotrichum spp. 1

Lichtheimia spp. 4

Mucor spp. 14 8

Neosartorya spp. 2 2

Penicillium spp. 5 1 5

Rhizopus spp. 4

Syncephalastrum spp. 5

Total 40 65 12
4 DISCUSSAO

A maioria das espécies identificadas neste trabalho podem ser consideradas fungos
ambientais e oportunistas (dependendo do estado geral do hospedeiro), porém a patogenicidade
dos fungos ndo foi avaliada neste estudo. Os mais abundantes nas areas amostradas foram
Aspergillus spp. e Mucor spp. seguidos por Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp.

e Syncephalastrum spp.

Resultados semelhantes foram encontrados por Bills e Polishook (1994), ao estudar a
abundancia e diversidade de fungos da serrapilheira Umida da Costa Rica, encontraram
Penicillium spp., Trichoderma spp., Paecilomyces spp., Aspergillus spp., e fungos Mucorales,
os fungos os dois ultimos em maiores quantidades, como neste estudo. Pesquisa também na
Mata Atlantica do sudeste do Brasil realizada por Bezerra et al. (2020), no Parque Nacional

Restinga de Jurubatiba no Rio de Janeiro, relataram resultados equivalentes, sendo isolados
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Aspergillus spp., Penicillium spp., Curvularia spp., Pestalotiopsis spp., Bipolaris spp., Monilia

spp., Nigrospora spp., e Trichoderma spp.

Ressalta-se que estudos envolvendo a micobiota presente em aves silvestres,
principalmente Passeriformes, apesar de sua grande importancia, sdo raros e, no Parque
Nacional de Itatiaia, ndo foi feito até 0 momento nenhum levantamento da micobiota presente
nas penas ou fezes desses animais. Este é o primeiro estudo a relatar fungos saprofiticos em

aves silvestres no Parque Nacional do Itatiaia.

A identificacdo dos géneros Aspergillus e Penicillium em aves migratérias € realizada
com frequéncia, por exemplo, Akter et al., (2020) isolaram Aspergillus spp. e Penicillium spp.
nas fezes de aves migratdrias em Bangladesh. Simi et al., (2019) identificaram Aspergillus spp.

em fezes de papagaios e aves de rapina em cativeiro no centro-oeste do Brasil.

Dentre os fungos identificados no presente estudo no Parque Nacional de Itatiaia,
destacamos Aspergillus spp., que ocorreu abundantemente nas fezes. Este género pode ser

encontrado no solo, na matéria organica e em muitos outros lugares.

A aspergilose, doenca causada por Aspergillus sp., pode afetar o trato respiratério de
aves imunocomprometidas em geral, e causar pneumonia grave, sendo uma das principais
causas de morte em aves em cativeiro e, menos frequentemente, em aves de vida livre (Joseph,
2003; Talbot et al., 2018, Della Vedova et al., 2019). Nao foram encontradas caracteristicas

fisicas desta doenca na forma aguda nas aves capturadas.

Outros fungos que foram isolados em abundancia, principalmente em amostras fecais,
foram fungos da ordem Mucorales, sendo o género Mucor 0 mais abundante. Os fungos desta
ordem apresentam crescimento rapido e sdéo comumente encontrados no solo e em plantas em
decomposicao. Mucor é um dos principais géneros da ordem, possuem esporangioforos simples
ou ramificados e formam esporangios globulares e ndo possuem rizdides ou possuem rizéides

pouco desenvolvidos (De Souza et al., 2018; De Hoog et al., 2020; Cordeiro et. al., 2021).

Os esporangiosporos de Mucor sp. variam em tamanho e formato, sendo alguns de
formato irregular (Freitas et al., 2021). A prevaléncia de Mucorales e Cladosporium spp. e
Fusarium spp. encontrados crescendo em penas e excrementos de aves silvestres sdo pouco

conhecidos, portanto, ha necessidade de continuar mais estudos.

Ao analisar as amostras de serrapilheira coletadas, observamos que a diversidade de
fungos filamentosos foi menor, apenas trés géneros foram isolados (Aspergillus, Penicillium e

Fusarium), quando comparados as fezes (dezesseis géneros) e penas (nove géneros) das aves

27



pesquisadas (Tabela 1). A maioria dos microrganismos presentes neste ambiente sdo de dificil
cultivo ou dependem de diferentes técnicas microbiologicas para obter um crescimento

satisfatorio.

Neste estudo, utilizou-se a técnica de Vanbreuseghem (1952), para isolar principalmente
possiveis dermatéfitos, fungos que podem causar micoses cutdneas em animais € humanos
(Vidal et al., 2017). De acordo com Takahashi et al., (2011) e Vidal et al., (2017) a ndo
positividade dos fungos dermatéfitos sugere que a utilizagdo de métodos mais sensiveis para a
identificacdo desses fungos, como aqueles que envolvem biologia molecular, deve ser realizada
a fim de possibilitar a analise das espécies queratinofilicas presentes nos ambientes estudados.
Portanto, outras investigagdes necessarias para complementar as técnicas classicas de
identificacdo de fungos sdo as técnicas de biologia molecular para a identificacdo de

microrganismos.

Estudos realizados por Labrador et al. (2021), quantificando a abundancia microbiana
nas penas de aves da regido sul da Espanha, apontaram os fungos como principais
microrganismos. Porém, com a metodologia utilizada pelos autores, ndo foi possivel identificar
0s géneros e morfoespécies presentes nas amostras. As mais modernas técnicas de biologia
molecular devem complementar as técnicas basicas de cultivo e identificacdo, a fim de
identificar especificamente através do sequenciamento de genes nucleares, como o gene ITS,

que € o principal gene utilizado para identificagdo molecular e filogenia (Lima et al., 2017)

As aves podem estar envolvidas na transmissdo de doencas fingicas das seguintes
formas: como vetores bioldgicos e como vetores mecanicos. Assim, nas aves, 0s fungos ganham
uma dispersdo diversificada, pois séo transportados mecanicamente pelas penas ou excretados
nas fezes (Hubalek, 2004). Os fungos presentes no solo ou na superficie das plantas séo

facilmente transferidos para as penas das aves.

A inalacdo dos esporos ou a ingestdo de graos contendo o fungo também sdo vias de
infeccdo (Johansson et al., 2021). Quando inalados ou ingeridos, esses fungos séo excretados e
dispersos no ambiente, conforme relatado por Akter et al. (2020), que analisando as fezes de
aves migratérias em Bangladesh, constataram que essas aves tiveram um papel importante na
disseminacdo de fungos filamentosos, especialmente Aspergillus spp. no meio ambiente, o que

também poderia ser 0 caso em nosso estudo.
5. CONCLUSAO

Uma diversidade de fungos filamentosos de varios géneros foi isolada de penas e

excrementos de passaros, bem como de lixo. Os géneros mais relatados foram Aspergillus,
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Mucor, Cladosporium, Fusarium, Penicillium e Syncephalastrum.

De acordo com os resultados encontrados, pode-se considerar que a Mata Atlantica,
mesmo tendo sofrido diversos impactos com o crescimento exponencial e expansao das areas
urbanas, ainda é fonte de riqueza de espécies fungicas. Além disso, como esta regido ainda é
pouco investigada quanto a interacdo fingica com passeriformes, faz-se necessario que novos
estudos micoldgicos sejam realizados para levantamento das espécies fungicas da regido, e
técnicas de biologia molecular sejam aplicadas a fim de encontrar microrganismos como 0s

fungos queratinofilicos.

O estudo em diferentes escalas (entre penas, fezes e serrapilheira), permite sugerir que
0S microrganismos que vivem nas penas sdo resultados da chegada de fungos do ambiente
externo a ave. Outros processos, como a dispersdo microbiana atraves das fezes, podem

desempenhar um papel e devem ser mais estudados.

A continuidade das pesquisas é de grande importancia para elucidar se o perfil da
micobiota é afetado pela antropizacédo e se esse perfil interfere na saude das aves e do meio
ambiente. Este € o primeiro estudo a relatar fungos filamentosos saprofitos em aves silvestres

e serrapilheira no Parque Nacional de Itatiaia, no sudeste do Brasil.
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CAPITULO I

FUNGOS ISOLADOS DE AVES SILVESTRES NA ILHA DA MARAMBAIA,
ESTADO RIO DE JANEIRO, SUDESTE DO BRASIL.

RESUMO

No Brasil, a Mata Atlantica vem sofrendo com o desmatamento, que tem impactado sua flora,
fauna e microbiota. No entanto, a diversidade flungica presente nesses ambientes é pouco
conhecida e estudada. Neste trabalho, um total de 90 amostras de 45 aves silvestres (45 penas
e 45 fezes) foram coletadas na Ilha da Marambaia, sudeste do Brasil. Fungos filamentosos
isolados dessas amostras foram identificados por meio de caracteristicas macroscopicas e
microscopicas. Alguns isolados foram identificados por biologia molecular usando a técnica de
PCR. Foram identificados Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cunninghamela, Curvularia,
Eurotium, Fusarium, Geotrichum, Neosartorya, Pestalotia, Paecilomyces, Penicillium,
Rhizopus, Mucor e Syncephalastrum. Esses resultados indicam a presenca de espécies de fungos
saprofiticos nas penas e fezes de aves silvestres do local de captura. Novos estudos devem ser
realizados a fim de elucidar se o perfil da micobiota se modifica com a antropizagéo e se
interfere na salde das aves e na recuperacdo ambiental.

Palavras-chave: Passeriformes; Microbiota; Meio ambiente

ABSTRACT

In Brazil, the Atlantic Forest has been suffering from deforestation, which has impacted its
flora, fauna and microbiota. However, the fungal diversity present in these environments is little
known and studied. In this work, a total of 90 samples from 45 wild birds (45 feathers and 45
feces) were collected on Marambaia Island, southeastern Brazil. Filamentous fungi isolated
from these samples were identified through macroscopic and microscopic characteristics. Some
isolates were identified by molecular biology using the PCR technique. Acremonium,
Alternaria, Aspergillus, Cunninghamela, Curvularia, Eurotium, Fusarium, Geotrichum,
Neosartorya, Pestalotia, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus, Mucor and Syncephalastrum
were identified. These results indicate the presence of saprophytic fungal species in the feathers
and feces of wild birds from the capture site. New studies must be carried out in order to
elucidate whether the profile of the mycobiota changes with anthropization and whether it
interferes with bird health and environmental recovery.

Keywords: Passerines; Microbiota; Environment

1 INTRODUCAO

No Brasil é possivel encontrar uma grande variedade de espécies de aves, estando entre

0s trés paises com maior diversidade de aves do mundo. Nesse contexto, a Mata Atlantica, bioma
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de floresta tropical que abrange o litoral leste, nordeste, sudeste e sul do Brasil, esta entre os cinco
primeiros na lista de hotspots mundiais, embora sua area remanescente seja inferior a 8% de sua

area. extensdo original (Schweizer et al., 2022).

A perda e fragmentacdo de habitats e a biopirataria sdo as principais ameacas a sua
biodiversidade, gerando impactos diretos na fauna, flora e microbiota (Lindstrom, 1999). Dentro
deste bioma, temos a Ilha da Marambaia, considerada reserva biolégica e que constitui area de
preservacdo ambiental de acordo com o Decreto n® 9.802, de 12 de marco de 1987.

A regido é administrada pelo Exército, Forca Aérea e Marinha Brasileira, onde atuam
realizar experimentos com armamentos e exercicios militares. Além disso, cerca de 430
quilombolas remanescentes estdo presentes na area, vivendo da pesca e da agricultura. O acesso
a llha é restrito, so possivel através de embarcagfes da Marinha e com autorizagdo prévia (De
Lima, 2019; Icmbio, 2021).

A polinizagdo, o controle de insetos e a dispersdo de sementes sdo exemplos de como as
aves atuam na cadeia do ecossistema (Howard, 2003). Essas aves estdo entre 0s animais que
podem atuar como reservatorios e dispersores de diversos agentes microbianos como fungos, por
exemplo, que podem se associar as penas, ao esbarrar em algum substrato, e a 6rgaos internos,

entrando pelas vias aéreas e oralmente (Howard, 2003; Reding, 2003; De Oliveira, 2022).

Os fungos séo agentes de decomposicdo da matéria organica e podem ser encontrados no
polen, nas sementes e no solo. (Simi et al., 2019; Krasitudomsook et al., 2021). Além disso,
muitos destes sdo oportunistas, ou seja, quando em contacto com hospedeiros

imunocomprometidos, podem causar doencas (Pitt, 1994; Simi et al., 2019)

A diversidade de fungos presentes no ambiente tropical € muito elevada e a maioria deles
ainda é desconhecida (De Oliveira, 2022). Mais estudos sobre a frequéncia de fungos ambientais
tornam-se importantes, uma vez que a maioria deles apresenta perfil oportunista. (De Oliveira,
2022). Portanto, é de grande importancia definir o perfil da micobiota residente nesses locais,

bem como estabelecer a incidéncia de fungos filamentosos.

Quando se trata de fungos filamentosos, as descricbes mais comuns sdao em frangos de
corte (Sugiharto, 2019; Hamza; Abaci Gunyar, 2022), em aves domeésticas, como pombos
(Madsen et al., 2023), e em aves em cativeiro (Talbot et al., 2018). Contudo, em aves de vida

livre, esta interacdo permanece pouco estudada.

Neste cenério, este trabalho teve como objetivo estabelecer a incidéncia de fungos

filamentosos de penas e fezes de aves em localidades da Ilha da Marambaia, no Sudeste do Brasil,
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para entender a diversidade e frequéncia de espécies de fungos neste habitat.
2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Local de Estudo e Coleta de Amostras

Este estudo foi realizado na Ilha da Marambaia, uma area protegida localizada no Estado
do Rio de Janeiro, no Sudeste do Brasil (22°26'17"S; 44°37'33"W). As expedicOes foram
realizadas nos meses de maio, junho e julho de 2021. As capturas ocorreram 3 dias por més e
foram utilizadas 10 redes de neblina, totalizando 180 metros, e permaneceram abertas das 5h as
17h, ou seja, 12 horas por dia. e 36 horas por més. Foram capturadas 45 aves de diferentes
espécies (Tabela 1).

As aves foram mantidas em caixas individuais e as fezes foram coletadas imediatamente
apos a defecagdo e acondicionadas em tubos de centrifuga esterilizados. As aves foram
identificadas segundo Pacheco et al., (2021). As penas (plumagem e cauda) foram retiradas com
pinca estéril e colocadas em envelopes de papel branco previamente esterilizados para eliminar a
umidade, evitando assim o crescimento de fungos e/ou bactérias contaminantes. Ap0s a obtencdo

das amostras, as aves foram soltas no mesmo ambiente onde foram capturadas.

Todas as amostras foram devidamente etiquetadas, acondicionadas em bolsas térmicas
em temperatura ambiente e transportadas para o Laboratorio de Micologia e Micotoxicologia da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
2.2 Isolamento fungico

Cinco a 10 mg de fezes foram semeadas em agar Sabouraud (Difco) mais cloranfenicol e
cada amostra foi incubada diretamente em placa de Petri (90 x 15 cm) a 28 °C por até 07 dias
(Simi et al., 2019).

Penas inteiras e cortadas foram semeadas em Agar Mycosel® (Difco) e cada amostra foi

incubada em placa de Petri a 28 °C por até 07 dias (Nardoni; Mancianti, 2021).

Para a identificacdo dos fungos cultivados nas placas e crinas foram observados:
caracteristicas de crescimento das colbnias, como cor e aparéncia (macromorfologia), e
caracteristicas do micélio, presenca, forma, tamanho e septacdo de macroconidios; abundancia e
rugosidade dos microconidios; presenca ou auséncia de clamidoconidio; presenca ou auséncia de
formas de reproducdo sexuada; septacao de hifas (Samsom et al., 2000; Sidrim et al., 2004; De
Hoog et al., 2020).

2.3 ldentificagcao Molecular
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O DNA foi extraido de um total de 8 linhagens de espécies diferentes, identificadas de
acordo com a taxonomia morfoldgica, e os resultados dessas identificagdes serdo comparados.
Apos o isolamento e obtencdo das culturas puras, foi realizada a extracao total do DNA utilizando
o kit comercial DNeasy Blood e Tissue Kit (Qiagen), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Em seguida, foi realizada a amplificaco pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
na regido correspondente ao espacador interno transcrito. (ITS) ITS1 —5,85S—ITS2. A reacdo de
PCR continha 12,5 pl de GoTaq® G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega Labs, Sdo Paulo,
Brasil) (1 x), 0,25 ul de cada primer (0,2 uM), 9 ul de agua livre de nuclease e 3 pl de DNA (para
a reacao primaria) ou 3 pl de produto de PCR primario (para a reacdo secundaria). Esta mistura
de reagentes foi submetida a amplificagdo com um perfil de temperatura que consistiu em uma
etapa inicial de desnaturacéo a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos com desnaturagéo a 94°C
por 30 segundos, recozimento a 60°C por 1 minuto, e extensao a 72 °C por 2 minutos. Ao final
dos 35 ciclos, foi realizada uma extensao final a 72°C por 10 minutos (Lima, 2017). Os primers
utilizados para amplificacdo foram ITS1 (5TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (White et al. 1990).

Os amplicons de PCR foram purificados utilizando o Qiagen MinElute PCR Purification
(Qiagen, Séo Paulo, Brasil). Todos os amplicons de PCR foram sequenciados usando os primers
PCR forward e reverse da Ludwig Biotechnology, onde um analisador genético ABI-Prism 3500

(Applied Biosystems, Foster City, California) foi usado para sequenciamento Sanger.
3 RESULTADOS

Foram coletadas 90 amostras de 45 aves silvestres capturadas, que incluiram penas (n=
45) e fezes (n= 45) (Tabela 1). De cada amostra foi possivel isolar uma ou mais col6nias
filamentosas, enquanto em outras ndo houve crescimento e, portanto, o nimero de fungos
isolados ndo corresponde ao nimero total de amostras. De um total de 68 fungos isolados, foram
identificados 15 géneros, conforme Tabela 2. Os géneros com maior nimero de ocorréncias foram

Mucor e Fusarium, seguidos de Syncephalastrum, Penicillium e Aspergillus.

Tabela 1. Espécies de aves, amostras e fungos isolados.
Family Species Feces Feathers
Myiarchus Fusarium sp.
ferox (Gmelin,
1789)
Myiarchus Fusarium sp.
Ferox
Myiozetetes Fusarium sp.
similis (Spix,
1825)

Tyrannidae
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Myiarchus Eurotium sp.,
Ferox Fusarium sp.
Myiarchus Syncephalastrum
Ferox sp.
Myiarchus Syncephalastrum
Ferox sp.
Fusarium sp.
Myiarchus Syncephalastrum Penicillium sp.
Ferox sp.

Myiarchus ferox

Syncephalastrum
sp.

Syncephalastrum
sp.

Myiarchus ferox

Myiozetetes Mucor sp.
similis
Myiozetetes Mucor sp.
similis
Elaenia Mucor sp.

flavogaster
(Thunberg, 1822)

Myiarchus ferox

Penicillium sp.,
Pestalotia sp.

Tyrannus Fusarium sp. Syncephalastrum
melancholicus sp.
Vieillot, 1819
Turdus rufiventris Cunninghamela
Vieillot, 1818 sp.
Turdus rufiventris  Pestalotia sp.,
Fusarium sp.
Turdus rufiventris  Mucor sp. Fusarium sp.,
Geotricum sp.
Turdus Mucor sp.
amaurochalinus
. Cabanis, 1850
Turdidae Turdus Mucor sp.
leucomelas
Vieillot, 1818
Turdus rufiventris  Syncephalastrum
sp.
Turdus Mucor sp.,
leucomelas Syncephalastrum
sp.
Turdus Syncephalastrum Mucor sp.
leucomelas sp.
Leptotila Mucor sp.,
verreauxi Fusarium sp.,
. Bonaparte, 1855 Mucor sp.,
Columbidae P Rizophugsp.

Leptotila
verreauxi

Acremonium sp.
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Columbina
talpacoti
(Temminck,
1811)

Rhizopus sp.

Penicillium sp.

Leptotila
verreauxi

Leptotila rufaxilla
(Richard &
Bernard, 1792)

Fusarium sp.,
Paecilomyces sp.

Leptotila
verreauxi

Fusarium sp.

Progne chalybea
(Gmelin, 1789)

Alternaria sp.

Fusarium sp.

Progne chalybea  Rhizopus sp.
Hirundinidae = Progne chalybea  Mucor sp. Aspergillus sp.
Progne chalybea Fusarium sp.,
Aspergillus sp.
Progne chalybea Rhizopus sp.
Vireo chivi Eurotium sp.,
(Vieillot, 1817) Fusarium sp.
Vireo chivi Mucor sp.
Vireonidae Vireo chivi Curvularia sp., Penicillium sp.,
Mucor sp. Aspergillus sp.
Vireo chivi Mucor sp.
Vireo chivi Mucor sp.
Ramphocelus Penicilium sp.
bresilia
(Linnaeus, 1766)
Ramphocelus Mucor sp.
Thraupidae bresilia .
Ramphocelus Acremonium sp.
bresilia
Thraupis Acremonium sp., Curvularia sp.
palmarum (Wied, Fusarium sp.
1821)
Chloroceryle Syncephalastrum
Alcedinidae americana sp.
(Gmelin, 1788)
Molothrus Fusarium sp.
Icteridae bonariensis
(Gmelin, 1789)
Veniliornis Neosartorya sp.
Picidae maculifrons
(Spix, 1824)
Total 45 48 20

A grande maioria das espécies de fungos isoladas de penas e fezes de aves neste trabalho

sdo consideradas fungos saprofiticos, sendo ocasionalmente patégenos oportunistas. Com base

nas caracteristicas fenotipicas e chaves taxondémicas correspondentes, podemos verificar que,
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entre as amostras isoladas, foram identificados 15 géneros, sdo eles, Acremonium, Alternaria,
Aspergillus, Cunninghamela, Curvularia, Eurotium, Fusarium, Geotrichum, Neosartorya,
Pestalotia, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus, Mucor e Syncephalastrum (Tabela 2).

4 DISCUSSAO

Ressalta-se que estudos envolvendo a micobiota presente em aves silvestres,
principalmente Passeriformes, apesar de sua grande importancia, sdo raros e, na llha da
Marambaia, nenhum levantamento da micobiota presente nas penas ou fezes desses animais foi
realizado até o momento. Este é o primeiro estudo a relatar fungos saprofiticos em aves silvestres

na Ilha da Marambaia.

A familia Tyrannidae foi a mais prevalente na captura (Fig. 1). E importante ressaltar que
os Tiranideos constituem um dos grupos de aves mais diversos e numerosos do mundo e,
consequentemente, também da regido neotropical (Chaves et al., 2008). Estas aves espalharam-
se por todos os habitats concebiveis (Ridgely; Tudor 1994) e adaptam-se a uma ampla variedade
de nichos ecoldgicos, uma vez que ocupam todos os diferentes estratos verticais dentro das
florestas tropicais (Sick, 1997).

Ao analisar separadamente os isolados fungicos desta familia, notamos que 0 género mais
prevalente foi Fusarium, encontrado apenas nas fezes desses animais e nenhum nas penas, 0 que
sugere a presenca desse género na dieta e no trato gastrointestinal dessas aves. A grande maioria
dos Tiranideos sdo insetivoros e alguns se alimentam de frutas (Brum et al., 2012). Esses
resultados reforcam a necessidade de mais estudos envolvendo a presenca de fungos e conjunto

com a alimentagdo consumida por esses animais.

Figura 1. Distribuig8o dos fungos isolados dos substratos coletados, segundo a familia das aves.
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O género Fusarium sp. € comum em gréos e ra¢des comerciais utilizadas para aves em
cativeiro, conforme relatado por Koptcke et al., (2021), que avaliaram a contaminacgdo por
fungos e suas micotoxinas em ragdes oferecidas a aves da espécie Nymphicus hollandicus,
popularmente conhecidas como calopsitas. Ao longo de seis meses, esses alimentos destinados
ao consumo dessas aves foram coletados para analise micoldgica, resultando em alta atividade

fungica do género Fusarium.

Tabela 2. Lista de frequéncias de fungos identificados nos substratos analisados.
Fungi Feces Feathers

Acremonium

Alternaria

Aspergillus 3
Cunninghamela

Curvularia

Eurotium 2

Fusarium 12 4
Geotrichum

Mucor 13 3
Neosartorya 1
Penicillium 2
Pestalotia 2
Paecilomyces 1
Rhizopus 2
Syncephalastrum 8
Total 48 20

As aves podem transportar polen, sementes, pequenos parasitas e até fungos nas patas,
penas e bico, atuando assim como dispersores em um ambiente ecologicamente equilibrado
(Hubalek, 2004). Portanto, € possivel assumir a importancia do isolamento de fungos das fezes e

penas, como foi realizado no presente estudo.

