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Resumo

VIEIRA, Thaina Dutra; Caracterizagdo molecular e relagdes filogenéticas de
Diplotriaena bargusinica Skrjabin, 1917 (Nematoda: Diplotriaenidae). 2016. 53 f.
Dissertacdo (Mestrado em Parasitologia) — Programa de Pdés-Graduacdo em
Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

A taxonomia de nematoides é fundamentada, principalmente, em caracteristicas
morfologicas e morfométricas. Eles estdo entre os parasitos mais dificeis de serem
identificados, devido ao tamanho diminuto de algumas espécies e/ou as dificuldades
na observacdo de caracteristicas determinantes para o diagndstico em microscopia
Optica convencional. Diplotriaena bargusinica é um parasito de aves cuja
identificacdo é fortemente baseada em caracteres morfoldégicos. A morfologia dos
espécimes utilizados neste estudo gerou davidas quanto a identificacdo especifica,
devido as variacbes de formatos nos espiculos dos machos. O crescente
conhecimento sobre a variabilidade de informac¢8es genéticas tem estimulado o uso
de marcadores moleculares de DNA, em conjunto com dados morfolégicos, para
inferir o relacionamento filogenético de diversos taxons. A organizacao dos genes do
DNAr os tornam alvos adequados para a amplificacdo do DNA por PCR, permitindo
0os estudos genéticos que visam a identificacdo de nematoides. Considerando a
importancia da taxonomia com o potencial da biologia molecular, esse estudo visa
confirmar a identificacdo morfoldégica de D. bargusinica, bem como estabelecer
relacBes filogenéticas com parasitos da ordem Spirurida. Vinte sequéncias parciais
da regido 18S do DNAr nuclear de D. bargusinica foram geradas, sendo estes, o0s
primeiros dados genéticos disponiveis sobre a espécie. Com base na analise da
matriz de distancia genética observou-se pouca diferenciacdo genética entre as
sequéncias, sendo que apenas trés apresentaram sitios variaveis. As arvores
filogenéticas foram obtidas através dos métodos de Neighbor-Joining, Evolucdo
Minima e Maxima Verossimilhanca. Ambas apresentaram topologia muito similar,
mostrando que os clados obtidos apresentam origem monofilética e corroboraram
com as analises filogenéticas baseadas na taxonomia tradicional. Neste estudo os
dados moleculares associados aos morfolégicos foram essenciais para elucidar a
taxonomia do grupo.

Palavras-chave: Nematoda; Diplotriaenoidea; marcador molecular; regido 18S



Abstract

VIEIRA, Thaina Dutra; Molecular characterization and phylogenetic relationships
of Diplotriaena bargusinica Skrjabin, 1917 (Nematoda: Diplotriaenidae). 2016.
53f. Dissertation (Master Degree in Parasitology) — Programa de Pds-Graduacédo em
Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

The nematode taxonomy is based mainly on the morphological and morphometric
features. They are among the most difficult pests to be identified due to the small
size of some species and/or difficulties in observing essential character for diagnosis
by conventional optical microscopy. Diplotriaena bargusinica is a parasite of birds
whose identification is based strongly on morphological characteristics. The
morphology of the specimens used in this study has raised questions about the
specific identification, due to variations in shape in the spicules of males. The
increasing knowledge of the variability of genetic information has encouraged the use
of DNA markers, in combination with morphological data for inferring phylogenetic
relationships among different taxa. The organization of rDNA genes make them
appropriate targets for DNA amplification by PCR, allowing genetic studies aimed at
identifying nematodes. In view of the importance of taxonomy with the potential of
molecular biology, this study aims to confirm the morphological identification of D.
bargusinica and establish phylogenetic relationships among the parasites of
Spirurida order. Twenty partial sequences of the 18S region of nuclear rDNA from D.
bargusinica were generated by DNA sequencing, these being the first genetic data
for the species. Based on the analysis of the genetic distance matrix was observed
little difference between the genetic sequences, with only three showed variable
sites. Phylogenetic trees were obtained by the methods: Neighbor-Joining, Minimum
Evolution and Maximum Likelihood. Both had very similar topology, showing that the
clades are monophyletic origin and corroborated phylogenetic analysis based on the
traditional taxonomy. In this study, the molecular and morphological data correlated
were crucial to elucidate the group's taxonomy.

Keywords: Nematoda; Diplotriaenoidea; molecular marker; 18S region
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1. Introducéao

Os parasitos sdo os organismos mais diversos e estao presentes em todos os
ecossistemas (POULIN, 2004). O processo coevolutivo entre parasitos e
hospedeiros, bem como as mudancas ambientais de perda, ganho ou manutencéo
das espécies, pode ser estimado por meio do estudo da fauna parasitaria
encontrada nos animais (BRANDAO et al., 2009).

Os animais silvestres podem ser reservatérios de diversos parasitos
(BROOKS; HOBERG, 2000), sendo que as aves albergam uma diferente variedade
durante sua vida (ATIKISON et al., 2008). Estima-se que dentro dos vertebrados é o
grupo que apresenta a maior diversidade de parasitos, como nematoides,
trematddeos, cestoides e acantocéfalos (POULIN; MORAND, 2000; DOBSON et al.,
2008; AMATO; AMATO, 2010).

A taxonomia de Nematoda € fundamentada, principalmente, em
caracteristicas morfolégicas e morfométricas baseando-se em medicbes e
comparacao de estruturas (MOURA, 2006). Os nematoides estdo entre os parasitos
mais dificeis de serem identificados, devido ao tamanho diminuto de algumas
espécies e/ou as dificuldades na observacdo de caracteristicas determinantes para o
diagndstico em microscopia 6ptica convencional (LEE, 2002; OLIVEIRA et al., 2009).
Em outros casos, essa dificuldade ocorre pela semelhanca entre as espécies e
variabilidade morfologica intra-especifica (HANDOO et al., 2008).

Frequentemente a diferenciacdo especifica € baseada nas médias das
medidas de uma populacao de individuos, um trabalho complicado se as popula¢fes
consistem de misturas de espécies estreitamente relacionadas (POWERS, 2004).
Esses fatos evidenciam a complexidade do grupo e as dificuldades que os
taxonomistas encontram no processo de identificagao.

Dessa maneira a identificacdo classica tem induzido a necessidade de
introducdo de novos métodos de analise e novas ferramentas (MOURA, 2006,

PIRES; MARINONI, 2010). A biologia molecular vem inovando no campo da
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taxonomia, possibilitando o desenvolvimento de métodos para identificacdo e
caracterizacgéo de individuos e popula¢des (SCHLOTTERER, 2004; TENEVA, 2009).

