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RESUMO

O cardeal-amarelo, Gubernatrix cristata (VIEILLOT, 1817), esta
classificado no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo
como criticamente ameagado. Restam 53 individuos de vida livre que habitam
o Parque Estadual do Espinilho, ndo havendo monitoramento sanitario das
populacdes, essenciais para a sua conservagao. O presente trabalho foi
realizado com a participacdo de uma equipe multidisciplinar de pesquisadores
e em parceria com o Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Aves
Silvestres (CEMAVE/ICMBIio), e contempla ac¢des previstas no Plano de Acao
Nacional (PAN) para Conservacdo das Aves dos Campos Sulinos e no
Programa de Cativeiro do Cardeal-amarelo (PCCA) instituidos pelo Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio). A presente tese
esta dividida em quatro capitulos. O primeiro capitulo, intitulado “Molecular
diagnosis of avian viruses in grassland passerines and captive Yellow Cardinals
Gubernatrix cristata in Brazil”’, objetivou avaliar a ocorréncia de virus da gripe
aviaria (VGA), virus da doenca de Newcastle (VDN), virus do Nilo Ocidental
(VNO), adenovirus (AV) e herpesvirus (HV) pela primeira vez nos
passeriformes campestres do Parque Estadual do Espinilho, que abriga o
cardeal-amarelo e em cardeais-amarelos do PCCA. Amostras de suabes
cloacais e de orofaringe foram coletadas dos passeriformes e submetidas a
extracdo de RNA e DNA e a reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-PCR) para VGA, VDN e VNO e nested PCR para AV e HV. Somente um
cardeal-amarelo de cativeiro apresentou resultado positivo para AV. Este é o
primeiro relato de AV em cardeal-amarelo e de investigagcado epidemioldgica de
virus em passeriformes silvestres do bioma Pampa, no Rio Grande do Sul,
Brasil. O segundo capitulo intitulado “Blood parasites of passerines in the
Brazilian Pampas and their implications for a potential population
supplementation program for the endangered Yellow Cardinal (Gubernatrix
cristata)”, objetivou investigar os hemoparasitas nos passeriformes campestres
do Parque Estadual do Espinilho e em cardeais-amarelos do PCCA. Foram
realizadas avaliagbes microscopicas dos esfregagos sanguineos dos
passeriformes para identificar e caracterizar morfologicamente os parasitas

hemosporideos, nos quais foi observada uma prevaléncia de 10,9% nos



passeriformes de vida livre, compreendendo a morfoespécie Haemoproteus
erythrogravidus em Tico-tico (Zonotrichia capensis), H. quiscalus em Asa-de-
telha-escuro (Agelaioides badius), e H. tyranni em Bem-te-vi (Pitangus
sulphuratus); estes séo os registros mais ao sul para essas morfoespécies, e
seus primeiros registros para o bioma Pampa. N&o foram detectados parasitas
hemosporideos nos esfregagos de sangue de cardeais-amarelos, selvagens ou
de cativeiro. A presenca de microfilarias foi de 14,1% nos passeriformes
selvagens e 43,3% em cardeais-amarelos cativos. Um cardeal-amarelo cativo
estava parasitado por Trypanosoma sp., que foi detectado no esfregago
sanguineo. A PCR aninhada e o sequenciamento do gene cyt-b de
Haemoproteus/Plasmodium foram usados para testar um subconjunto de
passeriformes selvagens e cardeais-amarelos cativos, permitindo o codigo de
barras molecular da linhagem de H. quiscalus AGEBADO4 e da linhagem de H.
tyranni PITSULO1; adicionalmente, DNA idéntico ao da linhagem PITSULO1 foi
detectado no sangue de um cardeal-amarelo cativo. Este € o primeiro relato de
microfilarias e Trypanosoma sp. em cardeal-amarelo. O terceiro capitulo,
“Parémetros leucocitarios de cardeais-amarelos (Gubernatrix cristata) silvestres
e cativos no Brasil”, objetivou avaliar os parédmetros leucocitarios em cardeais-
amarelos do PCCA e de vida livre. Amostras de sangue foram coletadas da
veia ulnar de 33 cardeais-amarelos para confeccdo do esfregago sanguineo
para avaliacido leucocitaria. Este estudo estabeleceu parametros de referéncia
para o diferencial de leucécitos de cardeais-amarelos de vida livre e de
cativeiro, verificou-se relagéo de heterdfilo:linfocito média de 0,97 nos cardeais-
amarelos cativos e 0,74 nos cardeais-amarelos de vida livre. O quarto capitulo
“Microbiota cloacal e de orofaringe de cardeais-amarelos (Gubernatrix cristata)
silvestres e cativos no Brasil” objetivou avaliar a microbiota cloacal e de
orofaringe de cardeais-amarelos silvestres do Parque Estadual do Epinilho e do
PCCA. Foram coletadas amostras de microbiota cloacal e de orofaringe de 30
cardeais-amarelos cativos e trés cardeais-amarelos silvestres para analises
microbiolégicas e identificacdo de enterobactérias. Das amostras de microbiota
oral e cloacal dos cardeais-amarelos foram isoladas 152 colonias de bactérias,
nos individuos silvestres e de cativeiro a predominancia de crescimento nas
culturas foi de bactérias gram-negativas, sendo de 55,6% e 76,6%

respectivamente. Esses resultados fornecem subsidios e suporte nas decisdes



a conservagao dessa espécie ameacgada de extingdo e ajudam a compreender
o estado de saude dos passeriformes selvagens que coexistem nesse bioma,

que é o unico dos cardeais-amarelos no Brasil.

Palavras-chave: Cardeal-amarelo. Conservacdo. Gubernatrix cristata.

Hematologia. Microbiologia. Virus aviarios.



ABSTRACT

The Yellow Cardinal, Gubernatrix cristata (VIEILLOT, 1817), is classified
in the Red Book of Brazilian Fauna Threatened with Extinction as critically
endangered. There remain 53 free-living individuals that inhabit the Espinilho
State Park, with no sanitary monitoring of the populations, essential for its
conservation. This work was carried out with the participation of a
multidisciplinary team of researchers and in partnership with the “Centro
Nacional de Pesquisa e Conservagao de Aves Silvestres” (CEMAVE/ICMBIo),
and includes actions based on the “Plano de Acdo Nacional (PAN) para
Conservagao das Aves dos Campos Sulinos” and in the “Programa de Cativeiro
do Cardeal-amarelo” (PCCA) established by the “Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade” (ICMBio). This thesis is divided into four
chapters. The first chapter, entitled "Molecular diagnosis of avian viruses in
grassland passerines and captive Yellow Cardinals Gubernatrix cristata in
Brazil", aimed to evaluate the occurrence of avian influenza virus (AlV),
Newcastle disease virus (NDV), West Nile virus (WNV), adenovirus (AV) and
herpesvirus (HV) for the first time in grassland passerines in the Espinilho State
Park, which houses the Yellow Cardinal and in Yellow Cardinals maintained by
the PCCA. Samples of cloaca and oropharynx swabs were collected from
passerines and subjected to RNA and DNA extraction and real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) for AlV, NDV and WNV and nested PCR for AV and
HV. Only one captive Yellow Cardinal tested positive for AV. This is the first
report of AV in Yellow Cardinal and of an epidemiological investigation of
viruses in wild passerines from the Pampa biome, in Rio Grande do Sul, Brazil.
The second chapter, entitled “Blood parasites of passerines in the Brazilian
Pampas and their implications for a potential population supplementation
program for the endangered Yellow Cardinal (Gubernatrix cristata)’, aimed to
investigate the hemoparasites in grassland passerines from Espinilho State
Park and in PCCA Yellow Cardinals. Microscopic evaluations of the blood
smears of the passerines were performed to identify and morphologically
characterize the hemosporidian parasites, in which a prevalence of 10,9% was
observed in free-living passerines, comprising the morphospecies

Haemoproteus erythrogravidus in Rufous-collared Sparrow (Zonotrichia



capensis), H. quiscalus in Grayish Baywing (Agelaioides badius), and H. tyranni
in Great Kiskadee (Pitangus sulphuratus); these are the southernmost records
for these morphospecies, and their first record for the Pampas biome. No
haemosporidian parasites were detected in the blood smears of Yellow
Cardinals, wild or captive. Microfilariae were detected in the blood smears of
14.1% of the wild passerines, and in 43.3% of captive Yellow Cardinals.
Trypanosoma sp. was detected in the blood smear of one captive Yellow
Cardinal. Nested PCR and gene sequencing of the cyt-b gene of
Haemoproteus/Plasmodium was used to test a subset of wild passerines and
captive Yellow Cardinals, allowing for the molecular barcoding of H. quiscalus
lineage AGEBADO04 and H. tyranni lineage PITSULO1; additionally, DNA
identical to that of lineage PITSULO1 was detected in the blood of one captive
Yellow Cardinal. This is the first report of microfilariae and Trypanosoma sp. in
Yellow Cardinal. The third chapter, “Parametros leucocitarios de cardeais-
amarelos (Gubernatrix cristata) silvestres e cativos no Brasil” aimed to evaluate
the leukocyte parameters in PCCA and free-living Yellow Cardinals. Blood
samples were collected from the ulnar vein of 33 Yellow Cardinals to make
blood smears for leukocyte evaluation. This study established reference
parameters for the differential of leukocytes from free-living and captive Yellow
Cardinals, with a mean heterophil:lymphocyte ratio of 0.97 in captive Yellow
Cardinals and 0.74 in free living Yellow Cardinals. The fourth chapter
“Microbiota cloacal e de orofaringe de cardeais-amarelos (Gubernatrix cristata)
silvestres e cativos no Brasil” aimed to evaluate the cloacal and oropharyngeal
microbiota of wild Yellow Cardinals from Epinilho State Park and PCCA. Cloacal
and oropharyngeal microbiota samples of 30 captive Yellow Cardinals and three
wild Yellow Cardinals were collected for microbiological analysis and
identification of enterobacterias. From the samples of oral and cloacal
microbiota of the Yellow Cardinals, 152 colonies of bacteria were isolated, in
wild and captive individuals, the predominance of growth in the cultures was of
gram-negative bacterias, being 55.6% and 76.6% respectively. These results
provide subsidies and support in decisions for the conservation of this
endangered species and help to understand the health status of wild passerines

that coexist in this biome, which is the only place with Yellow Cardinals in Brazil.
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FIGURE 1 - PHYLOGENETIC THREE OF 240 NUCLEOTIDE POLYMERASE
GENE. SEQUENCE OBTAINED IN THIS STUDY WAS HIGHLIGHTED IN
RED. MOLECULAR PHYLOGENETIC ANALYSIS BY MAXIMUM LIKELIHOOD
(ML) METHOD. THE EVOLUTIONARY HISTORY WAS INFERRED BY USING
THE ML METHOD BASED ON THE GENERAL TIME REVERSIBLE MODEL
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ALGORITHMS TO A MATRIX OF PAIRWISE DISTANCES ESTIMATED
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VALUE. A DISCRETE GAMMA DISTRIBUTION WAS USED TO MODEL
EVOLUTIONARY RATE DIFFERENCES AMONG SITES (5 CATEGORIES+G).
THE TREE IS DRAWN TO SCALE, WITH BRANCH LENGTHS MEASURED IN
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INCLUDED WERE 1ST+2ND+3RD+NONCODING. ALL POSITIONS WITH
LESS THAN 95% SITE COVERAGE WERE ELIMINATED. THE BOOTSTRAP
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WERE CONDUCTED IN MEGAT ..ottt 47

CAPITULO 2

FIGURE 1 — GEOGRAPHIC LOCATION (A) AND PHYTOPHYSIOGNOMY (B)
OF ESPINILHO STATE PARK, BRAZIL. ECO-REGIONS: (1) URUGUAYAN
SAVANNA, (2) SOUTHERN CONE MESOPOTAMIAN SAVANNA, (3) ESPINAL,
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1. INTRODUGAO GERAL

O Brasil esta entre os trés paises do mundo com a maior riqueza de
avifauna, com 1.971 espécies de aves (PACHECO et al. 2021). Destas
especies, 234 estao na Lista Oficial da Fauna Brasileira Ameacada de Extingcao
(ICMBIO, 2014). Quinze espécies de passeriformes presentes nos Campos
Sulinos e Espinilho estdo atualmente ameacadas de extingcado (ICMBIO, 2014).
O Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio) instituiu
a Portaria n® 21, publicada no Diario Oficial da Unidao em 17 de fevereiro de
2012, que aprova o Plano de Ac¢ao Nacional (PAN) para a Conservagao das
Aves dos Campos Sulinos. O objetivo geral deste PAN é melhorar o estado de
conservagao das espécies alvo (MARTINSFERREIRA et al., 2013).

Os Campos Sulinos sao ecossistemas naturais com alta diversidade de
espécies vegetais e animais, ocupa uma area de 176,5 mil km?
(aproximadamente 2% do territorio nacional) (IBF, 2020). S&o os campos
nativos dos biomas brasileiros Pampa e Mata Atlantica e que se estendem
sobre amplas regides do Brasil, Uruguai e Argentina (PILLAR et al., 2009).
Constituido principalmente por vegetagcao campestre (gramineas, herbaceas e
algumas arvores), no Brasil esta restrito ao estado do Rio Grande do Sul,
ocupa uma area de 63% do territorio gaucho (ANEXO 7.8) (IBF, 2020).

Os passeriformes habitam areas de varzea, espinilho e campos
nativos, sendo muito sensiveis as alteragcdes ambientais antrépicas. O avanco
desordenado de monoculturas de graos (soja, milho, trigo) e da pecuaria
intensiva, a expansao da silvicultura com espécies exéticas (pinus e eucaliptos)
sao as atividades no Sul do Brasil que mais contribuem para a eliminacédo de
remanescentes de campos nativos habitados pelos passeriformes (MARTINS-
FERREIRA et al., 2013). A perda e a degradacao dos habitats sdo os principais
fatores que causam a redugao da populagao de passeriformes, associado ao
trafico, a caga e a introdugdo de espécies exoticas e doencas (MARTINS-
FERREIRA et al., 2013).

A reducdo do tamanho populacional de espécies € influenciada

também por componentes biolégicos intrinsecos de cada espécie. O grau de
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endemismo, a categoria trofica, a variabilidade genética e caracteristicas
evolutivas podem tornar algumas espécies mais susceptiveis a extingao

quando atuam isoladamente ou em conjunto (GRELLE et al., 2006).

A supressdo dos ambientes naturais e a consequente fragmentacéo do
habitat € uma das maiores ameacas a biodiversidade e a presencga da fauna
estd se limitando a Unidades de Conservagdao (UC), o que acarreta em
adensamento populacional, favorecendo a transmissdo de patdgenos
(EPSTEIN, 2002). A proximidade entre pessoas, de espécies silvestres e
domésticas pode propiciar a adaptacdo em novos hospedeiros e a
disseminagao por novos ambientes (MANGINI e SILVA, 2007) ou ser
responsavel pela alta prevaléncia de patégenos em espécies silvestres
(MARINI et al., 1996). Adicionalmente, espécies invasoras podem carrear

novos patodgenos as espécies residentes (PRIMACK, 2001).

Além disso, o aumento no estresse dos individuos, por competicao ou
reducdo de alimento, torna-os mais susceptiveis a doencas, assim como a
introducdo de substancias tdxicas e as mudangas no padrdo de uso e
ocupacado do solo influenciam a relacdo hospedeiro-parasita (MANGINI e
SILVA, 2007). Desta forma, a alteragdo ambiental leva a respostas diversas
nos vetores, que também afetam o equilibrio entre parasitas e na saude das
populacgdes (CHAZAR et al., 2009).

Um passeriforme criticamente ameagado no Brasil € o cardeal-amarelo
(ICMBIO, 2018), Gubernatrix cristata (VIEILLOT, 1817), que em 1970 era
considerado escasso no pais, e atualmente subsiste em numeros inferiores a
100 individuos na natureza. Um estudo recente sobre a populacido de cardeais-
amarelos em toda a area da savana de Espinilho no Brasil estimou que existem
apenas 53 individuos remanescentes (BEIER et al., 2017). Segundo o ICMBio,
a tendéncia é a extingdo da ave no pais se medidas nao forem tomadas para
coibir a captura e tentar recuperar as populagdes viaveis na natureza
(MARTINS-FERREIRA et al. 2013). De acordo com a International Union for
Conservation of Nature's (IUCN) Red List of Threatened Species o cardeal-
amarelo ¢é classificado como em risco de extincdo (BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2018).
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O cardeal-amarelo € uma espécie de passeriforme monotipica, rara e
elusiva. O padrao de coloragao da sua plumagem é inconfundivel, nenhuma
espécie simpatrica apresenta padrao semelhante. O macho possui topete e
garganta pretos, com dorso olivaceo e ventre amarelo. A fémea possui o
mesmo padrao, diferindo por apresentar branco na sobrancelha e na estria
malar e cinza no peito e flancos (RIDGELY & TUDOR, 2009). Além da bela
plumagem, o macho possui um canto potente e melodioso (RIDGELY &
TUDOR, 2009). A deficiéncia de informagdes a respeito de G. cristata é
notavel. As informacdes disponiveis na literatura restringem-se basicamente a
registros de ocorréncia, sistematica, registros de hibridagdo, ameacgas e estado
de conservacao. Habita areas semiabertas com arbustos ou arvores esparsas
(BELTON 1994, DIAS 2008, RIDGELY & TUDOR 2009). O cardeal-amarelo se
alimenta geralmente andando no solo (SICK 1997), de sementes e insetos,
mas também de folhas. O sucesso reprodutivo registrado para os casais
mantidos em cativeiro tem sido extremamente baixo e a necessidade de
incrementar o numero da populagdo no ambiente natural motivou a criagdo do
Programa Oficial de Cativeiro do Cardeal-amarelo, publicado através da
Portaria ICMBIio n°. 49 em 30 de abril de 2014, no Diario Oficial da Unido. Este
Programa aponta a necessidade de incrementar as agdes ex-situ para a
conservagao da espécie. O trafico de animais persiste como a principal ameaca
a espécie. A captura e comércio ilegal desta ave fez com que as populagdes na
natureza reduzissem drasticamente ao longo de poucas décadas (DIAS 2008,
RIDGELY & TUDOR 2009, AZPIROZ et al. 2012, MARTINS-FERREIRA et al.,
2013).