Dentre 0s 15 géneros relatados, os mais frequentes nesta pesquisa foram Mucor, Fusarium
e Syncephalastrum, seguidos de Penicillium, Aspergillus e Rhizopus (Fig. 2), e ao analisar o
namero total de fungos presentes nos substratos (fezes e penas), observamos maior nimero de
géneros isolados nas fezes do que nas penas (Tabela 1). Resultados semelhantes foram
encontrados por De Oliveira et al., (2022) que, ao estudarem a diversidade fungica presente nas
aves do Parque Nacional de Itatiaia no Brasil, relataram a presenca de Aspergillus spp., Mucor
spp. Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e Syncephalastrum spp. Os mesmos

autores demonstraram maior prevaléncia de fungos nas fezes do que nas penas das aves
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capturadas.

Outro género amplamente encontrado foi Mucor, pertencente a ordem Mucorales. Esses
fungos tém colbnias lanosas e de crescimento rapido. Mucor é o principal género da ordem, que
possui esporangioforos simples ou ramificados, formam esporangios globulares e ndo possuem
rizéides (De Hoog et al., 2020; De Freitas et al., 2021). Além disso, ao analisarmos a presenca
desse fungo nos substratos, notamos que ele foi relatado em maior quantidade nas fezes do que
nas penas, como também evidenciado por De Oliveira et al., (2022), refor¢ando a necessidade de

mais estudos envolvendo a alimentag&o desses animais.

Segundo De Oliveira et al., (2022) é dificil observar a dispersdo de fungos filamentosos
pelas fezes no ambiente silvestre, pois quando as fezes sdo dispersas, seja no solo ou na
serrapilheira, geram contaminagdo cruzada com fungos que estavam presentes nesses substratos,
dificultando saber sua origem. Assim, a metodologia de captura deste trabalho permite uma
identificacdo mais precisa, uma vez que as fezes séo coletadas e guardadas em envelopes de papel
esterilizados, evitando assim a contaminagdo cruzada. Esses resultados garantem que esses
fungos estiveram presentes nas fezes das aves, e que por elas séo dispersos no ambiente. Outros
estudos ja relataram essa dispersdo utilizando diferentes metodologias, como Correia et al.
(2019).

Os autores analisaram as fezes com sementes intactas, que foram colocadas em solo
esterilizado e mantidas por 4 meses em ambiente protegido para evitar contamina¢do. Como
resultado, sete sementes de Rubus ulmifolius (Schott, 1818) obtidas de quatro amostras de fezes
de Erithacus rubecula (Lineu, 1758) e Sylvia melanocephala (Gmelin, 1789), foram colonizadas

por fungos micorrizicos arbusculares.

Figura 2: Microscopia Optica de fungos isolados. Microscopia dptica (2) Mucor sp. com lactofenol algodéo azul;
(3) Fusarium sp. com lactofenol algod&o azul; (4) Syncephalastrum sp. com lactofenol algod&o azul. (5)
Penicillium sp. com hidréxido de s6dio (20%); (6) Aspergillus sp. com lactofenol algod&o azul; (7) Rhizopus sp.
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Tabela 3. Espécies identificadas pela taxonomia tradicional e biologia

molecular.
Primer Identificacao (blast) Identidade Andlise morfolégica
ITS1 Alternaria sp. 99.81% '
Alternaria sp.
ITS4 Alternaria alternata 100%
ITS1 Fungal endophyte
culture 100%
Pestalotiopsis sp.
ITS4 Pe'stalotlopsm 99.61%
microspora
ITS1 Syncephalastrum 100%
racemosum
ITS4 Syncephalastrum 99.31% Syncephalastrum sp.
racemosum
ITS1 Fungal sp. 100%
ITS4 Syncephalastrum 98.97% Syncephalastrum sp.
racemosum
ITS1 Trichoderma asperellum  99.65%
Mucor sp.
ITS4 Nao houve similaridade
ITS1 Penicillium herquei 98.84%
ITS4 Penicillium herquei 99.82% Penicillium sp.
ITS1 Syncephalastrum 99.82%
racemosum
Aspergillus sp.
ITS4 N&o houve similaridade
ITS1 Fusarium sp. 96.96%

Fusarium sp.
ITS4 Fusarium sp. 100%




Quanto a analise genética, foram obtidas sequéncias de nucleotideos das regides de
interesse (ITS) ITS1 —5.8S — ITS2, e todas essas sequéncias foram submetidas a identificacdo
em nivel de espécie através da comparacdo com sequéncias depositadas na base de dados
GenBank, o que possibilitou identificar espécies como Syncephalastrum racemosum (Cohn ex
J. Schrét), Pestalotiopsis microspora (G.C. Zhao; N. Li), Alternaria alternata (Keissl, 1912),
Penicillium herquei (Bainier; Sartory 1912), Trichoderma asperellum (Samuels Lieckf;
Nirenberg 1999) e Fusarium sp. (Tabela 3).

Apesar das regides sequenciadas serem amplamente utilizadas em diversos estudos para
caracterizacdo de espécies de fungos, para alguns isolados, essas regides ndo foram sensiveis 0
suficiente para amplificagdo. E por abranger a diversidade da micobiota da Mata Atlantica,
podemos estar lidando com espécies novas que ainda ndo foram descritas ou com um primer

que ndo possui similaridade suficiente para amplificagéo.

As técnicas mais modernas de biologia molecular devem complementar (e nao
substituir) as técnicas basicas de cultivo e identificacdo para evitar erros de identificacéo,
utilizando chaves taxonémicas morfologicas e sequenciamento de genes nucleares, como o

gene ITS, que € o principal gene utilizado para identificacéo e filogenia (Lima et al., 2017).

Estudos conduzidos por Labrador et al., (2021) mostraram os fungos como principais
microrganismos. Porém, com a metodologia utilizada pelos autores, ndo priorizou a descri¢édo

de morfoespécies.

CONCLUSAO

Uma diversidade de fungos filamentosos de varios géneros foi isolada de penas e fezes
de aves. Os géneros mais relatados foram Mucor, Fusarium, Syncephalastrum, Penicillium,
Aspergillus e Rhizopus. De acordo com os resultados encontrados, pode-se considerar que a
Mata Atlantica, mesmo tendo sofrido diversos impactos com o crescimento exponencial e
expansdo das areas urbanas, ainda é uma rica fonte de espécies fingicas.

A criacdo de novos primers deve ser incentivada, a fim de esclarecer uma maior
variedade de espécies de fungos. Além disso, como esta regido ainda é pouco investigada
qguanto a interacdo de fungos com passeriformes, faz-se necessario que novos estudos
micoldgicos sejam realizados para levantamento das espécies fungicas da regido, e que

concomitantemente sejam aplicadas técnicas de biologia molecular (taxonomia polifasica) para
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auxiliar na identificagdo desses microrganismos.
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Isospora pichororei n. sp. (Chromista: Apicomplexa: Eimeriidae) de
Synallaxis ruficapilla Vieillot, 1819 (Passeriformes: Furnariidae:

Synallaxiinae) na América do Sul.

RESUMO

Pichororé sdo passeriformes do género Synallaxis Vieillot 1818, que tém grande interesse para
ornitologia, dada a ampla diversidade de 37 espécies que sao distribuidas pela regido Neotropical.
Apesar dessa ampla diversidade e distribuicdo, Synallaxis spp. nunca foram registrados como
hospedeiros para coccidios. Neste contexto, o estudo atual descreve uma nova espécie de Isospora
Schneider 1881, de Synalaxis ruficapilla Vieillot, 1819 capturada no Parque Nacional Itatiaia,
que é uma unidade de conservacdo federal no sudeste do Brasil. Os oocistos de Isospora
pichororei Genovez -Oliveira e Bert o n. sp. sdo subesferdides a ovais, medindo em média 25 por
21 um. A micropila esta presente, mas discreta. Residuo de oocisto ausente, mas um ou dois
grénulos polares estdo presentes. Os esporocistos sdo elipsoidais com extremidade posterior
ligeiramente pontiaguda, medindo em média 17 por 10 um. Corpo de Stieda e sub-Stieda estdo
presentes. O residuo do esporocisto esta agrupado entre 0s esporozoitos vermiformes, que
possuem estrias, corpos refrateis e ncleo. Essa morfologia era diferente das demais Isospora spp.
registrado na familia hospedeira Furnariidae. A identificagdo molecular foi direcionada pela
amplificagdo e sequenciamento de um locus do gene mitocondrial citocromo coxidase
subunidade 1 (coxl). Esta sequéncia apresentou a maior similaridade de 99,5% com uma
sequéncia depositada para Isospora oliveirai em Ortuzar-Ferreira & Berto, 2020, que é uma
espécie de coccidio que parasita Schiffornis virescens (Lafre snaye, 1838), também no Parque
Nacional da Italia. A analise filogenética agrupou algumas espécies em subclados, incluindo I.
pichororei com 1. oliveirai; no entanto, foi inconclusiva em uma expectativa de coevolucdo
parasita-hospedeiro. Finalmente, 1. pichororei é estabelecido como novo para a ciéncia, sendo a
primeira descricdo de Synallaxinae e a terceira descricdo de Furnariidae. Além disso, esta € a
primeira Isospora sp. da familia hospedeira Furnariidae a ter uma suplementacdo molecular por
sequenciamento de um locus do gene cox1 do genoma mitocondrial.

ABSTRACT

Spinetails are suboscine passerines of the genus Synallaxis Vieillot 1818, which are of great
interest to ornithology, given the wide diversity of 37 species that are distributed throughout the
Neotropical region. Despite this wide diversity and distribution, Synallaxis spp. have never been
recorded as hosts for coccidia. In this context, the current study describes a new species of
Isospora Schneider 1881, from Synalaxis ruficapilla Vieillot, 1819 captured in Itatiaia National
Park, which is a federal conservation unit in southeastern Brazil. The oocysts of Isospora
pichororei Genovez-Oliveira and Bert o n. sp. are subspheroidal to oval, measuring on average
25 by 21 um. The micropyle is present, but discrete. Oocyst residue is absent, but one or two
polar granules are present. The sporocysts are ellipsoidal with a slightly pointed posterior end,
measuring on average 17 by 10 pm. Stieda and sub-Stieda bodies are present. The sporocyst
residue is grouped between the vermiform sporozoites, which have striations, refractile bodies,
and a nucleus. This morphology was different from other Isospora spp. recorded in the host
family Furnariidae. Molecular identification was directed by amplification and sequencing of a
locus of the mitochondrial cytochrome coxidase subunit 1 (cox1) gene. This sequence showed
the highest similarity of 99.5% with a sequence deposited for Isospora oliveirai in Ortuzar-
Ferreira & Berto, 2020, which is a species of coccidium that parasitizes Schiffornis virescens
(Lafre snaye, 1838), also in the Italian National Park. Phylogenetic analysis grouped some species
into subclades, including 1. pichororei with I. oliveirai; however, it was inconclusive in an
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expectation of host-parasite coevolution. Finally, 1. pichororei is established as new to science,
being the first description of Synallaxinae and the third description of Furnariidae. Furthermore,
this is the first Isospora sp. of the host family Furnariidae to have a molecular supplementation
by sequencing of a locus of the cox1 gene of the mitochondrial genome.

1 INTRODUCAO

A avifauna da América do Sul é notavelmente diversa, com inimeras espécies das mais
diferentes ordens, familias e géneros (Birdlife International, 2024; Pacheco et al., 2021). O
género Synallaxis Vieillet (1818) séo passeriformes de grande interesse para a ornitologia, dada a
ampla diversidade de 37 espécies que sdo distribuidas pela regido Neotropical (Birdlife
International, 2024; Sick, 1997) . Uma das espécies de pichororé que ocorre no Brasil é o
pichororé Synallaxis ruficapilla Viei llot, 1819, que se distribui por todo o Sudeste do Brasil,
chegando até a Argentina e o Paraguai (Birdlife International, 2024; Pacheco et al., 2021). A
pesquisa sobre parasitas de aves silvestres tem sido importante para monitorar a saide das
populacGes de aves selvagens e avaliar o estado de conservacéo de certos ecossistemas, alem de
determinar a diversidade e distribuigdo de espécies parasitérias na natureza (Berto; Lopes, 2020).
No entanto, apesar dos avancos significativos nas Ultimas décadas, a diversidade de parasitas de
aves silvestres é pouco conhecida, especialmente alguns grupos de parasitas, como os coccidios,

que raramente sao relatados, ou mesmo nao sao, em alguns tdxons (Duszynski, 2021).

Este € o caso da subfamilia Synallaxiinae, que apesar de apresentar uma diversidade de
17 géneros e 59 especies distribuidas pelo Brasil (Pacheco et al., 2021), ndo possui nenhuma
espécie de coccidio descrita. Esta auséncia de descricdes deve ser associada a auséncia ou a
escassez de exames fecais realizados nesta subfamilia, e ndo ao parasitismo negativo (Duszynski,
2021). Neste contexto, o presente estudo fornece uma descricéo e identificacdo molecular de uma
nova espécie de Isospora Schneider (1881) a partir de espinhos de capa ruiva S. ruficapilla
capturados no Parque Nacional da Italia, que é uma unidade de conservacéao federal no sudeste

do Brasil.

2 MATERIAIS E METODOS.

2.1 Coleta de Amostras

Foram realizadas doze expedicdes, entre 2014 e 2022 , no Parque Nacional da Itatiaia,
uma area protegida com alto grau de vulnerabilidade, localizada na Serra da Mantiqueira, na
divisa dos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo (Icmbio, 2024). Onze dessas

expedicOes foram realizadas em trés locais diferentes na parte baixa do parque, em altitudes que
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variam de 600 a 1200 m: (1) Do primeiro ao quinto quildometro da Travessia Ruy Braga
(22°26'17°S, 44°37'33”W) (cinco expedi¢des); (2) Trilha das Borboletas (22°26'57”S,
44°3625”W) (quatro expedigdes); e (3) Trilha perto da entrada do Parque (22°27'38”S,
44°35'34”W) (duas expedigdes). Apenas uma dessas expedigdes foi realizada no planalto de alta
altitude do parque (22°22'07"'S 44°44'44""W), a uma altitude de aproximadamente 2000 m. Redes
de neblina foram usadas para a captura das aves. Um total de 18 espécimes de S. ruficapilla foram
capturados, dos quais apenas um foi capturado no planalto de alta altitude do parque. As aves
capturadas foram identificadas especificamente (MELLO et al., 2020; Ridgely et al., 2015)),
fotografadas e anilhadas com anilhas metalicas numeradas fornecidas pelo Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacao de Aves Silvestres — CEMAVE (Sousa; Serafni, 2020). Posteriormente,
as aves foram mantidas em caixas individuais forradas com papel limpo até a defecacédo, quando
foram soltas no mesmo local de captura. Cada gota fresca de fezes de cada ave individual foi
colocada individualmente em um tubo de centrifuga com solucdes de dicromato de potassio 2,5%
(K2Cr207)(10).

2.2 Anélise Morfoldgica

As amostras foram examinadas no Laboratorio de Biologia de Coccidios (LA BICOC) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Todas as amostras foram incubadas em
temperatura ambiente (25 °C) por 7 dias. Os oocistos foram isolados por flotagdo em solugéo
saturada de acucar de Sheather (gravidade especifica: 1,20) (Duszynski; Wilber, 1997)A
prevaléncia foi calculada como o nimero de hospedeiros positivos para coccpidios dividido pelo
nimero de hospedeiros examinados (Bush et al., 1997). A densidade se refere ao nimero de
goticulas fecais especificas do oocisto (OPD) (Dolnik, 2006; Bush et al., 1997). Observacdes e
medicBes morfologicas foram feitas seguindo as diretrizes de Duszynski e Wilber, (1997) e, Berto
e Mclntosh e Lopes (2014), usando um microscopio binocular Olympus BX (Olympus Optical,
Téquio, Japao) equipado com uma camera digital Eurekam 5. 0 (BEL Photo nics, Monza, Italia).
Desenhos de linha, fotomicrografias e outras figuras foram editados usando dois aplicativos de
software (Corel DRAW e Core | PHOT O-PAINT) do Core IDRAW ® (Corel Draw Graphics
Suite, versdo 2020, Core | Corporation, Canada). Todas as medidas estdo em micrémetros e sdo

fornecidas como o intervalo seguido pela média entre parénteses.
2.3 Analise Molecular

Trinta e dois oocistos do mesmo morfotipo sob microscopia de luz, que foram recuperados
de uma unica gota fecal, foram isolados, ressuspensos em solucéao salina tamponada com fosfato

(PBS) a 0,9% (v/v) e lavados por centrifugacdo até que o sobrenadante se tornasse limpido
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(Dolnik; Palinauskas; Bensch, 2009). O DNA foi extraido do oocisto usando o Quick Dna Kit
(Zymo Research) de acordo com as instrugdes do fabricante. Quatro ciclos de congelamento e
descongelamento foram aplicados antes da extracdo de DNA para atingir a lise completa dos
oocistos. A amplificacdo de PC para um locus (COIBF1) do gene da subunidade 1 da citocromo
coxidase mitocondrial (cox1) foi direcionada (Dolnik; Palinauskas; Bensch, 2009; Ortuzar-
Ferreira et al., 2024)). Para amplificagdo, uma reac¢do de PC R de 25 p 1 foi preparada usando 3 p
1de DNA gendmico (<1 pg), 12,5 u1de GoTaq® G2 Hot Start Color-less Master Mix (Promega
Labs) (1x), 0,25 u1de cada Primer (0,2 p M) € 9 u L de Nuclease Free Water. A amplificagdo de
PCR foi conduzida usando a condi¢do de ciclagem originalmente indicada por Ortlzar-Ferreira
et al., (2024). Os DNAs foram purificados usando o Kit de purificacdo de DNA Reli-aPre p ™.

2.4 Andlises de Sequéncia De DNA

O produto da PCR foi sequenciado usando os primers de PCR forward e reverse da
Ludwig Biotechnology, onde um Analisador Genético ABI-Prism 3500 (Applied Biosystems,
Foster City, California) foi usado para sequenciamento de Sanger. O resultado da reacdo de
sequenciamento foi analisado e editado no programa Chromas 2. 6. A sequéncia foi comparada
com outros coccidios disponiveis no banco de dados GenBank usando a Ferramenta de Busca de
Alinhamento Local Basico (BLAST). O alinhamento foi criado no MEGA v10.2.6 usando Clustal
W (http://www.clustalw.genome.jp). A relacdo filogenetica foi reconstruida usando Inferéncia
Bayesiana no MrBaye s v3.2.7 (Ronquist et al., 2012) e usando o método de Maxima
Verossimilhanga no MEGA (Kumar et al., 2018). O modelo evolutivo mais adequado para a
andlise filogenética foi selecionado pela Selecdo de Modelos no MEGA. A analise de inferéncia
bayesiana foi conduzida sob o modelo evolutivo GT R + G para 1.000.000 de geracdes, e a arvore
foi resumida apos a remocgdo de 25% do burn-in. A analise de maxima verossimilhanca foi
conduzida sob 0 modelo evolutivo TN93 + G, e os valores bootstrap foram calculados por 1.000
replicados. A arvore filogenética resultante foi visualizada no MrBaye e MEGA e exportada no
FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/).

. Resultados 3. 1. Prevaléncia e descricdo Nove de 18 (50%) S. ruficapilla capturados no
Parque Nacional da Italia foram positivos para coccidiocistos. O Unico espécime capturado no
planalto de alta altitude do parque foi positivo. Os coccidiocistos observados foram classificados
no género Isospora; no entanto, eles ndo compartilhavam caracteres taxondmicos equivalentes
com nenhuma espécie de Isospora previamente registrada em passeriformes do mesmo género,
familia ou espécie do hospedeiro (Tabela 1). Este material é descrito abaixo. Isospora pichororei

Genovez -Oliveira & Berto n. sp. (Fig. 1, 2).
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Reino: Chromist a Cavalier-Smith, 1981.
Filo: Miozoa Cavalier -Smith, 1987.
Infra-filo: Apicomplexa Levine, 1970.
Classe: Coccidiomorphea Doflein, 1901.
Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879.
Familia: Eimeriidae Minchin, 1903.

Género: Isospora Schneider, 1881.

Tabela 1 - Morfologia comparativa das espécies de Isospora registradas em Furnariidae no Novo Mundo.

Oocistos Esporocistos
Espécie
Espécie de Hospedeira Referéncias
coccidio S(Famll|§: Compri Largu LW ParedeMlcrOp”a Granulo Compri Largu LA_N Corpode Corpo de .
ubfamilia) Shape mento ra - Forma mento ra ratio .. - Residuo
ratio  (um) Polar Stieda Substieda
(M) (um) (M) (um)
Isospora  Automolus  McQuistion ovoidal 15-21 14— 1.0- Suave ausente presente, ovoidal 11-15 6-11 1.4— pequeno, retangular granulos
hyloctistum subulatus & (175) 19 13 1, largo, (12.4) (8.0) 2.2 tipo- uniformes
McQuistion (Spix, 1824) Capparella (16.0)(1.09) irregular, (1.55) mamilo um
& (Furnariidae: [18] 2.0-35 aglomeradc
Capparella, Philydorinae) subesférica
1994
Isospora  Automolus  McQuistion subesferoidal 18-28 17— 1.0— suave ausente present, 1 ovoidal 14-17 8-11 1.4— pequeno, pequeno, aglomeradc
automoli  ochrolaemus etal.[19] paraovoide (234) 24 1.2 (15.4) (9.9) 19 tipo- acéntrico  subesférico
McQuistion, (Tschudi, (21.3)(1.10) (1.60) mamilo de granulo:
Barber &  1844); grosseiros
Capparella, Automolus
1999 infuscatus
(Sclater,
1856)
(Furnariidae:
Philydorinae)
Isospora  Synallaxis Estudo ovoide a 21-32 18- 1.1- suave, presente, presente, elipsoidal 15-19 9-12 1.5- Proemi rectangular numerosos
pichororei ruficapilla  atual elipsoidal  (25.5) 24 1.7 15— discretoou 1lou com (16.6) (10.2)1.8 nente,em para granulos
Genovez-  Vieillot, 1819 alongado (21.1)(1.21)1.9 quase raramente extremidade (1.63) forma de trapezoidal, em um
Oliveira & (Furnariidae: (1.7) imperceptivel 2, 3.0-3.3 posterior botdoou 1.1-1.7 x aglomeradc
Berto n. sp. Synallaxiinae) ,3.8-43 x 2.4-2.6 ligeiramente bolha,1.0- 2.1-2.8 grande e
(4.1) (3.1x pontiaguda 1.6 x 1.5- (1.4 x 2.5) irregular,
2.5) 2.0(1.2 % 5.7-7.0 x
1.8) 4.3-6.0
(6.2x5.1)

Fonte: Genovez-Oliveira et al., 2024
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Figura 1 - Desenho do oocisto esporulado de
Isospora pichororei de pichororé no sudeste do
Brasil. Escala: 10 pum. Figura 2 - Fotomicrografias de oocistos esporulados de
Isospora pichororei de pichororé no sudeste do Brasil.

Fonte: Genovez-Oliveira et al., 2024

! Observe os corpos refratarios anterior (arb) e posterior (prb), micropilo (m), nticleo (n), camada externa
(ol) e interna (il) da parede do oocisto, granulo polar (pg), residuum esporocistico (sr), corpo de Stieda (sb), corpos
sub-stieda (ssb) e estriagfes (str). Todas as fotomicrografias estdo na mesma escala. Barra de escala: 10 um.

Oocisto (n = 114) ovoide para alongar elipsoidal, 21 -32 x 18 —24 (25,5 x 21,1); L/IW
ratio 1,1-1,7 (1,21). Parede bicamada, 1,5-1,9 (1,7) de espessura, camada externa lisa, c.2/3 da
espessura total. Micrdpila presente, mas discreta ou quase imperceptivel em alguns oocistos, 3,8—

4,3 (4,1) de largura. Residuo de oocisto ausente, mas um (frequentemente dois) granulo polar esta
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presente, 3,0-3,3 x 2,4-2,6 (3,1 x 2,5). Esporocisto (n = 114) elipsoidal com extremidade
posterior ligeiramente pontiaguda, 15-19 x 9-12 (16,6 x 10,2); relacdo C/L 1,5-1,8 (1,63). Corpo
de Stieda presente, proeminente, em forma de botdo a em forma de bolha, 1,0-1,6 de altura x
1,5-2,0 de largura (1,2 x 1,8). Corpo de Sub-Stieda presente, retangular a trapezoidal, 1,1-1,7 de
altura x 2,1-2,8 de largura (1,4 x 2,5). Corpo de Para-Stieda ausente. Residuo de esporocisto
presente, consistindo de numerosos granulos em um aglomerado grande e irregular, 5,7-7,0 x
4,3-6,0 (6,2 x 5,1). Esporozoitos vermiformes, com estrias em toda a metade anterior, corpos

refratarios anterior e posterior e um nicleo central.