O uso conjunto de dados genéticos e morfolégicos pode contribuir
significativamente para a identificacéo de parasitos em relacédo ao uso de apenas um
dos métodos (WILL, et al., 2005; VALDECASAS et al., 2008; LEMEY et al., 2009;
PIRES; MARINONI, 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Ambas, morfologia e genética
sdo complementares e constituem fontes independentes de evidéncia, a0 mesmo
tempo agrupam conhecimentos sobre taxonomia, epidemiologia, diagnéstico,
ecologia, evolugdo e relacdo parasito-hospedeiro (VALDECASAS et al., 2008;
PIRES; NARINONI, 2010).

A importancia e o interesse pela diversidade parasitaria de aves, sua
distribuicdo em diferentes ecossistemas, assim como a sua interacdo com diferentes
hospedeiros tem se destacado nas Ultimas décadas (VICENTE et al., 1995).

Estudos genéticos de faunas parasitologicas de animais silvestres séo
expressivos, dados que permitem inferéncias sobre o comportamento, dieta e as
relacbes dos hospedeiros com o meio ambiente. Porém, estudos embasados na
genética molecular sdo incomuns e, com poucas excec¢les, sdo desenvolvidos
principalmente com parasitos de importancia em saude humana, animal e vegetal
(LUKES et al., 2005 apud HONISH; KRONE, 2008).

Considerando a importancia da taxonomia com o potencial da biologia
molecular, esse estudo visa confirmar a identificagdo morfoldgica de Diplotriaena
bargusinica Skrjabin, 1917 (Nematoda: Diplotriaenidae), bem como estabelecer

relacdes filogenéticas com outras espécies de parasitos da ordem Spirurida.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

e Estudar a regido 18S do DNA ribossémico nuclear de Diplotriaena

bargusinica.

2.2 Objetivos Especificos

e Comprovar molecularmente a identidade morfolégica dos espécimes;

e Verificar a similaridade intra-especifica de D. bargusinica;

e Reconhecer relacdes filogenéticas de D. bargusinica com espécies
pertencentes a ordem Spirurida.



3. Revisao de Literatura

3.1 Diplotriaena bargusinica

Nematoides Diplotriaena Henry e Ozoux, 1909 (Nematoda: Diplotriaenidae)
possuem especificidade parasitaria restrita as aves, onde s&do encontrados
infectando os sacos aéreos, sendo que um hospedeiro pode ser parasitado por mais
de uma espécie (VICENTE et al., 1983). Apresentam ampla distribuicdo geografica,
ja tendo sido reportados em aves de diversas regiées do mundo (Anderson, 2000).

Segundo Chabaud (1956), o ciclo biologico de Diplotriaena consiste na
deposicdo de ovos nos sacos aéreos da ave, que chegam até os brénquios e a
tragueia onde sdo deglutidos e eliminados com as fezes. Posteriormente esses ovos
sdo ingeridos pelos hospedeiros intermediarios, artrépodes coprofagos. A grande
disperséo das espécies poderia entdo ser explicada pela falta de especificidade dos
hospedeiros intermediarios (CHABAUD, 1956; ANDERSON, 2000), como também
em razdo dos habitos migratérios das aves (hospedeiros definitivos) (Vicente et al.,
1983).

Anderson (1962) realizou um estudo de infeccdo experimental com D.
bargusinica em aves silvestres (Icteridae e Turdidae) detalhando que em seu ciclo
bioldgico o parasito utiliza gafanhotos (Orthoptera) como hospedeiros intermediarios.

A taxonomia das espécies de Diplotriaecna € fortemente baseada em
caracteres morfolégicos, sendo o tamanho, textura e formato do 4pice dos tridentes
importantes, além da forma dos espiculos dos machos, nimero de papilas caudais e
tamanho dos ovos nas fémeas as principais variaveis que evidenciam as diferentes
espécies (Figura 1) (VICENTE et al., 1983).
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Figura 1 - Diplotriaena bargusinica Skrjabin, 1917 (Nematoda:
Diplotriaenidae). Imagem retirada de Soota; Chaturvedi (1972). A - Regiao
anterior da fémea apontando o tridente liso de &pice afilado, eséfago,
abertura vulvar e ovos. B - Regido posterior do macho apontando espiculos
e papilas caudais.

Diplotriaena bargusinica apresenta tridente liso e bem desenvolvido, com
apice afilado medindo entre 0,10 e 0,15mm (Figura 2), espiculos desiguais sendo o
menor pouco espiralado (Figura 3), com pequeno numero de papilas caudais. Os
ovos medem em média 0,044 x 0,029mm. Os machos medem entre 16,3 e 36mm e
as fémeas entre 45,2 e 54,4mm de comprimento (VICENTE et al., 1983).

Figura 2 - Desenhos realizados em camera clara por Vicente et al. (1983) detalhando as variacbes
morfologicas de tridentes visualizados em diferentes espécimes de Diplotriaena bargusinica.
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Figura 3 - Desenhos realizados em camera clara por Vicente et al. (1983) detalhando as variagbes
morfolégicas de espiculos visualizados em diferentes espécimes machos de Diplotriaena bargusinica.

Pesquisas realizadas nos bancos de dados genéticos internacionais como
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), EBI (http://www.ebi.ac.uk/) e DDBJ
(http://www.ddbj.nig.ac.jp/) apontam que ndo existem estudos genéticos de D.
bargusinica até o momento. No entanto, outros dois nematoides parasitos de sacos
aéreos de aves que possuem importancia veterinaria, apresentam sequéncias
disponiveis, Serratospiculum tendo (Nitzsch, 1857) (Nematoda: Diplotriaenidae) e
Cyathostoma (Cyathostoma) phenisci Baudet, 1937 (Nematoda: Syngamidae).

Serratospiculum tendo parasita 0s sacos aéreos de aves de rapina
(Falconiformes e Acipriformes) na Europa, possui grande importancia econémica por
causar danos as aves. Especula-se que o ciclo biolégico de S. tendo seja similar ao
de D. bargusinica apresentando insetos como hospedeiros intermediarios
(SANTORO et al., 2015).

Dentre os sintomas/doencas apresentadas pelas aves de rapina parasitadas
Santoro et al. (2015) citaram aerosaculite, pneumonia, caquexia e fraturas nos
0ssos. Tais fraturas podem estar relacionadas a condicéo fisica debilitada da ave
devido a carga parasitaria, o que contribui para acidentes durante o vbo e
consequentes traumas secundarios. Embora estudos sobre os efeitos de
Diplotriaenidae sejam pontuais e ndo englobe D. bargusinica, € provavel que esta
também possa ocasionar problemas de salde em seus hospedeiros causando
sintomas/doengas semelhantes aos relatados.