Os trabalhos a respeito da sanidade de passeriformes no Brasil sdo
escassos (BRACONARO, 2015; BEIER, 2019) principalmente devido a
dificuldade de coleta de amostras (quantidade) e contengao fisica dos animais
(estresse). Os animais saudaveis ou doentes podem transmitir diversos
microrganismos, como virus, bactérias ou fungos (HUBALEK, 2004). Os
estudos microbioldgicos nos passaros silvestres e o potencial risco de tais
microrganismos sao de extrema importancia para reduzir doengas emergentes
e contribuir com a conservacéao da biodiversidade (BRACONARO, 2015).
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No Brasil os estudos de ocorréncia e prevaléncia das doencgas ou de
microrganismos patogénicos em passeriformes de vida livre e em cativeiro sao
limitados. Algumas espécies de passeriformes, principalmente as apreendidas
por captura ilegal e mantidas em centros de reabilitagdo, sdo incluidas em
estudos de prevaléncia de doengas (BRAZ et al., 2009; GOMES et al., 2010;
LIMA et al., 2011). Entretanto, considerando que varios microrganismos de
risco infectam as aves sem causar doenga e também a grande quantidade de
espécies de passeriformes no pais, ha iminente necessidade de aumentar o
numero de aves avaliadas para ampliar a base de dados de ocorréncia das
doengas e dos microrganismos. Em aves de produgao existem mais dados
sobre a ocorréncia e fatores de risco associados aos diferentes tipos de

microrganismos (DE SA et al., 2015).

Os estudos de ocorréncia de doengas em passeriformes sao realizados
principalmente na Gra-Bretanha, Europa e Estados Unidos, devido ao potencial
que essas aves tém de carrear microrganismos de interesse na saude publica
e no interesse dos pesquisadores em assegurar o bem-estar da avifauna
introduzida e nativa (SIMPSON, 2006; BECKMANN et al., 2014)

Os passeriformes contribuem com o fendbmeno global das “doencgas
emergentes”. As doengas emergentes podem ter origem na vida selvagem e
causar doengas em humanos e animais, aumentando o interesse nos
microrganismos carreados por essas aves. Como exemplo, a Febre do Oeste
do Nilo, que causou grande mortalidade em passeriformes e em humanos na
América do Norte e tem nos passeriformes os principais amplificadores dos
virus no ambiente (ARAUJO, 2014).

Programas de monitoramento de doengas que envolvam metodologias
de vigilancia de populagdes podem elucidar mudangas na sanidade destas,
antes da ocorréncia de alteracbes em seu tamanho ou estrutura (KARESH et
al., 1997). A elaboracao de base de dados de avaliagdo sanitaria, parametros
hematoldgicos, bioquimicos e microbioldgicos das espécies de passeriformes
ameacadas, em vida livre e em cativeiro, seria essencial para determinar o
status de saude das populacdes e serve como referéncia para o monitoramento

e avaliagbes futuras dessas aves, além de potencialmente embasar decisdes
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de manejo (solturas, reintroducéo, entre outras), contribuindo nas iniciativas de
conservagao dos taxons ameacgados (KOLENISKOVAS et al., 2012).

A partir da necessidade de novas pesquisas, o0 presente trabalho foi
desenvolvido e dividido em quatro capitulos. O primeiro capitulo, com o titulo
“Molecular diagnosis of avian viruses in grassland passerines and captive
Yellow Cardinals Gubernatrix cristata in Brazil’, aborda a pesquisa de virus
aviarios com potencial zoondéticos e patogénicos em passeriformes de vida livre
do Parque Estadual do Espinilho e em cardeais-amarelos cativos. O segundo
capitulo intitulado “Blood parasites of passerines in the Brazilian Pampas and
their implications for a potential population supplementation program for the
endangered Yellow Cardinal (Gubernatrix cristata)’, aborda a pesquisa de
hemoparasitas em passeriformes de vida livre do Parque Estadual do Espinilho
e em cardeais-amarelos cativos. O terceiro capitulo, intitulado “Parametros
leucocitarios de cardeais-amarelos (Gubernatrix cristata) silvestres e cativos no
Brasil” aborda a avaliagao leucocitaria dos cardeais-amarelos cativos e de vida
livre do Parque Estadual do Espinilho. O quarto capitulo elaborado aborda a
caracterizagao das colbnias de bactérias e identificacdo de enterobacterias
presentes na cloaca e orofaringe dos cardeais-amarelos cativos e de vida livre
do Parque Estadual do Espinilho e foi intitulado “Microbiota cloacal e de
orofaringe de cardeais-amarelos (Gubernatrix cristata) silvestres e cativos no

Brasil”.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA da Universidade Federal do Parana (UFPR) sob o numero de protocolo
038/2018 (ANEXO 7.1) e pelo ICMBio através do Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) sob o numero de protocolo 53935
(ANEXO 7.2).

1.1 HIPOTESES

Os passeriformes silvestres e de cativeiro avaliados sao livres de virus.
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Os cardeais-amarelos de cativeiro tém mais infeccbes por

hemoparasitas que os de vida livre.

Os parametros leucocitarios dos cardeais-amarelos cativos séo

indicativos de estresse.

Os cardeais-amarelos silvestres tém a microbiota diferente dos

cardeais-amarelos de cativeiro.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Este estudo objetivou avaliar pela primeira vez o status sanitario dos
passeriformes de uma area unica protegida no Sul do Brasil, que abriga o
cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) criticamente ameagado de extingdo e
dos cardeais-amarelos do Programa de Cativeiro do Cardeal-amarelo; por meio
da pesquisa de virus aviarios, avaliacdo da microbiota cloacal e de orofaringe,

analise dos parametros leucocitarios e pesquisa de hemoparasitas.

1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar a ocorréncia dos virus da gripe aviaria, da doenca de Newcastle,
do Nilo Ocidental, adenovirus e herpesvirus pela primeira vez em
passeriformes silvestres do Parque Estadual do Espinilho e em cardeais-

amarelos cativos.

Investigar a ocorréncia de hemoparasitas em passeriformes silvestres do

Parque Estadual do Espinilho e em cardeais-amarelos cativos.

Avaliar os parametros leucocitarios: contagem diferencial de leucdcitos e

relagao heterdfilos:linfocitos de cardeais-amarelos silvestres e cativos.

Identificar as enterobactérias e a microbiota cloacal e de orofaringe de

cardeais-amarelos silvestres e cativos.
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2. CAPITULO 1. MOLECULAR DIAGNOSIS OF AVIAN VIRUSES IN
GRASSLAND PASSERINES AND CAPTIVE YELLOW CARDINALS
Gubernatrix cristata IN BRAZIL

ABSTRACT

Avian influenza viruses (AlVs), Newcastle disease virus (NDV), West
Nile virus (WNV), adenovirus (AV) and herpesvirus (HV) play an important role
in the health of human and animal populations. However, knowledge of the
prevalence of these viruses in wild birds is restricted to some groups (e.g.
shorebirds) or regions worldwide. Information on grassland birds of South
America, which is essential for their conservation, is scarce. The objectives of
the present study were to evaluate occurrences of AlV, NDV, WNV, AV and HV
for the first time in a bird community of a unique protected area in southern
Brazil, which is home for the critically endangered yellow cardinal (Gubernatrix
cristata), and captive yellow cardinals from fauna maintainers of the Brazilian
Captive Program of the Yellow Cardinal. Passerine species of wild life were
caught, identified and samples (swabs) were collected from the oropharynx and
cloaca of 64 passerines of 26 species (including 3 yellow cardinals) and 30
yellow cardinals of captive, for molecular diagnosis. The samples were
subjected to RNA and DNA extraction and the real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR) for AlV, NDV and WNV and nested PCR for AV and HV.
One yellow cardinal of captive presented a positive result for AV, this result is
important for planning, managing natural attributes and making decisions in
relation to integrated conservation of threatened species. This is the first report
of AV in yellow cardinal and epidemiological investigation of viruses in wild

passerines of the Pampa biome, in Rio Grande do Sul, Brazil.

INDEX TERMS: molecular diagnosis, avian virus, passerines, yellow cardinals,
Gubernatrix cristata, Brazil, conservation, pampa, sanitary profile, thornbush,

threatened species, wildlife animals.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE VIiRUS AVIARIOS EM PASSERIFORMES
CAMPESTRES E CARDEAIS-AMARELOS Gubernatrix cristata CATIVOS
NO BRASIL

RESUMO

Os virus da gripe aviaria (VGA), virus da doenca de Newcastle (VDN),
virus do Nilo Ocidental (VNO), adenovirus (AV) e herpesvirus (HV)
desempenham um papel importante na saude das populagdes humana e
animal. No entanto, o conhecimento da prevaléncia desses virus em aves
selvagens é restrito a alguns grupos (por exemplo, aves limicolas) ou regides
em todo o mundo. As informacdes sobre as aves campestres da América do
Sul, essenciais para a sua conservagcao, sao escassas. Os objetivos do
presente estudo foram avaliar a ocorréncia de VGA, VDN, VNO, AV e HV pela
primeira vez em uma comunidade de aves de uma area unica protegida no Sul
do Brasil, que abriga o cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) criticamente
ameacado de extincdo e em cardeais-amarelos de cativeiro dos mantenedores
de fauna do Programa Brasileiro de Cativeiro do Cardeal-amarelo. Espécies de
passeriformes silvestres foram capturadas, identificadas e amostras (swabs)
foram coletadas da orofaringe e cloaca de 64 passeriformes de 26 espécies
(incluindo 3 cardeais-amarelos) e 30 cardeais-amarelos de cativeiro, para
diagnostico molecular. As amostras foram submetidas a extragdo de RNA e
DNA e a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) para VGA,
VDN e VNO e nested PCR para AV e HV. Um cardeal-amarelo de cativeiro
apresentou resultado positivo para AV, este resultado é importante para o
planejamento, manejo dos atributos naturais e tomada de decisdes em relagao
a conservacgao integrada de espécies ameacadas. Este € o primeiro relato de
AV em cardeal-amarelo e de investigacdo epidemiolégica de virus em

passeriformes silvestres do bioma Pampa, no Rio Grande do Sul, Brasil.

TERMOS DE INDEXAGAO: diagndstico molecular, virus avidrio,
passeriformes, cardeal-amarelo, Gubernatrix cristata, Brasil, conservacgao,

pampa, perfil sanitario, espinilho, espécies ameagadas, animais selvagens.
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21 INTRODUCTION

Development of a health assessment database for threatened
passerine species is essential in order to determine the health status of
populations. Such database can act as reference for monitoring as well as for
future evaluation of these birds. It can potentially also underpin management
decisions (release, reintroduction and population reinvigoration), thus
contributing towards conservation initiatives among threatened taxa
(Kolesnikovas et al. 2012). The yellow cardinal, Gubernatrix cristata, is among
the threatened passerines inhabiting the “Parque Estadual do Espinilho”, they
are also found in the savannas of Argentina and Uruguay, however its natural
history is relatively unknown (Jaramillo, 2020). In a study that monitored the
population of the yellow cardinal, in all known areas of its presence in the
Espinilho savanna, only 53 individuals were encountered (Beier et al. 2017).
According to “Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade”
(ICMBio), the tendency is the extinction of the species in Brazil if measures are
not taken to curb capture and try to recover viable populations in the wild
(Martins-Ferreira et al. 2013).

In the present study, five viruses, three important viruses with zoonotic
potential and two avian infectious viruses were investigated among the
grassland passerines in southern Brazil. The zoonotic viruses were: avian
influenza viruses (AlVs), Newcastle disease virus (NDV), West Nile virus
(WNV). The infectious agents investigated were: adenovirus (AV) and

herpesvirus (HV).

Highly pathogenic subtypes of AlVs, family Orthomyxoviridae, have
been responsible for endemic infections and outbreaks in many countries,
causing the deaths of thousands of domestic and wild birds, along with
significant economic losses (Kalthoff et al. 2010). The maintenance of AlV is
dependent upon complex multiavian systems according to recent studies
(Caron et al. 2017). With the exception of Antarctica, passerines have habitats
worldwide and should be considered within the ecology of AlVs because many
of them freely intermingle with wild and domestic populations of waterfowl and

poultry (Urig et al. 2017). The illegal trade of wild birds has also been identified
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as being an important role for spreading AlVs (Tian & Xu 2015). Different
subtypes of AIV were recently identified in migratory birds at an important
stopover area in southern Brazil. There are scarce studies and surveillance on

occurrences of AlVs in South America and Brazil (Araujo et al. 2018).

One of the most important viruses of avian species globally is the NDV,
that belongs to the family Paramyxoviridae. Based on genetic characteristics,
NDV is divided into two classes; class | and class Il. The strains of class | are
predominantly isolated from wild birds, in most cases have low virulence, and
rarely are identified in poultry species. Class Il NDV is more phenotypically
diverse and exhibit a wider range of virulence (Dimitrov et al. 2016). Class Il are
the most important viruses for the avian species globally, with outbreaks that
potentially can cause substantial economic losses to the poultry industry
(Lugarini et al. 2018). There is need to improve the current pathotyping systems
of identification of class Il NDV so it can be rapidly and precisely identified and
controlled before causing severe devastation and loss in poultry (Bello et al.
2018). Previously, serological studies were performed on backyard poultry
flocks located near one of the main routes for migratory birds in Brazil, in Rio
Grande do Sul, detected a high number of farms with seropositive birds. This
result indicated that NDV is circulating in this region and that there is a risk that

it might spread to local wildlife and commercial flocks (Marks et al. 2014).

WNV, family Flavivirus, was recently described in horses and monkeys
in the state of Espirito Santo, Brazil (Silva et al. 2018). The first description of a
human case WNV encephalitis in this country was recorded in the state of
Piaui, northeast of Brazil, in 2014. Since birds are reservoirs of this virus,
monitoring and investigating its presence in wild bird populations is crucial
(Vieira et al. 2015a).

Investigation of the Adenoviruses and Herpesviruses that respectively
belong to the families Adenoviridae and Herpesviridae were also performed in
the present study. AVs are common infectious agents in poultry and wild birds
worldwide. In a recent research, samples were collected from birds that
belonged to different states in Brazil, the birds analyzed presented with

hepatitis-hydropericardium syndrome (HHS), malabsorption syndrome and
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runting-stunting syndrome, as a result of the investigation many were identified
positive to AV (De la Torre et al. 2018). Of the 12 serotypes of fowl AVs
reported, most of them are able to cause inclusion body hepatitis and represent
a significant risk because may contribute to increased mortality rates (Absalon
et al. 2017). Herpesviruses (HVs) cause a broad variety of diseases with distinct
clinical presentations and lesions in birds. Recent studies that evaluated
different seabird species sampled in coastal areas of the South Atlantic reported
occurrences of outbreaks of HV in Magellanic penguins (Spheniscus
magellanicus) and in an Atlantic yellow-nosed albatross (Thalassarche
chlororhynchos) at a rehabilitation center located in Rio Grande do Sul
(Niemeyer et al. 2017). With regard to conservation of threatened species,
these diseases can cause adverse impacts on these populations. Brazil is the
world’s largest broiler meat exporter (Naas et al. 2015) and occurrences of
these viral diseases has a huge negative impact on the economy due to trade

restrictions and embargoes.

Brazil harbors highly diverse avian communities that remain poorly
studied in relation to these viruses. Out of the 1,919 species of birds recorded in
Brazil, 198 (10.3%) are migratory. Some partially migratory species are found in
the Pampa biome (Somenzari et al. 2018). Further surveillance efforts to detect
these and other avian-borne viruses are necessary, particularly in areas of high

avian diversity and endemism (Lugarini et al. 2018).

Considering the absence of information on the circulation of AlV, NDV,
WNV, AV and HV among the captive yellow cardinals and wild passerines that
are found in the Pampa biome, the aim of the present study was to evaluate the
occurrence of these viruses in passerines that inhabit these areas of unique and
important vegetation as well as the endangered yellow cardinals of the Captive

Program of the Yellow Cardinal.

2.2 MATERIALS AND METHODS
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2.21 Ethics committee

This study was approved by the Ethics Committee of the “Universidade
Federal do Parana” (UFPR, approval number 038/2018) and by the
authorization and biodiversity information system (SISBio) (no. 53935) of the
“Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade” (ICMBio).

2.2.2 Study area

Part of the study was developed with wild life passerines and was
carried out in the “Parque Estadual do Espinilho” Protected Area (30°12' S;
57°30" W), which is located in the city of Barra do Quarai, westernmost of Rio
Grande do Sul state, Brazil. The Park has the largest area of savanna among
the last remnants of this type of vegetation formation in southern Brazil. This
vegetation type is associated with the Pampa biome and is composed
predominantly by Prosopis affinis (local name: inhanduva) and Vachellia caven
(local name: espinilho) (Marchiori & Alves 2011). Currently, 15 species of
passerines encountered in the southern grassland and thornbush terrains are
endangered, including the Gubernatrix cristata. Loss and degradation of these
habitats are the main factors that have caused reductions in the populations of
the grassland birds, which is also correlated with trafficking, hunting and

introduction of exotic species and diseases (Martins-Ferreira et al. 2013).

The other part of the study was held with captive yellow cardinals and
carried out with fauna maintainers linked to the Captive Program of the Yellow
Cardinal, in the municipalities of Foz do Iguagu, Pomerode and Gramado, in
Brazil. The Yellow Cardinal Captivity Program aims to establish viable captive
populations representative in Brazil to contemplate programs of reinvigoration

and reintroduction.
2.2.3 Passerines

Passerines of wild life were captured during two field expeditions in the
months February and December of 2019. Throughout the February expedition,
62 passerines including one yellow cardinal were captured and in the second
expedition two yellow cardinals were captured. In total 64 passerines of wild life

were evaluated in this study. To capture the passerines mist nets were used
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(16mm mesh) of 12m long and 2.5m height at three capture points. Mist nets
were reviewed every 20 minutes and the birds captured were placed for a few
minutes in individual containment bags for manipulation (biological material
collection and banding). The species were identified based on a field guide
(Azpiroz 2012). They were immediately released after handling. To capture
specimens of the critically endangered yellow cardinal (G. cristata), an active
search was performed in the study area using the playback method (i.e.
attracting the species using its own song) to attract the individuals. The status of
threat of the species follows the Red Book of Brazilian Fauna Threatened with
Extinction (ICMBio 2018). The sixty-four (64) individuals of wild life captured
belonged to 26 different species of passerines: G. cristata (3), Cranioleuca
pyrrhophia (1), Drymornis bridgesii (1), Lepidocolaptes angustirostris (1),
Progne tapera (1), Pseudoseisura lophotes (1), Schoeniophylax phryganophilus
(1), Saltator aurantiirostris (1), Sublegatus modestus (1), Turdus
amaurochalinus (1), Tyrannus melancholicus (1), Coryphistera alaudina (2),
Mimus saturninus (2), Molothrus rufoaxillaris (2), Serpophaga subcristata (2),
Tangara sayaca (2), Troglodytes musculus (2), Agelaioides badius (3),
Asthenes baeri (3), Pyrocephalus rubinus (3), Pitangus sulphuratus (3),
Polioptila dumicola (4), Sicalis flaveola (4), Paroaria coronata (5), Furnarius

rufus (6) and Zonotrichia capensis (8).