2.5 Diagndstico

Isospora pichororei é a terceira espécie de coccidio registrada para Furnariidae, mas o
primeiro registro na subfamilia Synallaxiinae. Esta espécie é diferente na maioria dos caracteres
taxondmicos de Isospora hyloctistum McQuistion & Capparella, 1994 e Isospora automoli
McQuistion, Barber & Capparella, 1999, que sdo registrados na mesma familia hospedeira, mas
de uma subfamilia diferente, Philodora (Tabela 1) (Pacheco et al., 2021; McQuistion; Capparella,
1994; McQuistion; Barber; Capparella, 1999). Caracteristicas tipicas de I. pichororei séo o
microptilo discreto, corpo de Stieda proeminente e estrias nos esporozoitos. Além disso, I.
pichororei pode ser facilmente diferenciado de I. hyloctistuman e I. automoli pelos oocistos
maiores, formato elipsoidal alongado (conforme visto pela razdo L/W de até 1,7), até dois
granulos polares, esporocistos com extremidade pontiaguda e residuo de esporocisto grande e

irregular.
3. Resumo Taxondmico

Synallaxis ruficapilla Vieillot, 1819 (Aves: Passeriformes : Tyranni: Furnariida:

Furnarioidea: Furnariidae : Synallaxiinae), Vireo-chivi.
Localidade - tipo: : Parque Nacional do Itatiaia (22°26'S , 44 °3 6 ' W), Sudeste do Brasil.

Material - tipo: Foto, desenho, e oocistos em solucdo de K2Cr207 a 2,5% (Williams et
al., 2010) estdo depositados e disponiveis (http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao. html ) na Colecédo
Parasitologia do Laboratério de Biologia de Coccidios, da UFRRJ, sob o0 nimero de repositorio
P - 138/2024 . Fotografias do espécime hospedeiro-tipo (simbiotipo) é depositado na mesma
colecdo. Sequéncia representativa de DNA: a amplificacdo de DNA do locus COIBF1 (Ortuzar-

Ferreira et al., 2024) mostrou uma banda clara em torno de ~250 pb. A sequéncia representativa
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foi depositada no banco de dados GenBank sob a permissdo de acesso. nimero: PP944376 .
Registro no ZooBank: Para cumprir com os regulamentos estabelecidos no Artigo 8. 5 da verséo
alterada de 2012 do Codigo Internacional de Zoologia Nomenclatura légica (ICZN, 2012)
detalhes das novas espécies foram enviados ao ZooBank. O Identificador de Ciéncias Bioldgicas
(LSID) do artigo é urn:lsid :zoobank.org:pub :A2EE5479 -9147 -48A7 -A84F - 8E325B4E6GFFD.
O LSID para o0 novo nome Isospora pichororei Genovez-Oliveira & Berto n. sp. € urn:lsid
:zoobank.org:act :B72E021E - 9149 -4C8E -BF7E -33CF41A33C46 . Local de infecgéo :
Desconhecido, os oocistos foram recuperados das fezes. Densidade : Média de 65,8 (variando de
7 a4576) OPD. O espécime positivo no planalto de alta altitude langou 250 OPD. Etimologia: O

nome especifico é derivado do nome local comum para o hospedeiro, que é ‘pichororé'.
3. 1 Andlise Molecular

A anélise molecular no locus COIBF1 dos oocistos morfologicamente identificados como
I. pichororei recuperados de S. ruficapilla resultou em uma sequéncia que diferia de outras
espécies de Isospora depositadas no banco de dados do GenBank. A sequéncia de I. pichororei
apresentou a maior similaridade de 99,5% com uma sequéncia depositada para Isospora oliveirai
Ortuzar-Ferreira & Berto, 2020, que € uma espécie que parasita o schiffornis esverdeado
Schiffornis virescens (Lafresnaye, 1838), um passeriforme suboscinico da familia Tityridae.
Isospora oliveirai também tem como localidade-tipo o Parque Nacional de Itatia (Ortuzar-
Ferreira et al., 2020). Mais distantemente, com cerca de 98% de similaridade, estdo dois parasitas
coccideos de passeriformes oscinos: (1) Isospora trincaferri Berto, Balthazar, Flausino & Lopes,
2008, de saltatores de asas verdes Saltator similis d'Orbigny & Lafresnaye, 1837, que foi relatado
recentemente no Parque Nacional da Italia (Maronezi et al., 2024); e (2) Isospora canariense
Box, 1975, dos canérios das ilhas Serinus canariense (Linnaeus, 1758), que tem distribuicéo
mundial (Berto et al., 2023).

3.2 Andlises filogenéticas

As anélises filogenéticas baseadas no locus COIBF1 incluiram sequéncias de coccideos
disponiveis no Genbanck (Figura 3). Eimeria tenella (Rai lliet; Lucet, 1891 ) foi usado como o
grupo externo. Isospora pichororei estava em um grupo monofilético com I. oliveirai com altas
probabilidades posteriores e suportes bootstrap, correspondendo a uma similaridade de 99,5%
entre estes e Isospora spp. Considerando o clado anterior, hd também Isospora spp. de
passeriformes oscinos e suboscinos de diferentes familias, como também observado nos clados

monofiléticos.
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4 DISCUSSAO

Na revisdo taxondmica de coccideos de péssaros passeriformes do Novo Mundo por
Berto et al. (2011) trés espécies de Isospora séo registradas para a familia hospedeira Furnariidae.
Isso se deve ao fato de que os vira-folha Sclerurus spp. foram classificados em Furnariidae
naquela época; no entanto, esses passeriformes sao atualmente o género Scleruridae (Pacheco et
al., 2021). Em contraste, a BirdLife International (2024) ainda classifica os vira-folhas Sclerurus
spp. como passaros furnarideos. Em qualquer caso, a Unica espécie descrita deste género de
passeriformes € Isospora scleruri McQuistion e Capparella, 1994, que foi recuperada do vira-
folhas de cauda preta Sclerurus caudacutus (Vieillot, 1816) e do vira-folhas de garganta
amarelada Sclerurus mexicanus Sclater, 1857 no Equador. Esta espécie € semelhante em tamanho
e forma a I. pichororei, mas pode ser diferenciada principalmente pela auséncia de micropile e
pela forma ondulada do corpo do sub-Stieda (McQuistion; Capparella, 1994). Além disso,
nenhuma outra espécie de Isospora sp. foi descrito a partir de antigos furnarideos. Todas as
espécies de Isospora de aves furnarideos e esclerurideos foram descritas pelo grupo de pesquisa
do Dr. Thomas McQuistion na década de 1990 nas provincias de Sucumbios e Esmeraldas no
Equador (McQuistion; Capparella, 1994; McQuistion; Barber; Capparella, 1999; Berto et al.,
2011). Apesar da distancia dessas localidades-tipo da localidade-tipo de I. pichororei no sudeste
do Brasil, vale destacar que todos esses hospedeiros Auto-molus spp. e Sclerurus spp. apresentam
apenas distribuicdo cis-andina, ou distribuicdo cis-andina e trans-andina, além de serem
distribuidas na Amazodnia brasileira. Esta observacdo destaca a possibilidade de dispersao e
transmissdo destas espécies de Isospora, originalmente registradas no Equador, para aves
suscetiveis no Brasil (Berto; Lopes, 2020). Neste contexto, embora S. ruficapilla ndo seja
simpatrica com estas espécies hospedeiras devido a sua distribuicdo ser quase restrita ao sudeste
do Brasil, outras aves forrageiras suscetiveis que tém ampla distribuicdo podem dispersar estas
espécies de Isospora pela regido Neotropical, incluindo o sudeste do Brasil (Berto; Lopes, 2020).
Esta dinamica dispersa foi observada para Isospora sagittae McQuistion & Capparella, 1992, em
formigueiros, que foi originalmente descrito no Equador (McQuistion; Capparella, 1992),
posteriormente relatado na Amazé6nia brasileira (Berto et al., 2014) e, finalmente, na Mata
Atlantica do sudeste do Brasil (Silva-Carvalho et al., 2018). Por outro lado, os limpa-folhas
Automolus spp. sdo aves comuns classificadas na subfamilia Philydorinae, ao contrario de S.
ruficapilla, que é classificada na subfamilia Synallaxiinae; enquanto os vira-folhas Sclerurus spp.
séo atualmente classificados em Sclerurida, conforme mencionado anteriormente (Pacheco et al.,

2021). Portanto, ao considerar a especificidade no nivel da subfamilia hospedeira, Isospora spp.
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registrada de Automolus spp. ndo seria infecciosa para S. ruficapilla; e para considerar que I.
scleruri pode infectar S. ruficapilla, a especificidade além da familia hospedeira deve ser
considerada. Nesse sentido, no trabalho atual decidiu-se considerar apenas Isospora spp.
registrados de Automolus spp. para comparagdo taxondmica na Tabela 1, de acordo com o
conceito de especificidade no nivel da familia hospedeira para coccidios eimeriideos amplamente
divulgado na literatura cientifica (Duszynski e Wilber, 1997; Berto et al., 2011). Com o objetivo
de avaliar a suscetibilidade de S. ruficapilla a Isospora spp. registrados de Automolus spp. e
Sclerurus spp., além da comparacdo morfoldgica bésica de seus oocistos, deve-se realizar uma
analise molecular e/ou de infeccdo experimental direta por sequenciamento de certos locus
génicos (Duszynski; Wilber, 1997; Berto; Mcintosh; Lopes, 2014). No trabalho atual, foi alvejado
0 locus COIBF1, que foi pioneiro em estudos moleculares de Isospora spp. de passeriformes, e é
0 locus que possui 0 maior nimero de depdsitos de Isospora spp. no GenBank. Este locus foi
originalmente alvejado por Dolnik et al., (2009) porque pertence ao gene coxl, que € 0 mais
adequado para delimitacéo e diferenciacéo de espécies (Ortuzar-Ferreira et al., 2024; Ogedengbe;
Hanner; Barta, 2011), e porque é 0 mais bem-sucedido para amplificacdo de DNA de um Unico

ou poucos loocistos (Dolnik; Palinauskas; Bensch, 2009).

A andlise filogenética construida para o locus COIBF1 foi inconclusiva para Isospora spp.
de passeriformes, apesar do grande numero depositado no GenBank, como ja destacado em
trabalhos anteriores (Ortuzar-Ferreira et al., 2024; OrtGzar-Ferreira et al., 2020; Ogedengbe et al.,
2018). No cladograma (Fig. 3) sdo observados trés subclados coerentes com dois Isospora spp.,
incluindo o subclado com I. pichororei e I. oliveirai; entretanto, os clados maiores agrupam
Isospora spp. de passeriformes oscinos e suboscinos de diferentes familias hospedeiras. Esta
observacdo inconclusiva é baseada na expectativa de coevolucao, onde os parasitas evoluem junto
com seus hospedeiros e, portanto, devem formar grupos monofiléticos de acordo com seus

hospedeiros.
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Figura 3 - Relagdo filogenética de Isospora pichororei de pichororé, baseada em analise Bayesiana do gene
cox12.
Eimeria tenella (OP800499)
e [sOSpOra lugensae (MW303519) - Lugensa brevirostris (Procellanidormes: Procellariidae)
—[S0SPOra sagittuiae (MFS81004) - Pynglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
— [S0SpOra leptopogoni (OMS568833) - Leptopogon amaurocephalus (Tyrannk: Rhynchocyclidae)
Isospora lopesi (MF438267) - Platyrinchus mystaceus (Tyranni: Tyrannidae)
Isospora massardi (MNG02625) - Turdus albicollis (Passeri: Turdidae)
Isospora borbai (MK057528) - Conopophaga spp. (Tyranni: Conopophagidae)
Isospora sporophiae (MH464545) - Sporophila frontalis (Passeri. Thraupidae)
Isospora sepetibensis (MKG82606) - Tnchothvaupis melanops (Passen: Thraupidae)
—— (SOSPO8 hypoleucae (FJ269363) - Ficedwa hypoleuca (Passer. Muscicapidae)
___osgs—Isospora coerebae (OK194671) - Coereba flaveola (Passeri: Thraupidae)
_‘mrlmpom feroxis (MT563402) - Toimomyias sulphurescens (Tyranni: Rhynchocyclidae)
Isospora striata (MW58B2619) - Dendrocincia turding (Tyranni: Dendrocolaptidae)
—lS0SpOra $p. (MWB45337) - Passerina cyanea (Passeri. Cardinalidae)
e [SOSPOCA Serin (OP186066) - Serinus canaria (Passeri: Fringillidae)
0. Isospora parnaitatiaiensis (MT233550) - Dysithamnus mentalis (Tyranni: Thamnophilidae)
Isospora sp. (MW645338) - Turdus migratorius (Passerni: Turdidae)
Isospora canana (OP186067) - Sennus canaria (Passeri: Fringillidae)
Isospora trincaferri (OK631536) - Saftator simiis (Passeri: Thraupidae)
Isospora basileuterusi (OM025014) - Basileuterus culicivorus (Passeri: Parulidae)
Isospora pichororei (PP344376) - Synallaxis ruficapilia (Tyranni: Furnariidae)
Isospora oliveirai (MT276845)- Schiffornis virescens (Tyranni: Tityridae)
e [SOSPOra parnaitatiaiensis (MT233551) - Pyriglena leucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)
e [SOSPOA SIMINSI (OKB31537) - Saltator similis (Passeri: Thraupidae)

Fonte: Genovez-Oliveira et al., 2024
1 Os comprimentos dos ramos correspondem as estimativas médias posteriores das distancias evolutivas

(barra de escala: 0,006). Os rétulos dos ramos nos nés mostram as probabilidades posteriores (a esquerda) da
analise Bayesiana e os valores de bootstrap (a direita) da anélise de Maxima Verossimilhanca. Apenas
probabilidades posteriores maiores que 0,5 estdo exibidas. Os filogramas foram agrupados usando Eimeria tenella
(Railliet & Lucet, 1891 apud Genovez-Oliveira et al., 2024) como grupo externo.

Por outro lado, podem ser observadas outras caracteristicas morfoldgicas, biologicas
e/ou ecoldgicas que sustentam estes resultados filogenéticos. Por exemplo, I. pichororei e I.
oliveirai, que foram os mais semelhantes e se mantiveram monofilicamente na analise
filogenética, apesar de parasitarem familias distintas de passeriformes sub-boscinicos,
apresentam algumas caracteristicas semelhantes em seus roocistos, tais como: tamanho do
oocisto, forma dos corpos de Stieda e sub-Stieda, e tamanho e forma do esporocisto; apesar de
serem absolutamente distintos na parede do oocisto, granulo polar e residuo doocisto (Ortlzar-
Ferreira et al., 2020). Ha também a observacdo de que muitas das espécies de coccidios nos
clados e subclados foram registradas no Parque Nacional da Itlia, o que apoiaria a perspectiva
de grupos monofiléticos formados a partir de regides geograficas; no entanto, algumas espécies
nesses clados sao registradas em localidades distantes, incluindo outras regies geogréaficas. Em

qualquer caso, ndo ha atualmente nenhuma evidéncia ou abordagem que apoie
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parcimoniosamente os resultados filogenéticos observados a partir de sequéncias no locus

COIBF1 de Isospora spp. de passeriformes, principalmente de uma perspectiva coevolutiva.
5 CONCLUSAO

Finalmente, ap6s a analise dos dados morfolégicos e moleculares das espécies
identificadas no estudo atual em comparacéo com espécies relacionadas registradas na literatura
cientifica, I. pichororei é estabelecido como novo para a ciéncia, sendo a primeira descri¢ao de
Synallaxinae e a terceira descricao de Furnariidae. Além disso, esta € a primeira Isospora sp.
da familia hospedeira Furnariidae para ter uma suplementacdo molecular por sequenciamento

de um locus do gene cox1 do genoma mitocondrial.
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CAPITULO IV

DIVERSIDADE DE FUNGOS E COCCIDIOS ISOLADOS DE AVES
SILVESTRES DE DUAS FITOFISIONOMIAS DISTINTAS NO ESTADO
DO RIO DE JANEIRO

RESUMO

O Brasil se destaca globalmente pela sua riqueza avicola, com uma das maiores variedades de
espécies de aves do mundo. Este estudo investigou a diversidade micoldgica e a presenca de
parasitas gastrointestinais em aves silvestres capturadas no Parque Nacional de Itatiaia e na Ilha
de Marambaia, no Estado do Rio de Janeiro. Foram coletadas amostras de 136 aves no Parque
Nacional de Itatiaia e 90 aves na llha de Marambaia. Os fungos filamentosos mais
abundantemente identificados foram Aspergillus spp., Mucor spp., Cladosporium spp.,
Fusarium spp., Penicillium spp. e Syncephalastrum spp. Quanto aos parasitas gastrointestinais,
aves da familia Thraupidae apresentaram contagens de oocistos que variaram de negativo a 836
OoPD (oocistos por grama de fezes). Algumas familias, como Tityridae, Fringillidae,
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Plathyrinchidae, Rhychocyclidae, Onychorhynchidae e Thamnophilidae, exibiram resultados
negativos para a presenca de oocistos, indicando auséncia desses parasitas nas aves capturadas
em lItatiaia. Por outro lado, familias como Tyrannidae e Turdidae apresentaram uma maior
presenca de oocistos, especialmente na Ilha de Marambaia. Este estudo contribui para o
entendimento da diversidade microbiana e parasitaria em aves silvestres no sudeste do Brasil,
além de destacar variacdes entre diferentes areas geogréficas e familias de aves.

Palavras-chave: Passeriformes, micobiota, oocistos.
ABSTRACT

Brazil stands out globally for its bird wealth, with one of the largest varieties of bird species in
the world. This study investigated the mycological diversity and the presence of gastrointestinal
parasites in wild birds captured in the Itatiaia National Park and Marambaia Island, in the State
of Rio de Janeiro. Samples were collected from 136 birds in Itatiaia National Park and 90 birds
on Marambaia Island. The most abundantly identified filamentous fungi were Aspergillus spp.,
Mucor spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. and Syncephalastrum spp. As
for gastrointestinal parasites, birds from the Thraupidae family presented oocyst counts that
ranged from negative to 836 OoPD (oocysts per gram of feces). Some families, such as
Tityridae, Fringillidae, Plathyrinchidae, Rhychocyclidae, Onychorhynchidae and
Thamnophilidae, showed negative results for the presence of oocysts, indicating the absence of
these parasites in birds captured in Itatiaia. On the other hand, families such as Tyrannidae and
Turdidae showed a greater presence of oocysts, especially on Marambaia Island. This study
contributes to the understanding of microbial and parasitic diversity in wild birds in
southeastern Brazil, in addition to highlighting variations between different geographic areas
and bird families.

Keywords: Passerines, mycobiota, oocysts.

1 INTRODUCAO

A diversidade avicola do Brasil é notavel, colocando-o consistentemente entre o0s trés
paises com uma maior variedade de espécies de aves em todo o mundo (Schweizer et al., 2022).
Esta riqueza ornitoldgica é especialmente destacada na Mata Atlantica, um bioma de floresta
tropical que abrange vastas areas ao longo das costas leste, nordeste, sudeste e sul do pais. A
Mata Atlantica é contemporanea como um dos cinco principais hotspots de biodiversidade do
mundo, mas, lamentavelmente, menos de 8% de sua &rea original permanece intocada
(Schweizer et al., 2022).

As aves silvestres, que constituem essa riqueza bioldgica, sdo regularmente expostas a
uma ampla gama de microrganismos, incluindo fungos, bactérias e parasitas gastrointestinais
que podem ser generalistas ou especificas para cada hospedeiro. Esses parasitas apresentaram
diversos ciclos de vida e niveis variados de patogenicidade, conforme demonstrado por Ortlzar-

Ferreira et al., (2020) e Oliveira et al., (2022). A pesquisa das interac0es entre esses parasitas e
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seus hospedeiros é crucial para compreender uma série de processos ecoldgicos, evolutivos e
comportamentais. Por exemplo, a presenca de parasitas pode tornar os individuos mais
suscetiveis a predadores e menos capazes de estabelecer territérios, como evidenciado por
Cabral et al., (2022).

Os impactos dos parasitas na sobrevivéncia e reproducdo dos hospedeiros tém
implicacbes ndo apenas na dindmica populacional das aves, mas também na abundancia
relativa, estrutura da comunidade, dispersdo e diversidade genética, como discutido por
Ortuzar-Ferreira et al., (2019). Portanto, a investigacdo da prevaléncia e densidade de coccidios,
por exemplo, € de vital importancia, especialmente em ambientes afetados pelas atividades
humanas, como desmatamento para expansdo agricola e urbanizagdo. Nessas areas, as aves
frequentemente enfrentam estresse devido as mudangas em seus habitats, tornando-as mais
suscetiveis a infecgdes e colonizagdes por coccidios. Assim, 0s coccidios desempenham um
papel crucial como biomarcadores de impactos ambientais, conforme evidenciado por Berto e
Lopes (2020).

Alem disso, € importante ressaltar que as aves desempenham um papel significativo
como portadoras e dispersoras de diversos tipos de fungos. Esses fungos podem aderir as penas
das aves, entrar em contato com substratos ou mesmo invadir 6rgédos internos, seguindo as vias
aereas e orais, antes de serem excretados nas fezes das aves. A maioria desses fungos ambientais
sdo saprofitos, comumente encontrada em solos, serrapilheira, sementes e grdos, conforme
observado por Howard (2003), Reding (2003) e Oliveira (2022).

Essas interacbes complexas entre aves e Seus microrganismos, sejam parasitas ou
fungos, tém um impacto profundo ndo apenas na saude e no comportamento das aves, mas
também na ecologia e na biodiversidade dos ecossistemas que habitam. Assim o presente
trabalho, teve como objetivo estabelecer uma comparacgéo entre a densidade de coccidios e de
fungos encontrados em aves silvestres do Parque Nacional do Itatiaia e na Ilha da Marambaia,

no sudeste do Brasil.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Declaracao de ética

Este estudo foi aprovado pelo 'Sistema de Autorizacdo e Informacdo sobre
Biodiversidade' do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(SISBIO/ICMBIO, licenca 70132) e pelo Comité de Etica Animal da Universidade do Grande
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Rio, Campus Duque de Caxias (CEUA/ UNIGRANRIO, protocolo 021/2019). As
licencas de anilhamento e anéis metalicos foram emitidas pelo Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao de Aves Silvestres (CEMAVE, Anilhador Sénior: BPB, registro 5967850).

2.2 Local de estudo e coleta de amostras.

Este estudo foi realizado ao longo da Travessia Ruy Braga no Parque Nacional de
Itatiaia, uma &rea protegida com alto grau de vulnerabilidade, localizada na Serra da
Mantiqueira, Sudeste do Brasil (22°26'17 “S; 44°37'33” W). As expedigdes foram realizadas
nos meses de maio, junho e julho de 2021. As capturas ocorreram ao longo de 3 dias por més,
e foram utilizadas 10 redes de neblina, totalizando 180 metros, e permaneceram abertas das 5h
as 17h, totalizando 12 horas diarias e 36 horas por més. Foram capturadas 68 aves de diferentes

espécies (Tabela 1).

Posteriormente, outro estudo foi realizado na Ilha de Marambaia, area protegida
localizada no Estado do Rio de Janeiro, no Sudeste do Brasil (22°26'17"S; 44°37'33"W). As
expedicOes foram realizadas nos meses de maio, junho e julho de 2021. As capturas ocorreram
3 dias por més e foram utilizadas 10 redes de neblina, totalizando 180 metros, e permaneceram
abertas das 5h as 17h, ou seja, 12 horas por dia e 36 horas por més. Foram capturadas 45 aves

de diferentes espécies (Tabela 2). As aves foram identificadas segundo Pacheco et al., (2021).

Observacdo de coccidios: As amostras para observacao da prevaléncia de coccidios das
aves foram coletadas a partir do acondicionamento das aves em caixas individuais, onde obteve-
se defecacdes isoladas que foram em seguida transferidas para tubos contendo solucdo de
dicromato de potassio (2,5%). Posteriormente os tubos foram transportados para o Laboratério
de Biologia de Coccidias da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Janeiro (UFRRJ).
As amostras foram incubadas em temperatura ambiente (25°C) por 10 dias ou até ~70% dos
oocistos esporulados. Os oocistos foram isolados por flotacdo em solucdo saturada de agucar
de Sheather (gravidade especifica: 1,20) e examinados microscopicamente usando a técnica
descrita por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al., (2014). Para todas as amostras foi
avaliada a presenca ou auséncia de oocistos, além de sua densidade nas amostras positivas, por

meio de quantificacdo por OoPD (Dolnik et al., 2006).

Observacdo de fungos: Além do acondicionamento de defecactes isoladas em solugéo

de dicromato de potéassio visando o desenvolvimento coccidiano, algumas defecac6es foram

acondicionadas diretamente em tubos de centrifuga esterilizados para recuperagdo de

fungos. As penas (plumas e cauda) foram retiradas com pinga estéril e colocadas em envelopes
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de papel branco previamente esterilizados para eliminar a umidade, evitando assim o
crescimento de fungos e/ou bactérias contaminantes. Todas as amostras foram devidamente
etiquetadas, acondicionadas em bolsas térmicas e transportadas para o Laboratério de
Micologia e Micotoxicologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Foram
semeadas 5 a 10 mg de fezes em &gar Sabouraud (Difco) mais cloranfenicol e cada amostra foi
incubada diretamente em placa de Petri (90x15 cm) a 28 °C por até 07 dias. (Simi et al., 2019).
Penas inteiras e cortadas foram semeadas em Agar Mycosel® (Difco) e cada amostra foi
incubada em placa de Petri a 28 °C por até 07 dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 136 amostras de 68 aves silvestres capturadas no Parque Nacional do
Itatiaia, que incluiram penas (n= 68) e fezes (n= 68) (Tabela 1). De cada amostra foi possivel
isolar uma ou mais colbnias filamentosas, enquanto em outras ndo houve crescimento e,
portanto, o nimero de fungos isolados ndo corresponde ao nimero total de amostras. De um
total de 98 (63 nas fezes e 35 nas penas) fungos isolados, foram identificados 16 géneros,
conforme Tabela 1.

