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RESUMO

DUARTE, Rodrigo Gredilha. Caracterizacio molecular de novas linhagens de
Trypanosoma em aves no Parque Nacional de Itatiaia (RJ/MG) e na Zona da Mata
Mineira (MG), Brasil 2020 62p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias, Parasitologia
Veterinaria) Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

A Mata Atlantica ¢ considerada um dos 34 hotspots de biodiversidade do planeta devido a alta
riqueza de espécies e endemismo, porém as agdes antropicas que ocorrem nesse bioma vém
contribuindo com o declinio faunistico e particularmente, infec¢des por hemoparasitos podem
ser mais uma ameaga para as aves desse ecossistema. Desta forma, compreender a
diversidade, os padrdes de distribuicdo e os aspectos evolutivos desses parasitos nos
hospedeiros aviarios ¢ importante para projetar acdes em programas de conservagao. Neste
estudo, amostras de sangue de 188 aves silvestres foram submetidas a andlise genética com
PCR convencional por meio dos genes 18S rDNA para identificacdo de Trypanosoma sp,
resultando no total de 10 amostras positivas; dois espécimes provenientes do Parque Nacional
de Itatiaia (RJ/MG), Turdus flavipes () e T. albicollis, assim como nas areas de captura
pertencentes a Zona da Mata Mineira para seis individuos da espécie Tachyphonus coronatus,
uma espécie de Thamnophilus caerulescens ¢ uma de Synallaxis spixi. Foram submetidos ao
sequenciamento 5 clones de cada reacdo de PCR, totalizando 15 sequéncias de cada espécime
de ave avaliada. Todas as 15 sequéncias obtidas de 7. albicollis e de T. flavipes foram
idénticas entre si. Nos seis espécimes de 7. coronatus, foram observadas 5 sequéncias
distintas. Todas as sequéncias de 7. caerulescens e S. spixi foram idénticas entre si. Utilizando
a estratégia de clonagem de reagdes de PCR diferentes foi possivel observar em um dos
espécimes de 7. coronatus duas sequéncias de Trypanosoma distintas, o que evidencia uma
provavel coinfec¢do. A reconstrucdo filogenética mostrou o agrupamento das sete novas
linhagens com parasitos do género Trypanosoma. As novas linhagens agruparam-se em dois
clados. As linhagens JB03, JB04, JB0S, ITAOl e ITAO2 agruparam-se junto a espécie
Trypanosoma bennetti. As linhagens JBO1 e JB02 agruparam-se externamente aos clados das
espécies 1. avium, T. cullicavium e T. corvi. As novas linhagens de tripanosomas encontradas
neste estudo agruparam-se com linhagens de ocorréncia registrada na Europa, Asia e Africa.
De acordo com os dados de distancia evolutiva obtidos no estudo proposto, podemos observar
que uma mesma linhagem genética de Trypanosoma sp. ¢ capaz de infectar diferentes
espécies de aves, assim como uma mesma espécie de ave pode ser infectada por mais de uma
linhagem de Trypanosoma sp. Este estudo, de modo inédito, ¢ o primeiro a acessar a
diversidade molecular de parasitos do género Trypanosoma em aves no Brasil. Até entdo,
todos os estudos relacionados com a tripanosomas aviarios basearam-se principalmente em
relatos de ocorréncia em esfregacos sanguineos de aves em estudos voltados aos
hemoparasitos em geral. Para o Brasil, este estudo pioneiro fornece métodos possiveis para
investigar a diversidade de tripanosomas aviarios e mostra o grande potencial que existe para
ser explorado neste grupo de parasitos. Pelos resultados deste estudo, acreditamos que o
Brasil, por suas dimensdes territoriais e a grande biodiversidade de aves hospedeiras e insetos
vetores, possa ser um dos mais ricos em espécies de tripanosomas aviarios no mundo.

Palavras-chave: Trypanosoma spp.; hemoparasitos, aves neotropicais ¢ Mata Atlantica.



ABSTRACT

DUARTE, Rodrigo Gredilha. Molecular characterization of new lineages of Trypanosoma
in birds in the Itatiaia National Park (RJ/MG) and in the Zona da Mata Mineira (MG),
Brazil 2020 62p. Thesis (Doctorate in Veterinary Science, Veterinary Parasitology)
Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

The Atlantic Forest is considered one of the 34 biodiversity hotspots on the planet due to the
high richness of species and endemism, but the anthropic actions that occur in this biome have
contributed to the fauna decline and particularly, infections by hemoparasites can be one more
threat to birds of that ecosystem. Thus, understanding the diversity, distribution patterns and
evolutionary aspects of these parasites in avian hosts is important for designing actions in
conservation programs. In this study, blood samples from 188 wild birds were subjected to
genetic analysis with conventional PCR using the 18S rDNA genes to identify Trypanosoma
sp, resulting in a total of 10 positive samples; two specimens from the Itatiaia National Park
(RI/MG), Turdus flavipes (9) and T. albicollis, as well as in the capture areas belonging to
the Zona da Mata Mineira for six individuals of the species Tachyphonus coronatus, a species
of Thamnophilus caerulescens and one from Synallaxis spixi. Five clones from each PCR
reaction were submitted to sequencing, totaling 15 sequences from each bird specimen
evaluated. All 15 sequences obtained from 7. albicollis and T. flavipes were identical to each
other. In the six specimens of 7. coronatus, five distinct sequences were observed. All
sequences of 7. caerulescens and S. spixi were identical to each other. Using the strategy of
cloning different PCR reactions, it was possible to observe in one of the specimens of T.
coronatus two distinct Trypanosoma sequences, which evidences a probable co-infection. The
phylogenetic reconstruction showed the grouping of the seven new lineages with parasites of
the genus Trypanosoma. The new lineages were grouped into two clades. The lineages JBO3,
JB04, JB0S5, ITAO1 and ITAO2 were grouped together with the species Trypanosoma bennetti.
The lines JBO1 and JB02 were grouped externally to the clades of the species T. avium, T.
cullicavium and T. corvi. The new lineages of trypanosomes found in this study were grouped
with lineages recorded in Europe, Asia and Africa. According to the evolutionary distance
data obtained in the proposed study, we can observe that the same genetic lineages of
Trypanosoma sp. is capable of infecting different species of birds, just as the same species of
bird can be infected by more than one lineage of Trypanosoma sp. This study, in an
unprecedented way, is the first to access the molecular diversity of parasites of the genus
Trypanosoma in birds in Brazil. Until then, all studies related to avian trypanosomes were
based mainly on reports of occurrence in blood smears from birds in studies focused on
hemoparasites in general. For Brazil, this pioneering study provides possible methods to
investigate the diversity of avian trypanosomes and shows the great potential that exists to be
explored in this group of parasites. Based on the results of this study, we believe that Brazil,
due to its territorial dimensions and the great biodiversity of host birds and insect vectors,
may be one of the richest species of avian trypanosomes in the world.

Palavras-chave: Trypanosoma spp.; hemoparasites, neotropical birds and Atlantic Forest.
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1 INTRODUCAO

As aves se destacam como o grupo de vertebrados com o maior nimero de espécies da
Mata Atlantica, caracteristica que somada a sua alta sensibilidade as altera¢cdes ambientais faz
com que elas também ocupem o lugar dos vertebrados com o maior nimero de espécies
ameacadas do bioma (MARINI; GARCIA 2005; OLMOS, 2005). Além disso, 75% das
espécies de aves ameagadas e endémicas do Brasil encontram-se neste bioma (MARINI;
GARCIA, 2005). A Mata Atlantica possui aproximadamente 850 espécies aviarias
(CAMPANILI; SCHAFFER, 2010). As expressivas contribui¢des historicas dos naturalistas
viajantes e os constantes trabalhos de importantes ornitdlogos, como o célebre Helmut Sick,
bem como a atividade de um expressivo grupo de observadores de aves, fazem da regido
sudeste, mais especificamente o Rio de Janeiro, o estado que possui a avifauna mais bem
conhecida em todo o pais (ALVES et al., 2000).

Uma das principais areas que possuem alta concentragdo de espécies endémicas, assim
como uma grande biodiversidade (hotspot) ¢ a Mata Atlantica brasileira. Entretanto, as acdes
antropicas e a destruicdo ambiental ocorrem constantemente nesse bioma (BRASIL, 2002). O
parasitismo ¢ um dos fatores que contribui com a perda da diversidade faunistica e
particularmente, infecgdes por hemoparasitos podem ser mais uma ameaca para as aves desse
ecossistema. Desta forma, compreender a diversidade, os padrdes de distribuicdo e os
aspectos evolutivos desses parasitos nos hospedeiros avidrios ¢ importante para projetar agoes
em programas de conservagao.

Scott (1988) mencionou que o impacto de parasitos sobre a sobrevivéncia e
reproducdo de seus hospedeiros tem manifestacoes na abundancia relativa, na estrutura de
comunidade, na dispersdo e na diversidade genética, como também na dinamica populacional
do hospedeiro. Do ponto de vista ecoldgico, os parasitos sdo considerados uma forca seletiva
que influencia todos os aspectos da vida de seu hospedeiro. A dindmica espacial e temporal da
comunidade ¢ afetada pela presenca de hemoparasitos (HOLMES; PRICE, 1986; HOLMES,
1996), uma vez que pode causar consequéncias severas a reproducdo das espécies,
compromete a imuno-competéncia e causa debilidade fisica da ave e, alguns casos, leva ao
obito (MARZAL et al., 2004).

Os hemoparasitos atuam como reguladores do tamanho de populagdes de hospedeiros
e podem até mesmo causar extingdes de espécies de aves (VAN RIPER III et al, 1986;
FELDMAN et al., 1995), além de afetar a coloracdo da plumagem, a selecdo sexual e o
sucesso reprodutivo (HAMILTON; ZUK, 1982; PRUETT-JONES et al, 1990,
KIRKPATRICK; RYAN, 1991; RICKLEFS, 1992). Individuos altamente parasitados podem
se tornar mais susceptiveis aos predadores e menos hdbeis para estabelecer territorios
(ANDERSON; MAY, 1979).

Os protozoarios parasitos do género Trypanosoma (Ordem: Kinetoplastida, Familia:
Trypanosomatidae) além de parasitarem outros diversos grupos de vertebrados (APANNIUS,
1991), j& foram registrados infectando aves em diversos paises (VOTYPKA, 2002; SEHGAL,
2006; SCHOENER, 2018; TASCI, 2018; PORNPANOM, 2019; ELIKWO, 2020). Além dos
hospedeiros vertebrados, os parasitos do género Trypanosoma, que ocorrem em aves,
possuem ampla gama de potenciais hospedeiros invertebrados, dipteros das familias
Culicidae, Simuliidae, Ceratopogonidae e Hippobocidae e acaros da familia Dermanyssidae
(BENNETT, 1961) que, pela patogenicidade do parasito, tornam-se vetores das
tripanossomiases. A primeira descricdo de Trypanosoma em aves foi realizada em corujas
europeias por Basil Danilewsky em 1885. Desde entdo, os tripanossomatideos aviarios foram
descritos em uma grande diversidade de espécies de aves (BENNETT, 1961). A maior
concentragcdo das investigacdes sobre diversidade e registro de tripanossomatideos aviarios
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ocorre na Europa e América do Norte, sendo escassos os estudos voltados as aves na América
do Sul. No Brasil, os dados sobre a diversidade de espécies de tripanossomatideos aviarios
sdo ausentes e os relatos sobre a ocorréncia resumem-se aos estudos com hemoparasitos em
geral, principalmente por meio de técnicas de esfregaco sanguineo (CERQUEIRA, 1906;
LUTZ; MEYER, 1908; SPLENDORE, 1910; CARINI; BOTELHO, 1914; CARINI;
MACIEL, 1916; PILMMER, 1914; PESSOA, 1935; LUCENA, 1938; LAINSON, 1970;
BENNETT; LOPES, 1980; WOODWORTH-LYNAS et al., 1989; RIBEIRO et al., 2005;
SEBAIO, 2010, 2012), quando os tripanossomatideos se tornam secundarios.

Historicamente, os tripanossomatideos avidrios tém sido detectados por meio de
esfregacos sanguineos de aves, pois ocorrem em baixa parasitemia (DEMAREE,;
MARQUARDT, 1971). Além da baixa parasitemia, a alta variagdo nas formas do parasito
encontradas torna a caracterizagcdo especifica de Trypanosoma nos estudos da area um fato
raro (VALKIUNAS, 2011). A complexa taxonomia do grupo também ¢ uma das causas da
falta de informacgdes sobre a diversidade das espécies de Trypanosoma em aves no Brasil,
visto que, mesmo com os estudos ocorrendo ao longo dos ultimos 100 anos (CERQUEIRA
1906; LUTZ; MEYER, 1908; SPLENDORE, 1910; CARINI; BOTELHO, 1914; CARINI;
MACIEL, 1916; PILMMER, 1912; PESSOA, 1935; LUCENA, 1938; LAINSON, 1970;
BENNETT; LOPES, 1980; WOODWORTH-LYNAS er al., 1989; RIBEIRO et al. 2005;
SEBAIO, 2010, 2012), ndo houve grandes avangos na sistemdtica do grupo. Ao longo da
histéria taxondmica, foram descritas mais de 100 espécies de tripanossomatideos avidrios no
mundo, baseadas em caracteristicas morfoldgicas de tripomastigotas no sangue periférico das
aves, localizacdo geografica do registro e, principalmente, o hospedeiro em que ocorria o
parasito, assumindo-se a especificidade parasito-hospedeiro (MOLYNEAUX, 1973; BAKER,
1976). Atualmente, com a inser¢cdo das analises de biologia molecular no grupo a diversidade
de Trypanosoma foi acessada de forma mais completa e alguns estudos sugerem que o
numero de espécies possa ser diferente do que estimado anteriormente (VOTYPKA;
SVOBODOVA, 2004; VALKIUNAS et al, 2011).

Os tripanossomatideos possuem uma estrutura caracteristicamente complexa no que
diz respeito aos genes nucleares de DNA ribossomal (rDNA) com um dos mais complexos
padrdes de moléculas de RNA. Os genes de rDNA (18S e 24S) sempre foram considerados
adequados para se realizar testes de inferéncias de relacionamentos filogenéticos, isso ocorre
principalmente porque esses genes se apresentam em todos os organismos, além de possuirem
uma equivaléncia funcional. A subunidade menor (SSU) e a regido geralmente escolhida para
as analises, devido a sua facilidade de amplificagdo por PCR, seu tamanho e o fato de possuir
regides variaveis flanqueadas por regides conservadas. Estudos utilizando sequéncias de SSU
rDNA tém contribuido com o esclarecimento de questdes filogenéticas e evolutivas de
Trypanosoma spp. (HERNANDEZ et al., 1990).