In addition to the wild life passerines, 30 yellow cardinals of captive that
were maintained by registered fauna maintainers of the Yellow Cardinal
Captivity Program were evaluated in the study. These passerines were; 17 from
Parque das Aves, seven from GramadoZoo and six from Zoo Pomerode, all

located in south Brazil.
2.2.4 Sample collection

Samples from the cloaca and oropharynx were collected from the
evaluated birds using sterile swabs and disposable gloves without chalk. These
samples were placed in cryovials containing phosphate-buffered saline (PBS),
glycerol, antibiotic and antifungal media, in accordance with the protocol
described in the World Health Organization’s manual for diagnosis and

surveillance of animal influenza (Webster et al. 2002). The cryovials containing
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the samples were frozen in liquid nitrogen immediately after sample collection
and were kept frozen until the time of the analysis. The analyses were done at
the Biosafety Level 3" Laboratory (BSL3") of the “Instituto de Ciéncias
Biomédicas”, “Universidade de Sdo Paulo” (USP).

2.2.5 RNA and DNA extraction

For RNA and DNA extraction, 300uL of cloacal and oropharyngeal
swab samples were used in the MagMAX™ CORE Nucleic Acid commercial
purification kit (Life Technologies Corporation, Austin/TX, USA). The entire
extraction process was performed on automated equipment (MagMAX™
Express 96, Applied Biosystems), in accordance with the manufacturer's

instructions.

2.2.6 Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)

Positive and negative controls were used in each reaction (Table 1).
Positive samples previously tested and sequenced in Clinical and Molecular
Virology Laboratory were used as positive controls and for negative control we

used ultrapure DNAse/RNAse free water.

For detection of AlV, NDV and WNV, the samples were subjected to a
one-step RT-PCR reaction using 8.63uL of extracted RNA (for this, the following
were added: 12.5uL of 2x RT-PCR buffer, 1.2uL of 25x AIV-M primer/probe mix,
1.0uL of 25x RT-PCR enzymes and 1.67uL of detector enhancer (Applied
Biosystems, Foster City/CA, USA), totaling 25uL of final reaction volume for AIV
(Araujo et al. 2014). For both NDV and WNV, the same methodology as
described above for AlV was used with the following alterations: for NDV, the
primers and probes already described were used, and the reaction was
performed as a multiplex for NDV classes | and Il (Kim et al. 2008); for WNV,
the specific primers and probes previously described (Ometto et al. 2013) were
used.

The conditions were the same for all viruses, i.e. 45°C for 20 minutes
(reverse transcription), followed by 95°C for 10 min and then 40 cycles of 95°C

for 15 seconds and 56°C for 45 seconds. To make readings and collect data,
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the 7300 Real Time PCR System® equipment was utilized (Applied Biosystems,

Foster City/CA, USA).

TABLE 1. COMPLETE

INFORMATION ABOUT PRIMERS, SIZE OF

AMPLICON, TARGETED GENES AND REFERENCES FOR EACH ASSAY

Amplicon Target

Virus / Oligo .
viral family nucleotide Sequence (5'-3') size gene Reference
FLTR 5 - TIMGNGGIGGIMGNTGYTAYCC - 3’
550 pb
RTR 5'- GTDGCRAAISHICCRTABARIGMRTT - 3
. Polymeras  Wellehan et
Adenovirus ne al. 2004
FNR 5 - GTITWYGAYATHTGYGGHATGTAYGC - 3 ©ge :
320 pb
RNR 5'- CCAICCBCDRTTRTGIARIGTRA - 3'
AlV Fwd 5 - GACCRATCCTGTCACCTCTGAC -3’
AlV Rv 5'- AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA -3' Matrix Aradijo et al,
AlV ~99 pb
gene 2014
5'- FAM-TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG-BHQ1-
AlV probe 3
Sense , )
L+8738 5 - TGTTGAAAAGAAGCTGCTAGGC - 3
Antisense Poll_ygeras Kim, Suarez
NDV s 5 - TGGACCATGAAGAGTGGAACC - 3 108pb (G g Afonso.,
2008
L-TET 5-[TET]TGCCTGGTCACACAAGATCCGCCG[3BHQ_1]-
Probe 3
SEQ1F 5'- GCGATCTCTCCACCAAAGCT - 3’
; ; Gene E
SEQ1R 5 -TGGGTCAGCACGTTTGTCAT -3 ! Ometto et
WNV 68 pb (Viral
al., 2013
SEQIMA envelope)
Probe 5 - FAM-CCATGGGAGAAGCTCACA-5-NFQ - 3’
Ts- 5 — TTGTGGACGAGRSIMAYTTYAT - 3’
TERM_707s
TS- 519 pb
TERM_707a 5- ACAGCCACGCCNGTICCIGAIGC - 3
Herpesvirus s Terminase  Chmielewic
P TS gene z et al, 2001
TERM_708s 5'- GCAAGATCATNTTYRTITCITC - 3
TS- 419 pb
TERM_708a 5- TGTTGGTCGTRWAIGCIGGRT - 3'
s
DFA 5 - GAYTTYGCNAGYYTNTAYCC - 3’
ILK 5 - TCCTGGACAAGCAGCARNYSGCNMTNAA - 3 700_: 00
P Polymeras Van
Herpesvirus KG1 5 - GTCTTGCTCACCAGNTCNCANCCYTT - 3’ e (pol) DeVanter et
Gene al., 1996
TGV 5 - TGTAACTCGGTGTAYGGNTTYCAN GGNGT - 3’ 215-315
pb

IYG

5 - CACAGAGTCCGTRTCNCCRTADAT - 3
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2.2.7 Nested PCR

To detect AV and HV, the samples were subjected to nested PCR
reactions. DNA amplification was performed using SuL of DNA, 50mM of KCI
and, 1.5mM of MgCl, as the PCR buffer (Invitrogen®, Carlsbad/CA, USA),
together with 50pmol of each primer, 2.5U of Taq DNA polymerase (Invitrogen®,
Carlsbad/CA, USA), 0.2mM of each dNTP and DEPEC-treated MilliQ water q.s.
100ul. The samples were amplified in the GeneAmp PCR System 9700 thermal
cycler (Applied Biosystems®, Foster City/CA, USA).

Amplification for HV was performed starting with a 95°C step for 5
minutes, followed by 45 cycles of 96°C for 5 seconds, 46°C for 8 seconds and
68°C for 12 seconds, and ending with 72°C for 2 minutes. The next step was to
perform nested PCR, following the same description mentioned above. A
protocol previously described (VanDevanter et al. 1996) was performed using
the primers DFA, ILK and KG1 for PCR, and IGV and IYG for nested PCR. In
addition, the protocol designated (Chmielewicz et al. 2001) was executed using
the primers 707s and 707as for PCR, and 708s and 708as for nested PCR.

DNA amplification for AV was achieved starting with 95°C for 10
minutes; followed by 14 cycles of 96°C for 30 seconds, 65°C for 30 seconds
and 72°C for 1 minute; then 35 cycles of 95°C per 30 seconds, 50°C for 30
seconds and 72°C for 1 minute; and lastly a final extension of 70°C for 7
minutes. The next step was to complete the nested PCR, following the
description from above, replacing the primers FLTR and RTR with FNR and
RNR, as previously defined (Wellehan et al. 2004).

2.2.8 Agarose gel electrophoresis

Agarose gels at 2% concentration were produced and added to 2.5uL of
ethidium bromide. In the last pool of each gel line, 2uL of molecular weight
marker were applied (DNA ladder; 0.25ug/uL); and in the other pools, 10uL of
sample with 3uL of loading buffer 1X were applied. The gels were
electrophoresed at 100 volts for approximately 50 minutes. The samples that
presented bands in the nested reaction were considered to be suspected

positive samples that would then need to be confirmed by sequencing.
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2.2.9 Purification, Sequencing and Phylogenetic Analysis

The positive amplification fragment for AV was purified using Exo-SAP
and then the sample was sent to Sanger Sequencing. The sequencing reaction
was performed using BigDye kit following manufactures recommendations. To
remove the excess dideoxynucleotide terminators with Applied Biosystems Big
Dye XTerminatorTM Purification Kit (Applied Biosystems, Foster City/CA) in

accordance with the manufacturer's recommendations.

The nucleotide sequences obtained were analyzed using the BLAST
program to confirm amplification of the specific product and the sequences were
aligned using Geneious software (version Prime). Phylogenetic analyses were
performed using MEGAY7 software (version 7.0.2) using Maximum Likelihood
(ML) with Neighbor-Joining (NJ) and GTR+}+I model.

2.2.10 Sequence submission

The sequence was submitted to GenBank under accession number
NM602948.

2.3 RESULTS

We studied 94 passerines cloacal and oropharynx samples, of which 64
were of wild life from the “Parque Estadual do Espinilho” and 30 were captive
yellow cardinals that belonged to three different fauna maintainers from Brazil.
All samples were submitted to AIV, NDV, WNV, AV and HV molecular analysis.

The 64 wild passerines evaluated in the present study were negative for
all viruses evaluated according to molecular detection. Among 30 captive yellow
cardinals analyzed there was one positive result for AV, this sample was
collected on June 7 of 2019. After processing, the sample segregated as
Siadenovirus clade (Fig.1), other sequences of this virus were previously
isolated from different species such as raptor, south polar skua, great tit,

penguin and turkey.
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The negative results obtained in the present study are highly relevant
because no other similar researches have been performed in this area providing
information about the status of relevant viruses between passerines species of

wild and captive.

Fig.1. Phylogenetic three of 240 nucleotide polymerase gene. Sequence
obtained in this study was highlighted in red. Molecular phylogenetic analysis by
maximum likelihood (ML) method. The evolutionary history was inferred by
using the ML method based on the General Time Reversible model (GTR).
Initial tree(s) for the heuristic search were obtained automatically by applying
neighbor-join (NJ) and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances
estimated using the maximum composite likelihood (MCL) approach, and then
selecting the topology with superior log likelihood value. A discrete Gamma
distribution was used to model evolutionary rate differences among sites (5
categories+G). The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the
number of substitutions per site. Codon positions included were
1st+2nd+3rd+Noncoding. All positions with less than 95% site coverage were
eliminated. The bootstrap value under 75% was suppressed. Evolutionary
analyses were conducted in MEGA7
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2.4 DISCUSSION

No previous study was found reporting any adenovirus in yellow
cardinals and the epidemiological role of this virus remains unknown.
Siadenoviruses was previously found in birds (Pitcovski et al. 1998), tortoises
(Rivera et al. 2009). In the past it was named as Group Il aviadenoviruses, the
genus Siadenovirus contains clinically relevant viruses; which includes the
hemorrhagic enteritis virus (HEV) of turkey and marble spleen disease virus of
pheasants (Dhama et al. 2017, Fitzgerald & Reed 1989). Siadenovirus was
identified in two psittacines that clinically presented weight loss and lethargy,
which are non-specific clinical signs, significant clinical differences exist
between adenoviral types and species (Wellehan Jr et al. 2009). Raptors
infected with siadenovirus presented severe necrotizing hepatitis with
intranuclear inclusion bodies in kidneys and spleen (Zsivanovits et al. 2006).
Recent studies conducted an ecoepidemiological analysis on bird and mammal
in the Brazilian Cerrado biome using a primer based on the amino acid
sequence of the hexon protein, with approximately 900 pairs and they were able
to detect AV in a passerine species (Sicalis flaveola) (Duarte et al. 2019). They
also used a primer for the conserved polymerase region, as was performed in

the present study.

Some species of AV can induce mortality as a primary agent in the
absence of other infections or immunosuppression, and it can cause
hydropericardium and hepatitis syndrome (HHS) (Mazaheri et al. 1998, Vera-
Hernandez et al. 2016). HHS is a severe disease that causes mortality up to
100% in unvaccinated birds (Asthana et al. 2013, Vera-Hernandez et al. 2016).
If an infectious disease is introduced into a captive population of an endangered
species it can be difficult or even impossible to control (Meli et al. 2009). The
introduction of uncommon pathogens in a wild population can be very

dangerous to their viability (Walker et al. 2008).

Despite having only one positive result for the investigation, this does
not rule out the possibility of the circulation of AV and other viruses in the

researched region, because the prevalence of them may vary temporally.
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In South America, AIV has already been detected in birds in Brazil,
Argentina, Bolivia, Colombia, Chile and Peru. In 2002, there was an outbreak of
highly pathogenic AIV in commercial poultry in Chile (Hurtado & Vanstreels
2016). In Brazil, AlV of low pathogenic level was detected via PCR in migratory
birds in the Amazon region, and serologically positive animals were detected in
the state of Sdo Paulo (Araujo et al. 2014, Sousa et al. 2013). Although Brazil is
considered to be free from highly pathogenic AlV, further studies are urgently
needed in order to evaluate the susceptibility of infections across different

orders and families of South American birds.

NDV has been reported in Brazil, in captive ducks in the northern region
and in free-living Charadriiformes on the northeastern coast, this study tested
1022 domestic and wild birds reporting the presence of NDV in 0,7% of the
birds (Thomazelli et al. 2012). However, no positive results were found in the

present study.

No presence of WNV has yet been detected in birds in Brazil. Among
serum samples from five common terns (Sterna hirundo) in Rio Grande do Sul,
three of them were found to be positive according to the ELISA technique.
However, the plaque reduction neutralization test did not confirm these findings
(Ometto et al. 2013). Nonetheless, WNV has been detected in humans in Brazil
(Vieira et al. 2015b). Given that this virus is maintained in nature in passerines,
and that they can develop sufficient viremia to infect the mosquitoes that feed

on them, these birds are competent amplifying hosts and need to be monitored.

This is the first report of AV in yellow cardinal and investigation of AlV,
NDV, WNV, AV and HV in two critically endangered passerine species: the
yellow cardinal (Gubernatrix cristata) and lark-like brushrunner (Coryphistera
alaudina). However, monitoring pathogens in wild birds has limitations and
caution is warranted when making a larger scale projection about current or
future distribution based on a small sample size in a specific location (Van
Hemert et al. 2019).
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2.5 CONCLUSION

In the present study one yellow cardinal of captive was positive to
adenovirus (AV) meanwhile, avian influenza viruses (AlVs), Newcastle disease
virus (NDV), West Nile virus (WNV), and herpesvirus (HV) were not detected in
the other 93 passerines evaluated. This is an important result because it
provides information on the health situation of these wild and captive grassland
passerines of south Brazil for the first time and is primordial for the conservation

of species, more specifically the critically endangered yellow cardinal.
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3. CAPITULO 2. BLOOD PARASITES OF PASSERINES IN THE BRAZILIAN
PAMPAS AND THEIR IMPLICATIONS FOR A POTENTIAL POPULATION
SUPPLEMENTATION PROGRAM FOR THE ENDANGERED YELLOW
CARDINAL (Gubernatrix cristata)

ABSTRACT

Espinilho savanna (“seasonal steppe savanna”) is a unique vegetation
formation of the Pampas biome that is found near the tri-border of Brazil,
Uruguay and Argentina. The Yellow Cardinal (Gubernatrix cristata) is a flagship
species of this ecosystem, but it is classified as “critically endangered” in Brazil
due to habitat loss and poaching for the illegal trade. Population
supplementation through the release of individuals that were captive-bred or
apprehended by authorities from the illegal trade has been considered as a
conservation strategy for this species, however the risk of pathogen introduction
is a critical concern. We used microscopy and molecular methods to investigate
the occurrence of blood parasites in wild passerines (n=64, including three
Yellow Cardinals) at Espinilho State Park, Rio Grande do Sul, Brazil, and in
captive Yellow Cardinals (n=30) at three facilities in Brazil. Haemosporidian
parasites were detected in the blood smears of 10.9% of the wild passerines,
comprising the morphospecies Haemoproteus erythrogravidus in Rufous-
collared Sparrow (Zonotrichia capensis), H. quiscalus in Grayish Baywing
(Agelaioides badius), and H. tyranni in Great Kiskadee (Pitangus sulphuratus);
these are the southernmost records for these morphospecies, and their first
record for the Pampas biome. No haemosporidian parasites were detected in
the blood smears of Yellow Cardinals, wild or captive. Microfilariae were
detected in the blood smears of 14.1% of the wild passerines, including all wild
Yellow Cardinals, and in 43.3% of captive Yellow Cardinals. Trypanosoma sp.
was detected in the blood smear of one captive Yellow Cardinal. Nested PCR
and gene sequencing of the cyt-b gene of Haemoproteus/Plasmodium was
used to test a subset of wild passerines and captive Yellow Cardinals, allowing
for the molecular barcoding of H. quiscalus lineage AGEBADO4 and H. tyranni
lineage PITSULO1; additionally, DNA identical to that of lineage PITSULO1 was

detected in the blood of one captive Yellow Cardinal. This study provides
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valuable data to support conservation management of the Yellow Cardinal and
other threatened passerines from the Pampas, and highlights the need for
further studies on the epidemiology and pathology of filarioid worms and

trypanosomes in passerines from this biome

Key words: Haemosporida, Neotropics, Pampas, Passeriformes, Rhabditida,

Trypanosomatida

RESUMO

HEMOPARASITAS DE PASSERIFORMES NO PAMPA BRASILEIRO E
SUAS IMPLICAGOES PARA UM POTENCIAL PROGRAMA DE
SUPLEMENTAGAO POPULACIONAL PARA O AMEAGCADO CARDEAL-
AMARELO (Gubernatrix cristata)

A savana do Espinilho (“savana de estepe sazonal’) é uma formagéo
vegetal unica do bioma Pampa que se encontra proxima a triplice fronteira
entre Brasil, Uruguai e Argentina. O cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) é
uma espécie emblematica desse ecossistema, mas é classificada como
“criticamente ameagada” no Brasil devido a perda de habitat e a caca furtiva
para o comeércio ilegal. Suplementagao da populagéo através da liberagéo de
individuos criados em cativeiro ou apreendidos por autoridades do comércio
ilegal tem sido considerado uma estratégia de conservagéo para esta espécie,
porém o risco de introdugao de patdégenos é uma preocupacéao critica. Usamos
microscopia e métodos moleculares para investigar a ocorréncia de
hemoparasitas em passeriformes selvagens (n=64, incluindo trés cardeais-
amarelos) no Parque Estadual do Espinilho, Rio Grande do Sul, Brasil, e em
cardeais-amarelos cativos (n=30) em trés instalacbes no Brasil. Parasitas
hemosporideos foram detectados nos esfregagos de sangue de 10,9% dos
passeriformes selvagens, compreendendo a morfoespécie Haemoproteus
erythrogravidus em Tico-tico (Zonotrichia capensis), H. quiscalus em Asa-de-
telha-escuro (Agelaioides badius), e H. tyranni em Bem-te-vi (Pitangus

Sulphuratus); estes sao os registros mais ao sul para essas morfoespécies, e
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seus primeiros registros para o bioma Pampa. Nao foram detectados parasitas
hemosporideos nos esfregacos de sangue de cardeais-amarelos, selvagens ou
de cativeiro. A presenca de microfilarias foi de 14,1% nos passeriformes
selvagens, incluindo todos os cardeais-amarelos selvagens, e 43,3% em
cardeais-amarelos cativos. Um cardeal-amarelo cativo estava parasitado por
Trypanosoma sp., que foi detectado no esfregago sanguineo. A PCR aninhada
e 0 sequenciamento do gene cyt-b de Haemoproteus/Plasmodium foram
usados para testar um subconjunto de passeriformes selvagens e cardeais-
amarelos cativos, permitindo o codigo de barras molecular da linhagem de H.
quiscalus AGEBADO4 e da linhagem de H. tyranni PITSULO1; adicionalmente,
DNA idéntico ao da linhagem PITSULO1 foi detectado no sangue de um
cardeal-amarelo cativo. Este estudo fornece dados valiosos para apoiar o
manejo de conservacao do cardeal-amarelo e outros passeriformes ameacados
do Pampa, e destaca a necessidade de mais estudos sobre a epidemiologia e

patologia de vermes filarioides e tripanossomas em passeriformes deste bioma

Palavras-chave: Haemosporida, Neotrépicos, Pampas, Passeriformes,

Rhabditida, Trypanosomatida.