Da llha da Marambaia, foram coletadas 90 amostras de 45 aves silvestres capturadas, as
quais incluiram penas (n= 45) e fezes (n= 45) (Tabela 2). De cada amostra foi possivel isolar
uma ou mais colbnias filamentosas, enquanto em outras ndo houve crescimento e, portanto, o
namero de fungos isolados ndo corresponde ao nimero total de amostras. De um total de 68
fungos isolados (48 nas fezes e 20 nas penas), foram identificados 15 géneros, conforme tabela
1.
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Tabela 1. Espécies de aves, fungos por amostras, e oocistos por defecacdo (OoPD) no Parque Nacional do

Itatiaia.
Familia Espécie Fezes Penas Oopd

Cissopis leverianus  Geotrichum sp.,

(Gmeli, 1788) Aspergillus sp. Mucor sp. 214

Saltator similis

(d'Orbigny & Mucor sp.

Lafresnaye, 1837  Aspergillus sp. Fusarium sp. 95

Saltator

fuliginosus

(Daudin, 1800) negativo

Trichothraupis

melanops Aspergillus

(Vieillot, 1818) Eurotium sp. niger 4

Tachyphonus

coronatus Aspergillus

(Vieillot, 1818) niger 50

Saltator

fuliginosus Aspergillus sp. Mucor sp. 1

Trichothraupis

melanops Aspergillus sp. Mucor sp. 15

Haplospiza

unicolor Mucor sp.

(Cabanis, 1851) Aspergillus sp. Fusarium sp. negativo

Tachyphonus

coronatus Eurotium sp. Mucor sp. negativo

Microspingus

lateralis Cladosporium sp.,

(Nordmann, Mucor sp.,

1835) Fusarium sp. Mucor sp. 26

Stephanophorus

diadematus

(Temminck,

1823) Aspergillus sp. 17

Tangara sayaca

(Linnaeus, 1766)  Aspergillus sp. negativo

Stephanophorus

diadematus Fusarium sp. Lichtheimiasp. 1
Aspergillus sp,
Aspergillus sp

Saltator similis Cladosporium sp. 162

Stephanophorus

diadematus Cladosporium sp. Acremonium sp. 45

Stephanophorus

diadematus Cladosporium sp. negativo

Stephanophorus

diadematus Mucor sp. 110

Stephanophorus

diadematus Alternaria sp 836

Stephanophorus

diadematus Cladosporium sp. 57
Cladosporium sp.,

Saltator similis Fusarium sp. 29

Thachyphonus

Thraupidae coronatus Chaysonilia sp. negativo
Tangara Fusarium sp. Penicillium sp. negativo
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desmarestis

(Vieillot 1819)
Tangara Syncephalastrum
desmarestis sp. negativo
Tangara Syncephalastrum
desmarestis sp. negativo
Tangara Curvularia sp.,
desmaristis Fusarium sp. negativo
Stephanophorus Cladosporium
diadematus sp. 68
Microspingus
lateralis Rhizopus sp. 45
Saltator similis Rhizopus sp. 6
Trichothraupis
melanops Rhizopus sp. 526
Microspingus
lateralis Rhizopus sp. 2
Neopelma
chrysolophum
Tyrannidae (Pi_nto, 1944) Chaetomium sp. negativo
Knipolegus
cyanirostris Cladosporium sp.,
(Vieillot, 1818) Mucor sp. negativo
Basileuterus
culicivorus
(Deppe, 1830) Mucor sp. 2
Myiothlypis
leucoblephara Syncephalastrum Curvularia sp.,
(Vieillot, 1817) sp. Mucor sp. negativo
Basileuterus Syncephalastrum
culicivorus sp., Mucor sp. negativo
Parulidae Basileuterus
culicivorus negativo
Myiothlypis
leucoblephara Cladosporium sp. 19
Myiothlypis
leucoblephara 80
Aspergillus sp.,
Myiothlypis Cladosporium sp.,
leucoblephara Mucor sp. Mucor sp. 3
Chiroxiphia
caudata
(Shaw & Nodder,
Pipridae 1793) negativo
Manacus manacus
(Linnaeus, 1766) Mucor sp. negativo
Chiroxiphia
caudata Cladosporium sp. negativo
Pyriglena
leucoptera
(Vieillot, 1816) Aspergillus sp. Neosartory sp. 3
Thamnophilus
- caerulescens
Thamnophilidae (Vieillot, 1816) Lichtheimia sp.  negativo
Thamnophilus Aspergillus sp,.
caerulescens Mucor sp. negativo
Thamnophilus
caerulenscens Penicillium sp. 3
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Pyriglena
leucoptera

Cladosporium
sp., Penicillium
Sp.

negativo

Pyriglena
leucoptera

negativo

Passerellidae

Zonotrichia
capensis
(Statius Muller,
1776)

Curvularia sp.
Chaetomium sp.

Mucor sp.

Zonotrichia
capensis

Lichtheimia

Zonotrichia
capensis

Mucor sp.

17

Onychorhynchidae

Myiobius
atricaudus
(Lawrence, 1863)

Aspergillus sp.

negativo

Myiobius
atricaudus

Neosartory sp.

negativo

Vireonidae

Hylophilus
poicilotis
(Temminck,
1822)

Penicillium sp.

negativo

Hylophilus
poicilotis

Bipolaris sp.

negativo

Furnariidae

Anabacerthia
amaurotis
(Temminck, 1823

Penicillium sp.

negativo

Cranioleuca
pallida
(Wied, 1831)

Fusarium sp.
Cladosporium sp.

32

Anabazenops
fuscus
(Vieillot, 1816)

Aspergillus sp.

negativo

Rhychocyclidae

Phylloscartes
difficilis
(Ihering &
Thering, 1907)

Mucor sp.

negativo

Phylloscartes
difficilis

Curvularia sp.

negativo

Phylloscartes
difficilis

Mucor sp.

negativo

Phylloscartes
difficilis

Fusarium sp.

negativo

Turdidae

Turdus flavipes
(Vieillot, 1818)

Aspergillus sp.

18

Plathyrinchidae

Platyrinchus
mystaceus
(Vieillot, 1818)

negativo

Platyrinchus
mystaceus

negativo

Conopophagidae

Conopophaga
melanops
(Vieillot, 1818)

Aspergillus sp,.
Aspergillus sp.

Dendrocolaptidae

Sittasomus
griseicapillus
(Vieillot, 1818)

Lichtheimia sp.

680

Tityridae

Schiffornis
virescens

Neosartory sp.

Fusarium sp.

negativo

68



(Lafresnaye,

1838)
Euphonia
pectoralis
Fringillidae (Latham, 1801) Eurotium sp. Neosartory sp. negativo
68 63 35

Tabela 2. Espécies de aves, fungos por amostras, e oocistos por defecagdo (OoPD) na llha da Marambaia.

Family Species Feces Feathers Oopd
Myiarchus Fusarium sp. negativo
ferox (Gmelin,

1789)
Myiarchus Fusarium sp. negativo
Ferox
Myiozetetes Fusarium sp. negativo
similis (Spix,
1825)
Myiarchus Eurotium sp.,, negativo
Ferox Fusarium sp.
Myiarchus Syncephalastrum negativo
Ferox sp.
Myiarchus Syncephalastrum negativo
Ferox sp.

Fusarium sp.

Tyrannidae Myiarchus Syncephalastrum Penicillium sp. negativo
Ferox sp.

Myiarchus ferox Syncephalastrum Syncephalastrum negativo
Sp. sp.
Myiarchus ferox negativo
Myiozetetes similis  Mucor sp. negativo
Myiozetetes similis ~ Mucor sp. 1
Elaenia Mucor sp. negativo
flavogaster
(Thunberg, 1822)
Myiarchus ferox Penicillium sp., negativo
Pestalotia sp.
negativo
Tyrannus Fusarium sp. Syncephalastrum
melancholicus sp.
Vieillot, 1819
Turdus rufiventris Cunninghamela sp. 16
Vieillot, 1818
Turdus rufiventris  Pestalotia sp., negativo
Fusarium sp.
Turdus rufiventris ~ Mucor sp. Fusarium sp.,, negativo
Geotricum sp.
negativo
Turdus Mucor sp.
Turdidae amaurochalinus
Cabanis, 1850
Turdus leucomelas  Mucor sp. negativo
Vieillot, 1818
Turdus rufiventris  Syncephalastrum negativo
Sp.

Turdus leucomelas  Mucor sp.,, negativo
Syncephalastrum
Sp.
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Turdus leucomelas  Syncephalastrum Mucor sp. negativo

Sp.
Leptotila verreauxi Mucor sp.,, negativo
Bonaparte, 1855 Fusarium sp.,
Mucor sp,,
Rizophus sp.
Leptotila verreauxi Acremonium sp. negativo
Columbina Rhizopus sp. Penicillium sp. negativo
Columbidae talpacoti
(Temminck, 1811)
Leptotila verreauxi negativo
Leptotila rufaxilla  Fusarium sp., negativo
(Richard & Paecilomyces sp.
Bernard, 1792)
Leptotila verreauxi  Fusarium sp. negativo
Progne chalybea Alternaria sp. Fusarium sp. negativo
(Gmelin, 1789)
Progne chalybea Rhizopus sp. negativo
Hirundinidae Progne chalybea Mucor sp. Aspergillus sp. negativo
Progne chalybea Fusarium sp., negativo
Aspergillus sp.
Progne chalybea Rhizopus sp. negativo
Vireo chivi Eurotium sp., 17
(Vieillot, 1817) Fusarium sp.
Vireo chivi Mucor sp. 1
Vireonidae Vireo chivi Curvularia sp., Penicillium sp., 85
Mucor sp. Aspergillus sp.
Vireo chivi Mucor sp. 164
Vireo chivi Mucor sp. 76
Ramphocelus Penicilium sp. negativo
bresilia (Linnaeus,
1766)
Ramphocelus Mucor sp. 64
. bresilia
Thraupidae Ramphocelus Acremonium sp. negativo
bresilia
Thraupis Acremonium sp., Curvularia sp. negativo
palmarum (Wied,  Fusarium sp.
1821)
Chloroceryle Syncephalastrum negativo
Alcedinidae americana Sp.
(Gmelin, 1788)
Molothrus Fusarium sp. 30
Icteridae bonariensis
(Gmelin, 1789)
Veniliornis Neosartorya sp. negativo
Picidae maculifrons (Spix,
1824)
Total 45 48 20

As Tabela 1 e 2 contém uma correlacdo entre Familia de aves capturadas, presenca de

diferentes fungos nas amostras e contagem de oocistos por defecacdo (OoPD). Uma analise

70



cruzada dos dados mencionados acima pode fornecer informagdes importantes para a satde das
aves, bem como para a ecologia e a qualidade do ambiente em que vivem. Isso poderia ser
utilizado para a compreensdo de padrdes ecoldgicos, comportamentais e de salde dessas
espécies, além de apoiar medidas de conservacdo e manejo adequado de seus habitats.

O levantamento de fungos isolados das aves capturadas no Parque Nacional do Itatiaia
(Tabela 1) revela que, algumas familias, como Thraupidae, revelaram uma amostragem mais
substancial em comparacdo com outras, onde a captura foi mais limitada, como
Conopophagidae, Dendrocolaptidae, Tityridae e Fringillidae. 1sso poderia ser devido a
abundancia, distribuicdo geogréafica ou comportamento dessas aves (Schimitt; Edwards 2022).
Observa-se uma similaridade entre o nimero de aves capturadas e a presenca de fungos em suas
fezes e penas. Em geral, familias com um maior nimero de aves capturadas tendem a ter uma
presenca mais significativa de fungos tanto nas fezes quanto nas penas (Ortlzar- Ferreira et al.,
2019; Oliveira et al., 2022). No entanto, essa relacdo ndo é diretamente proporcional em todos
0s casos. Por exemplo, Thraupidae tem o maior nimero de aves capturadas, mas nao

necessariamente a maior presenca de fungos nas penas em comparacao com outras familias.

E interessante notar que, em varias familias, a presenca de fungos nas fezes é maior do
que nas penas. Isso sugere que a dindmica de contaminacgédo por fungos pode ser mais prevalente
no trato digestivo das aves do que em suas penas (Oliveira et al., 2022). A diferenca nos nimeros
pode estar relacionada a diversos fatores, como habitos alimentares, interacdes e exposicdo a
diferentes ambientes (Elliott et al., 2029).

Cada familia de aves parece ter sua prépria dinamica em relacdo a presenca de fungos.
Alguns tém um namero significativo de fungos tanto nas fezes quanto nas penas, enquanto
outros mostram uma presenca minima ou nula. 1sso pode ser atribuido a uma série de fatores,
como a fisiologia das aves, 0s habitos de alimentacdo, as interacdes ecoldgicas e a exposicao a

diferentes ambientes (Berto; Lopes 2020).

A comparacao dos resultados entre 0 OoPD entre diferentes familias de aves capturadas
na Tabela 1, revelam uma variacao significativa na presenca e na quantidade de oocistos entre
as familias. Algumas familias e espécies apresentam contagens variadas de oocistos, por
exemplo, a Familia Dendrocolaptidae, representada pela espécie Sittasomus griseicapillus,
mostrou uma contagem significativa de 680 oocistos por defecacdo, evidenciando uma alta
presenca destes parasitas nessa ave em especifico. Além disso, ha variaces notaveis dentro das
espécies. Por exemplo, Stephanophorus diadematus, uma espécie de Thraupidae, mostrou uma

ampla gama de contagens de oocistos, variando de negativo a 836 OoPD. Isso sugere variagoes
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marcantes na presenca desses parasitas até mesmo entre individuos da mesma espécie. Em
contrapartida, familias como Tityridae, Fringillidae, Plathyrinchidae, Rhychocyclidae,
Onychorhynchidae, Thamnophilidae, e algumas espécies de outras familias, mostraram

resultados negativos, indicando auséncia de oocistos nessas aves.

O levantamento de fungos isolados das aves capturadas Tabela 2, revela que, familias
como Tyrannidae e Turdidae tém uma amostra relativamente maior em comparagao com outras,
como Alcedinidae, Icteridae e Picidae. 1sso pode ser indicativo de diferengas na abundancia ou
distribuicdo geografica dessas aves.

A presenca de fungos nas fezes e penas varia entre as diferentes familias. Tyrannidae,
por exemplo, mostra um resultado aparentemente positivo entre o nimero de aves capturadas,
fungos nas fezes e fungos nas penas. No entanto, essa tendéncia ndo é uniforme em todas as
familias. Algumas familias, como Alcedinidae e Icteridae, tém uma presenca minima ou nula

de fungos nas penas, apesar de terem uma ave capturada.

Segundo Grond et al., (2018), as discrepancias nos resultados podem ser atribuidas a uma
série de fatores, incluindo a biologia das aves, seus habitos alimentares, interacdes sociais, e a
exposicdo a diferentes ambientes. Os autores sugerem que a presenca de fungos nas fezes e
penas pode depender ndo apenas da captura da ave, mas também de fatores intrinsecos a

biologia da espécie.

A presenca de fungos em aves € uma variavel importante do ponto de vista ecoldgico
(De Oliveira et al., 2022). Segundo Harman et al., 2021, os fungos podem desempenhar papeis
diversos, desde simbiontes benéficos até patdgenos prejudiciais. Entender como diferentes
familias de aves interagem com esses fungos pode fornecer insights sobre a dindmica ecologica

local e a saude das populacGes de aves (Gupta; Dharmarajan, 2020).

A comparacdo dos resultados entre 0 nimero de oocistos por defecacéo entre diferentes
familias de aves capturadas na Tabela 2, revela padrdes interessantes, por exemplo, a familia
Vireonidae mostra uma variacdo consideravel na presenca de oocistos, enquanto as familias
Tyrannidae, Turdidae e Columbidae apresentam principalmente resultados negativos. Essa
variacdo pode estar relacionada a fatores genéticos, comportamentais ou ambientais especificos

de cada familia.

A espécie Vireo chivi se destaca por apresentar uma alta prevaléncia de oocistos, com
nameros significativos em algumas amostras. Essa observacdo pode sugerir uma possivel

suscetibilidade ou interagcdo mais intensa com o agente causador dos oocistos em comparagao
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com outras espécies.

A variagdo nos numeros de oocistos pode ser influenciada por varios fatores, incluindo
a biologia, 0 comportamento, a dieta e até mesmo a localizacdo geogréfica das espécies de aves
(Berto; Lopes, 2020). Por exemplo, diferengas na dieta e nos habitos alimentares podem afetar a
presenca de oocistos, ja que a infeccdo por parasitas, como coccidios, esta frequentemente
associada a ingestdo de alimentos contaminados (Berto; Lopes, 2020).

Além disso, 0 nimero de oocistos pode estar relacionado a salde das aves e a sua
capacidade de resistir e combater infecgdes parasitarias (McGraw et al., 2022). Algumas
espécies podem ter sistemas imunoldgicos mais eficientes, resultando em uma menor carga de
parasitas (McGraw et al., 2022; Ruhs et al., 2020).

A comparacao entre o Parque Nacional do Itatiaia e a Ilha da Marambaia revela insights
intrigantes sobre a presenca e diversidade de fungos em aves silvestres nesses ecossistemas
distintos. No decorrer do estudo, foi notado que o Parque Nacional do Itatiaia se destacou por
sua amplitude de amostragem, totalizando 136 amostras, em compara¢do com as 90 amostras

coletadas na llha da Marambaia.

Curiosamente, a distribuicdo de tipos de amostras, incluindo penas e fezes, mostrou-se
equitativa em ambos os locais, indicando uma abordagem balanceada na coleta de dados.
Contudo, ao analisar as amostras, ambas as localidades apresentaram um padrdo interessante:
algumas amostras revelaram colbnias filamentosas, enquanto outras ndo evidenciaram
crescimento de fungos, sugerindo uma variabilidade na colonizacdo fingica entre as aves e 0s

ambientes.

Quanto aos resultados quantitativos, a llha da Marambaia apresentou um nimero total
menor de fungos isolados, registrando 68 fungos, em comparacdo com os 98 fungos isolados
no Parque Nacional do Itatiaia. Além disso, a analise da diversidade de géneros de fungos, na
Ilha da Marambaia foram identificados 15 géneros, enquanto o Parque Nacional do Itatiaia
revelou 16. Essa observacdo sugere nuances na composicdo biolégica dos fungos presentes,
podendo estar relacionadas a diferencas ambientais, climaticas ou até mesmo caracteristicas
especificas das aves estudadas. Esses resultados destacam a importancia de estudos
comparativos em diferentes ecossistemas, fornecendo uma compreensdo mais abrangente da
dindmica microbiologica em aves silvestres. Ainda ha muito a ser explorado sobre a interacdo
entre aves, fungos e seus ambientes, e essas descobertas contribuem significativamente

para a compreensdo mais profunda da ecologia dessas regides especificas.
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E crucial considerar que a presenca de oocistos ndo deve ser interpretada isoladamente
como um indicador definitivo da sadde ou condicdo geral das aves. E necessaria uma
compreensdo mais abrangente, levando em conta fatores ambientais, comportamentais e de
salde geral das populagcdes de aves para uma avaliagdo mais completa. Esses dados sdo
importantes para estudos de parasitologia e ecologia das aves, fornecendo informagdes valiosas
sobre a prevaléncia de infecgdes por coccidios em diferentes familias de aves. A comparagdo
entre as familias destaca a diversidade nas respostas das aves a infeccdo por esses parasitas e
pode ser Util para pesquisas futuras sobre a salde e o manejo de populagdes de aves em

ambientes naturais.

E crucial reconhecer as limitacdes desses dados, que oferecem uma viséo superficial.
Estudos mais aprofundados com um nimero mais de amostragem sdo necessarios para
investigar as razdes por trés das variagdes observadas, incluindo analises genéticas dos fungos,

estudos comportamentais das aves e consideracéo de fatores ambientais especificos.

O isolamento de diferentes tipos de fungos esta relacionado a diferenca da natureza do
substrato (fezes e penas) das aves capturadas, o que pode ser indicativo da distribuicdo desses
fungos no ambiente (De Oliveira et al.,, 2022). A presenca de géneros fungicos como
Aspergillus, Mucor, Fusarium, entre outros, pode ter implicacdes significativas na saude das
aves (Titilayo et al., 2023). Esses fungos podem causar doencas respiratorias, comprometendo
0 sistema imunologico e, em casos mais graves, levando a morte. As quantidades variadas de
oocistos por defecacdo indicam a carga parasitaria, o que também pode ser crucial para avaliar
a saude das aves e o potencial risco de disseminacdo de parasitas no ambiente (Titilayo et al.,
2023). Vale destacar que, ndo foram feitos estudos clinicos para verificar a sadde das aves

capturadas.

Esses dados sugerem que a presenca de fungos e coccidios em aves silvestres podem
variar significativamente entre diferentes familias e que a relacdo entre a captura das aves e a
presenca desses microrganismos depende de varios fatores. Estudos adicionais com uma maior
amostragem seriam necessarios para investigar mais a fundo as razBGes por tras dessas
discrepancias e para entender melhor a relacdo entre as aves, sua fisiologia e a presenca de

patdgenos.
CONCLUSAO

Em conclusdo, os dados destacam a complexidade das interacOes entre aves, fungos e

coccidios, ressaltando a necessidade de uma abordagem multidisciplinar para entender
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completamente essas relacGes ecoldgicas. A pesquisa adicional pode fornecer dados mais
precisos sobre o papel desses microrganismos na ecologia das aves e promover a conservacao

dessas populagoes.
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Objetivos concluidos

Os objetivos deste estudo foram alcangados com a avaliacdo da diversidade e distribuicdo de
fungos e coccidios em amostras de aves silvestres e de serrapilheira em dois ambientes com
fitofisionomias distintas no Estado do Rio de Janeiro: Ilha da Marambaia e Parque Nacional de
Itatiaia. Especificamente, foi realizado o isolamento, cultivo e identificacdo de fungos da
serrapilheira proxima aos locais de captura das aves silvestres; também foram isolados,
cultivados e identificados fungos provenientes de amostras de penas e fezes das aves

capturadas. Além disso, foram quantificados e identificados 0s oocistos presentes nas
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defecacbes das aves capturadas. Os dados morfoldégicos e moleculares das espécies
identificadas foram comparados com as espécies relacionadas descritas na literatura cientifica.
Como resultado, a Isospora pichororei foi estabelecida como uma nova espécie para a ciéncia,
sendo a primeira descri¢do de um coccidio em aves da subfamilia Synallaxinae e a terceira em
Furnariidae. Este estudo também representa o primeiro registro de uma Isospora sp. em
hospedeiros da familia Furnariidae a ser suplementado com dados moleculares por meio do
sequenciamento de um locus do gene cox1 do genoma mitocondrial. Por fim, a diversidade e
distribuicdo dos fungos e coccidios das aves capturadas tanto na Ilha da Marambaia quanto no
Parque Nacional de Itatiaia foram avaliadas, proporcionando uma base inicial para estudos
fututos.
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UFRRJ Comisséo de Eticano C%

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria

CERTIFICADO

Certificamos gue 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 2 equipe; Irlane Faria de Pinho; Lidiane
Maria da Silva; Mariana Borges Rodrigues; Hermes Ribeiro Luz - que envolve a producao, manutencao &fou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
o5 preceitos da Lei 11.794 de & 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 Experimentacédo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) na reunido de 17/10/2016,

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 tean,
Irlane Faria de Pinho, Lidiane Maria da Silva; Mariana Borges Rodrigues; Hermes Ribeiro Luz - which 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 Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic

Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeira (CEUA/UFRR]) in the meeting of
10/17/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

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

Crigen: Mao aplicdvel biotarin

Espicio: Aues sewa:  Machos o Fémeas idade: 1 a 240 meses N: 50
Linhagem: naaose aplica Pesa: 10 a 1p0009

Resumo: A Mata Atlantica € um dos biomas mais importantes para ser preservado na biediversidade do planeta, sendo as regides
das haixadas do litoral do Sudeste brasileire, onde esta inserido o Estado do Rio de Janeiro, as mais prioritarias para conservacao. A
perda e fragmentacao de habitats e a biopirataria sdo as principais ameacas, as quais, aléem dos impactos diretos a fauna, flora e
microbiota, indiretamente favorecem a transmissio 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 os
protozodrios coccidios (Apicomplexa: Eucoccidiorida), os quais sao de extrema importancia, tanto em termos de biodiversidade,
quanto em sua dindmica e especificidade. Neste sentido, este projeto visa identificar e quantificar as espécies de coccidios de aves
silvestres em dreas de Mata Atldntica do Estado do Rio de Janeiro, os quais fomentarao estudos complementares sobre a dindmica
do parasitismo entre familias, habitos, condigiies ambientais, etc. As expectativas sd0 que os estudos dos oocistos revelem
espécies novas, redescricdes e novos hospedeiros, verificando a transmissao de coccidios entre aves de familias distintas e
possibilitando a elaboragdo de chaves dicotdmicas de identificagdo, As distintas caracteristicas ambientais e diferentes nichos
ecologicos poderdo influenciar na distribuicao das espécies de coccidios, densidades e nas morfologia e morfometria dos oocistos.
Desta forma, espécies distintas, padrées morformétricos efou morfoldgicos dos oocistos, e densidades serdo associadas a cada
condicao ambiental, dado biométrico/bioldgico e nicho ecolégico da ave hospedeira. Finalmente, as identificacdes e/ou elevadas
densidades em determinada familia, espécie ameacada/endémica ou aves em determinado ambiente poderao orientar ou priorizar
a conservacao de determinada ave efou localidade,

Local do experimentn: Ambiente Silvestre

Seropédica, 17 de outubro de 2016
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Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria
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Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
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Janeiro Janeiro

80

BR 465, Km T/ Campus da UFRR] - Seropedica - Rio de Janeim - CEP: 23.890.000 - ted: 55 (21) 2682-3051 1 fax: -
Hardrio de atendimente: 20 8 B2 das B &5 17h : e-mail: cevaiv@ulreg, br
CEUA N 66DE2SDE1E



~ \ Ao dl Y ‘,ﬂ
{
L 1_4 U A ‘.
ComissAio pe ETica NO
Uso pE ANIMAIS

Rio de Janeiro, 30 de agosto de 2019

DECLARACAO DE APROVAGAO

Declaramos para os devidos fins 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
(UFRRJ). Informamos que este parecer foi emitido em reunido ordinaria da CEUA | UNIGRANRIO realizada
no dia 28 de agosto de 2019, apods avaliagdo do plenario da referida Comisséo.