Cyathostoma (Cyathostoma) phenisci descrito em pinguins africanos

Spheniscus demersus (Linaeu, 1758) (Sphenisciformes: Spheniscidae) foi estudado
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por Kanarek et al. (2013). Os autores realizaram um estudo morfolégico detalhado* e
molecular, cujos dados bibliograficos da espécie sobre morfologia, ecologia e
distribuicdo geogréafica eram escassos. Este parasito, em determinadas condicdes,
como altas intensidades de infeccdo, pode causar doencas graves e até morte das
aves infectadas, portanto desempenhando papel relevante em saude animal e no
aspecto de conservacao de espécies.

Os resultados de ambos estudos foram significativos para elucidar relagdes
filogenéticas entre grupos de nematoides bem como a comparacdo desses dados

com a sistematica morfoldgica tradicional.

3.2. Marcadores moleculares

O crescente conhecimento sobre a variabilidade de informacdes genéticas
tem estimulado o uso de marcadores moleculares de DNA, em conjunto com dados
morfologicos, para inferir o relacionamento filogenético de diversos taxons.
Reconstrucdes filogenéticas baseadas em dados moleculares séo inferidas a partir
da andlise comparativa de sequéncias homologas de DNA ou proteinas (LEMEY et
al., 2009).

No DNA existem regifes que ndo codificam proteinas, muitas delas passaram
a ser usadas como marcadores moleculares em estudos de genética de populacdes
(JARMAN et al., 2002). Esses marcadores tém se tornado cada vez mais
importantes na biologia de parasitos, incluindo caracterizacdo de linhagens,
epidemiologia, genética de populacdes, diagnostico, mapeamento genético,
isolamento de genes, evolucao, filogenia, viruléncia, preferéncia de hospedeiro, taxa
de desenvolvimento, antigenicidade, resisténcia a drogas, entre outros (GASSER,;
CHILTON, 2001; PEARCE et al., 2009; SIMO et al., 2010; CONRAD, 2011).

Existem varios modelos que possibilitam a determinacdo da variabilidade
genética de diferentes organismos, desenvolvidos a partir de PCR e que vém
possibilitando o conhecimento da filogenia de diversas espécies animais (SANTOS,
2008). Diferentes marcadores baseados em PCR fornecem informacdes genéticas

gue sdo adequadas para certa gama de questdes numa determinada escala. Um

'Um estudo morfolégico detalhado é baseado em caracteristicas morfolégicas e morfométricas,

podendo ser realizado através de testes estatisticos, desenhos e fotografias.
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marcador de escala muito fina pode detectar e quantificar as diferencas entre os
individuos, mas torna-se inatil quando aplicado aos membros de espécies diferentes.
Do mesmo modo, por exemplo, um marcador mais conservado pode ser usado para
inferir filogenia de espécies, mas pode nao detectar qualquer variacdo entre
subespécies (ORITA et al., 1989; WILLIAMS et al., 1990, HAYASHI, 1991; MORIN et
al., 2004).

A informacdo contida em cada marcador € obtida pelo sequenciamento de
DNA, oferecendo maior acuracia para caracterizar geneticamente individuos e
populacdes (BUENO-SILVA, 2012).

3.3. Marcadores de DNA riboss6émico nuclear

Um grupo de genes utilizados como alvo de estudos filogenéticos sdo os que
transcrevem para RNAr, eles estdo presentes em multiplas copias em eucariotos,
nao codificam proteinas e séo repetidos em tandem. Possuem partes altamente
conservadas, alternadas com regifes variaveis, o que possibilita tanto estudos de
divergéncia evolucionaria como de diferenciagdo de espécies (HIBBETT, 1992).

O DNAr tem sido usado para investigar as relag@es filogenéticas das espécies
de nematoides (BLOUIN, 2002). A organizacao dos genes do DNAr os tornam alvos
adequados para a amplificacdo do DNA por PCR de modo a permitir os estudos
genéticos que visam a identificacdo desses helmintos (POWERS et al., 1997; 2004)

Entre os genes que codificam para o RNAr, a regido 18S tem sido muito
empregada em estudos taxondmicos, por ser a mais conservada, é frequentemente
utilizada para comparacdo de organismos distantemente relacionados (LI; GRAUR,
1991; HIBBETT, 1992).

O uso apenas da regidao 18S do DNAr ou este em conjunto com outras
regibes possibilitou o estudo de nematoides com diversos propdésitos, por exemplo,
identificacdo de formas jovens ou distincdo de espécies, caracterizacdo molecular
associada a taxonomia morfologica e analises filogenéticas e evolutivas.

Abe et al. (2015) identificaram morfologicamente e caracterizaram
molecularmente Ascaridia nymphii Abe, Matsuo & Makino, 2015 (Nematoda:
Ascaridae) encontrados em Nymphicus hollandicus (Kerr, 1792) (Psittaciforme:
Cacatuidae), e com base na regido 18S realizaram analises filogenéticas. A

identificacdo morfoldgica detalhada juntamente com a caracterizacdo molecular de
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quatro espécies de parasitos de aves da subfamilia Capillariinae foi realizada por
Tamaru et al. (2015) onde novamente foi possivel estabelecer a posicéo filogenética
do grupo com o uso da regido 18S DNAr.

A relacdo filogenética de nematoides Spiruromorpha provenientes de aves de
rapina da Alemanha, baseada na regido 18S para rever sua posicao sistematica foi
estudada por Honisch e Krone (2008), assim como analises filogenéticas de
Oxyspirura petrowi Skrjabin, 1929 (Nematoda: Thelaziidae) parasito de Colinus
virnigianus (Linnaeus, 1758) (Galliforme: Odontophoridae) foram realizadas
utilizando a mesma regiao do gene por Xiang et al. (2013).

Outros autores também realizaram estudos que preenchem lacunas do
conhecimento com base em analise filogenética multigene, tais como BLIZZARD et
al. (2010) que utilizaram a regido 18S em conjunto com outras do DNAr (5.8S, ITS1
e ITS2) para identificar formas larvais e diferenciar espécimes morfologicamente
semelhantes de Baylisascaris procyonis (Stefanski & Zarnowski, 1951) (Nematoda:
Ascaridae) coletados de guaxinins na Geodrgia, Texas e Kentucky, a fim de comparar
a variabilidade genética entre os parasitos.

Meekums et al. (2015) realizaram analise genética de Trichuris trichiura
(Owen, 1835) e Trichuris suis (Schrank 1788) (Nematoda: Trichuridae) do Equador,
com base nas regides 18S e TS2, possibilitaram a diferenciacdo de duas espécies
morfologicamente quase indistinguiveis.