3.1 INTRODUCTION

Brazil has one of the world’s greatest bird diversities in the world, with
1,971 described species (Piacentini et al. 2015). Of these, 234 species are
nationally threatened, 15 of which are passerines of the Pampas biome in Brazil
(ICMBio 2018). The Pampas biome comprises temperate fertile lowlands in
Uruguay, southern Brazil and eastern Argentina. Espinilho State Park, located in
southern Brazil near the tri-border of Brazil, Uruguay and Argentina (Fig. 1 A),
has the largest remnant of the Espinilho savanna, also known as “seasonal
steppe savanna” (Serafini 2013; Marchiori and Alves 2014). Espinilho savanna
is a unique vegetation formation that occurs only in the transition of the
Uruguayan savanna, the Southern Cone Mesopotamian savanna and the

Espinal eco-regions (Fig. 1 B), and is predominantly composed of short thorny
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trees such as Prosopis affinis (“inhanduva”), Acacia caven (“espinilho”) and
Prosopis nigra (“algarrobo”) (Serafini 2013; Marchiori and Alves 2014). This
landscape is an important habitat for passerine birds and, like the remainder of
the Pampas biome, is highly sensitive to anthropogenic pressures from the
expansion of grain monocultures, livestock production and silviculture with
exotic species (Serafini 2013; ICMBio 2018).

FIGURE 1. GEOGRAPHIC LOCATION (A) AND
PHYTOPHYSIOGNOMY (B) OF ESPINILHO STATE PARK, BRAZIL. ECO-
REGIONS: (1) URUGUAYAN SAVANNA, (2) SOUTHERN CONE
MESOPOTAMIAN SAVANNA, (3) ESPINAL, (4) HUMID PAMPAS, (5) PARANA
FLOODED FOREST, (6) HUMID CHACO, (7) ALTO PARANA ATLANTIC
FOREST, (8) ARAUCARIA MOIST FOREST, (9) SERRA DO MAR COASTAL
FOREST (ADAPTED FROM OLSON et al. 2001).

The Yellow Cardinal (Gubernatrix cristata) is a flagship species of the
Espinilho savanna. The species is also found in the savannas of Argentina and
Uruguay, however its natural history is relatively unknown (Jaramillo 2020). Due
to their color and song, they are often captured in wildlife to be illegally traded
(Martins-Ferreira and Freitas 2010), which is one of the leading causes of this
species population decline, along with habitat loss. As a result, the species is
now globally “endangered” (BirdLife International 2022) and “critically
endangered” in Brazil (ICMBio 2018). A recent population survey of Yellow

Cardinals revealed that only 53 individuals remain in the species’ entire
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distribution within the Espinilho savanna in Brazil (Beier et al. 2017). In this
context, the National Plan of Action for the Conservation of Endangered
Grassland Birds of Brazil has considered the population supplementation
through the release of Yellow Cardinals that were captive-bred or apprehended
by authorities from the illegal trade an essential intervention to avoid the local
extinction of this species (Serafini 2013).

Blood parasites can cause serious infection and eventually cause death
of their host or may have sublethal effects such as compromising sexual
selection, parental care, or the ability to avoid predators (Valkitinas et al. 2006;
de Castaneda et al. 2009; Ellis et al. 2020). Haemosporidian protozoa
(Apicomplexa: Haemosporida) are among the most frequent blood parasites of
birds, comprising the genera Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon and
Fallisia (Valkiinas 2005). Microfilariae are also relatively frequent among
passerines; these are immature forms of filarioid nematodes (Nematoda:
Rhabditida) that enter the bloodstream and become available for ingestion by
hematophagous invertebrates (Bartlett 2008). Trypanosoma spp. (Euglenozoa:
Trypanosomatida) are another group of relatively common blood parasite of
passerines, but their taxonomy and pathogenicity to birds remain unclear
(Hamilton et al. 2007; Zidkova et al. 2012).

Considering the potential immediate and long-term effects that blood
parasites can have on the health of birds, knowledge about the prevalence and
diversity of parasites and pathogens in the recipient avian community and in
individual release candidates will be essential to prevent the introduction of
pathogens that could further compromise conservation efforts through
reintroduction programs (Viggers et al. 1993; Tostes et al. 2015). In this context,
improving our knowledge on the distribution and ecology of blood parasites in
the Pampas will be critical to support decision making in a future Yellow
Cardinal release program. In this study, we employed morphological and
molecular methods to investigate the prevalence and diversity of blood
parasites in wild passerines at Espinilho State Park, as well as in captive Yellow
Cardinals from facilities participating in the Yellow Cardinal Conservation

Program.
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3.2 MATERIALS AND METHODS

Free-living passerines were captured at the Espinilho State Park
(80°12'S 57°30'W; average altitude = 52 meters, average annual temperature =
23.4 °C, average annual precipitation = 1300 mm; Redin et al. 2011), Rio
Grande do Sul state, Brazil (Fig. 1). Birds were captured using mist nests (16
mm mesh) of 12 x 2.5 meters during two field expeditions (February 2019 and
December 2019). In the first expedition, mist nets were deployed at three
capture points for 5 days (c. 9 hours/day) and checked every 20 minutes. In
both the first and second expedition, another team actively searched by foot for
Yellow Cardinal territories (c. 9 hours/day for 5 days in each expedition); when a
territory was found, mist nets were set and the playback method was used once
or twice to attract territory owners to the nets. Captured birds were briefly
placed in individual tissue bags for further manipulation (biological material
sampling and banding) and then released. Sixty-two birds comprising 26
species were captured in the first expedition and two Yellow Cardinals were
captured in the second expedition (Table 1). Additionally, 30 Yellow Cardinals
were sampled in 2018 and 2019 at three facilities in southern Brazil: Pomerode
(n =6, July 2018, 26°44'12"S 49°10'25"W), Foz do Iguagu (n = 17, May 2019,
25°36'54"S 54°29'01"W), and Gramado (n = 7, June 2019, 29°25'48"S
50°51'19"W).

Blood samples (<1% body mass) were obtained through ulnar
venipuncture with disposable needles (13 x 4.5 mm) and microhematocrit
capillary tubes (internal diameter 1.1 mm). Blood smears were prepared
immediately after collection, fixed with methanol and stained with May
Grunwald-Giemsa. An additional drop of blood was obtained from 33 individuals
(those with sufficient body mass) into sterile tubes with EDTA that were kept in
a cooler box (2 to 8 °C) until being transferred to the laboratory to be frozen (-20
°C).

Blood smears were examined under light microscopy under 1000x%
magnification for a minimum 100 fields (estimated 20,000 to 30,000
erythrocytes) and then the full extent of the blood smear was examined for
microfilariae under 400x magnification. Haemosporidian parasites were

identified using the morphological keys provided by Valkitnas (2005) with the
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addition of Haemoproteus species recently described from passerines
(ValkiGnas et al. 2007; lezhova et al. 2010; Krizanauskiené et al. 2010, 2012;
Paperna and Yosef 2010; Dimitrov et al. 2013; Clark et al. 2015; Mantilla et al.
2016). Erythrocyte and parasite measurements were obtained with ImageJ
1.8.0 (Schneider et al. 2012), using morphological parameters previously
described in the literature (Bennett and Campbell 1972; Nandi and Bennett
1994, Valkiinas 2005).

A conventional phenol—-chloroform method with isopropanol precipitation
was used to extract DNA from 10 uL of blood samples of 33 birds (Sambrook
and Russell 2001). The genomic DNA pellets was re-suspended in 10 yL of
ultrapure water (Milli-Q, Merck, Kenilworth, USA) and quantified using
spectrophotometry (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Waltham, USA). The
nested PCR assay described by Hellgren et al. (2004) was employed to amplify
a 479 bp fragment of the cytochrome b gene (cyt-b) of
Plasmodium/Haemoproteus. Both reactions had a well volume of 25 pL and
contained 1x buffer, 4 mM of MgCI2, 0.3 mM of each dNTP, 1 unit of DNA
polymerase, 0.4 mM of each primer, and nuclease-free water. The first reaction
used 2 pL of template DNA and the second reaction used 1 pL of the product of
the first reaction. We performed the first reaction with 25 cycles of denaturation
(94 °C for 30 seconds), followed by annealing (50 °C for 30 seconds) and
extension (94 °C for 30 seconds). Initial denaturation occurred at 94 °C for 3
minutes and the final extension at 72 °C for 10 minutes. The amplification of the
second reaction was similar to the first reaction except for the number of cycles
(35) and the annealing temperature (52 °C). All samples were tested in
duplicates. DNA extracted from blood samples of chickens experimentally
infected with P. gallinaceum and ultrapure water were used as positive and
negative controls, respectively. Amplification products were separated with
1.5% agarose gel electrophoresis and visualized under ultraviolet illumination
(UV Transilluminator, UVP LLC, Upland, USA). Cyt-b amplification products
were purified with Polyethylene Glycol 8000 (Sambrook and Russell 2001) and
sequenced bi-directionally with dye terminator fluorescent labeling (BigDye
Terminator v3.1, Thermo Scientific, Waltham, USA) in an ABI Prism 3100
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, USA).
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DNA sequences were aligned and edited with Sequencher 4.0.8 (Gene
Codes Co., Ann Arbor, USA) and MEGA X (Kumar et al. 2018). Cyt-b
sequences obtained in this study were deposited at public databases (GenBank
accession codes ON703102—4; MalAvi lineages AGEBAD04 and PITSULO1).
Cyt-b sequences of haemosporidian linages with high similarity (299%) to the
sequences produced in this study and sequences of known-morphospecies
lineages of Haemosporida were obtained from MalAvi (Bensch et al. 2009). A
Bayesian phylogenetic tree was produced using MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al.
2012) with the GTR+I+G model of nucleotide evolution, as recommended by
jModelTest 2 (Darriba et al. 2012). Two Markov chains were ran simultaneously
for 5 million generations and sampled every 1000 generations. The first 1250
trees (25%) were discarded as a burn in step, and the remaining trees were

used to calculate the posterior probabilities in the final consensus tree.
3.3 RESULTS

Haemosporidian parasites were detected in 10.9% (7/64) of the wild
passerines (Table 1). No haemosporidian parasites were detected in the blood
smears of Yellow Cardinals, wild or captive. Microfilariae were detected in
14.1% (9/64) of the wild passerines, including all wild Yellow cardinals (n=3),
and in 43.3% (13/30) of captive Yellow Cardinals (Fig. S1). One of the
microfilariae-infected captive Yellow Cardinals (from the Foz do Iguacgu facility)
was concurrently parasitized by Trypanosoma sp.; only two trypomastigote

forms were present in the blood smear of that individual (Fig. S2 and Table S1).

FIGURE S1. MICROFILARIAE IN THE BLOOD SMEARS OF CAPTIVE
YELLOW CARDINAL (Gubernatrix cristata) AND WILD PASSERINES AT
ESPINILHO STATE PARK. HOST SPECIES: (A) WILD YELLOW CARDINAL
(SAMPLE 2PEEF), (B) WILD YELLOW CARDINAL (SAMPLE 2PEEF), (C)
CAPTIVE YELLOW CARDINAL (SAMPLE PA15), (D) CAPTIVE YELLOW
CARDINAL (SAMPLE PA15), (E) SAYACA TANAGER (Thraupis sayaca,
SAMPLE PEE23), (F) MASKED GNATCATCHER (Polioptila dumicola,
SAMPLE PEE24), (G) GOLDEN-BILLED SALTATOR (Saltator aurantiirostris,
SAMPLE PEES53), (H) RED-CRESTED CARDINAL (Paroaria coronata,
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SAMPLE PEES55), (I) CHALK-BROWED MOCKINGBIRD (Mimus saturninus,
SAMPLE PEESS8), (J) BROWN CACHOLOTE (Pseudoseisura lophotes,
SAMPLE PEEG60). MAY GRUNWALD-GIEMSA STAIN. SCALE-BAR = 50 uM.
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PW - T
e
-




67

FIGURE S2. Trypanosoma sp. IN THE BLOOD SMEAR OF A CAPTIVE
YELLOW CARDINAL (Gubernatrix cristata). LEGEND: (K) KINETOPLAST, (F)
FLAGELLUM, (N) NUCLEUS, (V) VACUOLES. SAMPLE PA15, MAY
GRUNWALD-GIEMSA STAIN. SCALE-BAR = 10 uM.

TABLE S1. MORPHOMETRIC RESULTS OF TWO Trypanosoma sp.
TRIPOMASTIGOTES IN A CAPTIVE YELLOW CARDINAL (Gubernatrix
cristata). SAMPLE PA15.

Parameter A B

Posterior end to the center of the kinetoplast, um (PK) 2.3 2.2
Center of the kinetoplast to the center of the nucleus, um (KN) 14.0 11.0
Posterior end to the center of the nucleus, um (PN) 16.3 13.3
Center of the nucleus to the anterior end, pm (NA) 10.4 12.8
Total length excluding free flagellum, pm (PA) 26.8 26.1
Free flagellum, um (FF) 16.0 12.0
Body width excluding corrugated membrane, um (BW) 7.7 7.3
Kinetoplast width, um (KW) 1.1 1.0
Relative position of the nucleus (PN/PA) 0.61 0.51
Relative position of the kinetoplast (PK/PA) 0.09 0.09
Nuclear index (PN/NA) 1.57 1.03

Kinetoplast index (PN/KN) 1.17 1.20
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The haemosporidian parasites of two Great Kiskadees (Pitangus
sulphuratus) shared the following morphological characters. Developing
gametocytes have relatively smooth margins (Fig. 2C, D) but occasionally have
an ameboid shape (Fig. 2A, B). Developing gametocytes often touch the nuclei
and the envelope of infected erythrocytes (Figs. 2D, E). Macrogametocytes
nuclei are predominantly subterminal and in general are not adjacent to the host
cell nuclei (Figs. 2E—L). Gametocytes fill the poles of infected cells (Figs. 2F-P),
have granules of small and medium pigments (<1 um), and do not have large or
giant pigment granules (=1 pm). Gametocytes do not assume round or
dumbbell shapes. Gametocytes do not completely encircle the host cell nuclei
and do not displace it towards the parasite, towards the pole nor lead to
enucleation. There are four Haemoproteus species that infect Passeriformes (H.
anthi, H. orizovorae, H. pastoris and H. tyranni) and share the characters
above, and their morphological differentiation relies on subtle variation in other
characters (Table S2). In this study, the developing gametocytes infecting Great
Kiskadees occasionally display amoeboid shapes (c. 20%; Fig. 2B) and are
rarely  asymmetrically-positioned (<10%; Fig. 2C); furthermore,
macrogametocytes have an average of 13 to 14 pigment granules. Considering
these characters, zoogeography and host taxonomy, the parasite was identified
as H. tyranni. Although there are slight morphological differences (more
frequent amoeboid developing gametocytes, less frequent asymmetrically-
positioned developing gametocytes, fewer pigment granules per
macrogametocyte) relative to the original description of H. tyranni from Eastern
Kingbird (Tyrannus tyrannus), these were not considered sufficiently divergent

to justify the designation of a new morphospecies.

The haemosporidian parasites of two Grayish Baywings (Agelaioides
badius) were identified as Haemoproteus quiscalus based on the following
morphological characters. Developing gametocytes have relatively smooth
margins and tend to touch the nuclei but not the envelope of infected
erythrocytes (Figs. 3A-D). Fully-grown gametocytes tend to touch both the
nucleus and the envelope of infected erythrocytes (Figs. 3E—P). Dumbbell-
shaped gametocytes are present but represent less than a third of gametocytes

(Figs. 3G-I). Average number of pigment granules per gametocyte is less than
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15, and these granules are small and medium (<1 ym); large or giant (=1 pm)
pigment granules are absent. Gametocytes do not assume round or dumbbell
shapes. Gametocytes do not completely encircle the host cell nuclei and do not
displace it towards the parasite, towards the pole nor lead to enucleation. It
should be noted that fully-grown gametocytes do not fill the poles of the infected
cell (Figs. 3G-P), differing from the original description of this parasite in
Common Grackle (Quiscalus quiscula), however this divergence was not

considered sufficient to justify the designation of a new morphospecies.

FIGURE. 2 Haemoproteus tyranni LINEAGE PITSULO1 IN GREAT
KISKADEE (Pitangus sulphuratus). LEGEND: (A—D) YOUNG GAMETOCYTES,
(E-L) MACROGAMETOCYTES, (M-P) MICROGAMETOCYTES. SAMPLE
PEE54, MAY GRUNWALD[/GIEMSA STAIN. SCALE-BAR = 5 uM
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TABLE S2. MORPHOLOGICAL CHARACTERS USED TO DIFFERENTIATE
Haemoproteus anthi, H. orizivorae, H. pastoris AND H. tyranni (ADAPTED
FROM VALKIUNAS 2005).

Character H. anthi H. orizivorae H. pastoris H. tyranni
Granules per
10.7+1.5 254422 11.0 17.0+1.8
macrogametocyte
Amoeboid developing  Absent or very Absent or very ) Absent or
Occasional
gametocytes rare rare very rare
Asymmetrically-
positioned developing Uncommon Uncommon Uncommon Frequent
gametocytes
Hosts Motacillidae Estrildidae Sturnidae Tyrannidae
Zoogeographic Palearctic, Palearctic, Palearctic, )
) o o o Neotropical,
regions Ethiopian, Ethiopian, Ethiopian, _
Nearctic
Oriental Oriental Oriental

The haemosporidian parasites of two Ruffous-collared Sparrows
(Zonotrichia capensis) were identified as Haemoproteus erythrogravidus based
on the following morphological characters. Developing gametocytes have
relatively smooth margins (Figs. 4A-D), often touch the nuclei and occasionally
touch the envelope of infected erythrocytes (Fig. 4B). Fully-grown gametocytes
are dumbbell-shaped possessing a markedly narrow stem (Figs. 4E-L, N).
Gametocytes completely fill the poles of the host cells (Figs. 4E—P), laterally
displace the nuclei of the host cells in a relatively subtle way (Figs. 4E—-P), and
cause the protrusion of the host cell envelope (Fig. 4H-P). Gametocytes do not
assume round ord umbbell shapes, and developing gametocytes do not
assume amoeboid shapes. Gametocytes do not completely encircle the host
cell nuclei and do not displace it towards the parasite, towards the pole nor lead
to enucleation. Gametocytes present small and medium pigment granules (<1

pgm) but not large or giant (=1 um) pigment granules.