A compreensdo da origem do parasitismo e dos ciclos de vida heteroxénicos sdo
eventos importantes a serem realizados pelas andlises filogenéticas tornando-se fundamentais
para esse entendimento, assim como sugerir possiveis trocas e restricdes aos hospedeiros,
estruturas ecogeograficas, os possiveis insetos vetores, como também a transmissdo por
hospedeiro que compartilha 0 mesmo ambiente, o que desempenha o importante papel na
evolugdo dos tripanossomatideos. Logo, este estudo tem por objetivo, por meio de um ensaio
de PCR eficiente, a detec¢do de tripanosomas aviarios e, de modo inédito, busca investigar a
diversidade molecular e as relacdes filogenéticas de Trypanosoma em aves da Mata Atlantica
Brasileira analisando novas inferéncias sobre especificidade e distribui¢ao geografica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os Hemoparasitos em Aves no Mundo

Os hemoparasitos mais frequentes no sangue periférico de aves ¢ tipicamente
compreendido por trés géneros de protozoarios do filo Apicomplexa: Haemoproteus,
Leucocytozoon e Plasmodium (DONOVAN et al., 2008). Determinados autores agrupam
estes trés géneros em uma uUnica familia, a Plasmodiidae (MARTINSEN et al, 2008),
enquanto Valkiiinas (2005) separa o género Leucocytozoon, que existe desde 1905, em uma
familia propria, a Leucocytozoidae. Além destes trés géneros, existem outros descritos em
aves mais raros ¢ menos estudados, entre os quais: Trypanosoma, Hepatozoon, Babesia e
Isospora (FROMONT, 1993). Ha também uma diversidade significativa de virus e bactérias
que causam patologias nas aves, sendo alguns considerados zoonoses emergentes e re-
emergentes em varias regioes zoogeograficas do mundo (CALISHER, 1998; NOVELI, 1997,
EIDSON et al., 2001; CHADWICK, 2005).

Segundo Valkiunas (2005), os hemoparasitos podem ser transmitidos com relativa
facilidade entre os hospedeiros a partir do repasto sanguineo de vetores, com consequente
inoculagdo das formas infectantes nas aves. Uma linhagem de parasito pode infectar multiplas
espécies de hospedeiros (WALDENSTROM et al., 2002). Descobriu-se recentemente que a
infec¢do cronica causada pelos hemosporideos, representados pelos agentes Plasmodium spp.
e Haemoproteus spp., promove o encurtamento dos telomeros e, entdo, as células morrem,
acumulando danos nos tecidos e provocando disfungdes nos o6rgaos. Esses fatores reduzem o
tempo de vida das aves, interferindo no sucesso reprodutivo e na propaga¢do da espécie
(ASGHAR et al., 2015).

Hé intimeros estudos em varias regides do mundo sobre a ocorréncia e incidéncia de
parasitos sanguineos de aves, porém ainda relativamente pouco se sabe sobre os fatores
ambientais que afetam a evolug¢do e disseminacdo dos patogenos endémicos. Os fatores
ecoldgicos que podem contribuir com a disseminagdo e a distribuicdo de parasitos no sangue
aviario, ainda permanecem pouco compreendidos (GREINER et al., 1975; BENNETT et al.,
1982; YOUNG et al., 1993; VALKIUNAS et al., 2005; REULLIER et al., 2006).

2.2 A familia Trypanosomatidae

Essa familia ¢ formada por uniflagelados e eucariotos unicelulares pertencentes a
classe Kinetoplastea que, com os euglenideos e os diplonemideos, formam o filo Euglenozoa
(Eukaryota: Excavata). A classe Kinetoplastea, formada originalmente pelas subordens
Bodonina e Trypanosomatina, ambas definidas segundo pardmetros morfoldgicos,
caracteriza-se pela presenca do cinetoplasto, uma regido da mitocondria composta por
moléculas circulares de DNA (kDNA) concatenadas em uma rede tnica (STEVENS, 2001;
SIMPSON et al., 2006). Ha duas caracteristicas unicas existentes nos Kinetoplastida: a
compartimentalizagdo da glicolise dentro de um microcorpo chamado “glicosoma”
(MICHELS; HANNAERT, 1994), e o “trans-splicing” de uma sequéncia curta e conservada
de RNA chamada “spliced leader” ou “mini-exon”. Estudos filogenéticos baseados em
marcadores moleculares levaram a uma revisdo taxondmica do grupo, propondo a separacao
da classe Kinetoplastea em duas subclasses: Prokinetoplastina e Metakinetoplastina. A
subclasse Prokinetoplastina possui uma uUnica ordem (Prokinetoplastida). A subclasse
Metakinetoplastina inclui quatro ordens, sendo trés de bodonideos (Neobodonida,
Parabodonida e Eubodonida), que incluem espécies de vida livre e parasitarias, € a ordem
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Trypanosomatida que alberga uma Unica familia (Trypanosomatidae) de espécies de parasitos
obrigatorios (MOREIRA et al., 2004).

A taxonomia da familia Trypanosomatidae se baseia em parametros morfologicos,
ciclo de vida e hospedeiros de origem. Quanto ao ciclo de vida, os tripanossomatideos podem
ser monoxénicos, quando completam seu ciclo de vida em apenas um hospedeiro, geralmente
insetos de diversas ordens ou heteroxénicos, quando participam do seu ciclo bioldgico dois
hospedeiros, sendo um invertebrado e um vertebrado (SIMPSON et al., 2006; STEVENS,
2001, VICKERMAN, 1976, WALLACE, 1966; WALLACE et al., 1983).

Os tripanossomatideos diferem quanto a forma, comprimento e largura do corpo,
comprimento do flagelo livre, tamanho e posi¢do do nucleo e do cinetoplasto entre outras
caracterizagdes. A posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo e a presenca ou nio de
membrana ondulante e flagelo livre determinam as diferentes formas apresentadas por estes
flagelados durante seus ciclos de vida: amastigota, coanomastigota, promastigota,
opistomastigota, epimastigota, tripomastigota e opistomastigota. Formas consideradas
estagios de transi¢do ou raramente encontradas, como paramastigotas e endomastigotas,
também foram descritas (WALLACE et al., 1983; WALLACE, 1966).

Virias espécies do género Trypanosoma causam doencas parasitdrias de relevante
importancia médica e veterinaria em todas as partes da Africa, Asia ¢ as Américas. Sdo
parasitas que exibem considerdvel diversidade genética intraespecifica, variagdo que tem
complicado sua classificacdo taxondmica. A diversidade e variacdo podem ser definidas em
ambos os niveis: do genoma e genes individuais. O genoma nuclear mostra plasticidade inter
e intraespécies em termos de nimero de cromossomas € tamanho (caridtipo molecular). O
genoma mitocondrial (kKDNA) também varia entre espécies, especialmente em termos de
tamanho de minicirculos e organizacdo (EMBRAPA, 1997).

Descritos em todas as classes de vertebrados (peixes, anfibios, répteis, aves e
mamiferos), o género Trypanossoma alberga numerosas espécies em que parasitam uma
ampla diversidade de hospedeiros. Esses parasitos sdo transmitidos por uma diversidade de
vetores, incluindo organismos das ordens Diptera (moscas, mosquitos), Hemiptera
(triatomineos), Siphonaptera (pulgas), Acarina (carrapatos) e anelideos (sanguessuga)
(HAMILTON et al., 2007).

As recombinagdes genéticas (reproducao sexuada) sdo eventos raros entre oOs
tripanossomatideos que, em geral, se propagam na natureza como populacdes clonais, apesar
da formacao de hibridos ja ter sido sugerida em 7. cruzi (GAUNT; MILES, 2000). Entretanto,
os estudos de diversidade genética demonstram que a estrutura populacional dos
tripanossomatideos ¢ basicamente clonal e que, se existentes na natureza, as recombinagdes
sdo muitos esporadicas (TIBAYRENC, 1995).

2.3 Trypanosoma ssp. em aves

Com excecdo das regides polares, os tripanossomatideos aviarios ocorrem em todos os
continentes, sendo que a primeira descri¢ao de Trypanosoma em aves foi feita pelo professor
Basil Danilewsky, em 1885, a partir da coruja Strix aluco, que diagnosticou Trypanosoma
avium (BENNETT et al, 1994). Muitas espécies de aves sdo parasitadas por Trypanosoma
spp., aves canoras e raptores com mais frequéncia (APANIUS, 1991), enquanto Kucera
(1983) sugere que patos, gansos e pardais raramente sdo infectados. Aproximadamente 20%
de todas as espécies conhecidas de Trypanosoma sdo descritas para aves, na maioria dos casos
os hemoprotozoarios aviarios sao inofensivos para seus hospedeiros (MACFIE; THOMSON,
1929; BAKER, 1976); assim, eles permanecem pouco estudados, embora ndo sejam menos
interessantes. Na Africa, pesquisas evidenciaram a forma tripomastigota de Trypanosoma
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naviformis em passarinhos e beija-flores, e ha também relatos de inimeras aves positivas para
Trypanosoma spp. nesse continente (SEHGAL et al., 2011).

Votypka et al., (2002) demonstraram que os simulideos sdo os vetores com maior
potencial ornitofilico de tripanosomatideo isolado de gavido-da-europa (Accipiter nisus),
dguia-de-asa-redonda (Buteo buteo), falcado-de-dorso-malhado (Falco tinnunculus) e a dguia-
pomerana (Aquila pomarina) das diversas localidades na Boémia Central, Sul da Moravia e
Boémia Oriental (Republica Tcheca), e Nordeste da Eslovaquia, respectivamente. Entretanto,
a situagdo nao ¢ tdo clara para outros potenciais vetores. Os hipoboscideos
(Diptera:Hippoboscidae) sdo mencionados como vetores de Trypanosoma corvi, um
ectoparasita de Passeriformes da familia Corvidae na Gra-Bretanha (BAKER, 1956 a, b;
MUNGOMBA et al., 1989).

Evidéncias experimentais mostraram que uma espécie de Trypanosoma pode ser
transmitida a uma variedade de espécies potenciais de aves hospedeiras (BENNETT 1961;
WOO; BARTLETT 1982), refutando a hipotese de especificidade das espécies hospedeiras.
Bennett et al. (1994) descobriram que muitas espécies de aves estdo infectadas com
tripanosomas e sao morfologicamente indistinguiveis com base em critérios morfologicos. Ja
Apanius (1991), Atkinson e Van Riper (1991) e Svobodova e Votypka (1998) descrevem que
o tripanossomatideo aviario aparece, geralmente, em baixas intensidades em seus hospedeiros
e os exames de esfregagos de sangue sdo insatisfatorios para a detec¢ao de infecgdes. Zidkova
et al. (2012) comentaram que apenas algumas descri¢des confiaveis de espécies de
tripanosomas estdo atualmente disponiveis. Existe uma grande discrepancia entre o nimero de
espécies descritas € o nimero de espécies bem caracterizadas. Quase 100 espécies foram
descritas desde entdo, de acordo com Sehgal et al. (2006).

2.3.1 Trypanosoma bennetti

Essa espécie foi descrita por Kirkpatrick et al. (1986) resultando no reconhecimento
de Trypanosoma bennetti n. sp. como um novo tdxon de Trypanosoma do hospedeiro
vertebrado Falco sparverius, localizado no Condado de Cape May, Nova Jersey, EUA.
Amostras do tipo: organismos vivos e cultivados da cepa KT-2 foram depositadas e estdo
disponiveis na American Type Culture Collection € no numero de catalogo atribuido
ATCCBS50 102. A homenagem da espécie 7. bennetti foi feita para reconhecer as muitas das
contribui¢des do Dr. Gordon F. Bennett na ciéncia parasitologica em hematozodrios aviarios.

Kirkpatrick et al. (1986) descrevem a morfologia desta espécie de formas cultivadas
em 26°C: muito pequena e delgado com nucleo oval anterior a centralmente localizado e
cinetoplasto pequeno e redondo. Cresce in vitro (26 ° C) geralmente com o cinetoplasto
posterior ao nucleo (mais proximo do nucleo do que da extremidade posterior) (Figura 1). De
34 a 36°C, o cinetoplasto (com raiz flagelar) ¢ visto migrando proximo a extremidade
posterior. Os organismos de 7. bennetti n. sp nao parecem dividir quando mantidos em
temperaturas mais altas.
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Figura 1 - T. bennetti n. sp., estirpe KT-2, em esfregaco de culturaa 26 ° C; o
cinetoplasto ¢ posterior.
Fonte: Kirkpatrick et al. (1986).

2.4 O Parque Nacional de Itatiaia
2.4.1 Contextualizacio sobre o Parque Nacional de Itatiaia

O Parque Nacional de Itatiaia (PNI) foi o primeiro parque nacional do Brasil, criado
em junho de 1937, por meio da criacdo da Estacdo Bioldgica do Itatiaia efetivada pelo
Decreto n° 1.713, assinado pelo ex-presidente Getulio Vargas com uma area original de
11.943 hectares. Em 1982, o Decreto n° 87.586 ampliou a 4area do Parque para
aproximadamente 30.000 ha que ¢ a sua extensao atual.

O PNI tem como objetivos basicos a preservacao de ecossistemas naturais, em geral de
grande beleza cénica, a realizacdo de pesquisas cientificas e o desenvolvimento de atividades
de educacdo e interpretacdo ambiental, de recreacdo em contato com a natureza e de turismo
ecologico. Os incéndios florestais sdo os principais problemas do PNI, foco de grande
preocupagdo, e principal tema de diversas decisdes administrativas. Tais eventos sdo
provenientes de acdes antropicas no interior € entorno do parque, € ja causaram a eliminagao
de espécies de fauna e flora modificando os ecossistemas e sua biodiversidade (SOUSA et al.,
2015).

2.4.2 Localizacao e geografia do Parque Nacional de Itatiaia

Situa-se geograficamente entre os paralelos 22°16° e 22°28° latitude sul e os
meridianos 44°34° e 44°42’ de longitude oeste. Localizado no macigo do Itatiaia, na serra da
Mantiqueira entre os municipios de Itatiaia e Resende, no Rio de Janeiro, e Itamonte e
Bocaina, em Minas Gerais como apresentado na Figura 2. O relevo ¢ um dos principais
fatores determinantes do clima do PNI, pois compreende as superficies mais elevadas da serra
da Mantiqueira (IBDF, 1982)

O PNI ¢ dividido em: parte baixa, parte alta ¢ Visconde de Maud. Esta delimitagdo ¢
utilizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade no Plano de manejo
do Parque Nacional de Itatiaia (Figura 3).
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Figura 3 - Divisao ilustrativa da Parte Baixa e Parte Alta adotadas no diagndstico da Revisdao do Plano de Manejo do Parque
Nacional de Itatiaia.
Fonte: ICMbio (2013).



2.4.3 O clima no Parque Nacional de Itatiaia

As condigdes climaticas, pelos padroes de Koppen-Geiger, sdo de dois tipos: Cwb
(mesotérmico com verdo brando e estacdo chuvosa no verdo) nas partes elevadas da
montanha, acima dos 1.600 m de altitude, e Cpb (mesotérmico com verdo brando sem estacao
seca) nas partes baixas das encostas da montanha. No planalto, as séries historicas registram a
temperatura média anual de 11,4° C, sendo janeiro o més mais quente com 13,6° C; julho ¢ o
més mais frio com 8,2° C. A méxima absoluta apurada foi de 21,4° C, em fevereiro, ¢ a
minima foi de -15,4° C, em julho. As geadas intensas sdo comuns nos meses de inverno,
verificando-se com frequéncia granizo e, raras vezes, breves nevadas (IBDF, 1982).

As chuvas registradas no PNI sdo intensas, principalmente no verdo. A precipitagdo
anual est4 em torno de 2.400 mm?, tendo janeiro a maior intensidade, com média de 27 dias e
388 mm® de pluviosidade. A umidade maxima absoluta ocorre em dezembro, com 83%, ¢ a
minima em junho, com 62%; a média ¢ de 75,2%.