Dados moleculares associados a morfoloégicos e epidemiolégicos sobre a
distribuicdo geografica de Crenosoma vulpis (Rudolphi, 1819) (Nematoda:
Crenosomatidae) de carnivoros silvestres e domésticos na Itélia, foram fornecidos
por Latrofa et al. (2015) e com base nas regides 18S DNAr e 12S DNAmt foi
possivel estudar as relagdes filogenéticas entre C. vulpis com outros membros da
superfamilia Metastrongyloidea.

Chilton et al. (2006), realizaram um estudo utilizando as regides 18S e 28S
DNAr, onde verificaram que a predilecdo do érgdo de elei¢éo e o tipo de hospedeiro
escolhido por nematoides Strongylida esta relacionado com a origem evolutiva dos
diferentes grupos taxondmicos pertencentes a esse grupo.

Ainda o uso combinado de 18S DNAr e COX1 DNAmt para analise da
validacéo e posicao filogenética de Aspiculuris tetraptera Schulz, 1924 (Nematoda:
Heteroxynematidae) de Mus musculus (Linnaeus, 1758) (Rodentia: Muridae) na

india (GOSWAMI et al., 2015), e caracterizagdo molecular e andlise filogenética de
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Lagochilascaris minor Leiper, 1909 (Nematoda: Ascaroidea) provenientes de gatos
domésticos Felis catus Linnaeus, 1758 (Carnivora: Felidae) (MACEDO, 2015), em
gque ambos sugerem que dados morfologicos associados aos moleculares geram
uma melhor resolucéo filogenética.

Dessa forma este estudo segue 0 mesmo viés dos anteriormente citados e foi
0 primeiro a gerar sequéncias parciais do gene 18S do DNAr nuclear de D.
bargusinica, a fim de contribuir para a elucidacdo taxonémica da espécie. Tais
sequéncias servirdo para estudos filogenéticos atuais e futuros, disponibilizando

dados moleculares de nematoides parasitos de aves da regiao neotropical do Brasil.



4. Material e Métodos

4.1. Obtencao dos parasitos

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 20 espécimes de Diplotriaena
bargusinica (14 fémeas e 6 machos) classificadas conforme o Apéndice A, coletados
dos sacos aéreos de 13 Chrysomus ruficapillus (Vieillot, 1819) (Passeriformes:
Icteridae) popularmente conhecido como Garibaldi (Figura 4), do municipio do Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil (32° 24.36” S - 52° 49.38” W) (ICMBio n°41095-3,;
CEEA/UFPel n°1477) (Anexos A e B). Os exemplares coletados foram armazenados
em etanol 70°GL a -20°C e identificados morfologicamente de acordo com Vicente
(1983). Os parasitos foram lavados em solucéo fisioldégica antes de cada extracao.
Suas porcdes anteriores e posteriores foram preparadas entre lamina e laminula,
clarificadas com lactofenol de Aman para registro fotografico e testemunho
morfolégico.

Figura 4 — Casal de Chrysomus ruficapillus, a esquerda a
fémea e a direita 0 macho.
Fonte: https://www.flickr.com/photos/flavioch/4429860355
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4.2. Extracao do DNA

Para a extracdo do DNA genbmico, as porcdes intermediarias dos parasitos
foram maceradas em tubos com uma solucdo de 70ul de SDS 10% e 6ul de
proteinase K 33%, e colocadas em banho-maria a 55°C por aproximadamente 48
horas. As etapas posteriores foram executadas de acordo com o protocolo do fenol-
cloroférmio estabelecido por Sambrook et al. (1989). O DNA extraido foi quantificado
e sua concentracdo e pureza foram observadas em espectrofotbmetro NanoVue
Plus (GE Healthcare), utilizando-se 2uL do DNA.

4.3 Reacbes de PCR

Os primers utilizados para a avaliacdo e amplificacdo por PCR do gene 18S
do DNAr foram Nem18SF, 5'-CGCGAATRGCTCATTACAACAGC-3' e Nem18SR, 5'-
GGGCGGTATCTGATCGCC-3' (FLOYD et al., 2005).

Para o preparo da reacéo foi utilizado uma aliquota de 1-5uL (50-100ng) do
DNA extraido, 0,5uM de cada primer, 12,5uL de mix de PCR 2X (GoTag® Green
Master Mix — Promega) e &gua ultrapura esterilizada para completar o volume final
de 25pL.

Para amplificacdo do material genético foi utilizado termociclador Amplitherm.
As condicdes de amplificacdo consistiram de: um ciclo inicial de desnaturacdo a
95°C por 5min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 1min, 50°C por 1min, 72°C por 1min,
e uma extensao final a 72°C por 8min, seguido por um resfriamento a 4°C. Controles
negativos (mix e agua) foram utilizados em cada PCR realizado.

Os amplicons foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
1,2% corado com Blue Green Loading Dye | (LGC) em solugcao de TBE 0,5X (Tris-
base 0,4M; &cido bérico 0,20M, solucdo de EDTA 0,5M, pH 8,0), onde o tamanho
esperado dos amplicons era de 900-1000pb. Os géis foram observados e
fotografados em um transiluminador (L-Pix EXSystem Loccus Biotecnologia). O

marcador padréo utilizado foi 100pb DNA Ladder (Promega).
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4.4. Purificag&o e sequenciamento

Os amplicons foram purificados utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare), quantificados e submetidos ao sequenciamento
automético, pela empresa Macrogen Advancing through Genomics (Coréia do Sul)
(http://www.macrogen.com/). Para garantir a maxima precisao, cada produto de PCR

foi sequenciado trés vezes separadamente.

4.5. Analise das sequéncias

A identificacdo preliminar das sequéncias obtidas foi feita por comparacéo
com as disponiveis na base de dados do GenBank através de pesquisa por BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool-BLAST) (ZANG et al., 2000).

As sequéncias de diferentes espécies e espécimes foram alinhadas e
comparadas usando o software Clustal W (THOMPSON et al., 1994) com os
parametros padrdoes e modificados visualmente. As sequéncias foram comparadas,
agrupadas e editadas no programa Bioedit 7.2.5 (HALL, 1999).

A composicdo de nucleotideos e as analises filogenéticas foram realizadas
utilizando o software Mega 6.0 (TAMURA et al., 2013). As divergéncias genéticas
intraespecificas entre as sequéncias foram calculadas por meio do modelo evolutivo
Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980) no mesmo programa.

Foram construidas arvores filogenéticas através dos meétodos de Neighbor-
Joining (SAITOU; NEI, 1987), Evolucdo Minima (CAVALLI-SFORZA; EDWARD,
1967) e Maxima Verossimilhanca (FELSENSTEIN, 1981).