Vigéncia: Setembro/2019 a Agosto/2022

Atividade: Captura e coleta de amostras fecais

Namero SISBIO: 42798-2

Grupo animal: Aves silvestres (varias espécies)
DECLARATION OF APPROVAL

We hereby declare that protocol number 021/2019 entitied “TAXONOMY AND ECOLOGY OF COCCIDIANS:
MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF SPECIES IN WILD BIRDS IN 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 of CEUA | UNIGRANRIO held on August 28, 2019, after evaluation by the plenary of that Committee.

-—

S e a2 \, Cardozo
Q e e prof. Se9el R~
Sergian Vianna Cardozo Comtssdo 8¢ L CRINRIO

Coordenador CEUA | UNIGRANRIO

UNIVERSIDADE




Nimero: 70132-6

Data da Emissédo: 08/11/2021 18:11:24

Data da Revalidag&o*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autoriza¢&o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de ativid ade
projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentac¢éo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisb
prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Nome: Bruno Pereira Berto

CPF: 103.532.617-50

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

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

CNPJ: 29.427.465/0001-05

Dados do titular

Cronograma de atividades

# |Nome Funcéo CPF Nacionalidade

1 [ Mariana de Souza Oliveira Bidloga (Doutoranda PPGBA) 152.850.237-00 Brasileira

2 | Carlos Nei Ortazar Ferreira Bolsista IC (Discente de Graduacéo de 028.349.762-95 Brasileira

Veterinaria)

3 | Jhon Lennon Genovez de Oliveira Bidlogo (Mestrando PPGBA) 142.851.307-85 Brasileira

4 | Lucas de Assis Silva Andrade Bidlogo (Doutorando PPGBA) 147.520.527-92 Brasileira

5 | Carla Maronezi Veterinaria 316.357.128-07 Brasileira

6 | Sergian Vianna Cardozo Veterinario (Professor UNIGRANRIO) 082.157.777-83 Brasileira

7 | Ericson Ramos de Mello Bidlogo (Doutorando PPGCV) 113.246.467-64 Brasileira
# | Descricdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)
1 | Publicagédo em periédicos e trabalhos de congressos 02/2020 09/2022
2 | Levantamento bibliogréafico 09/2019 09/2022
3 | Estudo estatistico 09/2020 09/2022
4 | Identificagdo morfolégica e molecular 10/2019 09/2022
5 | Captura de aves e coleta de amostras 09/2019 09/2022
6 | Processamento das amostras 10/2019 09/2022
Equipe

Sistema de Autorizagdo e Informacao em Biodiversidade

Autorizacao para atividades com finalidade

82



NUimero: 70132-6 Data da Emissédo: 08/11/2021 18:11:24

Data da Revalidag&o*: 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 apresentacao do relatério de atividades a ser enviado

por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniverséario de sua emisséo.

Nome: Bruno Pereira Berto

CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES

EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

CNPJ:
29.427.465/0001-05

Dados do titular

Observacdes e ressalvas

1 A autorizag@o nédo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: I) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades forem

VI) do érgéo gestor da unidade de conservacéo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagao fundiaria encontra-se em curso; Il) da comunidade
indigena envolvida, ouvido o 6rgéo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as
atividades de pesquisa forem executadas em area indispensavel a seguranga nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas
jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Produgao Mineral, quando a pesquisa visar a exploragdo de depositos fossiliferos ou a extragéo de espécimes fésseis;

2 Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugdo Normativa Ibama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema Nacional de

Anilhamento de Aves Silvestres.

3 Deve-se observar as as recomendagdes de prevencgédo contra a COVID-19 das autoridades sanitérias locais e das Unidades de Conservagdo a serem acessadas.

4 Esta autorizagdo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotéxico e/ou inseticida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de

4.074, de 4 de janeiro de 2002, entre outros).

atender as exigéncias e obter as autorizagdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotéxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n°®

5 Esta autorizagdo NAO libera o uso da substancia com potencial agrotoxico e/ou inseticida e NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de

4.074, de 4 de janeiro de 2002, entre outros)

atender as exigéncias e obter as autorizacdes previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotéxicos (Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n°®

6 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo

por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos 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, estéo sujeitas a autorizacéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

7 O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo

grupo taxonémico de interesse em condicéo in situ.

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 populacdes do

8 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢do Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica

didaticas no ambito do ensino superior.

esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou

9 Esta autorizagdo 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

regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagao
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao federal cujo processo de
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10 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedicdes, as condicdes para realizagdo das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

11 | Otitular de autorizacéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagdo vigente, ou quando da inadequagdo, omiss@o

pelo ICMBIo, nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

ou falsa descrigdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedigéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licenga suspensa ou revogada

Nimero: 70132-6 Data da Emissdo: 08/11/2021 18:11:24

Data da Revalidag&o*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de ativid ades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio

no prazo de até 30 dias a contar da data do aniverséario de sua emisséo.

Nome: Bruno Pereira Berto

CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES

EM AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

CNPJ: 29.427.465/0001-
05

Dados do titular

Observacdes e ressalvas

12

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislacéo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Outras ressalvas

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

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

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

CEMAVE Cabedelo-PB

- Comunicar ao PARNA S. Bocaina, com antecedéncia de 15 dias, quando seréo feitas coletas/registros/amostragens
de dados e informag6es 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 localizagéo georreferenciada dos taxons ou dados coletados/registrados no PARNA S.
Bocaina, indicando data das coletas/registros.

- Encaminhar ao PARNA S. Bocaina cépia (fisica ou digital) das publicagdes decorrentes desta pesquisa, com endereco
na rede mundial de computadores de onde podem ser encontradas.

- Solicita-se a disponibilizacéo de imagens registradas a fim de serem utilizadas em atividades do PARNA S. Bocaina,
garantindo-se a indicacé@o da autoria na veiculagdo.

Todas as informagdes solicitadas e publicagdes resultantes da execucao do projeto no interior do PARNA S. Bocaina
deverdo ser encaminhadas por meio eletrénico para: pesquisa.pnbocaina@icmbio.gov.br

PARNA da Serra da Bocaina

84



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

- Em qualquer trilha utilizada durante a realizagéo da pesquisa o pesquisador devera 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 os arquivos espaciais deverdao
ser fornecidos a equipe da REBIO Unio, por email (rebiouniao@gmail.com). Neste caso, o pesquisador devera fornecer o arquivo
georreferenciado do local onde as cameras seréo colocadas, bem como as trilhas de acesso a elas;

- Caso o pesquisador néo identifique as trilhas utilizadas e forneca os arquivos espaciais das areas de pesquisas, a
pesquisa podera ser suspensa no SISBIO e as marcacdes ou objetos das pesquisas serem retirados da mata;

- Em todas os trabalhos de campo na REBIO Uni&o a equipe de pesquisa devera comunicar previamente a gestdo da
UC em quais locais andara durante a permanéncia na UC.

REBIO Uni&o
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informacé&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Dados do titular

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

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

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Namero: 70132-6 Data da Emissédo: 08/11/2021 18:11:24 Data da Revalidag&o*: 01/10/2022

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

Outras ressalvas

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cddigo de autenticagdo abaixo, g@plquer
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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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

4 "Ressalvas do PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS:

COVID-19: O pesquisador somente podera 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
COVID19 através do link: https:/AMww.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 sobreposicio espacial das mesmas
e a potencial sobreposicéo nos focos de coleta da dados, sugerimos que a/o titular da autorizagéo faga contato prévio
<pesquisa.parnaso@icmbio.gov.br>, assim que recebé-la. Isso visa minimizar perda de tempo durante as expedi¢cdes de campo

e um melhor planejamento espacial da coleta de dados, evitando todas as possiveis interferéncias mutuas.

AGENDAMENTO CAMPO / USO DE ESTRUTURAS: mensagem para < alojamento.icmbioteresopolis@icmbio.gov.br> com 15 dias
antecedéncia. Informar n° autorizag&o, total pessoas, datas (chegada e saida), necessidade ou néo de alojamento, laboratério, salas

etc.

ATIVIDADES DIDATICAS: os locais de coleta devem ser informados para a Coordenagao de Pesquisa do PARNASO de forma
que nédo se sobreponham com outras pesquisas em andamento no Parque. N&o esta autorizada a coleta de espécimes da

fauna e flora ameacadas de extingdo para atividades didaticas.

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

retirado?.

REGISTROS DE ESPECIES DE INTERESSE PARA A CONSERVAGAO (ex: ameagadas, novos taxons, interesse
comercial, cinegético etc.) localizados em areas de visitagéo devem ser informados a gestéo do Parque para privilegiar sua

protegao.

PESSOAS E ATIVIDADES ESTRANHAS (ex: cagadores, visitantes fora da area adequada etc.): devem ser reportadas imediatamente

a gestdo do Parque (Chefia ou Coordenagéo de Pesquisa).

UTILIZAGAO DE MAQUINAS/MOTORES: devem ser feitos todos os esforgos para minimizar a poluig&o visual e sonora.
Né&o é permitido o uso de motores que derramem, mesmo que em quantidades pequenas, combustivel ou dleo.

PROCESSAMENTO/ARMAZENAMENTO DE MATERIAL: todo o material de coleta deve ser processado ou em campo ou no
laboratério, jamais no alojamento, auditério ou refeitério! 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
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Est| acesso de animais nativos que circulam (ex: quatis, primatas, serpentes, artrépodes). cagéo abaixo, qualquer cidadao

podf documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenti| |nternet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
lerd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio
nhdigo de autenticacdo: 0701320620211108 Pagina 5/9

O
o

Namero: 70132-6 Data da Emissédo: 08/11/2021 18:11:24 Data da Revalidag&o*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do
projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sishio no
prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

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

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Namero: 70132-6 Data da Emissédo: 08/11/2021 18:11:24 Data da Revalidag&o*: 01/10/2022

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

ANIMAIS CAPTURADOS/COLETADOS: O manejo de animais vivos ou mortos devem ser evitados em areas de visitagdo/turismo. Sé deve ser feito em

campo (area sem visitag&o) ou no laboratério de apoio do Parque.

PLANTAS COLETADAS: duplicatas devem ser depositadas no JBRJ e no Herbario do PARNASO (conforme Plano de Manejo, mas recomenda-se antes

consultar Coordenagéo de Pesquisa do Parque).

DEFESA PUBLICAS: solicitamos que todas as defesas publicas (graduacéo, especializagdo, mestrado e doutorado, além de apresentacdes em eventos)
relacionadas a esta autorizagdo sejam, quando possivel, comunicadas a gestdo do Parque para que gestores possam conhecimento dos debates acerca
dos dados que estédo sendo produzidos pelas pesquisas feitas no

PARNASO. Pedimos que as mensagens sejam enviadas para: pesquisa.parnaso@icmbio.gov.br, parnaso@icmbio.gov.br"

90



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 70132-6 Data da Emissé&o: 08/11/2021 18:11:24 Data da Revalidag&o*: 01/10/2022

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

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

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

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

CNPJ: 29.427.465/0001-05

Dados do titular

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# | Descricéo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo
1 | llha da Marambaia Mangaratiba-RJ Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal
2 | Condominio Parque das Aguas Guapimirim-RJ Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal
3 | Fragmentos de Mata Atlantica no distrito de Pirai-RJ Mata Atlantica Né&o Fora de UC Federal
Cacaria
4 | Area de Relevante Interesse Ecoldgico Volta Redonda-RJ Mata Atlantica Né&o Dentro de UC Estadual
Floresta da Cicuta
5 | RPPN Reserva Porangaba Itaguai-RJ Mata Atlantica Né&o Dentro de UC Estadual
6 | Parque Nacional da Serra da Bocaina RJ Mata Atlantica Né&o Dentro de UC Federal
7 | Campus IFRJ Pinheiral Pinheiral-RJ Mata Atlantica Né&o Fora de UC Federal
8 | Fragmentos de Mata Atlantica no distrito de Barra Mansa-RJ Mata Atlantica Né&o Fora de UC Federal
Santa Rita de Céssia
9 | Floresta Nacional Mario Xavier Seropédica-RJ Mata Atlantica Né&o Dentro de UC Estadual
10| Campus UFRRJ Seropédica Rio de Janeiro-RJ Mata Atlantica Né&o Fora de UC Federal
11| Parque Nacional da Serra dos Org&os RJ Mata Atlantica Né&o Dentro de UC Federal
12| Parque Nacional do Itatiaia RJ Mata Atlantica Né&o Dentro de UC Federal
Atividades
# | Atividade Grupo de Atividade
1 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Fora de UC Federal
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas 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 Taxons
# |[Atividade Téaxon Qtde.

Marcacdo de animais silvestres in situ Aves -
Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Aves -
Captura de animais silvestres in situ Aves -

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

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade

Autorizacao para atividades com finalidade

Namero: 70132-6 Data da Emissé&o: 08/11/2021 18:11:24 Data da Revalidag&o*: 01/10/2022

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

Nome: Bruno Pereira Berto | CPF: 103.532.617-50

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

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO | CNPJ: 29.427.465/0001-05

Dados do titular

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Materiais e Métodos
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Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

# | Tipo de Método (Grupo taxondmico)

Materiais

Amostras biolégicas (Aves)

Ectoparasita, Fezes, Penas

Método de captura/coleta (Aves)

Rede de neblina

Método de marcagéo (Aves)

Anilha de Aluminio (padrdo CEMAVE), Anilha metélica (padrédo
CEMAVE)

Destino do material biologico coletado

Nome local destino

Tipo destino

1 | UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

Laboratério

Nimero: 70132-6

Data da Emissédo: 08/11/2021 18:11:24

Data da Revalidag&o*: 01/10/2022

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo 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 emisséo.

Nome: Bruno Pereira Berto

CPF: 103.532.617-50

Titulo do Projeto: TAXONOMIA E ECOLOGIA DE COCCIDIOS: IDENTIFICAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ESPECIES EM

AVES SILVESTRES DO SUDESTE BRASILEIRO

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

CNPJ: 29.427.465/0001-05

Dados do titular

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).

De acordo com a Instru¢do Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato
néo 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 biol6gico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca
permanente com a devida anotacdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a
instituicdo cientifica e, depositado, preferenciaimente, em colegdo biolégica cientifica registrada no Cadastro

Taxon* Qtde.

Tipo de Amostra Qtde. Data
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

* |dentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL R URA L DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

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

Cronograma de atividades

# |Descricédo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Processamento das 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 | Publicagcdo em periddicos e trabalhos de congressos 11/2016 07/2019

5 | Identificagdo dos coccidios 09/2016 07/2019

Observacdes e ressalvas

1 A autorizagdo ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: I) do proprietario, arrendatario, pos seiro ou morador quando as atividades forem realizadas em
area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizacéo fundiaria encontra-se em curso; Il) da comunidade indigena envolvida,
ouvido o 6rgéo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem
executadas em area indispensavel a seguranga nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem exe cutadas em &guas jurisdicionais brasileiras; V) do
Departamento Nacional da Producédo Mineral, quando a pesquisa visar a exploragdo de depositos fossiliferos ou a extracéo de espécimes fésseis; VI) do 6rgédo gestor da unidade de
conservagao estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

2 O titular de autorizag&o ou de licenga permanente, assim como 0os membros de sua equipe, quando da violag&o da legislagéo vigente, ou quando da inadequag&o, omisséo ou
falsa descri¢do de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenca suspensa ou revogada pelo
ICMBIo, nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

3 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos 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 autorizagéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

4 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 esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de popula¢6es do grupo taxondmico de
interesse em condig&o in situ.
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Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

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

5 Esta autorizagdo 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, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservacéo estadual,
distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo federal cujo processo de regularizacéo fundiaria
encontra-se em curso.

6 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugcdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta
Autorizag&o, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biol6gico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito
do ensino superior.

as condicdes para realizacéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das expedigdes,

8 Este documento n&o dispensa o cumprimento da legislac&o que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja
maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL R URA L DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Dados do titular

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# | Descricdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 |[Parque Nacional do Itatiaia RJ Mata Atlantica Né&o Dentro de UC Federal

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.
Captura de animais silvestres in situ Aves -
Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Aves -

Materiais e Métodos

# | Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

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

Amostras biologicas (Aves)

Fezes

Método de captura/coleta (Aves)

Rede de neblina

Destino do material biologico coletado

# | Nome local destino

Tipo destino

1 | UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

Colegéo

Nome: Bruno Pereira Berto

CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL R URA L DO RIO DE JANEIRO

CNPJ: 29.427.465/0001-05

Dados do titular

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).

De acordo com a Instrucdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biol6gico ou de substrato ndo
contemplado na autorizag¢&o 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 biol6gico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca
permanente com a devida anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a
instituicdo cientifica e, depositado, preferenciaimente, em colecdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro

Taxon* Qtde.

Tipo de Amostra

Qtde. Data
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

* |dentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

zoolégico

Licenca permanente para coleta de material

NUmero: 42798-4 Data da Emissé&o: 29/06/2020 17:35:50 Data da Revalidag&o*: 01/04/2021

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

Nome: Bruno Pereira Berto CPF: 103.532.617-50

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL R URA L DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05

Dados do titular

Observacdes e ressalvas

A autorizagdo ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: ) do proprietario, arrendatéario, pos seiro ou morador quando as atividades forem realizadas em
area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizacéo fundiaria encontra-se em curso; Il) da comunidade indigena envolvida,
ouvido o 6rgéo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem
executadas em area indispensavel a seguranga nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem exe cutadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do
Departamento Nacional da Produc&o Mineral, quando a pesquisa visar a exploragdo de depositos fossiliferos ou a extragéo de espécimes fésseis; VI) do 6rgédo gestor da unidade de
conservagéo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

O pesquisador somente podera realizar atividade de campo apés o término do estado de emergéncia devido a COVID-19, assim declarado por ato da autoridade competente.

A licenga permanente ndo é valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameagadas de extingdo; b) manutencéo de espécimes de
fauna silvestre em cativeiro; c) recebimento ou envio de material biologico ao exterior; e d) realizag&o de pesquisa em unidade de conservacéo federal ou em caverna. A restricéo
prevista no item d nédo se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural e Area de Protegdo Ambiental constituidas por terras privadas.

Esta licenca permanente ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para realizagdo de atividades integrantes do processo de licenciamento ambiental de
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ABSTRACT - In Brazil, the Atlantic Forest has suffered from deforestation, which has
caused impacts on its flora, fauna, and microbiota. This biome is considered one of the
main tourist and birdwatching destinations due to the large number of species,
especially Passeriformes. However, the fungal diversity present in these environments
is little known and studied. In this work, a total of 148 samples from 74 wild birds (74
feathers and 74 feces) and 16 samples of litter were collected in Itatiaia National Park,
southeastern Brazil. Filamentous fungi isolated from these samples were identified
using macroscopic and microscopic characteristics. Among birds, Aspergillus spp.,
Mucor spp., Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. and Syncephalastrum
spp. were identified in higher abundance. In litter, Aspergillus spp., Fusarium spp. and
Penicillium spp. were identified. These results indicate the presence of saprophytic
fungi species in the feathers and feces of wild birds and in the litter of the capture site.
Further studies should be conducted in order to elucidate if the mycobiota profile
modifies with anthropization and if it interferes with bird health and environmental
recovery.

Keywords: Passerines; microbiota; environment.

Fungos Isolados de Aves Silvestres e Serrapilheira no Parque Nacional do
Itatiaia no Sudeste do Brasil

RESUMO - No Brasil, a Mata Atlantica tem sofrido com desmatamento, que vem
causando impactos na sua flora, fauna e microbiota. Esse bioma é considerado um dos
principais destinos turisticos e de observacdo de aves, devido ao grande nimero de
espécies, sobretudo Passeriformes. Entretanto, a diversidade flingica presente nesses
ambientes é pouco estudada e conhecida. Neste trabalho, 148 amostras de 74 aves
silvestres (74 de penas e 74 de fezes) e 16 amostras de serapilheira foram coletadas no
Parque Nacional do [tatiaia, no sudeste brasileiro. Fungos filamentosos isolados dessas
amostras foram identificados utilizando caracteristicas macroscépicas e
microscopicas. Entre as aves, Aspergillus spp., Mucor spp., Cladosporium spp., Fusarium
spp., Penicillium spp. e Syncephalastrum spp. foram identificados em maior abundéancia.
Em serapilheira, Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. foram identificados.
Esses resultados indicam a presenca de espécies de fungos saproéfitas nas penas e nas
fezes de aves silvestres e na serapilheira do local de captura. Mais estudos devem ser
realizados a fim de elucidar modifica¢des no perfil da micobiota com a antropizacao e
sua interferéncia na satide das aves e recuperagdo ambiental.
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Hongos Aislados de Aves Silvestres y Arpillera en el Parque Nacional de

Itatiaia en el Sureste de Brasil

RESUMEN - En Brasil, la Mata Atlantica ha sufrido por la deforestacién, lo que ha
causado impactos en su flora, fauna y microbiota. Este bioma es considerado uno de los
principales destinos turisticos y de observacion de aves debido a la gran cantidad de
especies, principalmente Passeriformes. Sin embargo, la diversidad fungica presente
en estos ambientes es poco conocida y estudiada. En este

trabajo, se recolectaron un total de 148 muestras de 74 aves silvestres (74 plumas y 74 heces) y 16

muestras de hojarasca en el Parque Nacional [tatiaia, en el sureste de Brasil. Los hongos
filamentosos aislados de estas muestras se identificaron utilizando caracteristicas
macroscépicas y microscdpicas. Entre las aves, Aspergillus spp., Mucor spp.,
Cladosporium spp., Fusarium spp., Penicillium spp. y Syncephalastrum spp., se
identificaron en mayor abundancia. En la hojarasca, Aspergillus spp., Fusarium spp. y
Penicillium spp. fueron identificados. Estos resultados indican la presencia de especies
de hongos saprofitos en las plumas y heces de las aves silvestres y en la hojarasca del
sitio de captura. Se deben realizar mas estudios para dilucidar los cambios en el perfil
de la micobiota con la antropizacion y su interferencia en la salud de las aves y la

recuperacion ambiental.

Palabras clave: Paseriformes; microbiota; ambiente.

Introduction

The Atlantic Forest is a Brazilian
moist tropical forest, considered one of
the greatest biodiversity hotspots,
however, it has been suffe- ring from
deforestation, which has been causing
impacts on its flora and fauna (Rosa et
al, 2018). In Rio de Janeiro, the Itatiaia
National Park was the first protected
area created in Brazil and has 28,155
hectares of remaining forest in Serra da
Mantiqueira (Rosa et al, 2018). The
Park is considered one of the main
tourist and birdwatching destinations
in Brazil due to the local species
richness (Berto & Lopes, 2020). Birds
are extremely important for the
maintenance of this ecosystem, as they
play an important role in plant
pollination, seed dispersal, pest control,
among others (Berto & Lopes, 2020).

On the other hand, birds are among the
animals that can function as a reservoir
and a disperser for various agents that
cause  zoonoses, among these
microorganisms are fungi, which can be
associated with feathers, when they
bump into some substrate, and found in
internal organs, entering through the
feeding paths (Simi et al,, 2019).

The wild birds of the Atlantic
Forest suffer from the stress caused by
deforestation and anthropization,
becoming more susceptible to infection
of various types of microorganisms
(Cordeiro et al., 2021). Colonization by
opportunistic fungi can be facilitated by

morphological and  physiological
characters that favor their
development, including poorly

vascularized air sacs and defect
uropygial glands with difficulty
producing secretions to be distributed
through the plumage by means of
preening (Berto & Lopes, 2020). The
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fungi, after associating with their host,
if not eliminated by the cells of the
immune system, enter a commensal or
parasitic relationship with it, which can
cause infection. This process depends
on the general health status of the host
(immunocompromised  hosts  are
susceptible) and on the inherent
characteristics of the microorganism,
as efficient ~ virulence  factors
(Casadevall & Pirofski, 2000; Feitosa et
al,, 2020).