2.4.4 A vegetaciao do Parque Nacional de Itatiaia

Seguindo o sistema de classificagdo fitoecoldgico descrito por Veloso (1992), a
vegetacdo do PNI se distribui em: Floresta Ombroéfila Densa Montana, nas areas em que a
altitude varia de 650 a 1.500 m; Floresta Ombrofila Densa Alto Montana, acima de 1.500 m
de altitude; Floresta Ombrofila Mista Montana em altitudes de cerca de 1.200 m com a
presenca de Araucaria angustifolia e Floresta Estacional Semidecidual Montana na vertente
continental do parque, acima dos 500 m de altitude. Na parte mais acidentada e elevada do
planalto, acima de 1.600 m de altitude, come¢cam a surgir os Campos de Altitude (IBDF,
1982; IBAMA, 1994). A Floresta Ombrofila Alto Montana representa 50,17% do total de
vegetacao do PNI, com formagdao mais predominante, sua classe ocupa quase a metade de
toda vegetacdo. Sua composicdo se espalha em toda area abrangida pelo parque.

2.4.5 A fauna de aves do Parque Nacional de Itatiaia

Com relagdo a fauna de aves, o Plano de Manejo do PNI (ICMBIO, 2013) registrou
319 espécies de aves. Contudo, tendo em vista que a metodologia dos planos de manejo busca
amostragens rapidas, ndo contemplando em pouco tempo a riqueza total de espécies da
unidade de conservagdo em questdo, foram utilizados dados secunddrios para
complementacdo do conhecimento obtido em campo, alcangando uma listagem de espécies
mais proxima da realidade na regido do Itatiaia que chegou a 384 espécies de aves,
pertencentes a 21 Ordens em 56 Familias dentre as Ordens mais representativas estdo,
Passeriformes (228 spp.), Apodiformes (29 spp.), Accipitriformes (19 spp.), Piciformes (16
spp.) e Psittaciformes (15 spp.). Familias com maior numero de representantes sao,
Tyrannidae (43 spp.), Thraupidae (30 spp.), Trochilidae (26 spp.), Thamnophilidae (22 spp.),
Furnariidae e Accipitridae (19 spp. cada) (ICMbio, 2013). H4 também uma lista atualizada de
336 espécies registradas disponivel no portal de Enciclopédia das Aves do Brasil - WikiAves
(www.wikiaves.com.br), contando com o deposito de 332 fotos e 223 registros de som
(WikiAves, 2019). Dentre as aves com ocorréncia para a regido do Itatiaia, 60 espécies estao
incluidas em alguma categoria de ameacada de extin¢do, seja em nivel mundial, nacional ou
estadual (Quadro 1) (ICMbio, 2013).


http://www.wikiaves.com.br/

Quadro 1 - Lista de espécies de aves com ocorréncia na regido do Parque Nacional do Itatiaia,
incluidas em algum grau de ameaga de extin¢do. Os nomes cientificos ¢ comuns das espécies seguem
o Comité Brasileiro de Registros Ornitologicos (CBRO 2015). (Continua)

Nome do taxon Nome popular Global Nacional Estadual
1 2 RJ MG
Tinamus solitarius (Vieillot, 1819) Macuco QA | QA | - AM | CR
Penelope obscura Temminck, 1815 Jacuagu - - - - VU
Aburria jacutinga (Spix, 1825) jacutinga EN | EM | AM AM | CR
Odontophorus capueira (Spix, 1825) uru - - - - VU
Sarcoramphus papa (Linnaeus, 1758) urubu-rei - - - AM | -
Urubitinga coronata (Vieillot, 1817) aguia-cinzenta EN | EM | AM - EN
Pseudastur polionotus (Kaup, 1847) gavido-pombo-grande QA | QA EN
Harpia harpyja (Linnaeus, 1758) gavido-real QA | QA | - AM | PEx
Spizaetus melanoleucus (Vieillot, 1816) gavido-pato - - - AM | EN
Claravis geoffroyi (Temminck, 1811) pararu-espelho CR |CR | AM AM | CR
Primolius maracana (Vieillot, 1816) maracana-verdadeira QA | QA | - - -
Aratinga auricapillus (Kuhl, 1820) jandaia-de-testa-vermelha QA | QA | - AM | -
Touit melanonotus (Wied, 1820) apuim-de-costas-pretas EN | EM | AM AM | VU
Pionopsitta pileata (Scopoli, 1769) cuit-cuiu - - - - EN
Triclaria malachitacea (Spix, 1824) sabia-cica QA | QA | - AM | EN
Strix hylophila Temminck, 1825 coruja-listrada QA | QA | - - -
Hydropsalis forcipata (Nitzsch, 1840) bacurau-tesoura-gigante - - - - VU
Ramphodon naevius (Dumont, 1818) beija-flor-rajado - QA | - - -
Pteroglossus bailloni (Vieillot, 1819) aracari-banana QA | QA | - - \'48
Pteroglossus aracari (Linnaeus, 1758) aragari-de-bico-branco - - - AM | -
Piculus aurulentus (Temminck, 1821) pica-pau-dourado QA | QA | - - -
Campephilus robustus (Lichtenstein, 1818) pica-pau-rei - - - - EN
Dysithamnus stictothorax (Temminck,1823 choquinha-de-peito-pintado | QA | QA | - - -
Biatas nigropectus (Lafresnaye, 1850) papo-branco VU | - AM - EN
Drymophila genei (Filippi, 1847) choquinha-da-serra QA | QA | - - VU

Legenda: Registro — Espécie registrada na regido do Itatiaia por meio de dados bibliograficos.

Fonte: referéncia bibliografica que caracteriza o grau de ameagado de extingdo: Globall (IUCN,
2011); Global2 (BENCKE et al., 2006); Nacional (MACHADO et al., 2008); Estadual, Rio de Janeiro
(ALVES et al., 2000); e Minas Gerias (Machado et al., 1998). Categoria de ameaga — Provavelmente
extinto (PEx); Criticamente ameacado (CR); Vulneravel (VU); Em perigo de extingao (EN); Quase
ameagado (QA). O simbolo [AM] indica que a espécies estd ameacada, mas ndo se refere qual
categoria.
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Quadro 2 — Continuagio.

Nome do tdxon Nome popular Global Nacional | Estadual
1 2 RJ MG
Drymophila ochropyga (Hellmayr, 1906) choquinha-de-dorso- QA | QA |- - -
vermelho
Grallaria varia (Boddaert, 1783) tovacugu - - - - \'48
Merulaxis ater Lesson, 1830 entufado QA | QA | - - -
Eleoscytalopus indigoticus (Wied, 1831) macuquinho QA | QA | - - -
Anabacerthia amaurotis (Temminck,1823) limpa-folha-miado QA | QA | - - -
Leptasthenura setaria (Temminck, 1824) garimpeiro QA | QA | - - -
Mlicura militaris (Shaw & Nodder, 1809) tangarazinho - EM | - - -
Chiroxiphia caudata (Shaw & Nodder,1723) tangara - EM | - - -
Onychorhynchus swainsoni (Pelzeln,1858) maria-leque-do-sudeste vuU | VU | - - -
Laniisoma elegans (Thunberg, 1823) chibante - QA | - - \'48
lodopleura pipra (Lesson, 1831) anambezinho QA | QA |- - -
Lipaugus lanioides (Lesson, 1844) tropeiro-da-serra QA | QA | - AM | VU
Tijuca atra Ferrusac, 1829 saudade QA | QA | - - -
Carpornis cucullata (Swainson, 1821) COrocoxo QA | QA | - - \'48
Phibalura flavirostris(Vieillot, 1816) tesourinha-da-mata QA | QA |- - VU
Piprites pileata (Temminck, 1822) caneleirinho-de-chapéu- VU | VU | AM AM | VU
preto
Phylloscartes eximius (Temminck, 1822) barbudinho QA | QA | - - -
Phylloscartes difficilis (Ihering & Thering,1907) | estalinho QA | QA | - - -
Rhynchocyclus olivaceus (Temminck,1820) bico-chato-grande - - - AM | -

Legenda: Registro — Espécie registrada na regido do Itatiaia por meio de dados bibliograficos.
Fonte: referéncia bibliografica que caracteriza o grau de ameagado de extingdo: Globall (IUCN,
2011); Global2 (BENCKE et al., 2006); Nacional (MACHADO et al., 2008); Estadual, Rio de Janeiro
(ALVES et al., 2000); ¢ Minas Gerias (MACHADO et al, 1998). Categoria de ameagca —
Provavelmente extinto (PEx); Criticamente ameagado (CR); Vulneravel (VU); Em perigo de extin¢ao
(EN); Quase ameacado (QA). O simbolo [AM] indica que a espécies esta ameacada, mas nao se refere

qual categoria.
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Quadro 3 — Continuagdo.

Nome do taxon Nome popular Global Nacional | Estadual

1 2 RJ MG
Hemitriccus furcatus (Lafresnaye, 1846) papa-moscas-estrela \'48 VU | - - -
Phyllomyias griseocapilla Sclater, 1862 piolhinho-serrano QA QA | - - -
Polystictus superciliaris (Wied, 1831) papa- moscas-de-costas cinzentas - QA | - - -
Contopus cooperi (Nuttall, 1831) piui-boreal QA QA | - - -
Orchesticus abeillei (Lesson, 1839) sanhagu-pardo QA QA | - - -
Tangara cyanoptera (Vieillot, 1817) sanhagu-de-encontro-azul QA QA | - - -
Dacnis nigripes Pelzeln, 1856 sai-de-pernas-pretas QA QA | - - -
Chlorophanes spiza (Linnaeus, 1758) sai-verde - - - AM -
Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766) canario-da-terra-verdadeiro - - - - VU
Sporophila frontalis (Verreaux, 1869) pixoxo6 \'48 VU | AM AM EN
Sporophila falcirostris (Temminck, 1820) cigarra-verdadeira VU VU | AM AM EN
Sporophila angolensis (Linnaeus, 1766) curid curiod - - - AM EN
Cyanoloxia moesta (Hartlaub, 1853) negrinho-do-mato QA QA | - AM | VU
Cyanoloxia brissonii (Lichtenstein, 1823) azulao - - AM | -

Legenda: Registro — Espécie registrada na regido do Itatiaia por meio de dados bibliograficos.

Fonte: referéncia bibliografica que caracteriza o grau de ameagado de extingdo: Globall (IUCN,
2011); Global2 (BENCKE et al, 2006); Nacional (Machado et al, 2008); Estadual, Rio de Janeiro
(Alves et al, 2000); e Minas Gerias (Machado et al, 1998). Categoria de ameaga — Provavelmente
extinto (PEx); Criticamente ameacado (CR); Vulneravel (VU); Em perigo de extingdo (EN); Quase
ameagado (QA). O simbolo [AM] indica que a espécies estd ameacada, mas ndo se refere qual
categoria.

2.5 Zona da Mata Mineira
2.5.1 Contextualizacio sobre a Zona da Mata Mineira

A referida mesorregido recebeu esse nome em referéncia a fisionomia de sua
vegetacdo natural, Mata Atlantica, que a distinguia das regides adjacentes. No cenario
histérico e socioecondmico do Estado de Minas Gerais, a Zona da Mata ¢ uma regido que
exerceu funcdo de destaque, foi berco da extracdo do ouro no século XVIII e que, com o
declinio do ciclo do ouro, especializou-se ao longo do século XIX na agricultura e na pecuaria
(CARRARA, 1999).

A Zona da Mata, polarizada pelo municipio de Juiz de Fora, tem localizacao
privilegiada no Estado de Minas Gerais e no Brasil, apresenta infraestrutura relativamente em
boas condi¢des, que favorece acesso aos mercados. A regido, cortada por importantes
rodovias federais e estaduais, encontra-se proxima a importantes metropoles como Belo
Horizonte, Rio de Janeiro e Sao Paulo (FJP, 1995).
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2.5.2 Localizacao e geografia da Zona da Mata Mineira

Localiza-se a sudeste do Estado e ¢ dividida em 7 microrregides: Manhuagu ¢ Ponte
Nova em sua porcao setentrional; Muriaé, Uba e Vigosa e na regido central; e Juiz de Fora e
Cataguases ao sul, constituida por 142 municipios. A mesorregido Zona da Mata abrange uma
area de 35.726 km?, cerca de 6% do Estado de Minas Gerais (IBGE, 1990)

A regido se encontra inserida em duas importantes bacias hidrograficas: Rio Paraiba
do Sul e o Rio Doce. A primeira localiza-se a leste e ao sul, formada pelos rios Murié, Paraiba
do Sul, Paraibuna, Pomba e Rio Preto. A segunda compreende uma maior area, ao norte da
regido, formada pelos rios Gualaxo do Sul e do Norte, Carmo, Casca, Manhuagu, Matip6 e
Piranga.

As altitudes da regido variam de 2.889 metros no Pico da Bandeira em Alto Caparad
na regido nordeste na divisa de MG-ES, at¢ altitudes que giram em torno de 100 metros nos
vales do rio Pomba. O relevo ¢ de ondulado a forte ondulado nas partes mais baixas, em
altitudes que variam entre 300 e 500 metros. Proximo a regido de Ervalia, as altitudes que
variam de 800 a 900 metros apresentam um relevo fortemente ondulado e montanhoso.
Altitudes superiores a 1.500 metros sao encontradas ao norte com o destaque para o Macigo
do Caparad (CARNEIRO; FONTES, 2005).

Figura 4 - Mapa de localizagdo da Zona da Mata em relagdo as mesorregides e
as microrregides do Estado de Minas Gerais.
Fonte: (CARNEIRO; FONTES, 2005). 13



2.5.3 O clima na Zona da Mata Mineira

De acordo com o IBGE (2002), o clima da regido ¢ bastante variado, recebendo forte
influéncia da variagdo altimétrica. O clima pode ser Quente (Semiumido com 4 a 5 meses
secos, com média acima de 18°C durante todo ano), Subquente (Semiumido com 4 a 5 meses
secos ¢ Umidos com 1 a 3 meses secos e pelo menos 1 més com temperatura média entre 15 e
18°C) e Mesotérmico brando (clima Umido de 1 a 3 meses secos ¢ Semitimido de 4 a 5 meses
secos, com temperaturas médias entre 10 a 15°C).

2.5.3 A vegetaciao da Zona da Mata Mineira

A vegetagdo predominante caracteriza-se por Floresta Estacional Semidecidual,
ocorrendo em 17,73 % da érea, na forma de fragmentos, distribuidos de modo mais
homogéneos (RADAMBRASIL, 1983) A concentracdo desta se d& nos municipios de
Caparad, Alto Caparad, Espera Feliz e Manhuagu. A conservacdo de remanescente destas
espécies ocorre em funcao de fatores fisicos como o relevo e altitudes mais elevadas que
dificultaram a sua remog¢ao para uso da madeira e ou mudanga do uso das terras. Segundo
Veloso e Goes-Filho (1982), esse conceito ecologico da Regido de Floresta Estacional remete
ao clima de duas estagdes, uma chuvosa e outra seca. O conjunto arbdreo dominante possui
uma adaptacao fisiologica a deficiéncia hidrica ou temperaturas baixas durante longo periodo.