Para o método de reconstrucdo filogenética Neigbor-Joining, foi utilizado o
modelo de substituicdo Jukes-Cantor (JUKES; CANTOR, 1969) com padrédo de
distribuicio Gamma. O modelo evolutivo Kimura 2-parametros foi utilizado para a
reconstrucao filogenética de Evolucdo Minima com padrdo de distribuicio Gamma, e
também para o método da Méxima Verossimilhanca com uso do padrdo de
distribuicdo Gamma e sitios invariaveis (G+I).

As arvores filogenéticas foram enraizadas utilizando sequéncias da regiao
gene 18S DNAr de Oxyuris equi (Schrank, 1788) (Nematoda: Oxyuridae) obtidas do

GenBank como grupo externo e representantes de Spirurida descritos na Tabela 1.
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Para estimar a confiabilidade das analises, as arvores de consenso foram
obtidas apds a andlise de testes de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985).

Tabela 1 — Parasitos e nimero de acesso no GenBank, das sequéncias utilizadas neste estudo.

Espécie Superfamilia N° de acesso GenBank
Stegophorus macronectes Acuaroidea HE793715
Synhimantus laticeps Acuaroidea EU004818
Synhimantus hamatus Acuaroidea EU004819
Echinuria borealis Acuaroidea EF180064
Serratospiculum tendo Diplotriaenoidea AY702704
Cyrnea seurati Habronematoidea EU004816
Cyrnea leptoptera Habronematoidea EU004815
Cyrnea mansioni Habronematoidea AY702701
Microtetrameres cloacitectus Habronematoidea EU004814
Hadjelia truncata Habronematoidea JX235976
Physaloptera alata Physalopteroidea AY702703
Physaloptera pivori Physalopteroidea EU004817

Oxyuris equi Oxyuroidea EF180062




5. Resultados

Vinte sequéncias parciais do gene 18S do DNAr foram geradas a partir de
fragmentos obtidos por amplificacdo com comprimento entre 900 e 1000pb (Figura
5). Porém, para otimizar as analises moleculares a matriz de dados foi editada em

tamanho padréo com 501pb.

Figura 5 - Visualizacdo em gel de agarose de
fragmentos amplificados por PCR da regido 18S
DNAr de quatro espécimes. 100pb: marcador de
peso molecular; 1-4: diferentes amostras de DNA
de Diplotriaena bargusinica; (-): controle negativo.

Das vinte sequéncias analisadas apenas trés apresentaram sitios variaveis
(DTO6, DT08, DT17), num total de seis sitios, como pode ser observado na Figura 6.
Essas sequéncias sao oriundas de trés hospedeiros diferentes. As outras dezessete
ndo apresentaram variagcbes. Todas elas estdo em processo de submissdo ao

GenBank. No total quatro haplotipos foram obtidos.
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GTGTCTGCCTTATCAACTTTCGATGGTAGTTTATGTGCCTACCATGGTTGTAACGGGTAA [60]

CGGAGAATAAGGGTTCGACTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGA [120]

AGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCTCGGAATGAGGAGGTAGTGACGAAAAATAACG [180]

AGACCGTTCTCTTTGAGGCCGGTTATCGGAATGGGTACAATTTAAACCCGTTAACGAGAA [240]
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DTl T CTATGAGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCTCAAAGTGTAT A [300]

DTl TCGTTATTGCTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATCTGCGTCTTAGGGCCTGGTCCGT C [360]

DTOl CTGTGGACGAGAACTGGGAACCCCTAGACTTCAAAAAGGCCAGTTTTCCCTATGTTACCT [420]

TAATTGGTTGCATAGGGTGACGGG- CAAGTTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGCTCAAT GC [480]




DTO1
DTO02
DTO3
DT04
DTO05
DTO06
DTO7
DTO08
DTO09
DT10
DT11
DT12
DT13
DT14
DT15
DT16
DT17
DT18
DT19
DT20

GGGCTAATGCCTGAATAAT GG [501]
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Figura 6 — Alinhamento das vinte sequéncias da regido 18S DNAr (501pb) de Diplotriaena
bargusinica obtidas neste estudo destacando-se os sitios variaveis apresentados em DT06, DT08 e
DT17.

A composicdo nucleotidica das sequéncias revelou valores bem similares

entre elas, e A+T apresentaram valores maiores (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo nucleotidica do gene 18S DNAr da sequéncia consenso dos espécimes de
Diplotriaena bargusinica.

Gene Comprimento A T C G CG AT Sitios Sitios
(pb) % % % % % % variaveis conservados
18SDNAr 501 26,8 24,8 20,6 27,8 48.4 51,6 6 495

A — Adenina, T — Timina, C — Citosina, e G — Guanina

Foi construida uma matriz de distancia genética das sequéncias obtidas

(Figura 7), onde pode-se observar pouca diferenciacdo genética entre elas.

DTO01
DT02
DTO03
DTO4
DT05
DT06
DTO07
DTO08
DT09
DT10
DT11
DT12
DT13
DT14
DT15
DT16
DT17
DT18
DT19
DT20

DTO1

0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,006
0,000
0,000
0,000

DTO02
0,000

0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,006
0,000
0,000
0,000

DTO3
0,000
0,000

0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,006
0,000
0,000
0,000

DT04 DTO5 DT06
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,002
0,000 0,002
0,002 0,002
0,000 0,000 0,002
0,002 0,002 0,004
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002

0,006 0,006 0,008 0,006 0,008 0,006 0,006

0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002
0,000 0,000 0,002

DTO7 DT08 DT09
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,002 0,003 0,002
0,002 0,000
0,002 0,002
0,000 0,002
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000

0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000
0,000 0,002 0,000

DT10 DT11 DT12
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,002 0,002 0,002
0,000 0,000 0,000
0,002 0,002 0,002
0,000 0,000 0,000

0,000 0,000
0,000 0,000
0,000 0,000
0,000 0,000
0,000 0,000
0,000 0,000
0,000 0,000
0,006
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000
0,000
0,006
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

DT13 DT14 DT15 DT16 DT17 DT18 DT19 DT20
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,002 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002 0,002 0,002
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,002 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002 0,002 0,002
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000

0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,003 0,000 0,000 0,000

0,003 0,003 0,003
0,000 0,000

0,000

0,000
0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,006 0,006 0,006 0,006
0,000 0,000 0,000 0,000 0,006
0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,000 0,000

Figura 7 — Matriz de distancia genética (regido 18S) das vinte sequéncias obtidas de Diplotriaena
bargusinica, gerada a partir do modelo de Kimura 2-parametros.
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Quanto as andlises filogenéticas, trés arvores foram geradas com base em
dois métodos de distancia Neighbor-Joining e Evolugdo Minima e uma pelo método
da Maxima Verossimilhanca baseado em carater (Figuras 8, 9 e 10), utilizando-se a

sequéncia consenso de D. bargusinica.