FIGURE 3. Haemoproteus quiscalus LINEAGE AGEBADO4 IN GRAYISH
BAYWING (Agelaioides badius). LEGEND: (A-D) YOUNG GAMETOCYTES,
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(E-L) MACROGAMETOCYTES, (M-P) MICROGAMETOCYTES. SAMPLE
PEE38, MAY GRUNWALD GIEMSA STAIN. SCALE-BAR =5 uM
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The haemosporidian parasite detected in a Rufous Hornero (Furnarius

»

rufus) could not be identified due to low parasitemia. Only two
macrogametocytes were detected (Fig. S3), with the following morphological
characters. Gametocytes are elongated and thin (12.9 x 1.8 ym), with a highly
uneven membrane slightly displacing the erythrocyte nuclei laterally (nuclear
displacement ratio = 0.8). These parasites touch the erythrocytes’ envelope but
not their nuclei and possess about 15 randomly distributed small pigmented
granules (<0.5 pm). These characters were considered suggestive of
Plasmodium elongatum, but are not sufficient to rule out other species of

Plasmodium or even Haemoproteus.
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FIGURE 4. Haemoproteus erythrogravidus IN RUFOUS-COLLARED
SPARROW (Zonotrichia capensis). LEGEND: (A—D) YOUNG GAMETOCYTES,
(E-L) MACROGAMETOCYTES, (M-P) MICROGAMETOCYTES. SAMPLE
PEE14, MAY GRUNWALD GIEMSA STAIN. SCALE-BAR =5 uM
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FIGURE S3. MACROGAMETOCYTES OF AN UNIDENTIFIED
HAEMOSPORIDIAN PARASITE (Haemoproteus OR Plasmodium) FROM
RUFOUS HORNERO (Furnarius rufus). SAMPLE PEE29, MAY GRUNWALD-
GIEMSA STAIN. SCALE-BAR =5 uM

¥
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Blood samples from 33 birds (12 wild passerines and 21 captive Yellow
Cardinals) were tested with anested PCR targeting Haemoproteus/Plasmodium
(Table 1). Five samples were PCR-positive: one smear-positive Grayish
Baywing, two smear-positive Great Kiskadee, one smear-positive Rufous
Hornero, and one smear-negative captive Yellow Cardinal (from the facility at
Foz do Iguagu). The blood samples from the Rufous Hornero and one of the
Great Kiskadees were PCR-positive but, despite several sequencing attempts,
it was not possible to obtain cyt-b sequences with sufficient quality. The
sequence obtained from the smear-negative captive Yellow Cardinal (431 bp)
and from one Great Kiskadee infected with H. tyranni (411 bp) were identical in
the segment in which they overlapped (411 bp). Bayesian tree analysis
confirmed that these sequences and that from the Grayish Baywing infected
with  H. quisqualus were clustered with lineages of the subgenus

Parahaemoproteus (Fig. 5 and Fig. S4).

FIGURE 5. BAYESIAN PHYLOGENETIC TREE OF A 479 BP SEGMENT OF
THE CYT-B GENE OF HAEMOSPORIDA (BLUE = Haemoproteus, GREEN =
Plasmodium, PINK = Leucocytozoon). THE PHYLOGENETIC BRANCH WITH
THE LINEAGES IDENTIFIED IN THIS STUDY IS SHOWN TO THE RIGHT.
BRANCH LENGTHS ARE DRAWN PROPORTIONALLY TO THE EXTENT OF
CHANGES (SCALE-BARS ARE SHOWN). VALUES ADJACENT TO NODES
REPRESENT POSTERIOR PROBABILITIES. MALAVI LINEAGE NAMES ARE
PROVIDED FOR LINEAGES. LINEAGES OBTAINED IN THIS STUDY ARE
HIGHLIGHTED IN RED.

PAl1l from Gubernatrix cristata
PEES4 Haemoproteus tyranni
COECOEDL

STAL2 Haemoproteus syrmii
3 ATNOZ
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|__}— BUBSUBD1
o= BUBBUBDZ
STSELL Haemoproteus Hanpapernal
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e TROAED LY Haemoprateus homohandal
STSEN1 Haemoproteus turtur
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= MODO1 Haemoprotews sacharowvi
E MELCARD1 Haemoproteus velans
100 MELSTROL Haemoproteus velans
—— FREAND01 Haemoproteus valkiumas?
DEMAUTO01 Haemoproteus macrovacuclatus

CULKIBO1 Haemoproteus syrnil
b CIRCUMO1 Maemoproteus noctuae
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FIGURE S4 BAYESIAN PHYLOGENETIC TREE OF A 479 BP SEGMENT OF
THE CYT-B GENE OF HAEMOSPORIDA. BRANCH LENGTHS ARE DRAWN
PROPORTIONALLY TO THE EXTENT OF CHANGES (SCALE-BAR IS
SHOWN). VALUES ADJACENT TO NODES REPRESENT POSTERIOR
PROBABILITIES. MALAVI LINEAGE NAMES ARE PROVIDED FOR
LINEAGES. LINEAGES OBTAINED IN THIS STUDY ARE HIGHLIGHTED IN
RED
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3.4DISCUSSION

The prevalence of parasites by microscopy in wild passerines at
Espinilho State Park (n=64) was 14.1% for microfilariae, 9.4% for
Haemoproteus, and 1.6% for unidentified Haemoproteus/Plasmodium. White et
al. (1978) compiled the largest dataset on microscopy surveys of blood
parasites in the Pampas and Chaco biomes, and found a pooled prevalence of
9.7% for Haemoproteus and 0.1% for microfilariae (n=807), and also found
records of Plasmodium and Trypanosoma (prevalence not estimated). Our
results are generally consistent with those from that survey, except for the
considerably higher prevalence of microfilariae. For comparison, the massive
dataset on microscopy surveys of blood parasites compiled by Woodworth-
Lynas et al. (1989) for wild passerines in Sao Paulo, southeast Brazil (Atlantic
Forest and Cerrado biomes), revealed a prevalence of 3.2% for Haemoproteus,
0.7% for Plasmodium, 1.3% for Trypanosoma and 2.6% for microfilariae
(n=15,574).

In this study, nested PCR followed by gene sequencing of a subset of
wild passerines at Espinilho State Park (n = 12) revealed a prevalence of 16.7%
for Haemoproteus and 16.7% for unidentified Haemoproteus/Plasmodium.
Table 2 compares these results to those of previous PCR surveys on
haemosporidian parasites in passerines in the Pampas biome, illustrating the
marked variation in the estimated prevalence of these parasites among different
studies. These differences may be attributed to regional differences in avian
community and sample composition, and could also reflect seasonal differences
or differences in sensitivity of different PCR protocols employed. For context, a
large-scale PCR survey of haemosporidian parasites in wild passerines in
South America employing the same nested PCR protocol as in this study found
prevalences ranging from 0.7% to 5.5% for Haemoproteus and 6.6% to 14.7%
for Plasmodium depending on the biome (excluding the Pampas) (Fecchio et al.
2019).

TABLE 2. SUMMARY OF MOLECULAR SURVEYS ON THE PREVALENCE
OF HAEMOSPORIDIAN PARASITES IN WILD PASSERIFORMES BIRDS IN
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THE PAMPAS BIOME. LEGEND: H = Haemoproteus, P = Plasmodium, H/P =

Haemoproteus or Plasmodium.

Country  Method Sample size H P H/P Reference

Uruguay  PCR 322 3.7% 17.7% — Durrant et al. 2006
PCR 16 0% 6.3% - Doussang et al. 2019
PCR 36 0% 0% - Doussang et al. 2021

Argentina Nested PCR 9 - - 66.6%  Marzal et al. 2011
PCR 6 0 33.3% — Doussang et al. 2019
PCR 20 5.0% 0 — Doussang et al. 2021

Brazil Nested PCR 5 - - 40.0%  Marzal et al. 2011
Nested PCR 366 10.9% 7.4% — Fecchio et al. 2019
Nested PCR 12 16.7% - 16.7%  This study

The Haemoproteus genus has two recognized subgenera,
Haemoproteus and Parahaemoproteus (ValkiGnas 2005). Species of the
subgenus Haemoproteus are vectored by louse flies (Hippoboscidae), whereas
species of the subgenus Parahaemoproteus are vectored by biting midges
(Ceratopogonidae) (Valkiinas 2005; Martinsen et al. 2008). The lineages
detected in this study were genetically clustered with lineages known to belong
to the subgenus Parahaemoproteus and are therefore presumably vectored by
biting midges. All three Haemoproteus morphospecies identified in this study
are known to occur in the Neotropical region. Haemoproteus erythrogravidus
has been recorded in Colombia, Peru, Mexico, United States of America, and in
Atlantic Forest areas of Brazil (Mantilla et al. 2016; Oliveira et al. 2020).
Haemoproteus tyranni has been recorded in Canada, USA, Panama,
Venezuela, and in Atlantic Forest areas of Brazil (Bennett et al. 1986; Valkilnas
2005). Haemoproteus quiscalus has been recorded in Canada and USA (Burry-
Caines and Bennett 1992; Valkitnas 2005). This study therefore provides the
southernmost records for all three of these morphospecies, and their first record

for the Pampas biome.
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Haemoproteus erythrogravidus was described from Ruffous-collared
Sparrows (Zonotrichia capensis) captured in Colombia (Mantilla et al. 2016),
and the morphological characters observed in this study were identical to those
in the original description. In contrast, however, this study provides the first
records of H. tyranni and H. quiscalus infecting Great Kiskadees and Grayish
Baywings, respectively, and provides the first cyt-b sequences for these
morphospecies, which will be useful for future phylogenetic studies. It is not
clear whether the slight morphological differences observed in H. tyranni and H.
quiscalus relative to the original descriptions reflect lineage-specific variations
or morphological plasticity due to host-specific variations. Host-specific variation
in parasite morphology was previously demonstrated in other avian
haemosporidian parasites, both in natural and laboratory settings, with the
same parasite strain presenting slightly different morphological characters
depending on the host (Laird and Van Riper 1981; Valkilnas 2005; Mantilla et
al. 2016). The morphological divergence noted in H. quiscalus is particularly
significant because the filing of the erythrocyte poles by fully-grown
gametocytes is considered one of the main diagnostic feature for this species
(Valkinas 2005), yet it was not present in the specimens evaluated in this
study. We therefore recommend caution in using this morphological character
as a key diagnostic feature for this species.

Unfortunately, the parasite from Rufous Hornero could not be identified.
The morphological characters of the two gametocytes observed were thought to
be generally consistent with those of Plasmodium elongatum, a common
generalist parasite of birds worldwide (ValkiGnas 2005), but due to the low
parasitemia and inability to obtain high-quality cyt-b sequences it was not
possible to rule out other parasites such as Haemoproteus furnarius or other
Plasmodium spp.

A previous PCR survey detected Plasmodium in all three wild Yellow
Cardinals sampled in the Pampas biome, with the identification of lineages
DENPETO03 (P. nucleophilum) and FURLEUO1 (morphospecies unknown)
(Fecchio et al. 2019), whereas no haemosporidian parasites were seen in the
blood smears of three wild Yellow Cardinals in this study. We detected DNA
from Haemoproteus sp. in the blood of one captive Yellow Cardinal (n=30),

which based on a partial cyt-b sequence may be presumed to correspond to H.
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tyranni. No parasites were seen in the blood smear of that individual.
Considering that H. tyranni is only known to infect hosts of the Tyrannidae
family (ValkiGnas 2005), it seems plausible that this was an abortive infection.

All wild Yellow Cardinals (n=3) and 43% of the captive Yellow Cardinals
(n=30) examined in this study had microfilariae in their blood smears. This is in
agreement with previous microscopy surveys of avian blood parasites in
southeast Brazil, which found microfilariae to be remarkably abundant in
Thraupidae and Turdidae birds (Woodworth-Lynas et al. 1989). Furthermore,
ecological studies in the Neotropical region have revealed that microfilariae
prevalence is generally higher at low altitudes and in hosts with larger body size
that forage at mid-high to canopy strata and have solitary habits (Gonzéalez et
al. 2014; De La Torre and Campiao 2021). These characteristics all apply to
Yellow Cardinals at Espinilho State Park, which may help explaining the high
microfilariae prevalence documented in this study. Further studies are
necessary to assess whether this parasite is pathogenic for this threatened bird
species. Although most filarid infections in birds are not significantly pathogenic
to their hosts (Huang et al. 2017), in some cases they may cause negative
effects on host fitness, such as weight loss (Atawal et al. 2019) and ataxia (Law
et al. 1993). Nevertheless, the fact that these parasites appear to be
widespread in both captive and wild Yellow Cardinals suggests that their
detection in release candidates should not necessarily be disqualifying in a
future population supplementation program.

We detected Trypanosoma sp. in a Yellow Cardinal for the first time,
which can be considered an important finding to understand better the host-
parasite interaction and management of this species. The prevalence of avian
trypanosomes is usually low in Brazil (Woodworth-Lynas et al. 1989; Ribeiro et
al. 2005; Fecchio et al. 2007; Sebaio et al. 2012), and these parasites were
previously known to occur in the Pampas/Chaco region (Woodworth-Lynas et
al. 1989). Trypanosomes are transmitted by arthropods (mainly insects) and
leeches, however some species can be transmitted directly between
vertebrates. Even though they appear not to harm their avian hosts, a variety of
trypanosomes is known to cause significant disease in humans and domestic
livestock (Hamilton et al. 2007; Zidkova et al. 2012).
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In conclusion, this study provides valuable data to support conservation
management of the Yellow Cardinal and other threatened passerines from the
Pampas biome. Specifically, our findings show that captive Yellow Cardinal
present a high prevalence of microfilariae, emphasizing the importance of
further studies to evaluate the pathogenicity of these parasites and potentially
developing treatment protocols for these infections in release candidates. Post-
mortem analysis of Yellow Cardinals that die in captivity would be particularly
valuable to identify the helminth species involved in these infections and to
assess the anatomic distribution and pathological effects of the adult worms.
The detection of Trypanosoma sp. in a captive Yellow Cardinal also merits
further investigation to fully characterize the parasite, evaluate its health effects

and determine its vectors and host distribution in the Pampas biome.
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4. CAPITULO 3. PARAMETROS LEUCOCITARIOS DE CARDEAIS-
AMARELOS (Gubernatrix cristata) SILVESTRES E CATIVOS NO BRASIL

RESUMO

Existem apenas aproximadamente 50 cardeais-amarelos, Gubernatrix cristata
(VIEILLOT, 1817), de vida livre no Brasil (espécie criticamente ameacada), e os
valores de referéncia para monitoramento sanitario das populagdes ndo sao
conhecidos. O presente estudo avaliou os parametros leucocitarios (diferencial
de leucécitos e relacdo de heterodfilo:linfocito) em cardeais-amarelos do
Programa de Cativeiro do Cardeal-amarelo (PCCA) e de vida livre. Foram
coletadas amostras de sangue de 30 cardeais-amarelos do PCCA e de trés
individuos de vida livre capturados com rede de neblina no Parque Estadual do
Espinilho. Amostras de sangue foram obtidas da veia ulnar para confeccao
imediata das extensdes sanguineas. As laminas foram coradas pela técnica de
May Grunwald-Giemsa e as leituras foram realizadas em microscépio optico
em objetiva de imersdao (100X). Na contagem diferencial de leucécitos dos
cardeais-amarelos cativos verificou-se relacao de heterdfilo:linfécito média de
0,97. Essa relacdo esta elevada provavelmente devido a resposta de estresse
dos cardeais-amarelos cativos. E a relacdo de heterdfilo:linfocito média dos
cardeais-amarelos de vida livre foi de 0,74. Este estudo estabeleceu
parametros de referéncia para o diferencial de leucdcitos e avaliacido da
relacado heterdfilo:linfocito de cardeais-amarelos de vida livre e de cativeiro,
essencial para aprimorar o diagndstico laboratorial dessa espécie criticamente

ameacada.

Palavras-chave: campos sulinos, espinilho, estresse, leucdcitos,

passeriformes.

4.1INTRODUCAO

Parametros fisiologicos e bioldégicos comumente utilizados para avaliar
a saude de aves incluem exames hematologicos para verificagdo do

eritrograma e leucograma, assim como medidas morfométricas
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(FAIRBROTHER et al. 1990, MAXWELL 1993, MORENO et al. 2002, KILGAS
et al. 2006).

Os leucécitos das aves sao produzidos na medula 6ssea e podem ser
classificados em duas categorias, os granulécitos e os agranulécitos, ou
também chamados de mononucleares. O primeiro grupo € representado pelos
basdfilos, eosindfilos e heterdfilos, enquanto o segundo grupo é representado
pelos linfocitos e mondcitos (CAMPBELL, 2004; GARCIA-NAVARRO;
PACHALY, 2005; FERNANDES et al., 2013). A maturacao dos linfocitos ocorre
nos orgaos linféides, como timo e bursa de Fabricius e atuam na imunidade,
através da resposta especifica a patdogenos e produgcdo de anticorpos
(CAMPBELL, 2015).

Os heterdfilos, eosindfilos, baséfilos e mondcitos sdo responsaveis
principalmente pela primeira linha de defesa imune, chamada de imunidade
inata (DAVISON et al., 2008). Os heterdfilos atuam de forma semelhante aos
neutréfilos dos mamiferos, eles sdo células fagociticas que agem em respostas
inflamatorias fagocitando bactérias através da quimiotaxia, opsonizagao,
fagocitose e lise (CANDIDO, 2008; CAPITELLI; CROSTA, 2013). As funcdes
especificas dos eosindfilos e basofilos ainda sdo incertas nas aves, porém
ambos sdo associados as reacdes de hipersensibilidade, enquanto suspeita-se
que os eosindfilos estao relacionados as infecgdes parasitarias (KIESECKER,
2002; MITCHELL; JOHNS, 2008). Enquanto que fungdo dos mondcitos €
fagocitar e degradar microrganismos, detritos celulares e células anormais
(CAMPBELL, 2015).