A Floresta ombrofila ocorre em 1,25 % da area, concentrando-se no Sudoeste da
regido, especificamente nos seguintes municipios: Rio Preto, Santa Rita do Jacutinga, Santa
Barbara do Monte Verde, Olaria e Lima Duarte. Os Campos Rupestres aparecem associados
as areas de altitudes mais elevadas e com maior umidade, como observado por Valverde
(1958), em sua excursdo ao maci¢o do Caparad e em trabalhos realizados nos Parque Estadual
da Serra do Brigadeiro e Parque Estadual do Ibitipoca, por Schaefer et al. (2006). Essas
fisionomias t€m ocorréncia restrita, somando 0,13 % de abrangéncia.

A agdo antrdpica substituiu quase toda vegetacdo original da regido por vegetacio
secunddria, pastagens e agricultura. Em algumas poucas areas, ainda sdo encontrados
remanescentes, protegidos por lei, da vegetagdo original, como ¢ o caso da Serra do Caparao.
Trata-se do Refugio Ecologico, que apresenta numero de agrupamento remanescente da
Floresta Montana consideravel.

2.5.4 A fauna de aves da Zona da Mata Mineira

As referéncias indicam que Hermann Burmeister foi o primeiro a pesquisar aves na
regido da Zona da Mata Mineira entre Juiz de Fora e Vigosa, em abril de 1852 (PINTO,
1952). José¢ Pinto da Fonseca e Jodo Moojen de Oliveira foram os que mais investigaram e
documentaram a avifauna da regido até meados do século XX, sendo deles a maior parte dos
exemplares taxidermizados que documentam a rica avifauna da Zona da Mata até aquela
época (PINTO, 1945, 1952; RIBON et al., 2003).

Merece destaque o trabalho de Erickson e Mumford (1976), nas décadas de 1950 e
1960 que permite a verificagdo das informacdes publicadas, uma vez que o registro de varias
espécies foi embasado em coletas. Surgiram algumas listagens de espécies nas décadas de
1980 e 1990 (MONTEIRO et al., 1983; MONTEIRO; MATTOS, 1984; BORGES; RAPOSO-
FILHO, 1989; SIMON et al., 1999), descrigdes sobre biologia basica de algumas aves,
sobretudo de nidificagdo (SIMON; PACHECO, 1996) e algumas analises mais detalhadas
sobre distribuicdo de aves em fragmentos florestais remanescentes (RIBON, 1998;
MALDONADO-COELHO, 2000).
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A avifauna da Zona da Mata mineira apresenta-se como uma mistura de espécies
florestais que resistiram ao desmatamento da regido ao longo dos ultimos dois séculos e de
espécies originalmente do cerrado e areas de borda de floresta (RIBON et al., 2004). Muitas
espécies de aves florestais estdo hoje confinadas aos parques estaduais do Ibitipoca, do
Itacolomi e da Serra do Brigadeiro (FUNDACAO BIODIVERSITAS, 1998; RIBON et al.,
2003). Estas unidades de conservacao correspondem aos maiores blocos de vegetacao nativa
continua que ainda existem na Zona da Mata. A paisagem dominante é, no entanto, um
mosaico de fragmentos florestais de varios tamanhos e estados de conservagdao, em meio a
uma matriz heterogénea de pastagens e culturas. Dependendo da localidade, encontra-se entre
2 e 33% de vegetacao nativa (FONSECA, 1985; RIBON, 1998; PEREIRA, 1999).

Com todos os registros anteriores e atuais, ¢ sabido que no Estado de Minas Gerais
ocorrem cerca de 764 espécies de aves, sendo 121 ameagadas e 70 deficientes em dados
(FUNDACAO BIODIVERSITAS, 2007). Para a regido de Rio Novo e Goiana, Ribon e al.,
(2004) registraram 185 espécies aves a incluindo aquelas identificadas nos municipios
limitrofes de Coronel Pacheco e Juiz de Fora. Considerando apenas as espécies de Rio Novo e
Goiana, tem-se um total de 172 espécies. Na Reserva Bioldgica Municipal Poco D’Anta
(ReBioPD), uma floresta estacional semidecidual urbana com 277 hactares, criada pelo
decreto municipal no 2794/82 (UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA, 2008),
Manhaes e Loures-Ribeiro (2011) registraram 156 espécies distribuidas em 38 familias e 17
ordens. Os Passeriformes foram a Ordem dominante, representando 52,6% das familias (n =
20) e 65,0% das espécies (n = 102). As familias mais representativas foram Tyrannidae, com
28 espécies (17,9% do total), Thraupidae, com 14 (9,0%), Picidae e Thamnophilidae, com 8
espécies cada (5,1%). Sporophila frontalis e Sporophila falcirostris (Emberizidae) foram as
unicas espécies incluidas na Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameagadas de
Extingdo (MACHADO et al., 2008) e sdo consideradas pela A Unido Internacional para
Conservacdo da Natureza (IUCN, 2016) também como vulneraveis. Contudo, torna-se
importante destacar que, Primolius maracana (Psittacidae), Dysithamnus stictothorax,
Drymophila ochropyga (Thamnophilidae), e Cyanoloxia moesta (Cardinalidae) constam na
lista da [UCN na categoria Quase Ameacada.

No Jardim Botéanico da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Barbosa
et al. (2019) registraram 160 espécies, distribuidas em 47 familias de 20 ordens.
Passeriformes foi a ordem mais expressiva com 23 familias registradas, representando 57,5%
(n =92) do total de espécies encontradas. A familia Tyrannidae foi a mais numerosa, com 26
espécies, seguida por Thraupidae com 18 espécies. Foi registrada a presenca de Primolius
maracand, assim como sete espécies foram identificadas pela primeira vez no municipio de
Juiz de Fora: Cairina moschata, Molothrus oryzivorus, Nomonyx dominic, Porphyrio
martinicus, Pteroglossus aracari, Pteroglossus bailloni, Tachybaptus dominicus. Esse
numero total de espécies ficou bem proximo ao encontrado por Manhdes e Loures-Ribeiro
(2011), somando-se aos esforcos de Ribon et al. (2003, 2004), Manhaes e Loures-Ribeiro
(2005) e Pacheco et al. (2008). Tal levantamento contribuiu com a documentagdo da avifauna
regional e para o registro de novas espécies no municipio.

Barbosa et al. (2019) ressalta que a riqueza de espécies deste levantamento encontrada
no Jardim Boténico representou cerca de 17.5% da riqueza do dominio Floresta Atlantica,
20% da do estado de Minas Gerais e cerca de 8.5% da riqueza total do Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas coletas de sangue de 188 espécimes de passeriformes para pesquisa
molecular e parasitologica de Trypanosoma spp., sendo as aves encontradas em 5 pontos de
coleta no Parque Nacional de Itatiatia e em quatro pontos de coleta na zona da Mata Mineira.
As capturas de aves no Parque Nacional de Itatiaia ocorreram ao longo dos sete primeiros
meses consecutivos (junho a dezembro de 2017) e, posteriormente, durante o0 més de margo
de 2018 foram realizadas 8 campanhas mensais com duracao média de 3 dias consecutivos
cada. Na Zona da Mata Mineira, as capturas ocorreram entre margo de 2013 e dezembro de
2015, durante cinco dias consecutivos, uma vez a cada més.

3.1 Areas de estudo
3.1.1 Parque Nacional de Itatiaia (RJ/MG)

As coletas foram realizadas em areas com diferentes gradientes altitudinais, locais
abertos em meio a floresta ombroéfila densa presente no Parque Nacional de Itatiaia para
facilitar a abertura das redes de neblinas ou “mist nets” (Descricdo no Quadro 2.) Foram
enumeradas trés areas;

Area 1: denominada Baixo Itatiaia com 1.100 metros de altitude até a entrada do
parque, que fica na base da montanha e perto da cidade de Itatiaia. Pontos la e 1b, areas onde
estdo situadas as casas de pesquisas, a sede dos brigadistas e o lago azul com pontos de coleta
proximos aos 800m de altitude.

Area 2: Médio Itatiaia, regido de 1.100 a 1.800 metros de altitude, 2a ¢é area de acesso
pela sede do PNI em direcdo a cachoeira véu da noiva, trilha Ruy Braga a aproximadamente
1.200m. 2b vertente do PNI com acesso por Maromba-RJ, rio acima, pos cachoeira do
escorrega em aproximadamente 1.400m.

Area 3: Alto Itatiaia, com acesso pela garganta do registro (divisa dos estados do RJ e
MG), quando as capturas ocorreram proximas a casa de pedra em aproximadamente 2.200
metros acima do nivel do mar (Quadro 2).

3.1.1.2 Geoprocessamento das areas do Parque Nacional de Itatiaia (RJ/MG)

Nas areas escolhidas para captura das aves, foram utilizadas andlises espaciais
provenientes de sensoriamento remoto. A partir dos dados de georreferenciamento, tornou-se
possivel analisar e criar mapa tematico com apoio do software ArcGIS®.

Esses locais mapeados foram divididos em sitios amostrais e georreferenciados in loco
com auxilio de GPS da marca Garmin® modelo Etrex 30. Foram registrados inicialmente
com o sistema de coordenadas Latitude/Longitude, composto por leitura de medianos e
paralelos, para facilitar as anélises de processamento junto ao programa de software Google
Earth®. Posteriormente, para intensificar a precisdo do estudo na elaboragdo dos modelos de
mapas tematicos utilizou-se o sistema Universal Transverso Mercator (UTM), que projeta as
coordenadas geograficas em um cilindro transversal a Polar Primaria. O sistema escolhido foi
o WGS 84 (World Geodetic System) cujo Datum é o geocentro, o mesmo utilizado na
elaboracdao dos mapas do IBGE com o Sistema de Referéncia Geocéntrico da América do Sul
(SIRGAS) implementado partir de 2005 (Figura 5).
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Quadro 4 - Descri¢des dos pontos de captura das aves silvestres dentro do Parque Nacional de Itatiaia

(RI/MQG).
Areas de Gradiente Localizagdo e coordenadas de Referéncia das areas. Descrigao dos pontos
amostragens atitudinal captura. amostrais.
(metros)
Sede do PNI Proximo ao lago azul, | Floresta Ombrofila
proximo as casas de Densa com poucas
-22°26' 58.1" -44° 36' 55.9" pesquisas. construgdes ao redor ¢
PNI 1a 800 reduzida area de
-22°22'11.2" -44° 36' 39.2" Antropizagao.
-22°27'06.4" -44° 36' 42.5" Proximo a sede dos Floresta Ombrofila
PNI 1b -22° 27 07.1" -44°37' 12.4' brigadistas Densa com poucas
800 -22°27'01.8" -44°36' 56.1" respectivamente. construgdes.
-22°27'20.9" -44°36' 28.1"
PN1 2 (2a) 1.200 Sede PNI Proximo a cachoeira Floresta Ombrofila
Véu da Noiva na densa com area
-22°26'17.00"-44° 37' 33.00" direcdo da travessia consideravelmente
Ruy Braga. preservada, caminho de
dificil acesso para
veiculos. Area fechada
PN12 (2b) para visitagdo publica,
somente pesquisa.
1.350 Vertente Maromba-RJ Vertente Maromba, Floresta Ombrofila
pOs cachoeira do Densa, entretanto, area
-22°20'19.07" -44°36'51.55" Escorrega, 3,5 km em recuperagao, com
acima. intensa antropizagao.
Area fechada para
visitagdo publica,
somente pesquisa.
PNI3 2.200 Planalto do PNI Proximo a casa de Area com Floresta
pedra. Ombrofila Densa, ao
-22°22'8.36" -44°44' 39.27" redor da casa de pedra
areas de capoeiras ¢
matas ciliares, entretanto
predominante a floresta
nativa.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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3.1.2 Zona da Mata Mineira

A coleta das aves ocorreu em quatro diferentes locais na regido da Zona da Mata
mineira, Minas Gerais, Brasil. Situada no sudeste do estado de Minas Gerais, area pertencente
ao bioma Mata Atlantica, os locais de amostragem encontram-se em diferentes estagios de
sucessao ecologica. Enquanto o Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora
(JB-UFJF), ¢ uma area de floresta regenerada com d4reas abertas de aproximadamente
845.000m?, os demais locais sdo areas com pequenas manchas florestais esparsas circundadas
de pastagens (Quadro 3).

O Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora ¢ parte de um fragmento
de Floresta Estacional Semidecidual Montana (VELOSO et al., 1991) localizado no perimetro
urbano de Juiz de Fora, sudeste do estado de Minas Gerais inserida no complexo da Mata do
Krambeck de 374,1 ha. O complexo é constituido pela Area de Protecio Ambiental “Mata do
Krambeck™, pelas fazendas Retiro Novo, Retiro Velho e o atual Jardim Botanico da
Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.1.1.2 Geoprocessamento das areas na Zona da Mata Mineira

Nas areas escolhidas para captura das aves, foram utilizadas andlises espaciais
provenientes de sensoriamento remoto. A partir dos dados de georreferenciamento, tornou-se
possivel analisar e gerar um mapa por satélite do programa Google Erth Pro® 2020. Esses
locais mapeados foram divididos em sitios amostrais e georreferenciados in loco com auxilio
de GPS da marca Garmin® modelo Etrex 30. Foram registrados com o sistema de

coordenadas Latitude/Longitude (Figura 6).

Quadro 5 - Localizagdo geografica, informacdes ambientais dos locais amostrados na Zona da Mata
de Minas Gerais e quantidade de aves coletadas em cada local.

Local Localizagao geografica Altitude (m)
Juiz de Fora, MG

Jardim Botanico UFJF -21°43'50.0" -43°22'15.4" 724
Sitio Vista Alegre, Caeté -21°48'23.0" -43° 15' 45.7" 494
Chacara, MG

Sitio Paraiso da Barra ‘ -21°40' 18.2" -43° 13" 14.2" 799
Sta. Barbara do Monte Verde, MG

Fazenda Volta Grande -21°58'50.8" -43° 41' 44.4" 821

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Figura 7- Localizac¢ao do Jardim Botanico da Universidade Federal de Juiz de Fora,
em destaque de amarelo a localizag¢do do lago artificial.
Fonte: Google Earth (2020).

3.2 Captura e coleta de sangue

Para a captura de aves no Parque Nacional de Itatiaia, foram usadas 10 redes
ornitologicas de nylon modelo Ecotone Mist Net 716/12 (12 x 2,5m, malha de 16 mm) da
marca fabricante Polonesa Ecotone® expostas durante seis horas a partir do amanhecer no
sub-bosque florestal. As redes foram dispostas entre 10 ¢ 20 cm do solo, com o suporte de
hastes de aluminio em altura total de trés metros, divididas em dois transectos lineares. Estas
redes eram revisadas a cada 15 minutos para a retirada das aves capturadas.

Na Zona da Mata Mineira, as capturas foram realizadas por meio de redes de neblina
(12 metros de comprimento por 3 metros de altura com 36 milimetros de malha), dispostas em
conjuntos lineares de cinco redes totalizando um transecto de 60 metros. As coletas ocorreram
durante cinco dias consecutivos, uma vez a cada més, sendo estendidas desde antes do nascer
do sol até aproximadamente a metade do dia, com as redes sendo verificados a cada 15
minutos.

Para medi¢do do esfor¢co amostral preconizado tanto no Parque Nacional do Itatiaia
quanto nas areas de captura da Zona da Mata Mineira, seguiu-se o recomendado por
Rodrigues (2002) e a padronizacdo do esfor¢o amostral de rede foi adaptado de Straube e
Bianconi (2002).