{ Stegophorus macronectes
4 Synhimantus laticeps

Synhimantus hamatus

g4

Echinuria borealis

M

| Diplotriaena bargusinica
L Semratospiculum tendo

o Cymea seurati
97 Cymea leptoptera
Cymea mansioni

57

BE

Microtetrameres cloacifectus

Hadjelia truncata

— Physaloptera alata
] E— Physaloptera apivor

Oxyuris equi

Figura 8 - Relacdo filogenética entre Diplotriaena bargusinica e outras espécies de
Spirurida. Arvore inferida com base na regido 18S DNAr a partir do método da Evolugdo
Minima, e utilizando Oxyuris equi como grupo externo. 1000 réplicas de Bootstrap.

{ Stegophorus macronecfes
7 Synhimantus laticeps

Synhimantus hamatus

=i

Echinuna borealis

a0

] — Diplotrigena bargusinica
I Serratospiculum tendo

= Cymea seurali
97 Cymea leptoptera
Cymea mansioni

57

EE

L Microteframeres cloacifectus

Hadjelia truncata

E— Physaloptera alata
] — Physaloptera apivor

Oxyuris equi

Figura 9 - Relacdo filogenética entre Diplotriaena bargusinica e outras espécies de
Spirurida. Arvore inferida com base na regido 18S DNAr a partir do método de Neighbor-
Joining e utilizando Oxyuris equi como grupo externo. 1000 réplicas de Bootstrap.
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g4

B3

{ Stegophorus macronectes
Synhimantus hamatus

58

Synhimantus laticeps

Echinura borealis

] — Diplotriaena bargusinica

a7

[ Serratospiculum tendo

72

Cymea seurafi

459: Cymea leptoptera
Cymea mansioni

a3

Microtetrameres cloacitectus

Hadjelia fruncata

— Physaloptera alata

] — Physalopfera apivon

Oxyunis equi

Figura 10 - Relacao filogenética entre Diplotriaena bargusinica e outras espécies de
Spirurida. Arvore inferida com base na regido 18S DNAr a partir da Méxima
Verossimilhanca, e utilizando Oxyuris equi como grupo externo. 1000 réplicas de

Bootstrap.
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As trés arvores apresentaram topologia muito similar, mostrando que o clado

constituido por D. bargusinica e S. tendo apresenta origem monofilética assim como

todos os outros grupos.

Uma quarta arvore filogenética foi

construida utilizando-se todas as

sequéncias de D. bargusinica obtidas neste estudo, com finalidade de analisar as

diferencas geradas entre os agrupamentos (Figura 11). Neste caso todas as

sequéncias de D. bargusinica agruparam-se filogeneticamente, se distanciando de

S. tendo com um valor de Bootstrap de 96%.
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Figura 11 - Relacao filogenética das vinte sequéncias de Diplotriaena bargusinica e outras
espécies de Spirurida. Arvore inferida com base na regi&io 18S DNAr a partir do método da
Neighbor-Joining, utilizando o modelo evolutivo Kimura 2-pardmetros com distribuicdo
Gamma utilizando sequéncia de Oxyuris equi como grupo externo.
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Os espécimes utilizados neste estudo foram identificados através da chave
elaborada por Vicente et al. (1983) levando em consideracdo as particularidades de
fémeas e machos (Figura 12). Porém devido as variacbes morfologicas dos
espiculos apresentadas entre os machos (Figura 13), e a possibilidade de os
hospedeiros estarem infectados por mais de uma espécie, a taxonomia baseada

somente na morfologia néo foi suficiente para uma identificagao especifica confiavel.

Figura 12 - Diplotriaena bargusinica. A - Regido anterior com detalhe
no tridente liso com é&pice afilado (200x). B — Regido anterior da
fémea apontando a abertura vulvar (100x). C - Regido mediana da
fémea apontando os ovos (100x). D - Regido posterior da fémea
(100x). E — Regido posterior do macho apontando espiculo maior,
espiculo menor e papilas caudais (200x).
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Figura 13 - Diplotriaena bargusinica. Por¢éo posterior dos seis espécimes machos
utilizados neste estudo mostrando as variagcdes morfoldgicas dos espiculos (100x).

Na Figura 14 visualiza-se diferentes espécies de Diplotriaena com base nas
variacdes morfolégicas dos espiculos segundo Vicente et al. (1983). Dessa forma
observa-se o0 quanto a similaridade entre elas ocorre, fato que dificulta a
identificacdo intra e interespecifica do grupo.



Diplofriaena bargusinica D. henryi D. zedery D. americana

Figura 14 - Desenhos realizados em cémera clara por Vicente et al. (1983). Por¢éo posterior
dos machos detalhando as variacées morfolégicas dos espiculos entre as quatro espécies de
Diplotriaena.
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6. Discussao

Com base na composi¢do nucleotidica das sequéncias observou-se valor
pouco maior de A+T (51,6%) em relacdo a C+G (48,4%) (Tabela 2), semelhante as
composicdes relatadas por Pereira (2006) para a regido 18S.

As analises da matriz de distancia genética das sequéncias confirmaram a
identidade dos espécimes. Visto que os indices apresentados variaram de 0 a 0,008
0 que indica pouca diferenciagéo segundo Yeh (2000) (Figura 7).

Essas variacbes podem ser notadas ao observar as trés sequéncias que
apresentam sitios variaveis. As demais sequéncias nao apresentaram variabilidade
genética. Os valores encontrados retratam um alto grau de proximidade entre as
amostras, sugerindo que todas sdo pertencentes a mesma espécie, tomando como
parametro a regido 18S, e neste caso os dados moleculares comprovaram oS
morfologicos.

A identificacdo precisa deste grupo, apenas com base nas abordagens
tradicionais é laboriosa, pois as espécies de Diplotriaena exibem uma grande
semelhanca e algumas delas foram pobremente descritas ou ilustradas na literatura.
Essas diferencas morfologicas podem ser sutis e de dificil visualizacdo, e ainda
algumas delas podem aparecer entre individuos da mesma espécie.