The vast majority of environmental fungi
are saprophytes, commonly or occasionally
found in soil, decomposing vegetation, seeds,
and grains. Many of these are opportunistic,
i.e, in contact with immunocompromised
hosts they can cause disease (Pitt, 1994). Some
of these species have been recognized as
important  pathogens in  humans or
immunocompromised domestic animals (Pitt,
1994; Simi et al, 2019; Arné et al., 2021).
However, as the fungal diversity present in the
tropical environment, most of it still needs to
be discovered and understood; it is possible
and common that fungi in the environment are
capable of parasitizing animals (Nardoni &
Mancianti, 2021; Arné et al, 2021). This
explains the importance of establishing the
occurrence and frequency of fungi in the
environment and in potential hosts.

Passeriformes birds living in wild
environments are carriers and dispersers of
fungi in nature (Della Vedova et al, 2019;
Nardoni & Mancianti, 2021). This dispersion in
the environment can occur mostly in the
following ways: through the release of their
feces in the environment, and through contact
with their body parts, as these fungi can be
associated with the on feathers (Warner &
French, 1970; Simi et al, 2019;
Kraisitudomsook et al., 2021). Therefore, it is
important to establish the profile of fungi
found in feathers and feces (birds) and litter
(environment) and to establish the incidence
of total filamentous fungi. In this context, this
work sought to identify filamentous fungi
isolated from samples of wild birds and litter,
in order to understand the diversity and
frequency of fungal species within bird
habitats in the Itatiaia National Park,

southeastern Brazil.

Material and Methods

Study site and sample
collection

This study was carried out along
the Travessia Ruy Braga in Itatiaia
National Park, a protected area with a
high degree of vulnerability, located in
the Mantiqueira Mountains,
Southeastern Brazil (22°26'17 “S;
44°37°33 “W). The expeditions were
carried out in May, June and July 2021.
The captures took place 3 days a month,
and 10 mist nets were used, totaling
180 meters, and they remained open
from 5 am to 5 pm, totaling 12 hours
day and 36 hours a month. A total of 74
birds of different species were captured
(Table 1). Birds were kept in individual
boxes and feces were collected
immediately after defecation and
packed in sterilized centrifuge tubes.
The birds were identified according to
Pacheco et al. (2021). The feathers
(plumage and tail) were removed with
sterile tweezers and placed in
previously sterilized white paper
envelopes to eliminate moisture, thus
preventing the growth of
contaminating fungi and/ or bacteria.
After obtaining the samples the birds
were released in the same environment
where they were captured.
Additionally, a total of 19 samples of
litter were collected every 500 meters
from the beginning of the Travessia Ruy
Braga in a course of 6.5km in the lower
part of the Itatiaia National Park. All
samples were properly labeled, packed
in thermal bags at room temperature
and transported to the Laboratory of
Mycology and Mycotoxicology of the
Federal Rural University of Rio de
Janeiro.

Fungal isolation
Five to 10mg of feces were
streaked on Sabouraud agar (Difco)
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plus chloramphenicol and each sample
was incubated directly in a Petri dish

(90 x 15cm) at 28°C for up to 07 days (Simi et
al, 2019).

Whole and clipped feathers were
streaked on Mycosel® Agar (Difco) and each
sample was incubated in a Petri dish at 28°C
for up to 07 days (Nardoni & Mancianti, 2021).

The litter samples were placed in Petri
dishes, in which sterilized horsehair threads
and distilled water (both sterile) were
deposited. The samples were incubated at
259C for up to four weeks following the
methodology of Vanbreuseghem (1952).

For the identification of the fungi grown
on the plates and on the manes, the following
characteristics were observed: growth
characteristics of the colonies, such as color
and appearance (macromorphology) and
characteristics of mycelium, presence, shape,

size and septation of macroconidia; abundance
and roughness of microconidia; presence or
absence of chlamydoconium; presence or
absence of forms of sexual reproduction;
hyphal septation (Samsom et al., 2000; Sidrim
etal,2004; De Hoog et al,, 2021).

Results

A total of 148 samples from 74 wild birds
captured were collected and included feathers
(n=74) and feces (n=74) (Table 1), as well as
16 litter samples. From each sample it was
possible to isolate one filamentous colony or
more; therefore, the number of fungi isolated
does not correspond to the total number of
samples. Out of a total of 117 fungi isolated, 17
genera were identified, as shown in Table 2.
The genera that occurred in greater numbers
were Aspergillus and Mucor followed by
Cladosporium, Fusarium, Penicillium, and
Syncephalastrum. A total of 22 morphospecies
could be identified (18%), among them
Aspergillus section Nigri, Aspergillus section
Circumdati, Aspergillus section Fumigati and
Penicillium citrinum.
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Figure 1 - Light microscopy of (A) Aspergillus sp. with lactophenol cotton blue; (B) Fusarium sp.
with lactophenol cotton blue; (C) Syncephalastrum sp. with lactophenol cotton blue; (D)
Aspergillus sp. with sodium hydroxide (20%); (E) Rhizopus sp. with lactophenol cotton
blue; (F) Mucor sp. with lactophenol cotton blue.

Table 1 - Bird species (Pacheco et al., 2021), samples, and isolated

fungi.
Cissopis leverianus (Gmelin, 1788) Mucor sp. Geotrichum sp., Aspergillus section Nigri
Saltator similis
(d’Orbigny & Lafresnaye, 1837) Mucor sp. Fusarium sp. Aspergillus section Fumigati
Saltator fuliginosus (Daudin, 1800)
Trichothraupis melanops Aspergillus sp.,
(Vieillot, 1818) Aspergillus section Nigri ~ Eurotium sp.
Tachyphonus coronatus (Vieillot, 1818) Aspergillus section Nigri
Tachyphonus coronatus Aspergillus section Nigri
Tachyphonus coronatus Aspergillus section Nigri
Tachyphonus coronatus Aspergillus section Nigri
Saltator fuliginosus Mucor sp. Aspergillus section Nigri
Trichothraupis melanops Mucor sp. Aspergillus section Nigri
Tachyphonus coronatus Mucor sp. Eurotium sp.
ico Mendes de Conservagdoda Biodiversidade BiodiversidadeBrasileira, 12(4): 1-10, %(92;
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Haplospiza unicolor (Cabanis, 1851) Mucor sp. Fusarium sp. Aspergillus section Fumigati

Stephanophorus diadematus (Temminck,

1823) Aspergillus section Nigri
Stephanophorus diadematus Lichtheimia sp. Fusarium sp.
Stephanophorus diadematus Cladosporium sp.
Aspergillus section Circumdati

Saltator similis Cladosporium sp.
Stephanophorus diadematus Alternaria sp.
Stephanophorus diadematus Cladosporium sp.
Saltator similis Cladosporium sp., Fusarium sp.
Stephanophorus diadematus Mucor sp.
Thachyphonus coronatus Chrysonilia sp.

Thraupidae Stephanophorus diadematus Acremonium sp. Cladosporium sp.
Tangara sayaca (Linnaeus, 1766) Aspergillus section Nigri
Tangara desmarestis (Vieillot, 1819) Penicillium sp. Fusarium sp.
Tangara desmarestis Syncephalastrum sp.
Tangara desmaristis Curvularia sp., Fusarium sp.
Stephanophorus diadematus Cladosporium sp.
Microspingus lateralis (Nordmann, 1835) Rhizopus sp.
Saltator similis Rhizopus sp.
Trichothraupis melanops Rhizopus sp.
Microspingus lateralis (Nordmann, 1835) Rhizopus sp.
Tangara desmarestis Syncephalastrum sp.

Trichothraupis melanops

Microspingus lateralis Mucor sp. Cladosporium sp., Mucor sp., Fusarium sp.

Chiroxiphia caudata
(Shaw & Nodder, 1793)

Manacus manacus (Linnaeus, 1766) Mucor sp.
Chiroxiphia caudata Cladosporium sp.

Neopelma chrysolophum (Pinto,
1944) Chaetomium sp.

Myiothlypis leucoblephara (Vieillot, 1817) Cladosporium sp.
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Parulidae

Onychorhynchidae

Thamnophilidae

Furnariidae

Passerellidae

Rhychocyclidae

Vireonidae

Tyrannidae

Fringillidae

Myiothlypis leucoblephara
Basileuterus culicivorus (Deppe, 1830)
Basileuterus culicivorus

Basileuterus culicivorus

Myiothlypis leucoblephara
Myiothlypis leucoblephara

Myiobius atricaudus (Lawrence, 1863)
Myiobius atricaudus

Thamnophilus caerulescens (Vieillot, 1816)
Thamnophilus caerulescens
Thamnophilus caerulenscens

Pyriglena leucoptera (Vieillot, 1816)

Pyriglena leucoptera

Pyriglena leucoptera

Anabazenops fuscus (Vieillot, 1816)
Anabacerthia amaurotis (Temminck, 1823)
Cranioleuca pallida (Wied, 1831)
Zonotrichia capensis (Statius Muller, 1776)
Zonotrichia capensis

Zonotrichia capensis

Phylloscartes difficilis (Ihering & Thering,
1907)

Phylloscartes difficilis

Phylloscartes difficilis

Phylloscartes difficilis

Hylophilus poicilotis (Temminck, 1822)
Hylophilus poicilotis

Hylophilus poicilotis

Knipolegus cyanirostris (Vieillot, 1818)
Knipolegus cyanirostris

Euphonia pectoralis (Latham, 1801)

Mucor sp.

Curvularia sp., Mucor sp.

Lichtheimia sp.

Neosartorya sp.

Cladosporium
Penicillium sp.

sp.,

Penicillium sp.

Mucor sp.

Mucor sp.

Lichtheimia sp.

Penicillium sp.

Penicillium sp.

Mucor sp.

Neosartorya sp.

Aspergillus section Flavi, Cladosporium sp.
Mucor sp.

Syncephalastrum sp., Mucor sp.

Mucor sp.

Syncephalastrum sp.
Aspergillus section Fumigati

Neosartorya sp.

Aspergillus section Flavi, Mucor sp.

Penicillium sp.

Aspergillus section Fumigati

Aspergillus section Fumigati

Fusarium sp., Cladosporium sp.

Curvularia sp., Chaetomium sp.

Mucor sp.
Fusarium sp.
Mucor sp.

Curvularia sp.

Bipolaris sp.
Syncephalastrum sp.
Cladosporium sp., Mucor sp.
Fusarium sp.

Eurotium sp.
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Aspergillus section Fumigati, Aspergillus

Conopophagidae Conopophaga melanops (Vieillot, 1818) section Nigri
Dendrocolaptidae  Sittasomus griseicapillus (Vieillot, 1818) Lichtheimia sp.

Turdidae Turdus flavipes (Vieillot, 1818) Aspergillus section Fumigati
Tityridae Schiffornis virescens (Lafresnaye, 1838) Fusarium sp. Neosartorya sp.

Plathyrinchidae Platyrinchus mystaceus (Vieillot, 1818)

Table 2 - Frequency list of fungi identified in the three substrates

analyzed.
Fungi Feathers Feces Litter

Acremonium spp. 1

Alternaria spp. 1

Aspergillus spp. 6 17 2
Bipolaris spp. 1

Chaetomium spp. 1 1

Chrysonilia spp. 1

Cladosporium spp. 2 11

Curvularia spp. 1 3

Eurotium spp. 3

Fusarium spp. 3 8 5
Geotrichum spp. 1

Lichtheimia spp. 4

Mucor spp. 14 8

Neosartorya spp. 2 2

Penicillium spp. 5 1 5
Rhizopus spp. 4

Syncephalastrum spp. 5

Total 40 65 12

Discussion
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Most of the species identified in
this work can be considered
environmental and opportunistic fungi
(depending on the general condition of
the host), however, the pathogenicity of
the fungi was not evaluated in this
study. The most abundant in the
sampled areas were, Aspergillus spp.
and  Mucor spp. followed by
Cladosporium spp., Fusarium spp.,
Penicillium spp. and Syncephalastrum

Spp.

Similar results were found by Bills &

Polishook (1994), when studying the
abundance and diversity of fungi from Costa
Rican moist forest litter, they found Penicillium
spp., Trichoderma spp., Paecilomyces spp.,
Aspergillus spp., and Mucorales fungi, the latter
two in larger quantities, as in this study.
Research also in the Atlantic Forest of
southeastern Brazil conducted by Bezerra et
al, (2020), in the Restinga de Jurubatiba
National Park in Rio de Janeiro,

reported equivalent results, being
isolated Aspergillus spp., Penicillium
spp., Curvularia spp., Pestalotiopsis spp.,
Bipolaris spp., Monilia spp., Nigrospora
spp., and Trichoderma spp.

It is noteworthy that studies
involving the mycobiota present
in wild  birds, mainly
Passeriformes, despite their great
importance, are rare and, in the Itatiaia
National Park, no survey of the
mycobiota present in the feathers or
feces of these animals has been done so
far. This is the first study to report
saprophytic fungi in wild birds in
[tatiaia National Park.

The identification of the genera
Aspergillus and Penicillium in migratory
birds are carried out frequently, e.g.,
Akter et al. (2020) isolated Aspergillus
spp. and Penicillium spp. in feces of

migratory birds in Bangladesh. Simi et
al., (2019) identified Aspergillus spp. in
feces of parrots and birds of prey in
captivity in central-western Brazil.
Among the fungi identified in the
present study in Itatiaia National Park,
we highlight Aspergillus spp., which
occurred abundantly in feces. This
genus can be found in soil, organic
matter, and many other places.
Aspergillosis, a disease caused by
Aspergillus  sp., can affect the
respiratory tract of
immunocompromised birds in general,
and cause severe pneumonia, being one
of the main causes of death in captive
birds and, less frequently in free- living
birds (Joseph, 2003, Talbot et al.,, 2018;
Della Vedova et al., 2019). No physical
characteristics of this disease in the
acute form were found in the captured
birds.

Other fungi that were isolated in
abundance, mainly in fecal samples,
were fungi of the order Mucorales,
being the genus Mucor the most
abundant. Fungi of this order have
rapid growth and are commonly found
in the soil and in decomposing plants.
Mucor is the main genus of the order,
they have simple or branched
sporangiophores and form globular
sporangia and lack rhizoids or have
poorly developed rhizoids (De Souza et
al.,, 2018; De Hoog et al., 2020; Cordeiro
et. al, 2021). The sporangiospores of
Mucor sp. vary in size and shape, with
some irregular in shape (Freitas et al,
2021). The prevalence of Mucorales
and Cladosporium spp. and Fusarium
spp. found growing in feathers and
droppings of wild birds are little
known, therefore, there is a need to
continue further studies.

When analyzing the samples of
collected litter, we observed that the
diversity of filamentous fungi was
lower, only three genera were isolated
(Aspergillus, Penicillium and
Fusarium), when compared to the feces
(sixteen genera) and feathers (nine
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genera) of surveyed birds (Table 1).
Most microorganisms present in this
environment are difficult to culture or
depend on different microbiological
techniques to obtain satisfactory
growth. In this study, the technique of
Vanbreuseghem (1952), was used to
mainly isolate possible dermatophytes,
fungi that can cause cutaneous mycoses
in animals and humans (Vidal et al,
2017). According to Takahashi et al.
(2011) and Vidal et al. (2017) the non-
positivity of dermatophyte fungi
suggests that the use of more sensitive
methods for the identification of these
fungi, such as those involving molecular
biology, should be performed in order
to enable an analysis of keratinophilic
species present in the studied
environments. Therefore, further
necessary investigation to complement
the classical techniques of fungal
identification are molecular biology
techniques for the identification of
microorganisms.

Studies carried out by Labrador et al.
(2021), quantifying the microbial abundance
in the feathers of birds in the southern region
of Spain, showed fungi as the main
microorganisms. However, with the
methodology used by the authors, it was not
possible to identify the genera and
morphospecies present in the samples. The
most modern molecular biology techniques
should complement the basic techniques of
cultivation and identification, in order to
identify specifically through the sequencing of
nuclear genes, such as the ITS gene, which is
the main gene used for molecular
identification and phylogeny (Lima et al,
2017).

Birds may be involved in the
transmission of fungal diseases in the
following ways: as biological vectors and as
mechanical vectors. Thus, in birds, fungi gain a
diverse  dispersion, since they are
mechanically carried by their feathers or
excreted in their feces (Hubalek, 2004). Fungi
present in the soil, or on plant surfaces, are
easily transferred to bird feathers. Inhalation
of the spores or ingestion of grain containing

the fungus are also routes of infection
(Johansson et al, 2021). When inhaled or
ingested, these fungi are excreted and
dispersed in the environment, as reported by
Akter et al., (2020), which analyzing the feces
of migratory birds in Bangladesh, finding that
these birds had an important role in the
dissemination of filamentous fungi, especially
Aspergillus spp. in the environment, which
could also be the case in our study.

Conclusion

A diversity of filamentous fungi of
various genera was isolated from
feathers and bird droppings, as well as
from litter. The most reported genera
were Aspergillus, Mucor, Cladosporium,
Fusarium, Penicillium, and
Syncephalastrum. According to the
results found, it can be considered that
the Atlantic Forest, even having
suffered several impacts with the
exponential growth and expansion of
urban areas, is still a source of richness
of fungal species. In addition, as this
region is still poorly investigated
regarding the fungal interaction with
passerines, it is necessary that new
mycological studies are carried out to
survey the fungal species in the region,
and molecular biology techniques are
applied in order to find
microorganisms such as keratinophilic
fungi. The study of loads and fungi at
different scales (between feathers,
feces, and litter), allows us to suggest
that the microorganisms that live in the
feathers are the result of the arrival of
fungi from the external environment to
the bird. Other processes, such as
microbial dispersion through feces,
may play a role and should be further
studied.

The continuity of the research is
of great importance to elucidate
whether the profile of the mycobiota is
affected by anthropization and whether
this profile interferes with the health of
birds and the environment. This is the
first study to report saprophytic
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filamentous fungi in wild birds and
litter in the Itatiaia National Park in
southeastern Brazil.
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ABSTRACT.- Genovez-Oliveira J.L., Andrade L.A.S., Oliveira M.S., Lima
V.M., Berto B.P. & Oliveira A.A. 2023. Fungi isolated from wild birds in
the Marambaia Island, Rio de Janeiro State, southeastern Brazil.
Pesquisa Veterindria Brasileira 44:e07383, 2024. Departamento de
Biologia

Animal, Instituto de Ciéncias Biologicas e da Sadde, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, BR-465 Km 7, Seropédica, R] 23897-000, Brazil. E-mail:

bertobp@ufrrj.br

In Brazil, the Atlantic Forest has been suffering from deforestation,
which has had impacts on its flora, fauna, and microbiota. However, the
fungal diversity present in these environments is little known and
studied. In this study, a total of 90 samples of 45 wild birds (45 feathers
and 45 feces) were collected in Ilha da Marambaia, southeastern Brazil.
Filamentous fungi isolated from these samples were identified through
macroscopic and microscopic characteristics. Some isolates were
identified by molecular biology using the PCR technique. Acremonium,
Alternaria, Aspergillus, Cunninghamella, Curvularia, Eurotium, Fusarium,
Geotrichum, Neosartorya, Pestalotia, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus,
Mucor and Syncephalastrum were identified. These results indicate the
presence of saprophytic fungi species in the feathers and feces of wild
birds of the capture site. Further studies should be conducted to elucidate
if the mycobiota profile modifies with anthropization and if it interferes
with bird health and environmental recovery.

INDEX TERMS: Fungi, microbiota, passerines, Atlantic Forest.

RESUMO.- [Fungos isolados de aves silvestres
na Ilha da Marambaia, Estado do Rio de
Janeiro, Sudeste do Brasil.] No Brasil, a Mata
Atlantica vem sofrendo com o desmatamento, que
tem impactado sua flora, fauna e microbiota. No
entanto, a diversidade flngica presente nesses
ambientes é pouco conhecida e estudada. Neste
trabalho, um total de 90 amostras de 45 aves

silvestres (45 penas e 45 fezes) foram coletadas
na Ilha da Marambaia, Sudeste do Brasil. Fungos
filamentosos isolados dessas amostras foram
identificados por meio de caracteristicas
macroscdpicas e microscopicas. Alguns isolados
foram identificados por biologia molecular
usando a técnica de PCR. Foram identificados
Acremonium, Alternaria,
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Aspergillus, Cunninghamella, Curvularia,
Eurotium, Fusarium, Geotrichum, Neosartorya,
Pestalotia, Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus,
Mucor e Syncephalastrum. Esses resultados
indicam a presenca de espécies de fungos
saprofiticos nas penas e fezes de aves silvestres do

local de captura. Novos estudos devem ser
realizados a fim de elucidar se o perfil da
micobiota se modifica com a antropizacdo e se
interfere na saude das aves e na recuperacdo
ambiental.

TERMOS DE INDEXACAO: Fungos, microbiota, passaros,
Mata Atlantica.

INTRODUCTION

In Brazil, a high variety of bird species can be
found, being among the three countries with the
greatest diversity of birds in the world. In this
context, the Atlantic Forest, a tropical forest
biome that covers the east, northeast, southeast,
and south coast of Brazil, is among the top five in
the list of world hotspots, even though its
remaining area is less than 8% of its original
extension (Schweizer et al. 2022). The loss and
fragmentation of habitats and biopiracy are the
main threats to its biodiversity, generating direct
impacts on the fauna, flora, and microbiota
(Lindstrém 1999). Within this biome, Marambaia
Island is considered a biological reserve, which
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constitutes an environmental preservation area in
accordance with Decree No. 9802 of March 12,
1987. The region is administered by the Brazilian
Army, Air Force, and Navy, where they carry out
armament experiments and military exercises.
Moreover, around 430 remaining “quilombolas”
are present in the area, making their living from
fishing and agriculture. Access to the Island is
restricted, which is only possible through navy
vessels and with prior authorization (ICMBio
1987, Lima et al. 2020).

Pollination, insect control, and seed dispersal
are examples of how birds act in the ecosystem
chain (Howard 2003). These birds are among the
animals that can act as reservoirs and dispersers
for various microbial agents such as fungi, which
can associate with feathers, when bumping into
some substrate, and also with internal organs,
entering through the air pathways and orally
(Howard 2003, Reding 2003, Oliveira et al. 2022).
Fungi are agents of the decomposition of organic
matter and can be found in pollen, seeds, and soil
(Simi et al. 2019, Kraisitudomsook et al. 2021).
Furthermore, many of these are opportunistic, that
is when in contact with immunocompromised
hosts, they can cause disease (Pitt 1994, Simi et al.
2019).

The diversity of fungi present in the tropical
environment is very high and most of them are still
unknown (Oliveira et al. 2022). More studies about
the frequency of environmental fungi become
important since most of them have an
opportunistic profile (Oliveira et al. 2022).
Therefore, it is of great importance to define the
profile of the mycobiota residing in these places, as
well as to establish the incidence of filamentous
and/or opportunistic fungi.

When it comes to filamentous fungi, the most
common descriptions are in broilers (Sugiharto
2019, Hamza & Gunyar 2022) in domestic birds,
such as pigeons (Madsen et al. 2023), and captive
birds (Talbot et al. 2018). However, in free-living
birds, this interaction remains poorly studied.

In this scenario, this study aimed to establish
the incidence of filamentous fungi from feathers
and feces of birds in localities of Marambaia Island,
in the Southeast of Brazil, to understand the
diversity and frequency of fungal species in this
habitat.

MATERIALS AND METHODS

Animal Ethics. Field-collecting permits were issued
by the “Instituto Chico Mendes de Conserva¢io da

Q

Biodiversidade” (Chico Mendes Institute for Biodiversity
Conservation - ICMBio), through the “Sistema de
Autorizagio e Informagdo em Biodiversidade”
(Biodiversity Authorization and Information System -
SISBIO) under license number 70132, and Animal Ethics
Committee (CEUA) of the “Universidade do Grande Rio”
(UNIGRANRIO) under protocol number 021/2019.

Study site and sample collection. This study was
conducted on Marambaia Island, a protected area
located in the State of Rio de Janeiro, in the Southeast of
Brazil (22°26'17” S; 44°37°33” W). The expeditions were
carried out in May, June, and July 2021. The captures
took place three days per month and 10 mist nets were
used, totaling 180 meters, and they remained open from
5 am. to 5 p.m,, that is, 12 hours per day and 36 hours
per month. A total of 45 birds of different species were
captured (Table 1). The birds were kept in individual
boxes and feces were collected immediately after
defecation and packed in sterilized centrifuge tubes. The
birds were identified according to Pacheco et al. (2021).
The feathers
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(plumage and tail) were removed with sterile tweezers
and placed in previously sterilized white paper
envelopes to eliminate moisture, thus preventing the
growth of contaminating fungi and/or bacteria. After
obtaining the samples, the birds were released into the
same environment where they were captured. All
samples were properly labeled, packed in thermal bags
atroom temperature, and transported to the Laboratory
of Mycology and Mycotoxicology at the “Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro” (UFRR]).