21



O método de contencdo para as aves, principalmente as de pequeno porte (na maioria
das vezes passeriformes), foi realizado com cautela devido a satide do animal. Como as aves
ndo possuem respiragdo diafragmatica, estas dependem da expansdo do torax para tal
atividade e, portanto, os cuidados para a contencdao estdo diretamente relacionados a esse
aspecto de sua biologia. A contencdo de aves de pequeno porte consiste em segura-las com o
dorso virado para a palma da mao, com o pescogo da ave entre os dedos indicador e médio,
cuidando sempre para ndo ocorrer estrangulamento, e os dedos polegar e anular sobre o corpo
da ave ou segurando o tarso (MATTER, 2010). O uso de sacos de pano foi necessario para a
manuten¢do temporaria e um curto transporte das redes de neblina até a mesa de manejo e de
materiais e equipamentos de realizacao das amostras.

A identificagdo de todas as aves capturadas foi efetivada por meio dos guias
especificos de campo de Narosky e Yzurieta (1993), pranchas de Ridgely et al. (2009) e
Sigrist (2009; 2014). As aves foram fotografadas para confirmagdo da identificacdo. Nas
capturas da Zona da Mata Mineira, todas as aves foram, pesadas, medidas e marcadas com
anilhas metalicas fornecidas pelo Centro de Pesquisas para Conservacdo de Aves Silvestres
(CEMAVE /IBAMA). Ja no Parque Nacional de Itatiaia, ndo ocorreram tais marcagoes,
pesagens e medigoes.

A coleta de sangue das aves ocorreu apos assepsia do local com algodao embebido em
alcool 70° GL, posteriormente sendo feio o extravasamento do sangue da veia tibio-tarsal ou
braquial (aproximadamente 60ul) utilizando agulhas descartaveis (13 x 4,5 milimetros),
respeitando o limite de 1% do peso vivo das aves, segundo recomendado pelo Sistema de
Autorizacao e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO). Amostras de sangue foram utilizadas
imediatamente a preparacdo de esfregacos em laminas de vidro para a andlise em
microscopio, assim como o recolhimento de sangue em microtubos para anélises moleculares,
sendo este armazenado a seguir em local refrigerado (Figura 8).

Figura 8 - A) Registro e avaliagdo no preparo da retirada de sangue B) Esfregaco sanguineo em
lamina de vidro C) Recolhimento de sangue em tubos de hemograma para analises moleculares D)
Ap6s os procedimentos de coleta o animal € solto novamente a natureza.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).
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3.3 Armazenamento e transporte das amostras biologicas

As amostras bioldgicas pertencentes as capturas ocorridas no Parque Nacional de
Itatiaia foram devidamente identificadas com um nimero contido na ficha de identificagdo da
ave, acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo e a cada dia finalizado a campo eram
temporariamente colocados em freezer a -20°C, utilizados com fins de pesquisa cientifica
dentro do Parque, e as laminas fixadas por trés minutos em metanol colocadas em caixas
proprias de transporte, sendo todo o material bioloégico posteriormente transportado para o
Laboratorio de Sanidade Avicola do Departamento de Epidemiologia e Saude Publica do
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

As amostras biologicas pertencentes as capturas ocorridas na Zona da Mata Mineira
foram levadas ao Laboratorio de Protozoologia do Programa de Pos-graduacdo em
Comportamento ¢ Biologia Animal (PPGBA), na Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF), onde foi realizada a fixagdo dos esfregacos em metanol (4lcool metilico P.A.) por trés
minutos.

Os esfregacos sanguineos obtidos das aves do Parque Nacional de Itatiaia e da Zona da
Mata Mineira foram corados em Giemsa (Eosina Azul de Metileno) na diluigao de 1:9,
durante aproximadamente 40 minutos e os microtubos contendo amostras de sangue foram
armazenados em freezer a -20°C até o momento da extracdo de DNA.

3.4 Analises microscopicas

Os esfregagos obtidos de ambas as areas de captura foram examinados em sua
totalidade sob objetiva de imersdo, em microscopio fotonico Olympus BX-51, em aumento de
600. Para as analises morfologicas dos parasitos, foram capturadas imagens dos esfregacos
usando uma camera (Olympus Evolt E-330). Os caracteres foram tomados conforme descrito
em Valkiunas, 2011 utilizando o software ImageProPlus 6.0.

3.5 Extracao do DNA total

O DNA gendmico foi extraido a partir de 20uL. de cada amostra sanguinea de aves,
usando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®, Madison, WI, USA) de
acordo com as recomendagdes do fabricante, e eluido em 100 pL da solugdo de reidratagdo
que acompanha o kit, sendo acondicionada em microtubos de 0,6mL em trés aliquotas e
mantida a -20°C. Posteriormente, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria
(Nanodrop ND-2000). As concentragdes das amostras de DNA variaram e foram
padronizadas em 20 ng / ul nas aliquotas. O DNA total foi armazenado em microtubos de 1,5
ml a -80°C até a analise molecular.

Tanto a extracdo de DNA, quanto o preparo das reagdes e a pipetagem das amostras
foram realizadas em ambientes separados, evitando a ocorréncia de contaminacdo. Além
disso, ponteiras com filtro foram utilizadas em todas as etapas do estudo.

3.6 Reacdo em Cadeia da Polimeras e Convencional

As amostras de DNA de sangue dessas aves silvestres foram submetidas a
amplificacdo do fragmento 18S do DNA ribossomal de Trypanosoma spp. por PCR
convencional com o objetivo de realizar uma triagem das amostras. As reagdes com alvo no
18S rDNA foram realizadas utilizando os iniciadores 18STnF2 (5'-CAA CGA TGA CAC
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CCA TGA ATT GGG GA -3') e o iniciador reverso 18STnR3 (5'-TGCTCGACCATATAT
TGCATATAC3'), que amplificam aproximadamente 780 pb a 800 pb (GEYSEN et al., 2003).
O volume final da reacao foi de 25 pL contendo: 13,5 uL de agua ultrapura, 1X de tampao da
enzima, 2,5 mM de MgCl2, 0,4 mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato, 0,8 mM de
cada iniciador, 1U de Taqg DNA polimerase ¢ 5 uL. de DNA genomico. As condi¢des de
termociclagem foram: 94 ° C por 4 min seguido por 40 ciclos de 94 ° C por 1 min, 58 ° por 1
min 30 s e 72 ° C por 2 min, e extensdo final a 72 ° C por 4 min.

Trypanosoma vivax foi utilizado como controle positivo. O DNA de 7. vivax foi
obtido de bovinos com alta carga parasitaria em esfregacos de sangue e confirmado por
sequenciamento de DNA. Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo de
amplificagao.

3.6.1 Clonagem e Sequenciamento dos Produtos da PCR

Trés reacdes de PCR independentes foram realizadas para cada amostra positiva com
Trypanosoma sp. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando a enzima Platinum SuperFi
II DNA Polymerase—High-Fidelity, seguindo as condigdes de amplificacdo e termociclagem
descritas no item 3.8. Os amplicons resultantes foram submetidos ao processo de purificagdo
com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®, Madison, WI, EUA),
seguindo as recomendag¢des do fabricante. A quantificagdo dos produtos purificados pode ser
estimada em gel de agarose a 2%, sendo que um volume de SuL. dos produtos purificados foi
homogeneizado em 1,5ul de tampao de amostra. Como escala de massa molecular foi
utilizado 4 pL de Low DNA MassTM Ladder (Invitrogen®). A clonagem foi realizada em
vetor pGEM-T® Easy Vector System (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O DNA plasmidial de cinco clones positivos de cada reagdo de
PCR foi isolado pelo kit PureYieldTM Plasmid Miniprep System (Invitrogen, Carlsband, CA,
USA.) seguindo as recomendacdes do fabricante. Os produtos de PCR clonados foram
sequenciados com os primers 18STnF2 e 18STnR3. O sequenciamento foi realizado
utilizando o equipamento ABI 3730 DNA Analyser (ABI 3730 DNA Analyser — Applied
Biosystems/Perkin Elmer, CA, USA) no Centro de Estudos do Genoma Humano da
Universidade de Sao Paulo (USP).

3.6.2 Analise do Sequenciamento

As sequéncias obtidas foram alinhadas com as sequéncias previamente publicadas em
banco de dados Genbank (ANEXO E). O alinhamento foi realizado utilizando o algoritmo
ClustalW implementado no Software MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis
Version 7.0), Kumar et al. (2016).

3.6.3 Analises filogenéticas

As reconstrucdes filogenéticas foram realizadas utilizando um conjunto de dados
contendo sete sequéncias do gene 18s de trypanosomas obtidas no trabalho proposto e um
conjunto de sequéncias do Genbank, utilizando as mesmas linhagens que Pornpanon (2019).
Como grupo externo, foram escolhidas sequéncias de trypanosomas de anuros (7. mega e T.
rotatorium) obtidas por meio do banco de dados Genbank. As sequéncias foram alinhadas no
software MAFFT (KATOH et al., 2017) com opg¢des padrdao e, em seguida, inspecionadas
visualmente. Apo6s remover posicdes mal alinhadas com o Gblocks (TALAVERA;
CASTRESANA, 2007), obteve-se uma matriz com 2335 pb. A inferéncia da filogenia de
Trypanosoma foi conduzida sob uma andlise de Maxima Verossimilhanca (ML)
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implementada no programa RaxML (STAMATAKIS, 2014), utilizando o modelo GTR +
GAMMA (TAVARE, 1986; YANG, 1994), que foi escolhido como o melhor modelo de
substitui¢do no JmodelTest implementado no MEGA7 (KUMAR et al., 2016). Os valores-
suporte dos clados foram avaliados com o critério de autoconvergéncia de bootstrap do
RaxML (STAMATAKIS, 2014) com 500 pseudoreplicatas.

3.7 Autorizacdes de pesquisa

As autorizagdes de capturas de aves para pesquisas no Parque Nacional de Itatiaia
seguiram a previsdo legal dos Orgdos ambientais competentes e instrugcdes sob Lei
Complementar n° 140/11; Portaria n® 12/2011, inscri¢do e regularidade dos participantes no
Cadastro Técnico Federal do Ibama (CTF) e no Sistema de Autorizagao e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO), solicitagdo numero 55195-1, conforme a Instru¢do Normativa
numero 3 de 2014 (IN 03/2014, ICMBio). Além disso, o parecer aprovando o projeto junto a
Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Veterinaria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob o nimero 6121130617.

Da mesma forma, todos os procedimentos de capturas para pesquisas na Zona da Mata
Mineira foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), sob o protocolo n® 042/2012, e também pelo Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), solicitagdo numero 29268-3,
conforme a Instru¢ao Normativa niimero 3 de 2014 (IN 03/2014, ICMBio).
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4 RESULTADOS

Foram examinadas no presente estudo 181 aves passeriformes, pertencentes a sete
espécies. No Parque Nacional de Itatiaia, foram examinadas 37 aves distribuidas em 4
espécies (Turdus flavipes, Turdus albicolis, Turdus subalaris e Turdus flavipes), enquanto na
Zona da Mata Mineira . Enquanto na Zona da Mata Mineira foram avaliadas 151 aves
pertences a trés espécies (Thamnophilus caerulescens , Tachyphonus coronatus e Synallaxis

Spixi).
4.1 Parque Nacional de Itatiaia

4.1.1 Espécies de aves examinadas

Foram analisadas 37 aves pertencentes ao género 7Turdus dentro do PNI.

T urdu&ﬂavipes

., Turdus albicollis
sabid-una/ Yellow-legged sabia-coleira/ White-necked
Thrush Thrush

Turdus subalaris T urd ruﬁventris
sabia-ferreiro/Eastern Slaty sabia-laranjeira/ Rufous-bellied
Thrush Thrush

Figura 9 - Espécies de aves da familia Turdidae. O somatorio em cada espécie representa o total
capturado no PNI. Individuos do sexo masculino sdo apresentados em 7. flavipes e T. subalaris

meramente ilustrativos (imagens adaptadas de DEL HOYO et al., 2018).
Fonte: (DEL HOYO et al., 2018).
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Foram capturados dez individuos na éarea la, préximo dos 800 m de altitude: 7 Turdus
albicollis, 2 Turdus flavipes (1 fémea e 1 macho) e 1 Turdus rufiventris. 12 individuos na area
1b, proximo dos 850m de altitude: 4 Turdus albicollis, 4 Turdus flavipes (3 fémeas e 1
macho), 3 Turdus rufiventris € 1 Turdus subalaris. 7 individuos na area 2a, préximo dos
1.195m de altitude: 1 Turdus albicollis, 1 Turdus flavipes (1 fémea) e 5 Turdus rufiventris. 4
individuos na area 2b, proximo dos 1.400m de altitude: 4 Turdus rufiventris e 4 individuos na
area 3, proximo dos 2.200m de altitude: 1 Turdus flavipes e 3 Turdus rufiventris (Tabela 1).

As espécies de passaros do género Turdus positivos para o género Trypanosoma sp.
nas analises moleculares foram 7. flavipes (fémea), T. albicollis capturados na area la e 1b,
respectivamente. Esses passaros foram capturados nas campanhas referentes aos meses de
junho (7. flavipes) e (T. albicollis) agosto de 2017, ambas campanhas na estacao seca do ano.

Tabela 1 - Espécies do género Turdus, capturadas no PNI durante as 8 campanhas entre junho a

dezembro de 2007 e marcgo de 2008

Espécies capturadas Nome popular Pontos de coletas
1a (800m)  1b (850m) 2a (1.195m) 2b (1.400m) 3(2.200m)
Turdus albicollis Vieillot, 1818 sabia-coleira 7 4 1 0 0
Turdus flavipes Vieillot, 1818 sabia-una 2 4 1 0 1
Turdus rufiventris Vieillot, 1818 sabia-laranjeira 1 3 5 4 3
Turdus subalaris (Seebohm, 1887) sabia-ferreiro 0 1 0 0 0
Total 10 12 7 4 4

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.1.2 Analise microscopica

A frequéncia encontrada pelo esfregago de sangue de Trypanosoma foi de 2,7% de
aves positivas (n = 1/37). Apenas uma lamina encontrava-se positiva para o hemoparasita

acima referido.
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Figura 10 - A presenca de Trypanosoma na forma tripomastigota com os eritrocitos em lamina de

Turdus albicollis. Observa-se a seta indicando o nucleo do parasita.

Fonte: Arquivo pessoal (2020).
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4.2 Zona da Mata Mineira

4.2.1 Espécies de aves examinadas

Thamnophilus caerulescens Tachyphonus coronatus
choca-da-mata / Variable Antshrike tié-preto/ Ruby-crowned Tanager
=22 >y=121

<

Synallaxis spixi
jodo-teneném / Spix's Spinetail

y=38

Figura 11 - Passeriformes da familia Furnariidae, Thraupidae e Thamnophilidae O somatorio em cada
espécie representa o total capturado na ZMM. Individuos do sexo masculino sdo apresentados
meramente ilustrativos (imagens adaptadas de DEL HOYO et al., 2018).

Fonte: (DEL HOYO et al., 2018)

Foram analisadas 151 passeriformes em areas da ZMM. 121 espécimes de
Tachyphonus coronatus, 22 de Thamnophilus caerulescens e oito Synallaxis spixi. A
frequéncia de amostras positivas para Trypanosoma sp. em T. coronatus foi de 7,44%,
enquanto nas espécies 7. caerulescens e S. spixi foi de 4,5% e 12,5%, respectivamente.