Frequentemente estudos baseados apenas em caracteres morfolégicos para
a identificacdo de nematoides apresentam sua taxonomia inconclusiva, tanto pela
inconsisténcia dos caracteres, como pela auséncia dos mesmos em determinados
estagios do ciclo biologico (OLIVEIRA, et al., 2011). No caso dos espécimes de D.
bargusinica utilizados neste estudo € importante ressaltar que através da
identificacdo especifica das fémeas, com base no diagnostico morfolégico, a
posterior analise molecular foi conclusiva. Pois, uma vez que os machos geraram
davida quanto a identificacdo morfolégica, devido a variacdo encontrada em seus
espiculos, a utilizacdo de amostras de DNA de ambos, comprovou que todos

pertencem geneticamente a mesma especie.
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Logo, conclui-se que as descricdes de taxons baseadas exclusivamente em
dados morfoldégicos podem gerar incertezas na delimitagdo das espécies, e a
caracterizacdo molecular torna-se uma ferramenta importante para auxiliar nestes
estudos, possibilitando também, ampliar o conhecimento da diversidade genética
desses parasitos.

Quanto as analises filogenéticas, as trés arvores geradas (Figuras 8, 9 e 10)
apresentaram topologia muito similar, porém os ramos gerados nem sempre Sao
bem suportados, isto devido a escassez de dados da regido 18S de representantes
do grupo Spirurida disponiveis nos bancos genéticos.

O clado constituido por D. bargusinica e S. tendo apresenta origem
monofilética assim como todos 0s outros grupos.

A conformacdo dos ramos mostrados nas arvores obtidas concorda com a
filogenia realizada por Chabaud e Bain (1994), em que os autores inferem relacdes
filogenéticas hipotéticas das superfamilias de Spirurida com base em caracteres
morfologicos e distribuicdo geografica. Segundo esse estudo, os grupos Acuaroidea,
Diplotriaenoidea e Habronematoidea sdo mais proximos entre si, e mais distantes

Y

em relagdo a Physalopteroidea, corroborando os resultados encontrados no

Stegophorus macronectes
4|£ Synhimantus laticeps .
Synhimantus hamatus Acuarmdea
Echinuria borealis
iple

presente estudo (Figura 15).

 E— Diplotriaena bargusinica
I Serratospiculum tendo

Cyrnea seurati

_: Cymea leptoptera
Cymea mansioni abronematoides

Microtetrameres cloacitectus

Hadjelia truncata

—
| — Physaloptera apivori Physalopter0|dea

Oxyuris equi

Figura 15 — Relacéo filogenética de espécies de Spirurida inferida com base na regiao
18S DNAr, indicando suas respectivas superfamilias.

A comparacdo molecular entre diferentes grupos de Spirurida é dificultada
pela caréncia de dados da regidao 18S disponiveis. Devido a esta razdo, as analises
das sequéncias de D. bargusinica apresentaram maior semelhanca genética com

espécies de outros géneros, como por exemplo, sua proximidade com S. tendo.
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Diplotriaena bargusinica e S. tendo pertencem a mesma familia
Diplotriaenidae, mesmo sendo de géneros diferentes os dois agruparam-se com um
valor de Bootstrap de 98%. Ja em uma arvore onde todas as sequéncias geradas
neste estudo sao utilizadas para filogenia (Figura 11), percebe-se que elas
constituiram um clado altamente suportado, em que todos da mesma espécie
agruparam-se filogeneticamente, se distanciando de S. tendo com um valor de
Bootstrap de 96%.

Na mesma arvore também € possivel observar as trés sequéncias que
apresentaram os sitios varidveis (DT06, DT08 e DT17), com distancias diferentes
das demais, refletindo os valores mostrados anteriormente na matriz de distancia
(Figura 7). Portanto a analise molecular baseada na regido 18S permitiu diferenciar
grupos taxondémicos entre si, com valores de Bootstrap bem suportados entre as
espécies bem como entre os espécimes de D. bargusinica (Figura 11).

Apenas espécies de Spirurida parasitos de aves foram selecionadas para as
analises filogenéticas, e com relevante homologia entre si, considerando 0s poucos
dados disponiveis para o grupo. No entanto em estudos futuros, onde estejam
disponiveis sequéncias de parasitos de outros grupos de vertebrados, espera-se
obter valores de homologia acima de 95%, e consequentemente gerar melhores

valores de suporte, tanto em nivel de espécie como de familias.



7. Conclusdes

Este € o primeiro estudo a gerar sequéncias parciais do gene 18S da regido
ribossdmica do DNA nuclear de D. bargusinica contribuindo para a elucidacdo da
sua taxonomia.

As sequéncias obtidas e analisadas confirmam a identificacdo morfologica
dos espécimes, indicando que todos pertencem a Diplotriaena bargusinica.

Com relacéo a filogenia, estudos adicionais utilizando um namero maior de
dados genéticos sdo necessarios para analise e comparacdo congruente e

elucidacao da posicao filogenética destes nematoides parasitos.
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Apéndice A: Identificacdo dos vinte espécimes utilizados.

DTO1
DTO02
DTO3
DTO4
DTO5
DTO6
DTO7
DTO8
DTO9
DT10
DT11
DT12
DT13
DT14
DT15
DT16
DT17
DT18
DT19
DT20

Diplotriaena bargusinica 01
Diplotriaena bargusinica 02
Diplotriaena bargusinica 03
Diplotriaena bargusinica 04
Diplotriaena bargusinica 05
Diplotriaena bargusinica 06
Diplotriaena bargusinica 07
Diplotriaena bargusinica 08
Diplotriaena bargusinica 09
Diplotriaena bargusinica 10
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Anexo A: Licenga ICMBIo para atividades com finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgde da Bicdiversidade - ICMBio
Sisterna de Autorizac3o e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 41095-3 Data da Emissao: 26/02/2014 17:56 | Data para Revalidagao*: 28/03/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projefo,
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 emissdo.

Dados do titular

MNome: Fabiana Fedatto Bemardon CPF: 007 .999.960-33

Titulo do Projeto: Assembléia de helmintos de Chrysomus ruficapillus (Passeriformes: Icteridag) do sul do Brasil

Nome da Instituigdo : UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS CNP.J: 92.242.080/D001-00

Cronograma de atividades

#

Descricao da atividade [ Inicio (m&s/ano) | Fim (m&s/ano)

[Z]
[1 [ Coleta de C. ruficapillus (total 240 aves; 2013 (20), 2014 [120), 2015 (100) de Rio Grande, RS [ 102013 [ 1072015

Observacdes e ressalvas

1

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

Esta autorizagao NAO exime o pesguisador fitular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, plblica ou privada, onde seré realizada a atividade, inclusive do ongéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagfo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, amendatario, posseiro ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservagdo
federal cujo processo de regularizagdo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser uilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n® 154/2007 ou na Instrucao Mormativa ICMBio n® 10/2010, no que
especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www _ibama.gov._br (Servigos on-line -
Licenga para importacéo ou exportagdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

(O fitular de licenca ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por metodos de coleta e instrumentos de caplura direcionados, sempre que possivel,
a0 grupe taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupes; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesse em condigéo in situ.