Fungal isolation. Five to 10mg of feces were
streaked on  Sabouraud agar (Difco) plus
chloramphenicol and each sample was incubated
directly in a Petri dish (90 x 15cm) at 28°C for up to
seven days (Simi et al. 2019). Whole and clipped feathers
were streaked on Mycosel® Agar (Difco) and each sample
was incubated in a Petri dish at 28°C for up to seven days
(Nardoni & Mancianti 2021). For the identification of the
fungi grown on the plates and manes, the following was
observed: growth characteristics of the colonies, such as
color and appearance (macromorphology), and
characteristics of mycelium, presence, shape, size and
septation of macroconidia; abundance and roughness of
microconidia; presence or absence of chlamydoconium;
presence or absence of forms of sexual reproduction;
hyphal septation (Samson et al. 2000, Sidrim & Rocha
2004, De Hoog et al. 2020).

Molecular identification. DNA was extracted from
a total of eight strains of different species, identified
according to the morphological taxonomy, and the
results of these identifications were compared. After
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isolating and obtaining pure cultures, total DNA
extraction was performed using the commercial kit
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen), following the
manufacturer’s recommendations. Then, amplification
was performed using the polymerase chain reaction
(PCR) technique, in the region corresponding to the
internal transcribed spacer (ITS) ITS1 - 5,8S - ITS2. The
PCR reaction contained 12.5pl of GoTaq® G2 Hot Start
Colorless Master Mix (Promega Labs, Sdo Paulo, Brazil)
(1x), 0.25pl of each primer (0.2uM), 9l of nuclease- free
water and 3pl of DNA (for the primary reaction) or 3pl
primary PCR product (for the secondary reaction). This
reagent mixture was subjected to amplification with a
temperature profile that consisted of an initial
denaturation step at 94°C for 5 minutes, followed by 35
cycles with denaturation at 94°C for 30 seconds,
annealing at 60°C for 1 minute, and extension at 72°C for
2 minutes. At the end of the 35 cycles, a final extension
was performed at 72°C for 10 minutes

(Lima et al. 2017). The primers used for amplification
were ITS1 (5’

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) and ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC

3") (White et al. 1990). The PCR amplicons were purified
using the

Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen, Sdo Paulo,
Brazil). All PCR amplicons were sequenced using the
PCR forward and reverse primers by Ludwig
Biotechnology, where an ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California)
was used for Sanger sequencing.

RESULTS

A total of 90 samples from 45 wild birds captured
were collected, which included feathers (n=45)
and feces (n=45) (Table 1). From each sample, it
was possible to isolate one or more filamentous
colonies, while in others there was no growth and,
therefore, the number of isolated fungi does not
correspond to the total number of samples. Out of
a total of 68 isolated fungi, 15 genera were
identified, as shown in Table 2. The genera with a
greater number of occurrences were Mucor and
Fusarium,  followed by  Syncephalastrum,
Penicillium, and Aspergillus.
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The vast majority of fungal species isolated from the

119

isolated samples, 15 genera were identified, namely

feathers and feces of bir-ds in this study are c-onsidered- t0  Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cunninghamella,
belong to the saprophytic fungi genera, occasionally being . .
L. . Curvularia, Eurotium,
opportunistic pathogens. Based on the phenotypic ' . .
characteristics and corresponding taxonomic keys, we can ~ Fusarium, Geotrichum, Neosartorya, Pestalotia,
verify that, among the Paecilomyces,  Penicillium,  Rhizopus, =~ Mucor  and
Syncephalastrum (Table 2).
Table 1. Bird species, samples, and isolated fungi
Family Species Feces Feathers
Myiarchus ferox Fusarium sp. -
M. ferox Fusarium sp. -
Myiozetetes similis Fusarium sp. -
M. ferox Eurotium sp., Fusarium sp. -
M. ferox Syncephalastrum sp. -

Pesq. Vet. Bras. 44:4@/383, 2024
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Tyrannidae

Turdidae

M. ferox

M. ferox

M. ferox

M. ferox

M. similis

M. similis
Elaenia flavogaster

M. ferox

Tyrannus melancholicus

Turdus rufiventris
T. rufiventris
T. rufiventris

Turdus amaurochalinus

Columbidae

Turdus leucomelas
T. rufiventris
T. leucomelas
T. leucomelas

Leptotila verreauxi

L. verreauxi

Columbina talpacoti

Hirundinidae

Vireonidae

L. verreauxi
Leptotila rufaxilla
L. verreauxi
Progne chalybea
P. chalybea
P. chalybea
P. chalybea
P. chalybea
Vireo chivi
V. chivi
V. chivi
V. chivi
V. chivi

Ramphocelus bresilia

Thraupidae

Alcedinidae
Icteridae

R. bresilia
R. bresilia
Thraupis palmarum

Chloroceryle americana
Molothrus bonariensis

Picidae Veniliornis maculifrons

TOTAL

DISCUSSION

It should be noted that studies involving the
in wild birds,
Passeriformes, despite their great importance, are

mycobiota present

45

mainly

Syncephalastrum sp.
Fusarium sp.

Syncephalastrum sp.
Syncephalastrum sp.
Mucor sp.

Mucor sp.

Mucor sp.
Penicillium sp., Pestalotia sp.
Fusarium sp.

Pestalotia sp., Fusarium sp.
Mucor sp.
Mucor sp.

Mucor sp.
Syncephalastrum sp.
Mucor sp., Syncephalastrum sp.
Syncephalastrum sp.

Acremonium sp.
Rhizopus sp.
Fusarium sp., Paecilomyces sp.
Fusarium sp.
Alternaria sp.
Rhizopus sp.

Mucor sp.

Eurotium sp., Fusarium sp.
Mucor sp.
Curvularia sp., Mucor sp.
Mucor sp.

Mucor sp.
Penicilium sp.
Mucor sp.
Acremonium sp.
Acremonium sp., Fusarium sp.
Syncephalastrum sp.
Fusarium sp.
Neosartorya sp.

48

Penicillium sp.
Syncephalastrum sp.

Syncephalastrum sp.
Cunninghamella sp.

Fusarium sp., Geotrichum sp.

Mucor sp.

120

Mucor sp., Fusarium sp., Mucor sp.,

Rizopus sp.

Penicillium sp.

Fusarium sp.
Aspergillus sp.
Fusarium sp., Aspergillus sp.
Rhizopus sp.

Penicillium sp., Aspergillus sp.
Curvularia sp.

20

scarce, and, in Marambaia Island, no survey of the
mycobiota present in the feathers or feces of these
animals has been conducted so far. This seems to
be the first study to report saprophytic fungi in

wild birds on Marambaia Island.

The Tyrannidae family was the most prevalent

120
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in the capture (Fig.1). It is important to point out
that tyrants are one of the most diverse and
numerous groups of birds worldwide and,
consequently, also in the neotropical region
(Chaves et al. 2008). These birds have spread to
every conceivable habitat (Ridgely & Tudor 1994)
and they adapt to a wide variety of ecological
niches as they occupy all different vertical strata

Table 2. Frequency list of fungi identified in the

majority of tyranids are insectivores and a few feed
on fruits (Brum et al. 2012). These results reinforce
the need for further studies involving the presence
of fungi and the correlation with the food consumed
by these animals. The genus Fusarium sp. is
common in grains and commercial feed used for
captive birds, as reported by Koptcke et al. (2021),
who evaluated contamination by fungi and their
mycotoxins in feed offered to birds of the species
Nymphicus hollandicus, popularly known as
cockatiels. Over six months, the feed intended for
consumption by these birds was collected for a

mycological analysis, resulting in a high fungal

substrates analyzed
Fungi Feathers
Feces
Acremonium 3 -
Alternaria 1 -
Aspergillus - 3
Cunninghamella - 1
Curvularia 1 1
Eurotium 2 -
Fusarium 12 4
Geotrichum - 1
Mucor 13 3
Neosartorya 1
Penicillium 2
Pestalotia 2 -
Paecilomyces 1 -
Rhizopus 2 2
Syncephalastrum 8 2
TOTAL 48 20

within tropical forests (Sick 1997). When separately
analyzing fungal isolates from this family, we
noticed that the most prevalent genus was
Fusarium, found only from the feces of these
animals and none from the feathers, which suggests
the presence of these fungi in the diet and
gastrointestinal tract of these birds. The vast

Picidae
Icteridae
Alcedinidae
Thraupidae
Vireonidae
Hirundinidae
Columbidae
Turdidae

Tyrannidae

o
N
¥ -9

activity of
the genus Fusarium.

Birds can carry pollen, seeds, small parasites,
and even fungi on their feet, feathers and beak, thus
acting as dispersers in an ecologically balanced
environment (Hubalek, 2004). Therefore, it is
possible to assume the importance of isolating fungi
from the feces and feathers, as it was performed in
the present study.

Among the 15 genera reported, the most
frequent ones in this research were Mucor,
Fusarium, and Syncephalastrum, followed by
Penicillium, Aspergillus, and Rhizopus (Fig.2-7), and
when analyzing the total number of fungi present in
the substrates (feces and feathers), we observed a
greater number of isolated genera in the feces than
in the feathers (Table 1). Similar results were found
by Oliveira et al. (2022) who, when studying the
fungal diversity present in the birds of the Itatiaia
National Park in Brazil, reported the presence of
Aspergillus spp., Mucor spp. Cladosporium spp.,
Fusarium spp., Penicillium Spp. and

[fl![f"'

6 8 10

v
N
—
o
—
2}

M Feathers M Feces

Fig.1. Distribution of fungi isolated from the collected substrates, according to the bird family.
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Syncephalastrum spp. The same authors showed a
higher prevalence of fungi in the feces than in the
feathers of the captured birds.

Another genus largely found was Mucor,
belonging to the order of Mucorales. These fungi
have fast-growing and woolly colonies. Mucor is
the main genus of the order, which has simple or
branched sporangiophores, forms globular
sporangia, and does not have rhizoids (De Hoog et
al. 2020, Freitas et al. 2021). Further, when
analyzing the presence of this fungus in the
substrates, we noticed that it was reported in
greater quantity in the feces than in the feathers,
as also evidenced by Oliveira et al. (2022),
reinforcing the need for further studies involving
the feeding of these animals.

According to Oliveira et al. (2022), itis difficult
to observe the dispersion of filamentous fungi
through feces in the wild environment, since when
the feces are dispersed, whether, in soil or litter,
they generate cross-contamination with fungi that
were present in these substrates, making it
difficult to know its origin. Thus, the capture
methodology of this study allows a more precise
identification, since the feces are collected and
kept in sterilized paper envelopes, therefore,
avoiding cross- contamination. These results
ensure that these fungi were present in the feces
of the birds and that they are by them dispersed
into the environment. Other studies have already
reported this dispersion wusing different
methodologies, such as Correia et al. (2019). The
authors analyzed the feces with intact seeds,
which were placed in sterilized soil and kept for
four months in a protected environment to avoid
contamination. As a result, seven seedlings of
Rubus ulmifolius obtained from four independent

feces of Erithacus rubecula and Sylvia
melanocephala, were colonized by arbuscular
mycorrhizal fungi. As for the genetic analysis,
nucleotide sequences were obtained from the
regions of interest (ITS) ITS1 - 5.85 - ITS2, and all
these sequences were subjected to species-level
identification =~ through  comparison  with
sequences deposited in the GenBank database,
which made it possible to identify species such as
Syncephalastrum  racemosum,  Pestalotiopsis
microspora, Alternaria alternata, Penicillium
herquei, Trichoderma asperellum and Fusarium sp.
(Table 3). Despite the sequenced regions being
widely used in several studies for the
characterization of fungal species, for some
isolates, these regions were not sensitive enough
for amplification. Because it covers the diversity
of the mycobiota of the Atlantic Forest, we may be
dealing with new species that have not yet been
described or a primer that
does not have enough similarity for amplification.
The most modern techniques of molecular
biology should complement (and not replace) the
basic techniques of cultivation and identification
to avoid identification errors, using morphological
taxonomic keys and sequencing of nuclear genes,
such as the ITS gene, which is the main gene used
for molecular identification and phylogeny (Lima
et al. 2017). Studies conducted by Labrador et al.
(2021) verified the prevalence of Kingdom Fungi
in relation to other microorganisms in the
feathers of birds from southern Spain, showing
fungi as the main microorganisms. However, the
methodology used by the authors did not
prioritize the description of morphospecies.
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Fig.2-7. Light microscopy of isolated fungi. (2) Mucor sp. with lactophenol cotton blue. (3) Fusarium sp. with
lactophenol cotton blue. (4) Syncephalastrum sp. with lactophenol cotton blue. (5) Penicillium sp. with sodium
hydroxide (20%). (6) Aspergillus sp. with lactophenol cotton blue. (7) Rhizopus sp. with lactophenol cotton blue.
Isolate from feces.

Table 3. Species identified by traditional taxonomy and molecular biology

Primer Identification blast Identity Morphological analysis
ITS1 Alternaria sp. 99.81% Alternaria sp.
ITS4 Alternaria alternata 100%

ITS1 Fungal endophyte culture 100% Pestalotiopsis sp.
ITS4 Pestalotiopsis microspora 99.61%
ITS1 Syncephalastrum racemosum 100% Syncephalastrum sp.
ITS4 S. racemosum 99.31%
ITS1 Fungal sp. 100% Syncephalastrum sp.
ITS4 S. racemosum 98.97%
ITS1 Trichoderma asperellum 99.65% Mucor sp.
ITS4 There was no similarity
ITS1 Penicillium herquei 98.84% Penicillium sp.
ITS4 P. herquei 99.82%
ITS1 S. racemosum 99.82% Aspergillus sp.
ITS4 There was no similarity
ITS1 Fusarium sp. 96.96% Fusarium sp.
ITS4 Fusarium sp. 100%
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CONCLUSIONS

A diversity of filamentous fungi of various genera was isolated from the feathers and feces of birds. The
most reported genera were Mucor, Fusarium, Syncephalastrum, Penicillium, Aspergillus, and Rhizopus.

According to the results found, it can be considered that the Atlantic Forest, even though it has suffered
several impacts with the exponential growth and expansion of urban areas, is still a rich source of fungal
species. The creation of new primers should be encouraged to shed light on a greater range of fungal
species.

Moreover, as this region is still poorly investigated regarding the interaction of fungi with passerines,
it is necessary that new mycological studies be conducted to survey the fungal species in the region, and

molecular biology techniques be concomitantly applied (polyphasic taxonomy) to assist in the
identification of these microorganisms.
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Cni i

are a subosci ines of the genus Synallaxis Vieillot, 1818 which have great interest for orni-
lhology given the wide dlve!sity of 37 species that are distributed throughout the N pical region. Despite
this wide diversity and distribution, Synallaxis spp. have never been recorded as hosts of coccidian parasites. In
this context, the current study describes a new species of Isospora Schneider, 1881 from rufous-capped spinetails
Synallaxis ruficapilla Vieillot, 1819 captured in the Itatiala National Park, which is a federal conservation unit in
Southeastern Brax.u The oocysts of Isospora pichororei G Oliveira & Berto n. sp. are subspheroidal to
idal, on age 25 by 21 pm. Micropyle is present, but discrete. Oocyst residuum absent, but one
or two polar granules are present. Sporocysts are ellipsoidal with slightly pointed posterior end, measuring on
average 17 by 10 pym. Stieda and sub-Stieda bodies are present. Sporocyst residuum is clustered among the
vermiform sporozoites, which have striations, refractile bodies and nucleus. This morphology was different from
the other Isospora spp. recorded in the host family Furnariidae. Molecular identification was targeted by the
lification and sequencing of a locus of the mitochondrial cytoch ¢ oxid bunit 1 (cox1) gene. This
sequence had the highest similarity of 99.5% with a sequence deposited for Isospora oliveirai Ortiizar-Ferreira &
Berto, 2020, which is a coccidian species that parasitizes suboscine tityrids Schiffornis virescens (Lafresnaye,
1838), also in the Itatiaia National Park. Phybgenenc analysis gmuped some speues in subclades, including
I pichororei with L oliveirai; however, it was i lusive in an exp of p host ¢ lution. Finally,
L pichororei is established as new to science, being the first description fmm Synallaxinae and the third
iption from F dae. Furth this is the first Isospora sp. from the host family Furnariidae to have a
lecul ! ion by ing a locus of the cox! gene of the mitochondrial genome.

1. Introduction

Synallaxis ruficapilla Vieillot, 1819, which is distributed throughout
Southeastern Brazil, reaching as far as Argentina and Paraguay [1,2].

The avifauna of South America is remarkably diverse, with countless
species from the most different orders, families and genera [1,2].
Spinetails of the genus Synallaxis Vieillot, 1818 are suboscine passerines
of great interest for ornithology, given the wide diversity of 37 species
that are distributed throughout the Neotropical region [1,3]. One of the
species of spinetails that occurs in Brazil is the rufous-capped spinetail

* Corresponding author.
E-mail address: bertobp@ufrr br (B.P. Berto).

hetps://doi.org/10.1016/).parint.2024.102936

Research on parasites of wild birds has been important for moni-
toring the health of wild bird populations and evaluating the conser-
vation status of certain ecosystems, in addition to determining the
diversity and distribution of parasitic species in the wild [4]. However,
despite significant advances in recent decades, the diversity of parasites
from wild birds is little known, especially some parasitic groups, such as
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coccidians, which are rarely, or even not, reported from some taxa [5].
This is the case of the subfamily Synallaxiinae, which despite having a
diversity of 17 genera and 59 species distributed throughout Brazil [2],
does not have any described cocridian species. This lack of descriptions
should be associated with no, or few, fecal exams performed in this
subfamily, rather than negative parasitism [5].

In this context, the present study provides a description and molec-
ular identification of a new species of Isospora Schneider, 1881 from
rufous-capped spinetails 5. ruficapilla captured in the Itatiaia National
Park, which is a federal conservation unit in Southeastern Brazil.

2. Materials and methods
2.1. Sample collection

Twelve expeditions, between 2014 and 2022, were conducted in the
Itatiaia National Park, a protected area with a high degree of vulnera-
bility, located in the Serra da Mantiqueira on the border of the States of
Rio de Janeiro, Minas Gerais and 3ao Paulo [6]. Eleven of these expe-
ditions were conducted in three different locations in the lower part of
the park, at altitudes ranging from 600 to 1200 m: (1) First to the fifth
kilometre of the Ruy Braga Crossing (22°2671778, 44°37'33"W) (five
expeditions); (2) Butterfly Trail (22°26'577S, 44°36'25"W) (four expe-
ditions); and (3) Trail near the Park entrance (227273875, 44°3534™W)
(two expeditions). Only one of these expeditions was conducted in the
high-altitude plateau of the park (22°2207°S 44° 44'44"W), at an altitude
of approximately 2000 m. Mist nets were used for the capture of the
birds. A total of 18 specimens of 5. ruficapilla were captured, of which
only one was captured on the high-altitude plateau of the park. The
captured birds were specifically identified [7,8], photographed and
banded with numbered metal rings provided by the Brazilian bird-
ringing agency (Centro Nacional de Pesquisa e Conservagao de Aves
Silvestres — CEMAVE) [Y]. Subsequently, the birds were kept in indi-
vidual boxes lined with clean paper until defecation, when they were
released at the same place of capture. Each fresh droplet of feces from
each individual bird was placed individually in a centrifuge tube with a
potassium dichromate 2.5% (KaCraOs) solution [10].

2.2, Morphological analysis

Samples were examined at the Laboratory of Biology of Coccidians
(Laboratorio de Biologia de Coccidios — LABICOC), Federal Rural Uni-
versity of Rio de Janeiro (Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro -
UFRRJ). All samples were incubated at room temperature (25 “C) for 7
days. Oocysts were isolated by flotation in Sheather’s sugar saturated
solution (specific gravity: 1.20) [11]). Prevalence was calculated as the
number of hosts positive for coccidian oocysts divided by the number of
hosts examined [12]. Density refers to the number of oocysts per fecal
droplet (OPD) [10,12]). Morphological observations and measurements
were made following the guidelines of Duszynski and Wilber [11] and
Berto et al. [13], using an Olympus BX binocular microscope (Olympus
Optical, Tokyo, Japan) equipped with a digital camera Eurekam 5.0
(BEL Photonics, Monza, Italy). Line drawings, photomicrographs and
other figures were edited using two software applications (Corel DRAW
and Corel PHOTO-PAINT) from CorelDRAWE (Corel Draw Graphics
Suite, Version 2020, Corel Corporation, Canada). All measurements are
in micrometres and are given as the range followed by the mean in
parentheses.

2.3, Molecular analysis

Thirty-two oocysts of the same morphotype under light microscopy,
which were recovered from a single fecal droplet, were isolated, resus-
pended in 0.9% (v/v) phosphate buffered saline (PBS) and washed by
centrifuging until the supernatant became clear [14]. DNA was extrac-
ted from the oocysts using the Quick DNA Kit (Zymo Research)

Comparative morphology of lsospora spp. recorded from Fumaridae in New Warld,
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according to the manufacturer’s instructions. Four freeze-thaw cycles
were applied prior to DNA extraction in order to achieve complete lysis
of the oocysts. PCR amplification for a locus (COIBF1) of the mito-
chondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) gene were targeted
[14,15]. For amplification, a 25 pl PCR reaction was prepared using 3 pl
of genomic DNA (<1 pg), 125 pl of GoTaq® G2 Hot Start Colorless
Master Mix (Promega Labs) (1x), 0.25 pl of each Primer (0.2 pM) and 9
pl of Nuclease Free Water. PCR amplification was conducted using the
cycling conditions originally indicated by Ortizar-Ferreira et al. [15]).
Amplicons from the nested PCR was purified using the ReliaPrep™ DNA
Clean-Up and Concentration System.

2.4. DNA sequence analyses

PCR product was sequenced using the PCR forward and reverse
primers by Ludwig Biotechnology, where an ABI-Prism 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California) was used for
Sanger sequencing. The result of the scquenclng reaction was analyzcd
and edited in the Chromas 2.6 pr e was compared with
other coccidian parasites avanlahlc on the Ganauk database using the
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Alignment was created in
MEGA v10.2.6 using Clustal W (hitp://www.clustalw.genome.jp).
Phylogenetic relationship was reconstructed using Bayesian Inference in
the MrBayes v3.2.7 [16] and using Maximum likelihood method in the
MEGA [17]. The best fitting evolutionary model for the phylogenetic
analysis was selected by the Model Selection in MEGA. Bayesian Infer-
ence analysis was conducted under the GTR + G evolutionary model for
1000,000 generations, and the tree was summarized after removing 25%
of burn-in. Maximum likelihood analysis was conducted under the
TN93 + G evolutionary model, and the bootstrap values were calculated
by 1000 replicates. The resultant phylogenetic tree was visualized in the
MrBayes and MEGA and exported in FigTree v1.4.4 (hitp://treebio.ed.
ac.uk/).

3. Results
3.1. Prevalence and description

Nine of 18 (50%) S. ruficapilla captured in the Itatiaia National Park
were positive for coccidian oocysts. The only specimen captured in the
high-altitude plateau of the park was positive. The observed coccidian
oocysts were classified in the genus Isospora; however, they did not share
equivalent taxonomic characters with any Isospora sp. previously
recorded from passerines of the same genus, subfamily or family as the
host (Table 1). This material is described below.

Isospora pichororei Genovez-Oliveira & Berto n. sp. (Figs. 1, 2).

Kingdom: Chromista Cavalier-Smith, 1981.

Phylum: Miozoa Cavalier-Smith, 1987.

Infraphylum: Apicomplexa Levine, 1970.

Class: Coccidiomorphea Doflein, 1901.

Subclass: Coccidia Leuckart, 1879,

Family: Eimeriidae Minchin, 1903.

Genus: Isospora Schneider, 1881.

Oocyst (n = 114) ovoidal to elongate ellipsoidal, 21-32 x 18-24
(25.5 x 21.1); L/W ratio 1.1-1.7 (1.21). Wall bi-layered, 1.5-1.9 (1.7)
thick, outer layer smooth, ¢.2/3 of total thickness. Micropyle is present,
but discrete or barely discernible in some oocysts, 3.8-4.3 (4.1) wide.
Oocyst residuum absent, but one (infrequently two) polar granule is
present, 3.0-3.3 x 2.4-2.6 (3.1 x 2.5). Sporocyst (n = 114) ellipsoidal
with a slightly pointed posterior end, 15-19 x 9-12 (16.6 x 10.2); L/W
ratio 1.5-1.8 (1.63). Stieda body present, prominent, knob-like to
bubble-shaped, 1.0-1.6 high x 1.5-2.0 wide (1.2 x 1.8). Sub-Stieda
body present, rectangular to trapezoidal, 1.1-1.7 high x 21-2.8 wide
(1.4 x 2.5). Para-Stieda body absent. Sporocyst residuum present,
consisting of les in a large and irregular cluster, 5.7-7.0
x 4.3-6. 0 (6.2 x 5.1). Sporozoilcs vermiform, with striations on the

Porasitology International 103 (2024) 102936

Fig. 1. Composite line drawing of the sporulated oocyst of Isespora pichorarei
from rufous-capped spi ils Synallaxis ruficapilla in South, Brazil. Scale-
bar: 10 pm.

entire anterior half, anterior and posterior refractile bodies and a central
nucleus.