4.2.2 Analise microscopica
Nao foi possivel realizar anédlise morfométrica das formas sanguineas encontradas

nessas espécies de aves devido a baixa parasitemia. A figura 12 ilustra as formas
tripomastigotas observadas em 7. coronatus.
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Figura 12 - Fotomicrografias em aumento de 600x realizadas em microcopio Bx51 de esfregacos
sanguineos corados com Giemsa 9% contendo formas tripomastigotas do género Trypanosoma em
aves silvestres. A-J amostras de dois individuos de ti€-preto (Tachyphonus coronatus).

Fonte: Arquivo pessoal (2020).

Trypanosoma sp, sete passaros do género Turdus, com a frequéncia de 18,9% (n=7/37)
capturados no parque de Itatiaia. As amostras que amplificaram a sequéncia 18S rDNA na
PCR convencional e apresentaram bandas no gel com maior intensidade foram selecionadas
para nova amplificacdo, purificacdo das amostras e posterior sequenciamento, conforme
evidencia a figura 13 com as amostras de nimero 18 e 137 (7. albicollis) e amostra 23 (7.
flavipes). Apenas 2 amostras apresentaram qualidade de sequenciamento, as amostras 23 e
137.
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Figura 13 - Gel de agarose (1,5%) com produtos da amplificacdo do fragmento de aproximadamente
780pb do gene 18S rDNA para o género Trypanosoma sp. Pogo: 1- Peso Molecular (100bp Plus DNA
LadderTM); Pogo 2- Controle positivo de T. vivax; Pogo 3 Controle negativo — amostras consideradas
positivas para Trypanosoma sp; 18* 23* ¢ 137*!,

Fonte: Arquivo pessoal (2020).

Nas aves capturadas no Jardim Botanico-MG, observou-se uma frequéncia de 4,96%
(n=6/121) em Tachyphonus coronatus, 4,54% (n=1/22) em Thamnophilus caerulescens e
12,5% (n=1/8) em Synallaxis spixi utilizando a técnica de PCR.

Um total de 10 amostras positivas (1 de Turdus albicollis, 1 de Turdus flavipes, 6 de
Tachyphonus coronatus, 1 de Thamnophilus caerulescens e uma de Synallaxis spixi ) foram
submetidas a 3 reacdes de PCR independentes e os produtos de cada uma das reagdes de PCR
foram clonados em vetor pGEM-T. Foram submetidos ao sequenciamento 5 clones de cada
reacdo de PCR, totalizando 15 sequéncias de cada espécime de ave avaliada. Todas as 15
sequéncias obtidas de Turdus albicollis e de Turdus flavipes foram idénticas entre si. Nos seis
espécimes de Tachyphonus coronatus, foram observadas 5 sequéncias distintas. Todas as
sequéncias de Thanonphilus caerulescens e Synallaxis spixi foram idénticas entre si.
Utilizando a estratégia de clonagem de reacdes de PCR diferentes foi possivel observar em
um dos espécimes de Tachyphonus coronatus duas sequéncias de Trypanosoma distintas, o
que evidencia uma provavel coinfeccdo. Na tabela 2, estd descrita a distancia evolutiva entre
as sequéncias observadas em cada espécie de ave estudada. De acordo com os dados de
distancia, podemos observar que uma mesma linhagem genética de Trypanosoma sp. ¢ capaz
de infectar diferentes espécies de aves, assim como uma mesma espécie de ave pode ser
infectada por mais de uma linhagem de Trypanosoma sp.

1* Numeros das amostras aleatdrias, ndo correspondentes a ordem no pogo do gel.
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Tabela 2 - Distancia evolutiva entre as sequéncias de Trypanosoma sp. observadas em aves das espécies Turdus albicollis, T. flavipes, Tachyphonus coronatus,

Thamnophilus caerulescens e Synallaxis_spixi capturadas no parque de Itatiaia-RJ e Jardim Botanico-MG.

Linhagens de Trypanosoma sp. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Trypanosoma_sp. (Turdus_albicollis) - Amostra_ 127
Trypanosoma_sp_(Turdus_flavipes) - Amostra 23 0,0000
Trypanosoma_sp. (Tachyphonus coronatus) - Amostra 1 0,0133 0,0133
Trypanosoma_sp._(Tachyphonus coronatus) -Amostra 2 0,0133 0,0133 0,0000
Trypanosoma_sp. (Tachyphonus_coronatus) - Amostra 5 0,0166 0,0166 0,0066 0,0066
Trypanosoma_sp._(Tachyphonus_coronatus) - Amostra_1685 0,0166 0,0166 0,0066 0,0066 0,0000
Trypanosoma_sp. (Tachyphonus_coronatus) - Amostra 1021-1 0,0341 0,0341 0,0394 0,0394 0,0431 0,0431
Trypanosoma_sp._(Tachyphonus_coronatus) - Amostra 1021-2 0,0099 0,0099 0,0082 0,0082 0,0099 0,0099 0,0394
Trypanosoma_sp. (Tachyphonus_coronatus) - Amostra_ 1880 0,0413 0,0413 0,0377 0,0377 0,0413 0,0413 0,0082 0,0395
Trypanosoma_sp. (Thamnophilus caerulescens) - Amostra 3 0,0166 0,0166 0,0066 0,0066 0,0000 0,0000 0,0431 0,0099 0,0413
Trypanosoma_sp._(Synallaxis_spixi)_-_Amostra_1922 0,0166 0,0166 0,0066 0,0066 0,0000 0,0000 0,0431 0,0099 0,0413 0,0000

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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4.4 Analise Filogenética

As amostras positivas em microscopia optica foram analisadas em biologia molecular,
das 10 amostras positivas foram recuperadas seis novas sequéncias do gene 18S rDNA de
Trypanosoma, dos hospedeiros Tachyphonus coronatus, Thamnophilus caerulescens,
Synallaxis spixi, T. flavipes e T. albicollis. A reconstrucdo filogenética mostrou o
agrupamento das sete novas linhagens obtidas nesse estudo com parasitos do género
Trypanosoma que ocorrem em aves (Figura 14). As novas linhagens agruparam-se em dois
clados. As linhagens JB03, JB04, JBOS, ITAOI e ITAO2 agruparam-se junto a espécie 7.
benneti. As linhagens JBO1 e JB02 agruparam-se externamente aos clados das espécies 7.
avium, T. cullicavium e T. corvi. As novas linhagens de trypanosoma encontradas neste
estudo agruparam-se com linhagens com ocorréncia registrada na Europa, Asia e Africa
(Figura 14). Nao houve agrupamento de acordo com o local de origem das novas linhagens de
Trypanosoma, as linhagens oriundas do Jardim Botanico UFJF, JBOl e JB02, ndo se
agruparem com as demais, JB03, JB04, JBOS; estas agruparam-se com as linhagens oriundas
de Itatiaia, ITAO1 e ITAO2 (Figura 14). As linhagens JBO1, JB02, JB03, JB04 e¢ JBOS5
ocorreram nos hospedeiros da espécie Tachyphonus coronatus, a linhagem JB03 ocorreu nas
espécies Thamnophilus caerulescens e Synallaxis spixi e as linhagens ITAOl e ITA02
ocorreram nas espécies 7. flavipes e T. albicollis, respectivamente (Figura 14).
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3

Turdus flavipes

Tachyphonus coronatus

Thamnophilus caerulescens

Synallaxis spixi

Turdus aibicollis

Novas linhagens
Grupo externo

Hospedeiro

002

Linhagem JBO1

Linhagem JB02
JNO06832.1 PAS112
JN006833.1 PAS106
JN0O06838.1 CULS
JNO06834.1 CUL2
JNOOG837.1 PAS44
JN006836.1 PAS110
JNO06839.1 PAS113
JN006831.1 PAS105
JN006830.1 CUL15
r U39578.2
MH549546.1 KU489
JN006826.1 PAS21
AF416563.2 Trypanosoma avium SIM3
JN006825.1 BUTS50
JN006829.1 AGE3
AY099320.2 Trypanosoma avium BUT15
JND06824.1 OA11
AY099319.3 FT2
JNDO06828.1 BUT19
JNO06E827.1 PAS56
AF416559.1 Trypanosoma avium APO1
FJ649483.1 Trypanosoma avium SP40
— MK516190.1 KU249
MK516191.1 KU309
JN0O0G6844.1 OA8
JN006840.1 PAS108
JN006843.1 PAS111
JNOOE841.1 PAS94
JN006842.1 PASS5
HQ107970.1 Trypanosoma culicavium CULG
AF416561.1 CUL1
HQ107968.1 Trypanosoma culicavium CUL31
HQ107967.1 Trypanosoma culicavium CUL28
HQ107969.1 Trypanosoma culicavium PAS99
HQ909084.1 Trypanosoma culicavium CUL30
HQ107966.1 Trypanosoma culicavium PAS109
AF416562.1 OAB
AYA461665.2 Trypanosoma corvi
JNO006854.1 Trypanosoma corvi BUT17
—— MH549541.1 KU327
MH549537.1 KU213
MHS549542.1 KU127
MHS549545.1 KU382
MHS549543.1 KU222
MH549538.1 KU220
MH549539.1 KU454
MK516192.1 KU482
MH549536.1 KU484
MH549540.1 KU200
MHS549533.1 KU123
MH549535.1 KU466
MH549534.1 KU188
MH549544.1 KU621
JN0O06847.1 PAST1
I’I— Linhagem JBO3
JN006846.1 PAST2

— A

JN0O06845.1 PAS48

JNO0E848.1 PAS96

Linhagem JBO41

JF778738.1 Trypanosoma bennetti APOT
JNO06853.1 PAS114
JNO06851.1 PAS64
JNOD6849.1 ANIS4
JNODG850.1 PAS23
Linhagem JBOS

Linhagem ITAO1
Linhagem ITAO2
009157.1 Trypanosoma mega

AJ009161.1 Trypanosoma rotatorium

Figura 14 - Arvore filogenética do gene 18S rDNA de Trypanosomas aviarios inferida por Maxima Verossimilhanga sob o modelo evolutivo GTR+G. Os valores
proximos aos nos representam os valores posteriores de probabilidade. As linhagens obtidas neste estudo estdo marcadas em vermelho. Barra representa 4
substitui¢des para posi¢des de 100 nucleotideos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



5 DISCUSSAO

O estudo proposto, de modo inédito, ¢ o primeiro a acessar a diversidade molecular de
parasitos do género Trypanosoma em aves no Brasil. Até entdo, todos os estudos relacionados
a tripanossomatideos aviarios basearam-se principalmente em relatos de ocorréncia em
esfregagos sanguineos de aves em estudos voltados para hemoparasitos em geral.
(CERQUEIRA 1906; LUTZ; MEYER, 1908; SPLENDORE, 1910; CARINI; BOTELHO,
1914; CARINI; MACIEL, 1916; PILMMER, 1914; PESSOA, 1935; LUCENA, 1938;
LAINSON, 1970; BENNETT; LOPES 1980; WOODWORTH-LYNAS et al. 1989;
RIBEIRO et al. 2005; SEBAIO, 2010, 2012).

Aqui, por meio de novas abordagens metodoldgicas na biologia molecular do grupo,
revelamos sete sequéncias inéditas do gene 18s de tripanossomatideos aviarios. Cabe destacar
que as linhagens inéditas recuperadas neste estudo contribuem largamente para revelar a
diversidade de Trypanosoma em aves, que ainda esta subestimada (ZIDKOVA, 2012). No
Brasil, em virtude da grande dimensao territorial, diversidade de aves hospedeiras e insetos
vetores, ¢ provavel que exista uma variedade importante de espécies de Trypanosoma em aves
no Pais, ainda s3o necessarios mais estudos para compreender a diversidade de
tripanossomatideos aviarios no Brasil, uma vez que a grande maioria dos estudos sdo
limitados as técnicas de esfregaco sanguineo, com pouco ou nenhuma informagao molecular
sobre o protozoario.

A caracterizagdo molecular ¢ uma ferramenta primordial para a deteccdo de
Trypanosoma spp., apresenta alta sensibilidade e especificidade, mesmo em casos de baixa
parasitemia. Diversos autores tém utilizado PCR como método diagnostico para esses
hemoparasitas (ZIDKOVA et al., 2012; SEHGAL et al., 2006; VALKIUNAS, 2006), uma
vez que tripanossomatideos sdo indistinguiveis com base em critérios morfoldgicos.
Kirkpatrick, (1986), Apanius (1991), Atkinson e Van Riper (1991) e Svobodova e Votypka
(1998) relatam que tripanosomas aviarios aparecem, via de regra, em baixas intensidades em
seus hospedeiros ao exame de esfregaco de sangue, o numero de organismos ¢
frequentemente tao baixo que deixa de fornecer um tamanho de amostra til, e isso corrobora
com o estudo desenvolvido, haja vista o fato de ndo se ter positividade significativa nas
amostras de esfregaco sanguineo em laminas dos passaros silvestres capturados no PNI.
Bennett et al. (1994) descobriram que muitas espécies de aves infectadas com
tripanossomatideos sdo morfologicamente indistinguiveis com base em critérios apenas
taxondmicos, o que ressalta a importancia das anélises moleculares ao diagndstico especifico
desses hemoprotozoarios.

Neste estudo, a reconstru¢do filogenética mostrou o agrupamento de algumas
linhagens com espécies de Trypanosoma com caracterizacdo morfologica valida. As linhagens
JB03, JB04, JBOS, ITAO1 e ITAO2 formaram um clado com as outras sequéncias, ao passo
que a espécie 1. benneti ¢ as linhagens JBO1 e JB02 agruparam-se externamente aos clados
das espécies T. avim, T. cullicavium e T. corvi (Figura 14).

Por este trabalho ser o primeiro a mostrar a diversidade molecular de
tripanossomatideos aviarios no Brasil, acreditamos que a associacdo das novas linhagens as
espécies validas seria prematura. Apesar dos estudos com tripanosomas aviarios ja datarem de
mais de um século atrds a taxonomia do grupo evolui lentamente. A maioria das espécies
descritas foi pouco ilustrada e publicadas em periddicos ndo especificos (APANIUS 1991,
VALKIUNAS 2011), isso torna a maioria das descrigdes originais de espécies pouco
acessivel para a comparagdao morfoldgica, assim muitas espécies de tripanossomatideos
aviarios sdo inconsistentes.
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Atualmente, a soma da biologia molecular aos estudos morfolégicos tem dado mais
robustez para a classificagdo do grupo e alguns estudos tém descrito novas espécies somando
estas duas ferramentas, Trypanosoma gallinarum (SEHGAL, 2006), Trypanosoma culicavium
(VOTPYKA, 2011), Trypanosoma anguifomis ¢ Trypanosoma poligranularis (VALKIUNAS,
2011) e algumas espécies, mais bem amostradas pela ciéncia, t€ém sido contempladas com
sequéncias genéticas, tornando espécies amplamente conhecidas pela sua morfologia, como
Trypanosoma avium e Trypanosoma corvi, igualmente conhecidos molecularmente
(PORNPANOM, 2019; VOTYPKA et al, 2004), porém ainda ha uma grande lacuna de
amostragem para que se entenda os processos de especiacdo para uma classificacdo mais
verdadeira por meio da biologia molecular.