Aproximadamente 80% dos leucécitos de aves sdao compostos pelos
heterdfilos e linfocitos (RUPLEY, 1997). A proporcéo entre essas duas células
pode variar dependendo da concentracdo de corticosterdides na circulagao
(DAVIS et al., 2008; WOJCZULANIS-JAKUBAS et al., 2015). Altos niveis de
corticosterbéides na circulacdo promovem maior demanda de heterdéfilos que
predominara em relacdo aos linfocitos, afetando assim a razédo entre
heterofilos:linfocitos (H:L), que é considerado um parametro indicativo de
leucograma de estresse (GROSS; SIEGEL, 1983; DAVIS et al.,, 2008). O
principal horménio corticosterdide liberado em situagbes de estresse nas aves

€ a corticosterona. A produgao e liberacéo é efeita pelas glandulas adrenais em
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resposta a eventos estressantes, resultando em heterofiia (MOAWAD E
RANDA 2017).

A relacdo H:L é uma opcado confiavel para estimar o estresse,
aplicabilidade em questdes ecoldgicas, pouco oneroso, de possivel realizagao
em animais de porte pequeno, e mesmo com isso, poucas aves brasileiras
foram estudadas e tem suas relagbes H:L estabelecidas (Ribeiro et al. 2020).
Desta forma, o objetivo desse estudo consistiu em analisar pela primeira vez o
perfil leucocitario e estabeler a proporcdo H:L de cardeais-amarelos
(Gubernatrix cristata) de vida livre do Parque Estadual do Espinilho e cativos do
PCCA.

4.2MATERIAL E METODOS
4.21 Local do estudo

O estudo foi realizado na Unidade de Conservacédo Parque Estadual do
Espinilho (30° 12' S; 57° 30' W), localizada no municipio de Barra do Quarai,
estado do Rio Grande do Sul; e nos mantenedores de fauna pertencentes ao
PCCA, localizados nos municipios de Pomerode (ZooPomerode) no estado de
Santa Catarina, Foz do Iguagu (Parque da Aves) no Parana e em Gramado

(GramadoZoo) no Rio Grande do Sul.
4.2.2 Passeriformes
4.2.2.1 Silvestres

Foram avaliados trés cardeais-amarelos de vida livre em fevereiro (1
cardeal-amarelo) e dezembro (2 cardeais-amarelos) de 2019, durante duas
expedicdes de campo. Para captura dos cardeais-amarelos foi realizada busca
ativa nos territérios através do método de playback (atragdo sonora com o
canto da ave), utilizando redes de neblina de 12 m de comprimento e 2,5 m de
altura (malha de 16 mm). Os individuos capturados foram acondicionados por
alguns minutos em sacos de contengcdo individuais para posterior
processamento (coleta de material bioldgico e anilhamento), sendo soltos

imediatamente apds sua manipulagao.
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4.2.2.2 Cativos

Os cardeais-amarelos cativos do PCCA foram avaliados entre julho de
2018 e junho de 2019. Foram avaliados 31 individuos, sete eram provenientes

do ZooPomerode, 17 do Parque das Aves e sete do GramadoZoo.
4.2.3 Coleta de amostras

Amostras de sangue dos cardeais-amarelos foram obtidas por pungao
da veia ulnar e imediada coleta da gota de sangue com capilar de
microhematdcrito, utilizando luvas descartaveis sem talco. Foram coletados no
maximo 1% do peso corporal de sangue de cada individuo, utilizando agulhas
descartaveis (12,7 x 0,33 mm). Imediatamente apdés as coletas foram

realizadas as extensdes sanguineas.
4.2.4 Exames laboratoriais

As extensbes sanguineas foram coradas pela técnica de May
Grunwald-Giemsa no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital
Veterinario da UFPR. A contagem diferencial de leucdcitos (100 células) foi
realizada nas extensbes sanguineas coradas, em microscopio Optico em
objetiva de imersdao (100X). Os leucécitos foram avaliados quanto a

imaturidade (heterdfilos bastonetes).

4.3 RESULTADOS

No presente estudo, foram avaliados trés cardeais-amarelos silvestres
e 31 cardeais-amarelos cativos, sendo sete provenientes do ZooPomerode, 17
do Parque das Aves e sete do GramadoZoo. Os parametros leucocitarios dos
cardeais-amarelos silvestres estdo apresentados na Tabela 1 e os parametros
leucocitarios dos cardeais-amarelos do PCCA estdo na Tabela 2. Os

parametros leucocitarios de todos os individuos estdo no ANEXO 7 .4.
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TABELA 1. PARAMETROS LEUCOCITARIOS EM CARDEAIS-AMARELOS
SILVESTRES DO PARQUE ESTADUAL DO ESPINILHO - RS, 2019.

Cardeal-amarelo 1 Cardeal-amarelo 2 Cardeal-amarelo 3
g o
Heterofilos (%) 23 17 39
0,
Bastonetes (%) 0 0 0
s e o
Linfécitos (%) 27 45 40
g o
Eosinofilos (%) 1 11 2
. o
Monécitos (%) 20 11 6
- o
Basofilos (%) 29 16 16
Heteréfilos:Linfocitos 0,85 0,38 0,98

TABELA 2. PARAMETROS LEUCOCITARIOS EM CARDEAIS-AMARELOS

DO PCCA (ZOOPOMERODE-SC, PARQUE DAS AVES-PR E
GRAMADOZOO-RS), 2018 E 2019.

ZooPomerode Parque das Aves GramadoZoo PCCA
SC (7) PR (17) RS (7) (31)
Heteroéfilos (%)
(max.-min.) 26-41 6-66 12-34 6-66
Bastonetes (%)
(max.-min.) 0-1 0-1 0-1 0-1
Linfécitos (%)
(max.-min.) 22-39 12-57 23-70 12-70
Eosinofilos (%)
(max.-min.) 2-24 0-24 0-3 0-24
Monécitos (%)
(max.-min.) 3-20 3-48 4-16 3-48
Basofilos (%)
(max.-min.) 7-27 0-34 6-26 0-34

Heterofilos:Linfécitos

(média) 1,11 1,11 0,69 0,97
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4.4 DISCUSSAO

No presente estudo, os valores da relagdo H:L apresentaram
diferencas entre os animais e seus ambientes. Os cardeais-amarelos sao
territorialistas e precisam de grandes areas para seu sucesso reprodutivo
(BEIER et al., 2017) e bem-estar. Os individuos cativos avaliados no presente
estudo estavam em ambientes completamentes diferentes do seu habitat
natural, em viveiros ou gaiolas, préximos uns aos outros, que gera competicao
por territério (por meio do canto dos machos), além do contato com seres
humanos e animais de outras espécies, e alguns em condi¢des climaticas que
nao ocorrem em ambiente natural, aumentando assim o estresse. Estudos
recentes realizados com soldadinhos (Antilophia galeata) de vida livre do
cerrado sugeriram que a reproducao e a antropizagao sao fatores causadores
de alteracao no perfil leucocitario desses passeriformes, demostrando estresse
nos individuos (RIBEIRO et al. 2020).

Machado-Filho et al. (2010) verificaram que guaracavas-de-topete-
uniforme (Elaenia cristata) e chibum (Lesser elaenia) apresentaram maior valor
da razdo H:L durante a estagcdo seca em um ambiente de Cerrado, e os
autores atribuiram esse estresse a escassez de alimento. Em outro estudo
recente com pinguins (Pygoscelis antarctica), Palacios et al. 2017 evidenciaram
maior proporcao de leucdcitos nos individuos que estavam passando por muda
de pena quando comparados aos que nao estdo. No presente estudo a razdo
H:L encontrada nos cardeais-amarelos variaram de 0,38 a 1,11, enquanto que
Machado-Filho et al. (2010) encontraram valores bem superiores para duas
espécies de vida livre, onde a razdo H:L média das guaracavas foi 8,0 e dos
chibums 3,7.

No presente estudo os individuos de vida livre sofrem forte pressao
antropica, devido a reducdo do seu bioma natural. Bauerova et al. 2017
verificaram as razbes H/L e a quantidade de contaminacdo por chumbo,
cadmio, cobre e crémio presente nas penas de chapins-reais (Parus major)
correlacionaram-se positivamente. Brown et al. 1997 afirmam que a poluicao
atmosférica causa estresses as aves, pois podem absorver facilmente gases
ou particulas do ar, devido a necessidade de grandes volumes de ar para o

VOO.
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A relagdo média H:L dos cardeais-amarelos cativos avaliados foi
superior a dos individuos de vida livre, respectivamente eles apresentaram H:L
meédia de 0,97, enquanto que os individuos de vida livre apresentaram razao
H:L média de 0,74. Tais valores sugerem que as alteragdes abruptas pelas
quais essas aves passaram, no seu habitat, podem ser fatores estressantes
que desencadearam uma maior liberagdo e concentragdo de glicocorticoides
na circulagdo sanguinea, resultando em mais heterdfilos circulantes.

Perfis leucdcitarios podem ser considerados uma ferramenta util para
abordar questdes ecoldgicas que s&o relevantes para a conservagédo de
espécies em ambientes degradados. Mais estudos sdo encorajados para
aumentar o banco de dados de saude desses individuos, contribuindo para

acdes de conservagao.

4.5CONCLUSAO

O presente trabalho foi o primeiro a examinar os parametros
leucocitarios de cardeais-amarelos de vida livre e de cativeiro, e considerando
a ameacga de extingdo da espécie, servira de ferramenta para o entendimento
da associagao do estresse agudo com medidas de conservagao e reintrodugéo

na natureza.
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5. CAPITULO 4. MICROBIOTA CLOACAL E DE OROFARINGE DE
CARDEAIS-AMARELOS (Gubernatrix cristata) SILVESTRES E CATIVOS
NO BRASIL

RESUMO

O cardeal-amarelo, Gubernatrix cristata (Vieillot, 1817), esta criticamente
ameacado de extingdo no Brasil, onde restam cerca de 50 individuos de vida
livre. Informacbes sobre a microbiota dessas aves sdo importantes para
avaliacao sanitaria dos individuos cativos e silvestres, embasando planos de
conservagao. O presente estudo avaliou a microbiota cloacal e de orofaringe de
cardeais-amarelos silvestres do Parque Estadual do Epinilho e do Programa de
Cativeiro do Cardeal-amarelo (PCCA). Foram coletadas amostras de
microbiota cloacal e de orofaringe de 30 cardeais-amarelos cativos e trés
cardeais-amarelos silvestres. As amostras foram obtidas utilizando suabes
uretrais estéreis, armazenadas em meio Stuart e acondicionadas entre 2 a 8° C
imediatamente apds a coleta. As analises microbioldgicas foram realizadas no
laboratorio da Estagcdo Ecoldgica de Carijés/ICMBio seguindo metodologia
padronizada. Para identificagcdo das enterobactérias foi utilizado o kit comercial
API®20E (bioMérieux) seguindo as instrugdes do fabricante. Das amostras
coletadas de cardeais-amarelos cativos e silvestres foram isoladas 152
colénias de bactérias. Nos cardeais-amarelos silvestres e de cativeiro a
predominéncia de crescimento nas culturas foi de bactérias gram-negativas,
sendo de 55,6% e 76,6% respectivamente. As enterobactérias isoladas em
cardeais-amarelos silvestres foram: Raoultella ornithinolytica, Klebsiella
oxytoca, Cronobacter sp. e Enterobacter cloacae. Nos cardeais-amarelos
cativos foram identificadas: Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Raoultella
ornithinolytica, Cronobacter sp., Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia plymuthica, Pantoea sp., Pseudomonas oryzihabitans,
Stenotrophomonas maltophilia, Serratia odorifera, Serratia rubidaea,
Escherichia hermannii, Klebsiella oxytoca, Kluyvera sp., Aeromonas
salmonicida, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Yersinia sp., Pseudomonas
luteola e Ochrobactrum anthropi. A avaliagcdo da microbiota oral e cloacal dos
cardeais-amarelos deste estudo possibilitou a obtencdo de dados ainda nao

descritos para a espécie, fornecendo informacdes da saude atual de uma
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populacdo selecionada e um ponto de referéncia para futuras avaliagbes e

interpretacdes de resultados laboratoriais em planos de conservagao.

Palavras-chave: bactéria, campos sulinos, passeriformes, conservacgao,

microbiologia.

5.1 INTRODUGAO

As aves sao susceptiveis a varias doencas, sendo importante o
conhecimento sobre espécies, anatomia e manejo para entender a sua
susceptibilidade aos diferentes tipos de enfermidades. Nas aves de vida livre
ha influéncia do fator ambiental, porque as doencas variam de acordo com o
habitat (SHIVAPRASAD, 2002). Devido o potencial risco de infecgbes por
microrganismos, os estudos microbioldgicos nos passaros silvestres e séo de
extrema importancia para reduzir doengas emergentes e contribuir com a
conservacgao da biodiversidade (BRACONARO, 2015).

Apesar de existirem poucos dados sobre o assunto, tem sido
observado que a microbiota entérica de passeriformes em vida livre é
composta principalmente por bacilos e cocos gram-positivos (GLUNDER, 1981;
HARRISON; MCDONALD, 2006). Em contraste, a colonizagdo do trato
gastrintestinal por bactérias gram-negativas € mais comum quando as aves
estdo em cativeiro (BENSKIN et al., 2009).

Algumas espécies da Ordem Passeriformes, principalmente as
apreendidas por captura ilegal e mantidas em centros de reabilitagdo, séo
incluidas em estudos de prevaléncia de doengas (BRAZ et al., 2014; GOMES
et al.,, 2010; LIMA et al.,, 2011). Entretanto, considerando que varios
microrganismos considerados de risco infectam as aves sem causar doenca e
também a grande quantidade de espécies de passeriformes no pais, ha
iminente necessidade de aumentar o numero de aves avaliadas para ampliar a

base de dados de ocorréncia das doengas e dos microrganismos. Em aves de
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producdo existem mais dados sobre a ocorréncia e fatores de risco associados

aos diferentes tipos de microrganismos (DE SA et al., 2015).

A reintrodu¢cdo de aves aprendidas do trafico na natureza pode
disseminar patdogenos que representam uma ameaga a biodiversidade, a saude
publica e a produgdo agricola (SMITH et al., 2009). No Brasil, estima-se que
78% dos animais apreendidos sejam devolvidos a natureza sem critérios
sanitarios (GODOY; MATUSHIMA, 2010).

Em estudos prévios realizados com aves marinhas foram isoladas
bactérias gram-negativas com potencial zoondtico tanto de aves saudaveis
quanto doentes, essas bactérias incluiam Salmonella spp., Escherichia coli,
Campylobacter spp., Yersinia spp., Klebsiella spp. e Enterobacter spp. Com
excecao dos ultimos dois agentes etioldgicos, que ndo causam doenga em
condi¢cdes normais, as demais s&o responsaveis por gastroenterites, sintomas
respiratorios, septicemia e até mortalidade em humanos (BENSKIN et al.,
2009).

O presente estudo realizou pela primeira vez uma avaliagdo da
microbiota cloacal e de orofaringe de cardeais-amarelos silvestres do Parque
Estadual do Epinilho e cativos do PCCA.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Local do estudo

O estudo foi realizado na Unidade de Conservacao Parque Estadual do
Espinilho (30° 12' S; 57° 30" W), localizada no municipio de Barra do Quarai,
estado do Rio Grande do Sul; e nos mantenedores de fauna pertencentes ao
PCCA, localizados nos municipios de Pomerode (ZooPomerode), no estado de
Santa Catarina; Foz do Iguacu (Parque da Aves), no estado do Parana e no

municipio de Gramado (GramadoZoo), no estado do Rio Grande do Sul.

5.2.2 Passeriformes
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Os cardeias-amarelos de vida livre (3) avaliados foram capturados em
fevereiro e dezembro de 2019, durante duas expedigdes de campo, com a
colaboracédo de equipe multidisciplinar de pesquisadores e em parceria com 0
Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Aves Silvestres
(CEMAVE/ICMBIo), engajados na implementacdo do “Plano de Agdo Nacional
para Conservacdo das Aves dos Campos Sulinos”. As capturas foram
realizadas através da busca ativa nos territérios utilizando o método de
playback (atracao sonora com o canto da ave). Os passeriformes capturados
foram acondicionados por alguns minutos em sacos de contengao individuais
para posterior processamento (coleta de material biolégico e anilhamento),

sendo soltos imediatamente apds sua manipulagao.

Os cardeais-amarelos de cativeiro foram avaliados entre julho de 2018
e junho de 2019. Dos 30 individuos cativos, seis eram provenientes do

ZooPomerode, 17 do Parque das Aves e sete do GramadoZoo.
5.2.3 Coleta de amostras

Foram realizadas coletas de microbiota cloacal e de orofaringe dos 33
cardeais-amarelos utilizando suabes uretrais estéreis, utilizando luvas
descartaveis sem talco, armazenadas separadamente em meio Stuart e
acondicionadas entre 2 e 8° C imediatamente apds a coleta, por até 48 horas

até processamento no laboratorio.
5.2.4 Exames laboratoriais

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Analise
da Agua e Microbiologia da Estacdo Ecoldgica de Carijos do ICMBio. As
amostras foram semeadas em caldo BHI (brain heart infusion) e em caldo
Rappaport-Vassiliadis, foram incubadas por 24 horas a 37°C em estufa.
Posteriormente, foram congeladas a -20°C com 30 % de glicerina. Quando
descongeladas, foram estriadas em placas de petri com agar sangue, agar
MacConkey e agar Salmonella Shigella, acondicionadas em estufa a 37°C por
24 horas. Posteriormente as colbnias que cresceram foram caracterizadas

morfologicamente, coradas pela técnica de Gram e testadas para a prova da
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catalase. Para identificacdo das enterobactérias foi utilizado o kit comercial

API®20E (bioMérieux, Durham, USA) seguindo as instrucdes do fabricante.

5.3 RESULTADOS

Dos cardeais-amarelos silvestres (N=3) foram isoladas nove colbnias
de bactérias (TABELA 1), sendo quatro (44,4%) de bactérias gram-positivas e
cinco (55,6%) de bactérias gram-negativas identificadas como: Raoultella
ornithinolytica, Klebsiella oxytoca (97,3% de identidade), Cronobacter spp.
(56,2%) e duas identificadas como Enterobacter cloacae (>94%), todas
isoladas de amostras cloacais. Das amostras avaliadas de cardeais-amarelos

silvestres 10 ndo apresentaram crescimento nas placas.

Dos cardeais-amarelos cativos do ZooPomerode (N=8) foram isoladas
13 colénias de bactérias (TABELA 1), sendo 10 (76,9%) de bactérias gram-
positivas e trés (23,1%) de bactérias gram-negativas identificadas como
Escherichia coli, isoladas de amostras de orofaringe. Das amostras avaliadas
dos cardeais-amarelos do ZooPomerode 23 nao apresentaram crescimento

nas placas.