3.2. Diagnosis

Isospora pichororei is the third coccidian species recorded for Fur-
nariidae, but the first record in the subfamily Synallaxiinae. This species
is different in most taxonomic characters from Isospora hyloctistum
McQuistion & Capparella, 1994 and Isospora automoli McQuistion,
Barber & Capparella, 1999, which are recorded in the same host family,
but from a different subfamily, Philydorinae (Table 1) [2,18,19). Typical
characteristic features of L pichororei are the discrete micropyle, prom-
inent Stieda body, and striations in the sporozoites. Furthermore,
I pichororei can be easily differentiated from L. hyloctistum and . automoli
by the larger oocysts, elongate ellipsoidal shape (as seen by the L/W
ratio of up to 1.7), up to two polar granules, sporocysts with pointed end,
and large and irregular sporocyst residuum.

3.3. Taxonomic summary

Type host: Synallaxis ruficapilla Vieillot, 1819 (Aves: Passeriformes:
Tyranni: Fumariida: Fumarioidea: Furnariidae: Synallaxiinae), chivi
vireo.

Type locality: Itatiaia National Park (22°26'S, 44°36'W), South-
eastern Brazil.

Type-material: Photosyntypes, line drawing and oocysts in 2.5%
K3Cry07 solution [20] are deposited and available (hitp://r1.ufrr).br/]
abicoc/colecao.html) in the Parasitology Collection of the Laboratério
de Biologia de Coccidios, at UFRRJ, under the repository number P-138/
2024. Photographs of the type-host specimen (symbiotype) are depos-
ited in the same collection.

Representative DNA sequence: DNA amplification of the COIBF1
locus [15] showed clear band around ~250 bp. Representative sequence
was d ited in the GenBank database under the accession number:

¥

PP944376.
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Fig. 2. Photomicrographs of sporulated oocysts of Isospora pichororei from rufous-capped spinetails Synallaxis ruficapilla in Southeastern Brazil. Note the anterior

(arb) and posterior (prb) refractile bodies, micropyle (m), nucleus (n), outer (ol) and inner (il) layer of the oocyst wall, polar gi

le (pg), sp iduum (sv),

Stieda body (sb) and sub-stieda (ssb) bodies and striations (str). All photomicrographs are at the same scale. Scale-bar: 10 pm.

ZooBank registration: To comply with the regulations set out in
Article 8.5 of the amended 2012 version of the International Code of
Zoological Nomenclature [21] details of the new species have been
submitted to ZooBank. The Life Science Identifier (LSID) of the article is
urn:lsid:zoobank. org:pub:A2EES479-9147-48A7-A84F-8E325B4E6FFD.
The LSID for the new name Isospora pichororei Genovez-Oliveira & Berto
n  sp. is  umlsid:izoobanlk orgmact:B72E021E-9149-4C8E-BF7E-
33CF41A33C46.

Site of infection: Unknown, oocysts were recovered from feces.

island canaries Serinus canaria (Linnacus, 1758) which has a worldwide
distribution [24].

3.5. Phylogenetic analyses

Phylogenetic analyses based on the COIBF1 locus included sequences
from coccidians available in GenBank (Fig. 3). Eimeria tenella (Railliet &
Lucet, 1891) was used as the outgroup. Isospora pichororei sat in a
monophyletic group with L oliveirai with high posterior probabilities

Prevalence : 50%(9/18) in total: 47%(8/17) in the lower part of the Itatiaia National Park:and 100%(1/1) in the high — altitude plateau.

Density: Mean of 658 (ranging from 7 to 4576) OPD. The positive
specimen in the high-altitude plateau shed 250 OPD.

Etymology: The specific name is derived from the common local
name for the host, which is ‘pichororé’.

3.4. Molecular analysis

Molecular analysis at COIBF1 locus of the oocysts morphologically
identified as L pichororei recovered from S. ruficapilla resulted in a
sequence that differed from other Isospora spp. dep d in the GenBanl
database.

The sequence of L pichororei had the highest similarity of 99.5% with
a sequence deposited for Isospora oliveirai Ortizar-Ferreira & Berto,
2020, which is a species that parasitizes the greenish schiffornis Schif-
fornis virescens (Lafresnaye, 1838), a suboscine passerine from the
Tityridae family. Isospora oliveirai also has the Itatiaia National Park as
type locality [22]. More distantly, with about 98% similarity, are two
coccidian parasites of oscine passerines: (1) Isospora trincaferri Berto,
Balthazar, Flausino & Lopes, 2008 from green-winged saltators Saltator
similis d"Orbigny & Lafresnaye, 1837, which was recently reported in
Itatiaia National Park [23]; and (2) Isospora canaria Box, 1975 of the

and b P supports, corresp ji.l'ls to similarity of 99.5% b

these Isospora spp. Considering the preceding clade, there are also Iso-
spora spp. of oscine and suboscine passerines from different families, as
also observed in the sister clades.

4. Discussion

In the taxonomic review of coccidians from New World passerine
birds by Berto et al. [25] three Isospora spp. are recorded for the host
family Furnariidae. This is due to the fact that the leaftossers Sclerurus
spp. were classified in Furnariidae at that time; however, these passer-
ines are currently the type genus of Scleruridae [2]. In contrast, it is
noteworthy that BirdLife International [1] still classifies the leaftossers
Sclerurus spp. as furnariid birds. In any case, the only species described
from this passerine genus is Isospora scleruri McQuistion & Capparella,
1994, which was recovered from black-tailed leaftossers Sclerurus cau-
dacutus (Vieillot, 1816) and tawny-throated leaftossers Sclerurus mex-
icanus Sclater, 1857 in Ecuador. This species is similar in size and shape
to L pichororei, but can be differentiated mainly by the absence of
micropyle and the wavy shape of the sub-Stieda body [15]. In addition
to this, no other Isospora sp. has been described from former furnarids.

All Isospora spp. of furnariid and sclerurid birds were described by
the research group of Dr. Thomas McQuistion in the 1990s in the
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Eimeria feneila (OPEDD4E3)

—— isospora ugensas (MW303519) - Lugensa brevirostis (Procallariformes: Procallaridae)

——Iz05pors sagitfulae (MFOB1004) - Pynigiena feucoptera (Tyranni: Thamnophilidae)

—Isospors iepfapogani {OM3E8833) - Lepfapogon amawocephalus (Tyranni. Rhwnchocyclidae)

- Isospors lopest (MFA3826T) - Plalyrinchus mystaceus {Tyrannd: Tyrannidas)

|=lsospora massand (MNE02625) - Turdus albicollis (Fasseri: Turdidas)

0.5635) e isspora borbai (MKDST528) - Conapophaga spp. (Tyrannic Conopophagidae)

= [508pors spovophilae (MHABASAS) - Spovophila fronfals (Passen: Theaupidae)

izospore sepehibensie (MKEE260E) - Trchothraupis mefanops (Fasseri: Thraupidee)

b Isaspovs hypoloucas (FJ269363) - Foedwla hypoleucs [Passar: Muscicapidaa)

sags—I50500ra coeretae (OK184671) - Coereba Mnveols (Passed: Thraugidae)

41)"'_—.‘30%‘& feroxis (MTEE3402) - Tolmomyias suphurescens (Tyranni: Rhynchooyclidae )
isnspora sfriats (MWSR2619) - Dendrocincia turding (Tyranni: Dendrocolaptidas)y

(—izospora sp. (MWB45337) - Passenna cyanea (Passeri: Cardinalidae)

Isaspora serini (OP1BEDES) - Sevinus cavaria (Passeri: Fringillidae)

feogpora pamaitstiaensis (MT233550) - Opsithamnus meniads (Tyranni: Thamnophididas)

izospora sp. (MWE45338) - Tundus

isospara canania (OP186067) - Sennus canana (Passeri: Fringilidas)

Tsogpora trincafern (QRB31536) - Salater Simils (Passern Thraupidae)

Isospora bashewterusi (OMI25014) - Basheuterus culleivarus (Passeri; Panlidae)

Isospora pichororel (PP944376) - Synailaxis ruficapiila (Tyranni: Furnarlidase)

Isospora elveiral (MTZ76845 ) Schifformis virescens (Tyranni: Tityridae)

—— isnspora parmaitalisienss (MT233551) - Pyriglena

[zogpors simiis! (OKE3153T) - Saltator simils (Passerl Thraupides)

(Passeri: Turdidae)

ra (Tyranni: Thamnophdidae)

Fig. 3. Phylogenetic relationship of laspora pichorerei from rufous-capped spinetails Synaflaxis muficapilla inferred by Bayesian analysis for a locus (COIBF1) within
coxd gene of the mitochondrial genome. Branch lengths correspond to mean posterior estimates of evolutionary distances (secale-bar: 0.006). Branch labels at the
nodes show posterior probabilities (lefi) under the Bayesian Inference analysis and bootstrap values (right) derived from Maximum likelihood analysis. Only posterior
probabilities higher than 0.5 are displayed. The phylograms were outgrouped using Eimeria fenella (Railliet & Lucet, 1891).

Provinces of Sucumbios and Esmeraldas in Ecuador [18,19,25). Despite
the distance of these type localities to the type locality of I pichororei in
southeastern Brazil, it is worth highlighting that all of these hosts
Automolus spp. ¢ Sclerirus spp. have only cis-Andean distribution, or cis-
Andean and trans-Andean distribution, in addition to being distributed
in the Brazilian Amazon. This observation highlights the possibility of
dispersion and transmission of these sospora spp., originally recorded in
Ecuador, to susceptible birds in Brazil [4]. In this context, although
& ruficapilla is not sympatric with these host species due to its distri-
bution being almost restricted to southeastern Brazil, other susceptible
furnariid birds that have wide distributions could disperse these Isospora
spp. throughout the Neotropical region, including southeastern Brazil
[4). This dispersal dynamic was observed for lsospora saginuloe
MeQuistion & Capparella, 1992 from antbirds, which was originally
described from Ecuador [26], posterorly reported in the Bragzilian
Amazon [27] and, finally, in the Atlantic Forest of southeastern Brazil
[28).

On the other hand, the foliage-gleaners Automolus spp. are furnariid
birds classified in the subfamily Philydorinae, unlike 5. ruficapilla, which
is classified in the subfamily Synallaxiinae; while leaftossers Sclerrus
spp. are currently classified in Scleruridae as mentioned previously [2].
Therefore, when considering specificity at the host sub-family level,
Isospora spp. recorded from Awomolus spp. would not be infective for
& ruficapillo; and to consider that I scleruri can infect 5. nuficapilla,
specificity beyond the host family should be considered. In this sense, in
the current work it was decided to consider only Isospora spp. recorded
from Automolus spp. for taxonomic comparison in Table 1, according to
the concept of specificity at the host-family level for eimeriid coccidians
widely disseminated in the scientific literature [11,25].

Aiming to evaluate the susceptibility of 5 ruficapilla to Isospora spp.
recorded from Automolus spp. and Scleruns spp., in addition to the basic
morphological comparison of their oocysts, a direct experimental
infection and/or molecular analysis by sequencing certain gene loci
shoiild be carried out [11,13). In the current work, the COIBF] locus was
targeted, which was a pioneer in molecular studies of Isospora spp. of
passerines, and is the locus that has the largest number of deposits of
Isospora spp. in GenBank. This locus was originally targeted by Dolnik
etal. [14] because it belongs to the cox] gene, which is the most suitable
for species delimitation and differentiation [15,29], and because it is the
most successful for DNA amplification from a single or few oocysts [14].

The phylogenetic analysis constructed for the COIBF1 locus was
inconclusive for sospora spp. of passerines despite the large number

deposited in GenBank, as already highlighted in previous works
[15,22,30]. In the cladogram (Fig. 3) three coherent subclades with two
Isospora spp. are observed, including the subclade with I pichorored and
I. oliveirai; however, the larger clades group together Isospora spp. from
oscine and suboscine passerines from different host families. This
inconclusive observation is based on the expectation of coevolution,
where parasites evolve together with their hosts and, therefore, should
form monophyletic groups according to their host families [4]. On the
other hand, other morphological, biological and/or ecological charac-
teristics may be observed that support these phylogenetic results. For
example, L pichorore and L ofiveiral, which were the most similar and sat
in monophyly in the phylogenetic analysis, despite parasitizing distinct
suboscine passerine families, have some similar characteristic features
in their oocysts, such as: cocyst size, shape of the Stieda and sub-Stieda
bodies, and size and shape of the sporocyst; despite being absolutely
distinet in the oocyst wall, polar granule and oocyst residoum [22].
There is also the observation that many of the coccidian species in the
clades and subclades were recorded in the Itatiaia National Park, which
would support the perspective of monophyletic groups formed from
geographic regions; however, some species in these clades are recorded
from distant localities, including other zoogeographic regions. In any
case, there is currently no evidence or approaches that parsimoniously
support the phylogenetic results observed from sequences at the COIBF1
lacus of Isospora spp. from passerines, mainly from a co-evolutionary
perspective.

Finally, after analyzing the morphological and molecular data of the
species identified in the current study in comparison with related species
recorded in the scientific literature, I pichororei is established as new to
science, being the first description from Synallaxinae and the third
description from Furnariidae. Furthermore, this is the first Isospora sp.
from the host family Furnariidae to have a molecular supplementation
by sequencing a locus of the cox? gene of the mitochondrial genome.
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	ABSTRACT (1)
	1 INTRODUÇÃO
	No Brasil é possível encontrar uma grande variedade de espécies de aves, estando entre os três países com maior diversidade de aves do mundo. Nesse contexto, a Mata Atlântica, bioma de floresta tropical que abrange o litoral leste, nordeste, sudeste e...
	A perda e fragmentação de habitats e a biopirataria são as principais ameaças à sua biodiversidade, gerando impactos diretos na fauna, flora e microbiota (Lindström, 1999). Dentro deste bioma, temos a Ilha da Marambaia, considerada reserva biológica e...
	A região é administrada pelo Exército, Força Aérea e Marinha Brasileira, onde atuam realizar experimentos com armamentos e exercícios militares. Além disso, cerca de 430 quilombolas remanescentes estão presentes na área, vivendo da pesca e da agricult...
	A polinização, o controle de insetos e a dispersão de sementes são exemplos de como as aves atuam na cadeia do ecossistema (Howard, 2003). Essas aves estão entre os animais que podem atuar como reservatórios e dispersores de diversos agentes microbian...
	Os fungos são agentes de decomposição da matéria orgânica e podem ser encontrados no pólen, nas sementes e no solo. (Simi et al., 2019; Krasitudomsook et al., 2021). Além disso, muitos destes são oportunistas, ou seja, quando em contacto com hospedeir...
	A diversidade de fungos presentes no ambiente tropical é muito elevada e a maioria deles ainda é desconhecida (De Oliveira, 2022). Mais estudos sobre a frequência de fungos ambientais tornam-se importantes, uma vez que a maioria deles apresenta perfil...
	Quando se trata de fungos filamentosos, as descrições mais comuns são em frangos de corte (Sugiharto, 2019; Hamza; Abaci Gunyar, 2022), em aves domésticas, como pombos (Madsen et al., 2023), e em aves em cativeiro (Talbot et al., 2018). Contudo, em av...
	Neste cenário, este trabalho teve como objetivo estabelecer a incidência de fungos filamentosos de penas e fezes de aves em localidades da Ilha da Marambaia, no Sudeste do Brasil, para entender a diversidade e frequência de espécies de fungos neste ha...
	2 MATERIAIS E MÉTODOS
	2.1. Local de Estudo e Coleta de Amostras
	Este estudo foi realizado na Ilha da Marambaia, uma área protegida localizada no Estado do Rio de Janeiro, no Sudeste do Brasil (22 26'17"S; 44 37'33"W). As expedições foram realizadas nos meses de maio, junho e julho de 2021. As capturas ocorreram 3 ...
	As aves foram mantidas em caixas individuais e as fezes foram coletadas imediatamente após a defecação e acondicionadas em tubos de centrífuga esterilizados. As aves foram identificadas segundo Pacheco et al., (2021). As penas (plumagem e cauda) foram...
	Todas as amostras foram devidamente etiquetadas, acondicionadas em bolsas térmicas em temperatura ambiente e transportadas para o Laboratório de Micologia e Micotoxicologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
	2.2 Isolamento fúngico
	Cinco a 10 mg de fezes foram semeadas em ágar Sabouraud (Difco) mais cloranfenicol e cada amostra foi incubada diretamente em placa de Petri (90 x 15 cm) a 28  C por até 07 dias (Simi et al., 2019).
	Penas inteiras e cortadas foram semeadas em Ágar Mycosel® (Difco) e cada amostra foi incubada em placa de Petri a 28  C por até 07 dias (Nardoni; Mancianti, 2021).
	Para a identificação dos fungos cultivados nas placas e crinas foram observados: características de crescimento das colônias, como cor e aparência (macromorfologia), e características do micélio, presença, forma, tamanho e septação de macroconídios; a...
	2.3 Identificação Molecular
	O DNA foi extraído de um total de 8 linhagens de espécies diferentes, identificadas de acordo com a taxonomia morfológica, e os resultados dessas identificações serão comparados. Após o isolamento e obtenção das culturas puras, foi realizada a extraçã...
	Os amplicons de PCR foram purificados utilizando o Qiagen MinElute PCR Purification (Qiagen, São Paulo, Brasil). Todos os amplicons de PCR foram sequenciados usando os primers PCR forward e reverse da Ludwig Biotechnology, onde um analisador genético ...
	3 RESULTADOS
	Foram coletadas 90 amostras de 45 aves silvestres capturadas, que incluíram penas (n= 45) e fezes (n= 45) (Tabela 1). De cada amostra foi possível isolar uma ou mais colônias filamentosas, enquanto em outras não houve crescimento e, portanto, o número...
	As aves podem transportar pólen, sementes, pequenos parasitas e até fungos nas patas, penas e bico, atuando assim como dispersores em um ambiente ecologicamente equilibrado (Hubalek, 2004). Portanto, é possível assumir a importância do isolamento de f...
	Dentre os 15 gêneros relatados, os mais frequentes nesta pesquisa foram Mucor, Fusarium e Syncephalastrum, seguidos de Penicillium, Aspergillus e Rhizopus (Fig. 2), e ao analisar o número total de fungos presentes nos substratos (fezes e penas), obser...
	Outro gênero amplamente encontrado foi Mucor, pertencente à ordem Mucorales. Esses fungos têm colônias lanosas e de crescimento rápido. Mucor é o principal gênero da ordem, que possui esporangióforos simples ou ramificados, formam esporângios globular...
	Segundo De Oliveira et al., (2022) é difícil observar a dispersão de fungos filamentosos pelas fezes no ambiente silvestre, pois quando as fezes são dispersas, seja no solo ou na serrapilheira, geram contaminação cruzada com fungos que estavam present...
	Os autores analisaram as fezes com sementes intactas, que foram colocadas em solo esterilizado e mantidas por 4 meses em ambiente protegido para evitar contaminação. Como resultado, sete sementes de Rubus ulmifolius (Schott, 1818) obtidas de quatro am...
	Estudos conduzidos por Labrador et al., (2021) mostraram os fungos como principais microrganismos. Porém, com a metodologia utilizada pelos autores, não priorizou a descrição de morfoespécies.
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	CAPÍTULO III (1)
	Isospora pichororei n. sp. (Chromista: Apicomplexa: Eimeriidae) de Synallaxis ruficapilla Vieillot, 1819 (Passeriformes: Furnariidae: Synallaxiinae) na América do Sul.
	RESUMO (1)
	Pichororé são passeriformes do gênero Synallaxis Vieillot 1818, que têm grande interesse para ornitologia, dada a ampla diversidade de 37 espécies que são distribuídas pela região Neotropical. Apesar dessa ampla diversidade e distribuição, Synallaxis ...
	ABSTRACT (2)
	Spinetails are suboscine passerines of the genus Synallaxis Vieillot 1818, which are of great interest to ornithology, given the wide diversity of 37 species that are distributed throughout the Neotropical region. Despite this wide diversity and distr...
	1 INTRODUÇÃO (1)
	A avifauna da América do Sul é notavelmente diversa, com inúmeras espécies das mais diferentes ordens, famílias e gêneros (Birdlife International,  2024; Pacheco et al., 2021). O gênero Synallaxis Vieillet (1818) são passeriformes de grande interesse ...
	Este é o caso da subfamília Synallaxiinae, que apesar de apresentar uma diversidade de 17 gêneros e 59 espécies distribuídas pelo Brasil (Pacheco et al., 2021), não possui nenhuma espécie de coccídio descrita. Esta ausência de descrições deve ser asso...
	2 MATERIAIS E MÉTODOS.
	2.1 Coleta de Amostras
	Foram realizadas doze expedições, entre 2014 e 2022 , no Parque Nacional da Itatiaia, uma área protegida com alto grau de vulnerabilidade, localizada na Serra da Mantiqueira, na divisa dos Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e São Paulo (Icmbio, 2...
	2.2 Análise Morfológica
	As amostras foram examinadas no Laboratório de Biologia de Coccídios (LA BICOC) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Todas as amostras foram incubadas em temperatura ambiente (25  C) por 7 dias. Os oocistos foram isolados por flota...
	2.3 Análise Molecular
	Trinta e dois oocistos do mesmo morfotipo sob microscopia de luz, que foram recuperados de uma única gota fecal, foram isolados, ressuspensos em solução salina tamponada com fosfato (PBS) a 0,9% (v/v) e lavados por centrifugação até que o sobrenadante...
	2.4 Análises de Sequência De DNA
	O produto da PCR foi sequenciado usando os primers de PCR forward e reverse da Ludwig Biotechnology, onde um Analisador Genético ABI-Prism 3500 (Applied Biosystems, Foster City, Califórnia) foi usado para sequenciamento de Sanger. O resultado da reaçã...
	. Resultados 3. 1. Prevalência e descrição Nove de 18 (50%) S. ruficapilla capturados no Parque Nacional da Itália foram positivos para coccidiocistos. O único espécime capturado no planalto de alta altitude do parque foi positivo. Os coccidiocistos o...
	Reino: Chromist a Cavalier-Smith, 1981.
	Filo: Miozoa Cavalier -Smith, 1987.
	Infra-filo: Apicomplexa Levine, 1970.
	Classe: Coccidiomorphea Doflein, 1901.
	Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879.
	Família: Eimeriidae Minchin, 1903.
	Gênero: Isospora Schneider, 1881.
	Tabela 1 - Morfologia comparativa das espécies de Isospora registradas em Furnariidae no Novo Mundo.
	Fonte: Genovez-Oliveira et al., 2024
	Observe os corpos refratários anterior (arb) e posterior (prb), micropilo (m), núcleo (n), camada externa (ol) e interna (il) da parede do oocisto, grânulo polar (pg), residuum esporocístico (sr), corpo de Stieda (sb), corpos sub-stieda (ssb) e estr...
	Oocisto (n = 114) ovóide para alongar elipsoidal, 21 –32 × 18 –24 (25,5 × 21,1); L/W ratio 1,1–1,7 (1,21). Parede bicamada, 1,5–1,9 (1,7) de espessura, camada externa lisa, c.2/3 da espessura total. Micrópila presente, mas discreta ou quase imperceptí...
	2.5 Diagnóstico
	Isospora pichororei é a terceira espécie de coccídio registrada para Furnariidae, mas o primeiro registro na subfamília Synallaxiinae. Esta espécie é diferente na maioria dos caracteres taxonômicos de Isospora hyloctistum McQuistion & Capparella, 1994...
	3. Resumo Taxonômico
	Synallaxis ruficapilla Vieillot, 1819 (Aves: Passeriformes : Tyranni: Furnariida: Furnarioidea: Furnariidae : Synallaxiinae), Víreo-chivi.
	Localidade - tipo: : Parque Nacional do Itatiaia (22 26′ S , 44  3 6 ′ W), Sudeste do Brasil.
	Material - tipo: Foto, desenho, e oocistos em solução de K2Cr2O7 a 2,5% (Williams et al., 2010) estão depositados e disponíveis (http://r1.ufrrj.br/labicoc/colecao. html ) na Coleção Parasitología do Laboratório de Biologia de Coccídios, da UFRRJ, sob...
	3. 1 Análise Molecular
	A análise molecular no locus COIBF1 dos oocistos morfologicamente identificados como I. pichororei recuperados de S. ruficapilla resultou em uma sequência que diferia de outras espécies de Isospora depositadas no banco de dados do GenBank. A sequência...
	3.2 Análises filogenéticas
	As análises filogenéticas baseadas no locus COIBF1 incluíram sequências de coccídeos disponíveis no Genbanck (Figura 3). Eimeria tenella (Rai lliet; Lucet, 1891 ) foi usado como o grupo externo. Isospora pichororei estava em um grupo monofilético com ...
	4 DISCUSSÃO
	Na revisão taxonômica de coccídeos de pássaros passeriformes do Novo Mundo por Berto et al. (2011) três espécies de Isospora são registradas para a família hospedeira Furnariidae. Isso se deve ao fato de que os vira-folha Sclerurus spp. foram classif...
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