Apesar de ainda inconclusivas sobre uma segura definicdo de espécies, as analises
filogenéticas permitem recuperar outras informagdes igualmente ou mais relevantes. Quando
consideramos o local de origem das linhagens, podemos, por meio da reconstru¢ao
filogenéticas, inferir hipoteses sobre a biogeografia e a historia evolutiva dos
tripanossomatideos avidrios. A literatura mostra que algumas espécies de tripanosomas
aviarios possuem uma distribuicdo ampla, como ¢ o caso de Trypanosoma avium, parasitando
aves na América do Norte, Europa, Africa e Asia (ZIDKOVA, 2002; PORNAPANON, 2019),
e outras uma distribui¢do mais restrita, como Trypanosoma culicavium relatado somente na
Europa Central (VOTPYKA, 2011).

Em nossas hipoteses iniciais, pela auséncia de amostragem molecular de
tripanossomatideos aviarios no Brasil, esperdvamos o agrupamento das novas linhagens
descritas no Brasil em dois clados distintos, um clado formado pelas oriundas do Jardim
Botanico UFJF (JB) e outro clado formado pelas linhagens oriundas do Itatiaia (ITA). No
entanto, os resultados mostraram que as novas linhagens nao s6 ndo se agruparam entre as
microrregioes (JB e ITA), como também formaram clados com linhagens de outros
continentes. Como exemplo, a linhagem JB03 descrita aqui, em uma floresta tropical na Mata
Atlantica Brasileira que se agrupou a linhagem PAS71 descrita em uma floresta temperada na
Republica Tcheca (ZIDKOVA, 2012) e ndo se agrupou as demais encontradas na mesma
localidade. Algumas hipdteses podem ser levantadas, como a mesma espécie de Trypanosoma
pode estar infectando as aves de diferentes espécies, os movimentos migratorios das aves
podem dispersar os parasitos, ou ainda, os parasitos podem ser introduzidos por acao
antropica. Muitas lacunas ainda precisam ser respondidas, sendo necessarios mais estudo com
Trypanosoma em aves em diferentes continentes.

Uma importante varidvel ecoldgica a ser considerada nas relagdes parasita-hospedeiro
¢, sem duvidas, o deslocamento das espécies. Além da variagdao espacial nos deslocamentos
das espécies, deve-se considerar a variagdo temporal, que pode ocorrer sazonalmente,
anualmente ou em ciclos de varios anos, e 7. albicollis segue esse padrao, conforme Alves
(2001) descreve sobre a frequéncia dessa espécie capturada na Floresta Atlantica, sendo mais
registrada por meio de capturas com redes ornitologicas no sub-bosque da Floresta Atlantica
da Ilha Grande e permitindo a avaliagdo da sua flutuagdo populacional ao longo do ano e entre
anos, seguindo um padrao mais ou menos similar ao longo dos anos com amostragem mensal
e metodologia padronizada.

As pesquisas de Kirkpatrick, (1986) sugerem que os tripanossomatideos aviarios
mostram diferenciacdo genética especifica do hospedeiro, apesar da observa¢ao em infecgoes
experimentais que os tripanossomatideos cruzam os limites das espécies hospedeiras com
grande facilidade.

Outro aspecto interessante possibilitado pela reconstrucao filogenética, que corrobora
a ampla distribuicdo geografica dos tripanossomatideos avidrios, ¢ a inferéncia sobre a
especificidade dos parasitos em relacdo aos seus hospedeiros. Na historia taxondmica dos
tripanosomas aviarios, diversas descricdes de espécies foram baseadas na hipotese de que os
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parasitos eram especificos para cada hospedeiro, ou seja, cada novo registro em uma nova
espécie de ave era passivel de uma descricdo de nova espécie de Trypanosoma. Entretanto,
com o aumento dos estudos, experimentos de infec¢cdo e analises moleculares mostraram que
cepas de Trypanosoma de mesma origem podiam ser vetoradas e infectar aves de diferentes
espécies (BENNETT, 1961; MOLYNEUX, 1973; SEHGAL, 2001) e estudos de campo
apoiados em biologia molecular mostraram que na natureza as espécies de Trypanosoma sao
capazes de infectar ampla gama de espécies de hospedeiros diferentes em comunidades
aviarias (SEHGAL, 2011; TASCI, 2018, PORNPANON, 2019).

Em estudos recentes de Votypka, 2004 mostraram Trypanosoma avium e
Trypanosoma corvi podem parasitar o mesmo hospedeiro avidrio sendo transmitido
simpaticamente, por diferentes espécies de ceratopogonideos. Logo, com a adi¢do de novas
ferramentas aos estudos, novas técnicas de cultivo e principalmente as infeccdes
experimentais em diversas espécies de aves e vetores dipteros, esta hipotese de especificidade
foi refutada (BENNETT 1961; MOLYNEAUX, 1973, VOTYPKA, 2004).

Os nossos resultados corroboram a inespecificidade dos tripanosomas aviarios
mostrada na literatura, as linhagens JBO1, JB02, JB03, JB04 e¢ JB0O5 foram encontradas em
hospedeiros da espécie Tachyphonus coronatus e as linhagens ITAO1 e ITAO2 ocorreram nos
hospedeiros das espécies Turdus albicollis e Turdus flavipes. Ambas as espécies de aves
mostraram que podem abrigar linhagens diferentes de 7Trypanosoma e, por consequéncia,
potencialmente espécies diferentes do parasito, reforcando o quao inespecifico ¢ este parasito
em relagdo ao seu hospedeiro e o quanto isto pode ter influenciado na construcdo da
taxonomia do grupo. Além disso, a cristalizagdo do conhecimento sobre inespecificidade de
Trypanosoma em relacdo aos seus hospedeiros aviarios nas ultimas décadas permite
questionar sobre qual o papel das aves no processo de especiacao dos tripanosomas aviarios,
sugerindo que os vetores possam assumir um papel mais efetivo na especiagdao do grupo.

As amostras dos isolados deste estudo encontram-se proximos aos isolados do leste
europeu (Republica Tcheca e Eslovaquia), sendo praticamente todos eles provenientes de aves
selvagens hospedeiras, em uma diversidade das ordens Passeriformes (Emberiza citrinella,
Ficedula albicollis, Phylloscopus sibilatrix) Accipitriformes (Clanga pomarina e Accipiter
nisus) encontradas na Europa, Africa e Asia, e ainda, algumas dessas aves sdo migratorias. Ha
um isolado de 7. bennetti sem referéncias para hospedeiro na Republica Tcheca e ha de se
ressaltar para o mesmo pais referido, isolados ndo agrupados de um ectoparasita (Ornithomya
avicularia), o qual se sabe tratar-se de uma mosca hematdfaga (Diptera:Hippoboscidae) de
aves (HILL, 1962; MAA, 1969; PETERSEN, 2018) e servem como vetores para patdgenos
associados ao sangue (BARTOS et al., 2019).

Apesar de ainda estarmos muito distantes de compreender os papéis relativos da
filogenia do hospedeiro e parasita, ¢ também a ecologia de vetores na determinacdo da
distribui¢do de Trypanosoma em comunidades naturais, os tripanossomatideos aviarios
podem fornecer modelos uteis explorando a evolucdo dos hemoflagelados em métodos
moleculares mais exigentes. A ecologia das aves fornece uma rica literatura a partir da qual
algumas hipoteses sdo testadas sobre a importancia relativa da ecologia do vetor e da filogenia
do hospedeiro na evolugdo do tripanosoma (APANIUS, 1991).

Mediante a afirmacao de Patz, (2000) sobre as mudangas ambientais alterando o
balango ecologico, bem como o contexto sob os quais os hospedeiros ou os vetores e parasitos
sdao alimentados, desenvolvem-se e transmitem doengas, pode-se dizer que ha um longo
caminho a ser percorrido no conhecimento das interacdes parasita-hospedeiro e, tratando-se
de um protozodario com alto grau de pleomorfismo, ¢ necessario um estudo aprofundado dos
processos genéticos de populacdes e das relagdes filogenéticas.

Partindo do pressuposto da possibilidade de coinfecgdo em nossas amostras
desenvolvemos um ensaio de PCR associada a Clonagem para aumentar a chance de detectar
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possiveis coinfec¢des por parasitos do género Trypanosoma nas espécies de aves estudadas.
Apenas em um caso foi possivel observar tal fato. Cinco clones de uma das trés reagdes de
PCR realizadas a partir do DNA extraido de 7. coronatus foi possivel observar, apds a analise
do sequenciamento, apenas a linhagem JBO1. Nas outras duas reagdes de PCR (ou seja, dos
10 clones), recuperou-se apenas a linhagem JB0S5. De acordo com os resultados obtidos, fica
evidente que a estratégia empregada no estudo ndo se mostrou eficiente para a detec¢dao de
processos de infeccdo mista. Acredita-se que estudos metagenOmicos associados com
metodologias de sequenciamento em larga escala possam revelar com maior precisao a
diversidade de linhagens de Trypanosoma nas espécies de aves estudadas (GU et al., 2019).
Logo, nas analises de biologia molecular por meio de métodos de clonagem conseguimos
recuperar duas linhagens diferentes (JBO1 e JB0S5) no mesmo individuo da espécie
Tachyphonus coronatus, ou seja, duas linhagens de Trypanosoma que se agruparam distantes
nas analises filogenéticas (Figura 10) estdo parasitando a mesma ave ao mesmo tempo. Logo,
somada a alta variabilidade das formas encontradas nos esfregacos com a possibilidade de
mais de uma espécie de Trypanosoma estar ocorrendo na mesma ave ao mesmo tempo,
podemos questionar a validade da maioria de espécies de tripanossomatideos aviarios
descritos e reforcar a importancia de estudos com mais ferramentas para acessar a real
diversidade do grupo.

Outra questdo importante a ser ressaltada foi a qualidade das linhagens disponiveis no
Genbank para as analises filogenéticas. Durante a preparacdo do datset contendo as
sequéncias de tripanossomatideos aviarios a serem utilizados, buscamos exaustivamente em
publicacdes da area todas as sequéncias disponiveis de Trypanosoma parasitos de aves.
Percebemos que ndo ha uma padroniza¢do nos marcadores genéticos, além do uso do gene
18s, usado neste estudo, sdo utilizados outros marcadores, tornando a composi¢cdo dos
datasets limitada ao mesmo marcador. Atualmente, o Genbank conta com 95 sequéncias
disponiveis do gene 18s de tripanossomatideos aviarios, das quais somente 63 foram
utilizadas na reconstrucdo filogenética por outro problema, os diferentes comprimentos das
sequéncias. Diferentes trabalhos realizados utilizam regides diferentes do mesmo gene, como
o 18s, gerando sequéncias deste gene de diferentes comprimentos, 18s SSU rRNA, por
exemplo, onde sdo amplificadas regides hipervariaveis, tornando as andlises filogenéticas
menos informativas devido a adequagdo das sequéncias ao tamanho comum as outras.

Acreditamos que a evolugdo dos marcadores, como genes completos e regides mais
informativas, e evolucao da capacidade de anélises de dados possa trazer clareza para o grupo,
porém, apesar dos avancos serdo necessarios esfor¢os conjuntos entre os pesquisadores da
area para uma padronizacao das metodologias. Como bom exemplo, o banco de dados curado
MalAvi (BENSCH et al., 2009), abriga sequéncias do gene Cyt b de hemosporideos de aves
de todo o mundo e torna mais facil o acesso dos pesquisadores aos dados. Isso torna as
reconstrugdes filogenéticas mais ricas e seguras e contribui profundamente para o
esclarecimento das relagdes evolutivas dos hemosporideos. Entretanto, novamente, mostram-
se necessarias iniciativas conjuntas e comunicagdo entre cientistas da area.

Assim, ressaltamos que estudo em voga, de modo inédito, € o primeiro a acessar a
diversidade molecular de parasitos do género Trypanosoma em aves no Brasil. Aqui, por
meio de metodologias modernas para o grupo, revelamos sete novas sequéncias do gene 18s
de tripanosomas aviarios, contribuindo largamente para revelar a diversidade global de
Trypanosoma que ainda esta subestimada, e reafirmamos a ampla distribui¢ao do parasito,
bem como sua relagdo pouco especifica com seus hospedeiros aviarios. Logo, esperamos que
o presente trabalho estimule outras pesquisas ao redor do globo com tripanosomas aviarios,
para que haja uma amostragem mais ampla e fiel da diversidade do parasito e suas relagdes
com os hospedeiros. Esperamos também que as limitagdes metodologicas e lacunas
encontradas e discutidas neste estudo incitem reflexdes aos pesquisadores da area para uma
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iniciativa conjunta de coesdo a padronizacdo das linhagens, para que no futuro se crie um
banco de dados curado para analises filogenéticas mais precisas.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem elaborar as seguintes conclusoes:

1. Espécies de Turdus amostrados no Parque Nacional de Itatiaia (RJ/MG) apresentam
uma baixa prevaléncia de infec¢do por Trypanosoma;

2. Turdus flavipes e Turdus albicollis foram registrados como novos hospedeiros de
Trypanosoma sp. filogeneticamente relacionada com a espécie 7. bennetti;

3. Sete novas sequéncias de 18S rDNA de tripanosomas aviarios foram adicionadas
aos bancos de dados publicos, favorecendo largamente a identificagdo da diversidade global
de Trypanosoma em aves.;

4. Tachyphonus coronatus pode ser considerado hospedeiro de mais de uma linhagem
de Trypanosoma, sendo uma delas filogeneticamente relacionada com 7. bennetti e outra com
T. avium;

5. A taxonomia integrativa ¢ um caminho para aliar as técnicas mais adequadas para o
estudo desses hemoprotozodrios, principalmente levando em conta o pleomorfismo desses
individuos;

6. Os dados do estudo proposto ndo deixam claro a especificidade dos parasitas aos
seus hospedeiros devido ao baixo nlimero amostral de aves positivas.
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ANEXOS
ANEXO A - CEUA (IV/UFRRJ N° 6121130617)
Comisséo de Eticano ¥’
UFRRJ C Y

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

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Hemoparasitas e Ectoparasitas de aves silvestres na Floresta Tropical Atlantica do estado do Rio de Janeiro,
Brasil: Aspectos ecoldgicos, parasitoldgicos e moleculares", protocolada sob o CEUA n2 6121130617, sob a responsabilidade de Huarrisson Azevedo
Santos e equipe; Rodrigo Grendilha Duarte - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008,
com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(CEUA/UFRRIJ) na reunido de 14/06/2017.

We certify that the proposal "Hemoparasites and ectoparasites of wild birds in the Atlantic Rain Forest of the state of Rio de Janeiro, Brazil: Ecological,
parasitological and molecular aspects”, utilizing 400 Birds (males and females), protocol number CEUA 6121130617, under the responsibility of
Huarrisson Azevedo Santos and team; Rodrigo Grendilha Duarte - 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 Janeiro
(CEUA/UFRRYJ) in the meeting of 06/14/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 08/2017 a 12/2019 Area: Microbiologia E Imunologia Veterinaria
Origem: N3o aplicavel biotério
Espécie: Aves sexo: Machos e Fémeas idade: 1a5anos N: 400 Linhagem: Ndo se aplica Peso: 200a500¢g

Resumo: As aves silvestres se destacam como o grupo de vertebrados com o maior nimero de espécies da Floresta Atlantica, caracteristica que
somada a sua alta sensibilidade a alteragdes ambientais faz com que elas também ocupem o lugar dos vertebrados com o maior nimero de espécies
ameagadas do bioma. Além disso, 75% das espécies de aves ameagadas e endémicas do Brasil encontram-se neste bioma. O estado do Rio de Janeiro
abriga cerca de 700 espécies de aves. O impacto de parasitos sobre a sobrevivéncia e reprodugdo de seus hospedeiros tem manifestagdes na
abundancia relativa, na estrutura de comunidade, na dispersdo e na diversidade genética, e, também na dindmica populacional do hospedeiro. Ainda
se sabe pouco sobre a transmissdo sazonal de hemoparasitos em regides tropicais e subtropicais onde vetores permanecem ativos o ano todo.