Dos cardeais-amarelos cativos do Parque das Aves (N=15) foram
isoladas 103 colbnias de bactérias (TABELA 1), sendo 11 (10,7%) de bactérias
gram-positivas e 92 (89,3%) de bactérias gram-negativas identificadas como:
Enterobacter cloacae (33), Escherichia coli (14), Raoultella ornithinolytica (8),
Cronobacter spp (9), Klebsiella pneumoniae (5), Pseudomonas aeruginosa (4),
Serratia plymuthica (3), Pantoea spp (2), Pseudomonas oryzihabitans (2),
Stenotrophomonas maltophilia (2), Serratia odorifera (2), Serratia rubidaea (1),
Escherichia hermannii (1), Klebsiella oxytoca (1), Kluyvera spp (1), Aeromonas
salmonicida (1), Citrobacter freundii (1), Proteus mirabilis (1), Yersinia spp. (1).
Das amostras avaliadas de cardeais-amarelos do Parque das Aves, 17 nao

tiveram crescimento nas placas.

Dos cardeais-amarelos cativos do GramadoZoo (N=7) foram isoladas
27 coldnias de bactérias (TABELA 1), sendo 14 (51,9%) de bactérias gram-

positivas e 13 (48,1%) de bactérias gram-negativas identificadas como:
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Pantoea spp. (5), Escherichia coli (3), Klebsiella pneumoniae (2), Klebsiella
oxytoca (1), (1), Pseudomonas luteola (1) e Ochrobactrum anthropi (1). Das
amostras avaliadas de cardeais-amarelos do GramadoZoo, 21 nao tiveram

crescimento nas placas.

De todas as colbnias isoladas (N=152) resultantes de suabes de
orofaringe e cloacais no trabalho, a predominancia foi de colénias gram-
negativas, correspondendo a 74,3% (N=113) do total (TABELA 1), enquanto

que as bactérias gram-positivas foram isoladas em 25,7% (N=39) das placas.

TABELA 1. CRESCIMENTO MICROBIANO DAS AMOSTRAS DE
MICROBIOTA CLOACAL E DE OROFARINGE DE CARDEAIS-AMARELOS
CATIVOS E DE VIDA LIVRE DO PARQUE ESTADUAL DO ESPINILHO,
COLETAS DE FEVEREIRO E DEZEMBRO DE 2019.

Total de Colbnias Gram- Gram- Sem
Local do estudo
placas Isoladas positivas negativas crescimento

GramadoZoo 48 27 14 13 21

Cativeiro ZooPomerode 36 13 10 3 23

Parque das Aves 120 103 1 92 17
Parque Estadual

Vida livre 19 9 4 5 10

do Espinilho
Total 223 152 39 113 7
(%) 100% 68,2% 17,5% 50,1% 31,8%

5.4 DISCUSSAO

As populagdes microbianas encontradas dentre os diferentes habitats
avaliados do cardeal-amarelo diferiram bastante. As col6nias isoladas dentre
os mantenedores de fauna diferiram na predominancia de colénias gram-
positivas e gram-negativas assim como nao foram semelhantes entre os
cardeais-amarelos de vida livre do Parque do Espinilho avaliados no estudo. Ao
todo 223 placas foram avaliadas sendo que foi identificado crescimento em 152

delas, representando um percentual de 68,2% de crescimento, valor
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semelhante ao encontrado por Braconaro et al. (2015) que obtiveram taxa de

crescimento de 62,5%.

No presente estudo foram isolados 15 diferentes géneros bacterianos,
sendo eles (Aeromonas spp., Cronobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia
sp., Klebsiella spp., Kluyvera spp., Ochrombactrum sp., Pantoea spp., Proteus
spp., Pseudomonas spp., Raultella spp., Serratia spp., Stenotrophomonas spp.,
Yersinia spp.). Braconaro et al. (2015) realizaram um estudo em Sao Paulo,
Brasil, no qual foram coletados suabes cloacais de 253 passaros de vida livre
aprendidos do trafico ilegal de animais de varias espécies, os quais eram
destinadas a reintroducdo, nesse estudo foram isolados 15 diferentes géneros
bactarianos; (Acinetobacter spp., Bacillus spp., Citrobacter spp., Edwardsiella
spp., Enterobacter spp., Enterococcus spp., Escherichia sp., Klebsiella spp.,
Lactobacillus spp., Micrococcus spp., Pasteurella spp., Proteus spp., Serratia

spp., Staphylococcus spp., and Streptococcus spp).

Foi identificado um total de 20 colbnias de E. coli, o que representa
13,5% de todas a colbnias, tal achado apresenta uma disparidade grande
quando comparado ao estudo realizado por Gaio et al. (2019), no qual
registraram uma taxa de isolamento de 40,8% (49/120) em passeriformes
silvestres resgatados do trafico no estado do Ceara. Enquanto que esse valor
se assemelha muito ao encontrado por Braconaro et al. (2015), no qual os
autores constataram 10,7% de isolamento de E.coli em passeriformes mantidos

em um centro de reabilitagdo em Sao Paulo.

Klebsiella sp., Enterobacter sp. e Citrobacter sp. sao patogenos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae conhecidos na clinica de aves por
causarem infecgdes respiratérias ou gastrintestinais (BENSKIN et al., 2009). No
atual estudo foram isoladas e identificadas colénias pertencentes a essas
familias de Enterobacteriaceaes. Godoy e Matushima (2010) relataram
infeccbes por esses agentes como causa de morte de passeriformes

apreendidos do trafico de animais silvestres

Estudos sobre avaliagcdo microbiolégica cloacal e/ou de orofaringe de

aves de vida livre sdo escassos e essa € a primeira avaliagdo de microbiota
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cloacal e de orofaringe de cardeais-amarelos. E importante que sejam
realizados mais estudos avaliando aves antes e apds a reintroduzicdo em seu

habitat e alteracdes que existem nas microbiotas.
5.5CONCLUSAO

A investigacdo da microbiota cloacal e de orofaringe dos cardeais-
amarelos de vida livre do Parque Estadual do Espinilho e do PCCA estudados,
contempla agdes previstas no PAN para a Conservagao das Aves dos Campos
Sulinos, iniciativas para reverter o estado critico de ameaca destas espécies. O
estudo apresenta a situacdo sanitaria parcial dessas aves e além fornecer
dados para estabelecer parametros normais ainda nio existentes para a
espécie. O presente trabalho contribui para o estabelecimento do potencial de
soltura e revigoramento/reintroducdo dos cardeais-amarelos mantidos em

cativeiro.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Este foi o primeiro estudo para o estabelecimento de um perfil de saude
para o cardeal-amarelo no Brasil, com determinacdo de paréametros
leucocitarios e pesquisa de agentes infecciosos, fornecendo resultados
extremamente importantes e valiosos para apoiar 0 manejo de conservagéo
dessa espécie criticamente ameacada de extincdo e outros passeriformes

ameacados do bioma Pampa.

A pesquisa contemplou parte das metas do “Plano de Acédo Nacional
para a Conservacao das Aves dos Campos Sulinos”, elaborado pelo Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade, uma autarquia em regime
especial vinculada ao Ministério do Meio Ambiente, cujo objetivo € melhorar o
estado de conservagcdo das espécies alvo do PAN; bem como atividades
previstas no “Programa de Cativeiro do Cardeal-amarelo” que tem como
objetivo estabelecer populagbes cativas viaveis representativas da populacao
brasileira para contemplar programas de revigoramento e reintroducao,

avaliando os cardeais-amarelos in situ e ex situ.

Esse estudo detectou Trypanosoma sp. em um cardeal-amarelo pela
primeira vez. A identificacdo de Adenovirus em um cardeal-amarelo de cativeiro
€ um indicativo que o virus pode estar circulante no ambiente e ainda infectar
contactantes. A alta prevaléncia de microfilarias enfatiza a importancia de mais
estudos sobre a patogenicidade desses parasitas e tratamento para essas
infeccbes em candidatos a liberagcdo. As avaliagdes leucocitarias fornecem
dados importantes a fim de comparar o grau de estresse desses passeriformes
através da relagdo H/L, os cardeais-amarelos de vida livre apresentaram
valores que sugerem menor estresse. As pesquisas realizadas fornecem

parametros como base de comparacao para futuras.

Os resultados orientam e instruem os gestores desta area protegida para
a tomada de decisdes e priorizacdo de agdes de conservacdo, subsidiando
também o manejo ex-situ e in-situ, visando a conservagao desta espécie; além
de elucidar o estado atual de conservacdo destas aves (tamanhos

populacionais, territérios, qualidade e extensdo do ambiente disponivel, etc).
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Recomendamos estudos adicionais e o continuo monitoramento da
populagdo brasileira de cardeais-amarelos e das populagbes de aves
ameacadas na regiao da formagao vegetal parque espinilho, o ideal seria a
realizacdo de pelo menos duas expedigdes anuais. O incremento de mais
membros na equipe, somando-se mais um veiculo para o trabalho de campo,
sao importantes para permitir o aumento do esforco de busca ativa e

prospeccao.
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7. ANEXOS

7.1 CERTIFICADO DE APROVAGCAO NO COMITE DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS - CEUA SCA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO‘PARAN.:\
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Centificamos que o protocolo nimero 038/2018, referente ao projeto “Perfil sanitirio das populagies de
passeriformes dos campos sulinos com foco na reintrodugio de espécie criticamente ameagada de extingiio”,
sob a resp bilidade de R gela Locatelli Dittrich — que envolve a produgao, manutengio ¢/ou utilizagio de

imais per s a0 filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de Outubro, de 2008, do Decreto n® 6.899,
de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal
(CONCEA), ¢ foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE
CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASIL, com grau 2 de
invasividade, em reunido de 08/06/2018.

Vigéncia do projeto Julho/2018 até Dezembro/2020
Espécie/Linhagem Gubernatrix cristata, Scvtalopus iraiensis, Drymornis bridgesii, Leptasthenura

platensis, Spartonoica maluroides, Pseudoseisura lophotes, Coryphistera alaudina.
Asthenes hudsoni, Limnoctites rectirostris, Culicivora caudacuta, Polystictus
pectoralis, Alectrurus tricolor, Xolmis dominicanus, Anthus nattereri, Sporophila
plimbea, Sporophila hypoxantha, Sporophila ruficollis, Sporophila palustres,
Sporophila cinnamomea, Sporophila melanogaster, Sporophila pileata, Xanthopsar

flavus (passeriformes)

Numero de animais* 120
Peso/ldade Variavel
Sexo Varidvel
Origem Zooldgico de Pomerode, Parque das Aves, Criadouro Onga-Pintada, Gramado Zoo,
Museu da USP. Brasil
*O nimero exato de individuos de cada espécie serd comy ao final da pesq apos a captura em vida livre.
Posteriormente serd emitido errata deste certificado.
CERTIFICATE

We certify that the protocol number 038/2018, regarding the project “Sanitary profile of the passarine
populations of the campos sulinos with a focus on the reintroduction of species critically endangered”™ under
Rosangela Locatelli Dittrich supervision — which includes the production, maintenance and/or utilization of
animals from Chordata phylum, Vertebrata subphylum (except Humans), for scientific or teaching purposes — is
in accordance with the precepts of Law n° 11.794, of 8 October, 2008, of Decree n® 6.899, of 15 July, 2009, and
with the edited rules from Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), and it was
approved by the ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF
THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal University of the State of Parana, Brazil), with degree
2 of invasiveness, in session of 08/06/2018.

Duration of the project July/2018 until December/2020

Specie/Line Gubernatrix cristata, Scvtalopus iraiensis, Drymornis bridgesii, Leptasthenura
platensis, Spartonoica maluroides, Pseudoseisura loph Coryphistera alaudina,
Asthenes hudsoni, Limnoctites rectivostris, Culicivora caudacuta, Polystictus
pectoralis, Alectrurus tricolor, Xolmis dominicanus, Anthus nattereri, Sporophila
pliumbea, Sporophila hypoxantha, Sporophila ruficollis, Sporophila palustres,
Sporophila cinnamomea, Sporophila melanogaster, Sporophila pileata, Xanthopsar
flavus (passerines)

Number of animals* 120

Wheight/Age Variable

Sex Variable

Origin Zoologico de Pomerode, Parque das Aves, Criadouro Onga-Pintada, Gramado Zoo,
Museu da USP, Brazil.

Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias — UFPR

* The mdividuals exact number of each species will be computed at the end of the rescarch, after capture m living freely

Subsequently, erratum of this centificate will be issued

Cunitiba, 08 de junho de 2018.

Che.gpri o, Yasko,

('ha-yanc da Rocha
Coordenadora CEUA-SCA
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7.2 CERTIFICADO DE AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES COM
FINALIDADE CIENTIFICA - SISBIO (SISTEMA DE AUTORIZACAO E
INFORMAGCAO EM BIODIVERSIDADE)

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

Sistema de Autorizacdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 53935-6 [ Data da Emissao: 21/01/2019 16:14:08 Data da Revalidacao*: 21/01/2020
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizaco tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente iante a apr tacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Patricia Pereira Serafini CPF: 027.472.819-22

Nome da Institui¢ao: Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade CNPJ: 08.829.974/0001-94

Cronograma de atividades

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

1 | Avaliacdo da salde de cardeais-amarelos e aves nas areas potenciais de 05/2016 05/2020
soltura

2 | Avaliacao da saude de cardeais-amarelos mantido nas instituicoes 05/2016 05/2020
vinculadas ao Programa de Cativeiro

3 | Monitoramento e avaliagdo demografica das populacoes de aves campestres 11/2018 11/2020
nas areas de esiudo

Equipe

# |Nome Funcao CPF Nacionalidade
1 | Marcio Repenning Pesquisador 004.113.490-74 Brasileira
2 | Rafael Meurer Pesquisador 081.715.909-69 Brasileira
3 |CARLA SUERTEGARAY FONTANA pesquisadora 459.354.670-20 Brasileira
4 | Rosangela Locatelli Dittrich pesquisadora 728.634.989-91 Brasileira
5 |Bianca Ressetti da Silva pesquisadora 066.392.509-69 Brasileira
6 | Luciano Matsumiya Thomazelli Pesquisador 288.078.428-07 Brasileira
7 | Carla Meneguin Barbosa Pesquisadora 359.887.188-09 Brasileira
8 | Thaiane Weinert da Silva Pesqguisadora 014.647.940-81 Brasileira
9 | EDUARDO CHIARANI Pesquisador 986.231.920-87 Brasileira

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

Cadigo de autenticacao: 0539350620190121 Pagina 1/5



125

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
I cmi o' Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

MMA
Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
Numero: 53935-6 | Data da Emissao: 21/01/2019 16:14:08 | Data da Revalidacao*®: 21/01/2020
De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser iado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.
Dados do titular
Nome: Patricia Pereira Serafini CPF: 027.472.819-22
Nome da Instituicao: Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade CNPJ: 08.829.974/0001-94

Observacoes e ressalvas

1 A autorizacao ndo eximira o pesquisador da necessidade de cbler cutras éncias, como: I} do p et arni 0, posseiro ou morador quando as alividades forem realizadas
‘em area de dominio privado ou dentro dos imites de unidade de consarvacao federal cujo processo de reguianzacao fundiana encontra-se em curso: 1) da comunidade indigena
envolvida, cuvido © ©rgac indigenista oficial, guando as ativi de forem em tema indig ; i) do Conseiho de Defesa . quando as M de
forem em area inds el a nacional; IV) da i itima, quando as ativi de pesquisa forem em Aguas jurisdiciona ileiras: V) do
Departamento Nacional da Produgao Mineral, quando a pesquisa visar a exploracao de depo iiiferos ou a extragio de espécimes fésseis; Vi) do trgao gestor da
wunidade de conservacio estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

2 Este NAQ exime o p i titular da i de atender ao disposio na Instrugdo Nommativa lbama n® 27/2002, que 0 Sistema i de A
de Aves Silvestres.

3 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira. em todo o teritorio nacional, que impl o de e iais, tendo por objeto
coletar dados. teriai biolé e is, pegas i da cuitura nativa e cultura popular, presente & passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se
destinem ac estudo. 4 difusio ou & pesquisa. estio sujeitas a autorizacio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

4 0 ttular de licenca ou autorizagao @ os membros da sua equipe deverao optar por de colela @ i de captura sempre que possivel. ao grupo
taxondmico de interesse. evitando a morte ou dano significativo a outros grupos: @ empregar esforgo de coleta ou captura que nao a viabili de - do grupo

de i em CA0 in situ.

5 Esta a0 NAD exime o i titular @ os de sua equipa da de obter as & em outros instrumentos legais, bem coma da
consentimento do responsavel pela area, publica ou prvada, onde serd realizada a atividade. nclusive do orgao gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagao
stadual, distrital ou ipal, ou do proprietario. ario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidada de ¢ao federal cujo p de a

fundiaria encontra-se em cursg.

6 Este documento somente podera ser ufilizado para os fins previstos na Instrucio Nomativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrucio Nommativa ICMBio n™ 1072010, no que especifica esta
Autotizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportives. O maternial biologico coletado devera ser uliizado para afividades cientificas ou didaficas no
ambito do ensing superior.

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ. o i titular desta izagdo devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
pedicies, as Oes para a0 das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
B Este néo o da leg d0 que dispbe sobre acesso a do Gnio gend i na termtona nacional, na plataforma continental @
na zona Gk va, Ou ao hecit iado ao patriménio genético, para fins de i i bi G0 @ t ogica. Veja

maiores informagbes em www.mma gov.bricgen

9 0 tular de autorizagio ou de icenca permanente. assim Comoe 0s membros de sua equipe. quando da viclagao da legisiagso vigente. ou guando da inadequagao. omissao ou

talsa do de o que i a a0 do ato, podera. deciséo tera &0 ou licenca ou pelo
ICMBio, nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Locais onde as atividades de campo seré@o executadas

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

1 | Zooldgico de Pomerode Pomerode-SC Pampa Nao Fora de UC Federal

2 |Area adjacente as areas de soltura Dom Pednito-RS Pampa Nao Fora de UC Federal
importantepara prospeccao

3 |Parque das Aves Foz do lguagu-PR Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal

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

Codigo de autenticagao: 0539350620190121 Pagina 2/5
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

P Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

I cmi o‘ Sistema de Autorizacao e Informacio em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 53935-6 | Data da Emissao: 21/01/2019 16:14:08 I Data da Revalidacao™: 21/01/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao 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 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissa

Dados do titular
Nome: Patricia Pereira Serafini CPF: 027.472.819-22
Nome da Instituigao: Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade CNPJ: 08.829.974/0001-94

Locais onde as atividades de campo serao executadas

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

4 | Pargue Estadual do Espinilho Barra do Quarai-RS Pampa Néo Fora de UC Federal

5 |GramadoZoo Gramado-RS Pampa Nao Fora de UC Federal

6 |Area de Soltura Experimental potencial Lavras do Sul-RS Pampa Nao Fora de UC Federal

7 |Criadouro Ong¢a-Pintada Campina Grande do Sul-PR | Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.