(O fitular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, guando da violacao da legislacao vigente, ou quando da inadequacao,
omisséo ou falsa descrigdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizaco ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material bicldgico coletado apreendido nos termos da legislagio brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumpnmento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patimaonio genético existente no temitorio nacional, na
plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patimdnic genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgio e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagdes em www.mma_gov.bricgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigdes, as condigdes para realizagfio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas

[1_] Esta autorizada a coleta de apenas 20 individuos em 2013, 120 em 2014 e 100 em 2015, conforme descrig3o nos dados basicos do projeto.

Equipe

= HNome Fungzo CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Gerirud Maller Orientadora 215.928.730-87 1030796914 SSP-RS Brasileira

2 | Romulo Silveira Vitoria Coleta das aves 835.476.800-63 9062215927 SJ5-RS Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#]

Municipio [ UF [Descricao do local [Tipo

[1 [ RIO GRANDE [R5 |Fazendas em Rio Grande | Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

Este documento {Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo

de autenticacdo abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov br/sisbia).

Codigo de autenticacdo: 39525881 HIH"‘I“"‘ ‘l“ll‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Bicdiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizago e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 41095-3 | Data da Emissdo: 26/02/2014 17:56 | Data para Revalidagdo*: 28/03/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no crenocgrama 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 emisso.

Dados do titular

Nome: Fabiana Fedatto Bemardon CPF: 007.999.960-33

Titulo do Projeto: Assembléia de helmintos de Chrysomus ruficapillus (Passeriformes: |cteridaz) do sul do Brasil

Nome da Instituicdo : UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS CNPJ: 92.242.080/0001-00
# Afividade Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ Chrysomus ruficapillus

2 | Coletaftransporte de especimes da fauna silvestre in situ Chrysomus ruficapillus (*Qtde: 120)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservacdo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos
[1 ] Métode de capturalcoleta (Aves) | Rede de neblina, Outros métedos de captura/coleta(amadilha alcapaon)

Destino do material biologico coletado

[#F] Home local desting | Tipo Destino
[1_[UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS |

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Mormativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticac3o abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.bri/sisbio).

Coédigo de autenticacao: 39525881 “I‘Hl‘lml‘ ‘l”“‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizaco e Informaco em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 41095-3 Data da Emissdo: 26/02/2014 17:56 Data para Revalidagao*: 28/03/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizag3o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projefo,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacio do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Fabiana Fedatto Bemardon CPF: 007.999.960-33

Titulo do Projeto: Assembléia de helmintos de Chrysomus ruficapillus (Passeriformes: Icteridae) do sul do Brasil

Nome da Instituicio : UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS | CNPJ: 92.242 080/0001-00

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n®154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato néo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatdrio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O materal bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecgéo biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢&es Biolagicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagio abaixo, gualguer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na
Intermet (www.icmbio.gov brisisbio).

contgodeawentcagao:oszsat |||
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Anexo B: Projeto de pesquisa com numero do CEEA.

&"?EDE”"‘O‘, Universidade Federal de Pelotas
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacéo

MVERS,
4
=_ [}
rigrae

s pg,.sw'. Departamento de Pesquisa

Assembleia de helmintos de Chrysomus ruficapillus (Passeriformes: Icteridae) do sul do Brasil

1. Identificagdo

Titulo do Projeto Assembléia de helmintos de Chrysomus ruficapillus (Passeriformes: Icteridae) do sul do Brasil

Data Cadastro 03/12/2013

Unidade: IB - INSTITUTO DE BIOLOGIA

Grupo de Pesquisa: Parasitos de Animais Silvestres

Periodo de Realizac&o: 03/12/2013  até  20/12/2016

Carga Horaria Semanal: 1 Cédigo COCEPE: 4245

2. Dados Gerais
Grande Area CNPQ 2.00.00.00-6 - Ciéncias Biologicas

Area CNPQ: 2.13.00.00-3 - Parasitologia

Resumo: O Brasil esta entre as nagées com o maior indice de biodiversidade do mundo, estima-se que essa
biodiversidade represente cerca de 20% do que ha de vida no planeta.Os parasitos representam uma
grande proporgdo da diversidade de vida no mundo, sendo o parasitismo um dos modos de vida mais
bem sucedidos exibidos pelos organismos vivos. Nesse contexto, os vertebrados sdo conhecidos por
abrigar uma grande quantidade desses parasitos, em sua maioria, ainda desconhecidos. O projeto visa
gerar conhecimento sobre a diversidade de helmintos de Chrysomus ruficapillus (Vieillot, 1819)
(Passeriformes: Icteridae), popularmente conhecido como garibaldi. Serao coletados 240 espécimes
provenientes do municipio de Rio Grande, RS.

Envolve experimentagdo com modelos de animais sob registro CEEA: Sim Registro CEEA. 1477
Objetivos Objetivo geral Identificar as espécies de helmintos que compéem a diversidade parasitaria de Chrysomus
ruficapillus do Rio Grande do Sul. Objetivos especificos - Conhecer a diversidade de helmintos que a
espécie abriga. - Quantificar as infeccoes através dos parametros de prevaléncia, abundancia e
intensidade médias. - Verificar a possivel existéncia de diferencgas quantitativas e qualitativas na carga de
helmintos de C. ruficapillus em relagao aos periodos de coleta das aves e estagio das lavouras de arroz,
levando em consideragéo a disponibilidade de recursos alimentares (presenga ou auséncia das
planta¢gdes de arroz) e consequentemente acesso a hospedeiros intermediarios. - Comparar os parasitos
dos espécimes em diferentes estagios de desenvolvimento e sexo (machos, fémeas, juvenis).
3. Equipe
Coordenador
SIAPE Nome Email
6420568 GERTRUD MULLER ANTUNES gertruda@ufpel.edu.br

4. Fonte financiadora

Fonte Financeira Valor
-CAPES RS 2000.00

O Coordenador deste projeto declara, formalmente, que:

I. Tem pleno conhecimento dos tramites a serem seguidos para cadastro junto ao Departamento de Pesquisa da Pro-reitoria de
Pesquisa e Pés-graduacéo (PRPPG) e o registro no COCEPE;

Il. Se responsabiliza pelo encaminhamento do projeto em seu Departamento e no Conselho Superior da unidade para sua aprovacao;

I1l. Assume inteira responsabilidade pela veracidade das informagdes contidas na presente solicitagéo e pelos danos pessoais,
materiais e ambientais, decorrentes da execugdo do projeto e aplicagéo de seus resultados.

Para validar este documento acesse o site da UFPEL item Validador de documentos e informe o codigo PIM1714CNE
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