Local do experimento: A coleta das amostras serdo realizadas nos parques: a) Parque Nacional do Itatiaia @ Itatiaia-RJ; b) Parque Estadual da Pedra
Selada @ Vila de Visconde de Maua-RJ; c) Reserva Particular do Patriménio Natural Estela @ Paracambi-RJ; As andlises parasitolégicas e moleculares
serdo realizadas no Laboratdrio de Sanidade Avicola do Departamento de Epidemiologia e Saude Publica da UFRRJ.

Seropédica, 05 de julho de 2017

{DIKL-C’ ﬁ,écﬂw _-cP__ ;»D-__.

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro Janeiro



UFRRJ Comissédo de Eticano [ " E
Universidade Federal Rural LG . Ainnale . :I-
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  |J - A

Seropédica, 13 de junho de 2017

TERMO DE COMPROMISSD

Eu, Huarrisson Azevedo S5antos, CPF 983.833.295-04, responsdvel pela projeto imtitulado:
"Hemoparasitas e Ectoparasitas de aves silvestres na Floresta Tropical Atlantica do estado do Rio de
Janeiro, Brasil: Aspectos ecoldgicos, parasitaldgicos & moleculares”, declaro que:

) li o disposto na Lei n 11.794, de 8 de outubro de 2008, e nas demais normas aplicdveis & utilizacdo de
animais em ensine efou pesquisa, especialmente as Resolugies Normativas do Conselho Macional de
Controle de Experimentacao Animal - COMCEA:

b) este estudo n3o € desnecessariamente duplicative, possuindo mérito cientifico e a equipe participante
deste projetofaula foi treinada e é competente para executar os procedimentos descritos neste protocolo;

€) ndo existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto.
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ANEXO B - Autorizagao para atividades com finalidade cientifica. SISBIO Numeros 55195-
1 € 55195-2 (Renovagdo). Ministério do Meio Ambiente, Instituto Chico Mendes da
Conservacao da Biodiversidade — ICMBio

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 55195-1 | Data da Emissao: 09/09/2016 09:39 | Data para Revalidagao®: 09/10/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalenie ao previsio mo cronograma de atividades do projeto,
mas deverd ser revalidada anualmente mediante a apresentacio do relatbrio de atividades a ser enviado por melo do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da dala do aniversério de sua amissao.

Dados do titular
Nome: RODRIGO GREDILHA DUARTE CPF: 0TB.022 547-36

Tile do Projeto: Hemoparasitos de aves Silvestre na Floresta Tropical Atlantica do estado do Rio de Janeiro, Brasil: Aspectos ecoldgicos,

parasitoldgicos @ moleculares

Mome da Instituican : UFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CMPJ: 29.427 465/0001-05

Ministério do Meio Ambiente - MMA
¢ Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizac#o e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 55195-2 | Data da Emissdo: 08/10/2017 20:50 | Data para Revalidagao®: 07/11/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 20 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: RODRIGO GREDILHA DUARTE CPF: 078.022.547-36

Titulo do Projeto: Hemoparasitos de aves Silvestre na Floresta Tropical Atlantica do estado do Rio de Janeiro, Brasil: Aspectos ecologicos,

parasitolégicos e moleculares

MNome da Instituicdo : UFRRJ - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO CNPJ: 29.427.465/0001-05
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ANEXO C - Cadastro Técnico Federal no Ibama — CTF/AIDA. Comprovante de Inscrigao

Ministério do Meio Ambiente
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovavaveis
CADASTRO TECNICO FEDERAL DE ATIVIDADES E
INSTRUMENTOS DE DEFESA AMBIENTAL R

COMPROVANTE DE INSCRICAO
Data de ultima atualizagao: 26/01/2017 Data de validade: 22/11/2021
CPF: 078.022.547-36
NOME: RODRIGO GREDILHA DUARTE
LOGRADOURO: RUA VISCONDE DE ABAETE, N°4 APT.401
N.°: 4 COMPLEMENTO: 401
MUNICI{PIO: RIO DE JANEIRO UF: RIO DE JANEIRO

Ocupacoes e areas de atividades declaradas:

Médico Veterinario

Atuar na preservacdo ambiental

09/09/2009

Médico Veterinario

Elaborar laudos, pareceres e atestados

10/01/2014

TERMOS DA INSCRICAO NO CTF/AIDA

A inscri¢ao no Cadastro Técnico Federal de Atividades e Instrumentos de Defesa Ambiental — CTF/AIDA constitui declaragéo, pe
pessoa fisica, do cumprimento de exigéncias especificas de qualificagdo ou de limites de atuagdo que porventura sejam determinad
pelo respectivo Conselho de Fiscalizagdo Profissional.

A inscri¢ao no CTF/AIDA ndo desobriga a pessoa fisica da obtengdo de:
1) licengas, autorizagdes, permissdes, concessdes, ou alvaras;
ii) documentos de responsabilidade técnica, qualquer o tipo e conforme regulamentacao do respectivo Conselho de

Fiscaliza¢doProfissional,

iii) demais documentos exigiveis por 6rgdos ¢ entidades federais, distritais, estaduais e municipais para o exercicio de
suasatividades; e

iv) do Comprovante de Inscri¢do e do Certificado de Regularidade emitidos pelo Cadastro Técnico Federal de
AtividadesPotencialmente Poluidoras e Utilizadoras de Recursos Ambientais - CTF/APP, quando esses também forem exigiveis.

O Comprovante de Inscricdo no CTF/AIDA nao produz qualquer efeito quanto a qualificag@o e a habilitacdo técnica da pessoa fisi
inscrita.

IBAMA - CTF/AIDA 29/05/2020 - 10:43:01
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ANEXO D - Cadastro Técnico Federal no Ibama — CTF/AINDA. Certificado de Regularidade

com vencimento em 29/08/2020

Ministério do Meio Ambiente
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovavaveis
CADASTRO TECNICO FEDERAL

CERTIFICADO DE REGULARIDADE - CR e
Registro n.° Data da consulta: CR emitido em: CR vilido até:
4204183 29/05/2020 29/05/2020 29/08/2020

Dados bdsicos:

CPF: 078.022.547-36
Nome: RODRIGO GREDILHA DUARTE

Endereco:

logradouro: RUA VISCONDE DE ABAETE, N°4 APT.401

N.% 4 Complemento: 401
Bairro: VILA ISABEL Municipio: RIO DE JANEIRO
CEP: 20551-080 UF: RJ
Cadastro Técnico Federal de Atividades Potencialmente Poluidoras
e Utilizadoras de Recursos Ambientais — CTF/APP
Cédigo Descricio
21-27 Porte e uso de motosserra - Lei n® 12.651/2010: art. 69, § 1°

Conforme dados disponiveis na presente data, CERTIFICA-SE que a pessoa fisica estd em conformidade com as obrigagdes cadastr:

e de prestagdo de informagdes ambientais sobre as atividades desenvolvidas sob controle e fiscalizagdo do Ibama, por meio «

CTF/APP.

O Certificado de Regularidade emitido pelo CTF/APP nao desobriga a pessoa inscrita de obter licengas, autorizagdes, permissoc

concessoes, alvards e demais documentos exigiveis por instituicdes federais, estaduais, distritais ou municipais para o exercicio

suas atividades

O Certificado de Regularidade emitido pelo CTF/APP néo habilita o transporte ¢ produtos e subprodutos florestais e faunisticos.

Cadastro Técnico Federal de Atividades e Instrumentos de Defesa Ambiental - CTF/AIDA

Cédigo CBO Ocupacio Area de Atividade
2233-05 Médico Veterinario Atuar na preservacdo ambiental
2233-05 Médico Veterinario Elaborar laudos, pareceres ¢ atestados
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ANEXO E - Espécies, origem geografica dos tripanosomas empregados na analise de

sequéncias génicas do gene 18S rDNA

Espécies Hospedeiro N° acesso Origem Geografica
no GenBank
do genel8S
rDNA
Trypanosoma sp. Fringilla coelebs (Linnaeus,1758) IN006827 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ornithomyia avicularia (Linnaeus,1758) JN006824 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Buteo buteo (Linnacus,1758) JN006825 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Fringilla coelebs (Linnaeus,1758) IN006826 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Buteo buteo (Linnaeus,1758) JN006828 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Accipiter gentilis (Linnaeus,1758) JN006829 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Culex pipiens (Linnaeus,1758) JN006830 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Phylloscopus collybita (Vieillot, 1817) JN006831 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Phylloscopus collybita (Vieillot, 1817) JN006832 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Phylloscopus collybita (Vieillot, 1817) JN006833 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Culex pipiens (Vieillot, 1817) JN006834 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ficedula albicollis (Temminck, 1815) JNO006835 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Phylloscopus collybita (Vieillot, 1817) JN006836 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Sitta europaea JNO006837 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Culex pipiens (Linnaeus, 1758) JN006838 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ficedula albicollis (Temminck, 1815) JN006840 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ficedula albicollis (Temminck, 1815) IN006841 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ficedula albicollis (Temminck, 1815) JN006842 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ficedula albicollis (Temminck, 1815) IN006843 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ornithomyia avicularia (Linnaeus,1758) IN006844 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Sylvia atricapilla JN006845 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Parus caeruleus (Linnaeus, 1758) IN006846 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Turdus sp. IN006847 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ficedula albicollis (Temminck, 1815) JN006848 Republica Tcheca
Continua
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ANEXO E - Espécies, origem geografica dos tripanosomas empregados na analise de

sequéncias génicas do gene 18S rDNA

Espécies Hospedeiro N° acesso no Origem Geografica
GenBank do
genel8S rDNA
Trypanosoma sp. Accipiter nisus (Sharpe, 1890) IN006849 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Emberiza citrinella (Linnaeus, 1758) JN006850 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Emberiza citrinella (Linnaeus, 1758) JN006851 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Ficedula albicollis (Linnaeus, 1758) JN006852 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Phylloscopus sibilatrix (Bechstein, 1793) IN006853 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Buteo buteo (Linnaeus,1758) IN006854 Republica Tcheca
Trypanosoma sp. Wallabia bicolor (Desmarest,1804) AJ620564 -
Trypanosoma sp. - AJ223570 -
Trypanosoma theileri - AJ009163 -
Trypanosoma vespertilionis - AJ009166 -
Trypanosoma conorhini - AJ012411 -
Trypanosoma cruzi - AJ009149 -
Trypanosoma dionisii - AJ009151 -
Trypanosoma sp. - AJ009168 -
Trypanosoma microti - AJ009158 -
Trypanosoma musculi - AJ223568 -
Trypanosoma lewisi - AJ223566 -
Trypanosoma granulosum Anguilla anguilla (Linnaeus, 1758) AJ620552 Portugal
Trypanosoma therezieni - AJ223571 -
Trypanosoma mega - AJ009157 Canada
Trypanosoma rotatorium - AJ009161 Canada
Trypanosoma sp. Strepera sp. AJ620557 -
Trypanosoma pestanai - AJ009159 Franca
Trypanosoma sp. Vombatus ursinus (Shaw, 1800) AJ620558 Australia
Trypanosoma sp. Vombatus ursinus (Shaw, 1800) AJ620559 Australia
Trypanosoma varani - AJ005279 -
Trypanosoma equiperdum - AJ223564 -
Trypanosoma brucei gambiense - AJ223541 -
Trypanosoma godfreyi - AJO09155 -
Trypanosoma avium - AJ009140 -
Trypanosoma congolense - AJ009146 -
Trypanosoma rangeli - AJ009160 Franca
Trypanosoma sp. - AJ009169 -
Continua
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ANEXO E - Espécies, origem geografica dos tripanosomas empregados na analise de

sequéncias génicas do gene 18S rDNA

Espécies Hospedeiro N° acesso no Origem Geografica
GenBank do
genel8S
rDNA
Trypanosoma avium Eusimulium securiforme (Rubzov, 1958) | AF416563 Republica Tcheca
Trypanosoma avium Aquila pomarina (Brehm, 1831) AF416559 Eslovaquia
Trypanosoma avium Ornithomyia avicularia (Linnaeus,1758) | AF416562 Republica Tcheca
Trypanosoma rangeli - AF416561 Franca
Trypanosoma grosi Apodemus speciosus (Temminck, 1844) | AB175624 Japdo
Trypanosoma lewisi Bandicota indica (Bechstein, 1800) AB242273 Indonésia
Trypanosoma minasense Saguinus midas (Linnacus,1758) AB362411 Japdo
Trypanosoma otospermophili Spermophilus columbianus (Merriam e AB190228 Japdo
Stejneger, 1891)
Trypanosoma avium Falco tinnunculus (Linnaeus, 1758) AY099319 Republica Tcheca
Trypanosoma avium Buteo buteo (Linnaeus, 1758) AY099320 Republica Tcheca
Trypanosoma corvi Corvus frugilegus (Linnaeus, 1758) AY461665 Reino Unido
Trypanosoma sp. Glossina sp. AMS503350 Tanzania
Trypanosoma avium Corvus frugilegus (Linnaeus, 1758) U39578 -
Trypanosoma scelopori U67182 Republica Tcheca
Trypanosoma avium Phascolarctos cinereus (Goldfuss, 1817 FJ649481 Australia
Trypanosoma avium Phascolarctos cinereus (Goldfuss, 1817) FJ649482 Australia
Trypanosoma avium Phascolarctos cinereus (Goldfuss, 1817) F1649483 Australia
Trypanosoma cruzi Phascolarctos cinereus (Goldfuss, 1817) Fl649484 Australia
Trypanosoma bennetti Aquila pomarina (Brehm, 1831) JF778738 Eslovaquia
Trypanosoma bennetti - AJ223562 -
Trypanosoma evansi - D89527 Japao
Trypanosoma culicavium Culex pipiens (Linnaeus, 1758) HQ107968 Republica Tcheca
Trypanosoma culicavium Culex molestus HQ909084 Republica Tcheca
Trypanosoma culicavium Ficedula albicollis (Temminck, 1815) HQ107966 Republica Tcheca
Trypanosoma culicavium Ficedula albicollis (Temminck, 1815) HQ107969 Republica Tcheca
Continua
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ANEXO E - Espécies, origem geografica dos tripanosomas empregados na analise de

sequéncias génicas do gene 18S rDNA

Espécies Hospedeiro N° acesso no Origem Geografica
GenBank do
genel8S rDNA
Trypanosoma culicavium Culex pipiens (Linnaeus, 1758) HQ107967 Republica Tcheca
Trypanosoma culicavium Culex pipiens (Linnaeus, 1758) HQ107970 Republica Tcheca
Wallacemonas collosoma Gerris sp AF153038 Russia
Trypanosoma binneyi - AJ132351 -
Trypanosoma siniperca - DQ494415 China
Trypanosoma cyclops - AJ131958 -
Trypanosoma grayi Glossina p. gambiensis (Vanderplank, 1911) AJ620546 -
Trypanosoma triglae Trigla lineata (Gmelin, 1789) U39584 -
Trypanosoma boissoni Zanobatus atlanticus (Chabanaud, 1928) U39580 -
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