1 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Aves -

2 |Marcagao de animais silvestres in situ Aves -

3 |Captura de animais silvestres in situ Passeriformes -

4 | Marcagao de animais silvestres in situ Passeriformes -

5 |Manutencao temporaria (até 24 meses) de vertebrados Passeriformes -
silvestres em cativeiro

6 | Coleta/transporte de amostras biol6gicas in situ Passeriformes -

7 | Coletaftransporte de amostras biolégicas ex situ Passeriformes -

8 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Gubernatrix cristata -

9 |Manutencao temporaria (até 24 meses) de vertebrados Gubernatrix cristata -
silvestres em cativeiro

10 | Captura de animais silvestres in situ Gubernatrix cristata -

11 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Gubernatrix cristata -

12 | Marcacao de animais silvestres in situ Gubernatrix cristata -

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais

1 | Amostras biologicas (Aves) Ectoparasita, Fezes, Sangue, Animal encontrado morto ou partes

(carcaga)/osso/pele, Fragmento de tecido/orgao, Outras amostras
biologicas(suabes de orofaringe e cloacais), Penas
2 | Metodo de captura/coleta (Aves) Rede de neblina, Outros métodos de captura/coleta(captura manual )
3 |Método de marcagdo (Aves) Anilha de Aluminio (padrdo CEMAVE), Anilha, Anilha colorida

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

Cadigo de autenticagdo: 0539350620190121 Péagina 3/5
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

|c ' |°' Sistema de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 53935-6 | Data da Emissao: 21/01/2019 16:14:08 I Data da Revalidagao*: 21/01/2020

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

Dados do titular

Nome: Patricia Pereira Serafini CPF: 027.472.819-22

Nome da Instituigao: Instituto Chico Mendes de Conservagéao da Biodiversidade CNPJ: 08.829.974/0001-94

Destino do material bioldgico coletado

# |Nome local destino Tipo destino

1 |Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade Outro

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

Codigo de autenticacao: 0539350620190121 Pagina 4/5



128

Ministério do Meio Ambiente - MMA

: Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

I cmi o Sistema de Autorizacédo e Informacédo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 53935-6 | Data da Emissao: 21/01/2019 16:14:08 Data da Revalidagao*: 21/01/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no g de ati
do projeto, mas devera ser revalidada anual te mediante a ap ¢ao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emi

Dados do titular

Nome: Patricia Pereira Serafini CPF: 027.472.819-22

Nome da Instituigao: Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade CNPJ: 08.829.974/0001-94

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acorde com a Instrugao Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato nao contemplado

na autorizagao ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasiao da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizac@o ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material biologico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicao cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegéao
biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxonémico possivel.

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

Codigo de autenticagao: 0539350620190121 Pagina 5/5
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7.3 CAPITULO 1. PUBLICADO EM FORMATO DE ARTIGO CIENTIFICO

B

Vatarindae Rassssch

PN D00 TI6N, (Primt ]
PN 14788140 (]

Wt Bewi. 41.eikBen, 2031
DUOd, 101590 18TE-S1 S0 PTE 6840
Driginal Articte

Wikiide Mediing

Molecular diagnosis of avian viruses in land
passerines and captive yellow cardinals Gubernatrix
cristata in Brazil'

Biamca B Sibva? @, Thaiz H. Gamen?, Angélica CA Campos'@,
Luciano M, Thomazelli*, Patricia I Serafinl*, Eduardo Chiarani®,
Thalane W. Silva* and Rosangela Locatedli-Bittrich?

ABSTRACT.- Sibaa BR. Gamon T Campes ACA, Thamezelli LM, Serafinl FF, Chiaran) E.
Sihva TAN, B Losatelli-Diggrich R 2021, Moleculsr diagnosis of svian vireses in grasaland
mﬂlﬂ“l and captive yellow cardinals Gubsrnotry eristata in BrulLthu-

rindrig Bracleire 41006040, 2021, Craduste Pragram in Victerinagy Sclences, Sefof de
Clémcips Agrarias, Universidade
BQ35-050, Braxl E.mail: aresseltif@gmail com

Aociden [nflisencea viruses [AIVE], Newosile diseaxse winas (KDY, West Nile vins [WHVL
addemrvirus [AV) and herpeavirs (HV) pley an mportant robe in the beabth of human amd asind
populstions. Howeeer, knradedge af the provalence of theee vinuses in wild Bink is restricied
o s gronip (e g shorcbinds) or reglons worldwide. Infvemmation on gracsland binds of South
Amnerica, whsich 5 exsential fior thedr conaervation, b icarce, The abjectives of the prescnt study
e 1o Evalaste aecurmenced of ATV, NIV WNV AV and WY for ehe fieet pies in o Bird commsusdty
o & uriquse profevied Siex im southern Brasdl which is hose for the cnitically sndangened yellow
caerdinal [ Gebernatric cristeo ], and captive yellow candinals froen Deana maseisiners of the Brazdbn
Cagitive Program of ithe Yiellew Cardinal. Passerine speches of wild [ife were caught, identilied and
wmmples [wska) were colbeoted frosn the croplaryro amd choaes of 64 passerines of D6 gpochi
{including 3 yellow cardinals) and 20 yellew cardinals ol captive, lor meleruler diogrosse Thse
samples were subjected to RN and DM extraction snd the real-time polymersse chain reaction
{RT-POR] dor AIV, NIV and WHY and nested PCR for AV and HY One yellow cardina of captive
presenited a positeye resish for AV, thils resadt is smportant for planning, managing natural atnkses
aned pralding diecksions i relation to infegrated conservatson of threatened speches. This o the lirst
repot of AV in yellow candinal and epidembological imaestigation of vinuses in wild passerines
of the Pampa biome, in Rio Grande do S, Braml

ENDEX TERML: Molecular deagneads, avian virus, passerines, yeliow candinaly, Gobsrmadrin sristeda,
Brazil corusrvaisa pEmpL senitary profibe. thornbah treabi ned speoies. wildBde snimasls.

Federal do Parand, Fuss dos Fusichondrios §540, Curitiba, PR

RESUMD.- [Magnastico molecular de virus svidrios em
passerifermes campestres ¢ cardeals-amareles Gubrrnalriz
cristata cativod no Brasil.) Os virus da gripe avideia (VGA]L
virus da deenca de Nevweantbe (VDN ), virus da Hido Dcidentsl
(VML sdenovine (AV) ¢ herpesvinas (HV] descmpenbam um
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papel importante na sadde daz popalagies bamana e animal
Mo entanto, o conhecdimente da prevabingia desses vins em
aves sehagent & restrito a alguns grapos [ por exemplo, aves
lenbenlat] eu regilies e todo o munds, A infurmugdes sobre
ai ayes campeitnes da Amdrica do Sull etiendiat pars o mia
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7.4 PARAMETROS LEUCOCITARIOS EM CARDEAIS-AMARELOS
SILVESTRES (PARQUE ESTADUAL DO ESPINILHO) E DO PCCA
(ZOOPOMERODE-SC, PARQUE DAS AVES-PR E GRAMADOZOO-RS), 2018
E 2019.
Heterdfilos  Bastonetes  Linfécitos  Eosindfilos  Mondcitos  Baséfilos  Proporgéo

(%) (%) (%) (%) (%) (%) H:L

12 0 70 3 9 6 0,17

21 0 48 2 16 13 0,44

GramadoZoo 19 0 58 1 4 18 0,33

RS 26 0 46 0 5 23 0,57

(7) 34 1 23 0 16 26 1,48

29 1 38 0 7 25 0,76

34 0 32 1 14 19 1,06

41 1 22 2 18 16 1,86

26 1 31 4 11 27 0,84

27 0 24 4 20 25 1,13

30 1 33 3 15 18 0,91

38 1 29 7 12 13 1,31

27 0 39 9 11 14 0,69

Parque das 33 0 33 24 3 7 1,00

14 0 44 5 23 14 0,32

AI;’;S 29 0 34 10 6 21 0,85

29 0 19 11 7 34 1,53

(17) 27 0 36 6 18 13 0,75

6 0 57 8 10 19 0,11

22 0 45 9 10 14 0,49

14 0 45 3 19 19 0,31

20 0 27 4 44 5 0,74

37 0 12 0 48 3 3,08

66 0 23 0 11 0 2,87

41 1 22 2 18 16 1,86

26 1 31 4 11 27 0,84

ZooPomerode 27 0 24 4 20 25 1,13

SC 30 1 33 3 15 18 0,91

(7) 38 1 29 7 12 13 1,31

27 0 39 9 11 14 0,69

33 0 33 24 3 7 1,00

Parque 23 0 27 1 20 29 0,85

Estadual do 17 0 45 11 11 16 0,38

Espinilho- RS 39 0 40 2 6 13 0,98

®)
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7.5 PARAMETROS LEUCOCITARIOS DOS PASSERIFORMES DO
PARQUE ESTADUAL DO ESPINILHO, BARRADO QUARAI-RS, 2019.

Heterdfilos Bastonetes Linfécitos Eosindfilos Mondcitos — Basdfilos  Proporgao
(%) (%) (%) (%) (%) (%) H:L
Coryphistera alaudina 28 0 54 8 7 3 0,52
Paroaria coronata 46 0 39 4 9 2 1,18
Asthenes baeri 28 0 21 28 9 14 1,33
Paroaria coronata 43 0 28 1 11 17 1,54
Zonotrichia capensis 10 0 86 0 0 4 0,12
Asthenes baeri 19 0 14 42 19 6 1,36
Asthenes baeri 26 0 7 36 29 2 3,71
Zonotrichia capensis 26 0 33 4 30 7 0,79
Zonotrichia capensis 13 0 72 7 8 0 0,18
Furnarius rufus 12 0 52 19 12 5 0,23
Drymornis bridgesii 40 0 34 18 5 3 1,18
Paroaria coronata 31 0 58 1 10 0 0,53
Zonotrichia capensis 2 0 85 0 7 6 0,02
Zonotrichia capensis 18 0 67 5 10 0 0,27
Zonotrichia capensis 2 0 81 5 7 5 0,02
meg ,: i’;’; ';.ius 27 0 42 14 9 8 0,64
Coryphistera alaudina 51 1 38 1 6 3 1,34
Sicalis flaveola 53 0 26 0 17 4 2,04
Zonotrichia capensis 14 0 44 7 10 25 0,32
Furnarius rufus 24 0 46 18 6 6 0,52
Tangara sayaca 25 0 47 1 18 9 0,53
S;if;’i’s'::faa 24 0 61 0 12 3 0,39
Tangara sayaca 65 1 9 0 16 9 7,22
Polioptila dumicola 33 0 13 10 14 30 2,54
Polioptila dumicola 19 0 59 2 6 14 0,32
Pitangus sulphuratus 30 0 54 1 14 1 0,56
Troglodytes musculus - - - - - - -
Pitangus sulphuratus 32 32 24 9 3 1,00
Furnarius rufus 18 61 8 4 9 0,30
Serpophaga ) ) ) ) i i i
Subcristata
Molothrus rufoaxillaris 83 0 7 1 8 1 11,86
Troglodytes musculus 36 0 44 5 10 5 0,82
Zonotrichia capensis 7 0 81 3 8 1 0,09
Agelaioides badius - - - - - - -
Sicalis flaveola 5 57 21 14 0,09
Agelaioides badius 13 67 6 10 0,19
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Paroaria coronata 46 0 40 3 5 6 1,15
Agelaioides badius 25 0 48 8 8 11 0,52
iophylax
i;'f’}‘/’;:no’; h}i’/us 31 0 59 4 6 0 0,53
et w1 s om 27 om
Sublegatus modestus 4 0 72 6 5 13 0,06
gﬁ;’r’;’é;‘;:: 7 0 64 5 6 18 0,11
Progne tapera - - - - - - -
Furnarius rufus 12 1 65 16 0 6 0,18
Pyrocephalus rubinus 9 0 49 5 17 20 0,18
Pyrocephalus rubinus 45 0 32 7 2 14 1,41
Sicalis flaveola 71 0 14 1 6 8 5,07
amatj;lorglfll;linus 48 0 27 ! 4 14 178
Furnarius rufus 50 1 28 7 3 11 1,79
Sicalis flaveola 10 0 81 0 6 3 0,12
Pyrocephalus rubinus 20 0 40 8 4 28 0,50
Polioptila dumicola 25 0 66 1 0 8 0,38
Saltator aurantiirostris 21 0 46 0 1 32 0,46
Pitangus sulphuratus 45 0 21 15 7 12 2,14
Paroaria coronata 27 1 62 0 6 4 0,44
Molothrus rufoaxillaris 2 0 93 2 1 2 0,02
Polioptila dumicola 8 2 66 2 2 20 0,12
Mimus saturninus 12 0 40 25 7 16 0,30
Mimus saturninus 20 0 67 5 3 5 0,30
P S‘jggzgzzur a 34 0 55 2 4 5 0,62
Furnarius rufus 40 0 53 5 2 0 0,75
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7.6 MICROBIOTA CLOACAL E DE OROFARINGE DOS PASSERIFORMES
DO PARQUE ESTADUAL DO ESPINILHO (PARCIAL)

As amostras de microbiota demandam tempo para serem
processadas, necessitando de uma série de incubagdes descritas
anteriormente na metodologia do Capitulo 4. Dessa forma, durante a pesquisa
priorizamos as amostras dos cardeais-amarelos para o perfil sanitario da
espécie e para os passeriformes do Parque Estadual do Espinilho os
resultados sao parciais, realizados a partir da metodologia descrita no Capitulo

4 e estao apresentados abaixo.

Dos 61 passeriformes silvestres amostrados no presente estudo,
somente 13 amostras foram processadas e as demais foram congeladas em
meio BHI e glicerina para analise posterior. Das amostras avaliadas de 13
passeriformes foram isoladas 69 colb6nias de bactérias, sendo 14 (20,3%) de
bactérias gram-positivas e 55 (79,7%) de bactérias gram-negativas. Das
bactérias gram-negativas 10 foram identificadas, sendo: Enterobacter cloacae
em Coryphistera alaudina, em Asthenes baeri e em Zonotrichia capensis;
Enterobacter aerogenes em Asthenes baeri; Klebsiella pneumoniae em
Coryphistera alaudina e Escherichia coli em Paroaria coronata. Das amostras

avaliadas de 13 passeriformes, 24 nao tiveram crescimento nas placas.

Amostras da microbiota de todos os passeriformes estdo congeladas e

disponiveis para a continuagao das pesquisas.
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ADAPTACOES DAS AVES A UM BRASIL EM CONSTANTE MUDANCA

PARAMETROS LEUCOCITARIOS E HEMOPARASITAS DE CARDEAL-
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INTRODUCAO

Restam cerca de 50 cardeais-amarelos, Gubernatrix
cristata (Vieillot, 1817), de vida livre no Brasil (espécie
criticamente ameagada), nao havendo valores de referéncia
para monitoramento sanitario das populagbes. O presente
estudo avaliou a morfologia das células sanguineas,
parametros leucocitarios (diferencial) e presenca de
hemoparasitas em cardeais-amarelos do Programa de
Cativeiro do Cardeal-amarelo (PCCA) e de vida livre.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de 19 cardeais-amarelos
do PCCA e de um individuo silvestre capturado com rede de
neblina no Parque Estadual do Espinilho. Amostras de
sangue foram obtidas da veia ulnar para confeccdo imediata
das extensoes sanguineas (Figura 1). As laminas foram
coradas pela técnica de May Grinwald-Giemsa.

Figura 1. Coleta de sangue de cardeal-amarelo,

RESULTADOS E DISCUSSAO

No diferencial de leucécitos dos cardeais-amarelos
cativos, o nimero de heterdfilos variou de 21 a 83, linfécitos
de 11 a 78, mondcitos de 01 a 48, basdfilos de zero a 21,
eosindfilos de zero a 09, e heterdfilos bastonetes de zero a
04. Os policromatdfilos variaram de 02 a 45 por campo. Na
leitura do esfregago do cardeal-amarelo silvestre, foram
contados 23 heterdfilos, 27 linfocitos, 20 mondcitos, 29
basdfilos, 01 eosindfilo, zero heterdfilos bastonetes, e 09
policromatéfilos por campo. No esfregago do cardeal-
amarelo silvestre e de 08 individuos cativos (42,1 %)
observaram-se inclusbes citoplasmaticas nos linfécitos.
Hemoparasitas foram observados no esfregago de apenas
um cardeal-amarelo do PCCA, onde foram identificadas 57
microfilarias (Figura 2). Esses resultados sdo importantes
para avaliagdo de estresse, resposta inflamatdria e doencas,
contribuindo para a conservagio.

Figura 2. Esfregago sanguineo de cardeal-amarelo. Hemacias e
microfilaria (100x).
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]NTRQDUCI\Q As analises microbiologicas foram realizadas em
laboratério na Estagdo Ecologica de Carijos/ICMBio

seguindo metodologia padronizada. Para identificagdo das
enterobactérias foi utilizado o kit comercial API20E
(bioMérieux) seguindo as instrugdes do fabricante (Figura 2).

O cardeal-amarelo, Gubernatrix cristata (Vieillot, 1817),
esta criticamente ameagado de extingdo no Brasil, onde
restam cerca de 50 individuos de vida livre. Informagoes
sobre a microbiota dessas aves sdo importantes para
avaliagdo sanitaria dos individuos cativos e silvestres,
embasando planos de conservagdo. O presente estudo
avaliou a microbiota cloacal e de orofaringe de cardeais-
amarelos do Programa de Cativeiro do Cardeal-amarelo
(PCCA) e de vida livre.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de nove cardeais-amarelos
cativos e de um individuo silvestre, o qual foi capturado com
rede de neblina no Parque Estadual do Espinilho (Barra do
Quarai, RS). Amostras de microbiota cloacal e de orofaringe
dos 10 cardeais-amarelos foram obtidas utilizando suabes

uretrais estéreis, armazenadas em meio Stuart e Figura 2. Galeria do kit API20E para identificagéo de enlerobactéria.
acondicionadas entre 2 a 8° C imediatamente apos a coleta
(Figura 1). Foram isoladas 15 colénias de bactérias, com

predominéncia de bactérias gram-positivas (n = 13; 86,7%)
do género Staphylococcus sp. e duas espécies de bactérias
gram-negativas  (13,3%), uma identificada como
Enterobacter cloacae, de amostra cloacal, e outra como
Escherichia coli, de amostra de orofaringe.

Entender a microbiota do sistema gastrointestinal
dessas aves € importante para relacionar a presenga de
microrganismos e doengas infecciosas, além de estabelecer
parametros normais ainda néo existentes para a espécie.
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Figura 1. Coleta de amostra de microbiota de orofaringe de cardeal-amarelo
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7.8 MAPA COM LOCALIZACAO DO BIOMA PAMPA NO BRASIL-
IBFLORESTAS 2020.

Paraguai

Argenting

Biomas do Rio Grande do Sul

Mata Atiantica
Pampa

Fante: IBGE & MMA - 2004
Elaboragao: SEPLAG RE/DEPLAM - OT/2012




