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A vida é uma danga...

Quando uma porta se fecha, outra se abre; quando um caminho termina, outro
comeca... hada é estatico no Universo, tudo se move sem parar e tudo se transforma
sempre para melhor.

Habitue-se a pensar desta forma: tudo que chega € bom, tudo que parte
também. E a danga da vida... dance-a da forma como ela se apresentar, sem apego
ou resisténcia.

Nao se apavore com as doengas... elas sdo despertadores, tém a missao de
nos acordar. De outra forma permaneceriamos distraidos com as sedu¢des do mundo
material, esquecidos do que viemos fazer neste planeta. O universo nos mandou aqui
para coisas mais importantes do que comer, dormir, pagar contas...

Viemos para realizar o Divino em nés. Toda inércia € um desservico a obra
divina. H& um mundo a ser transformado, seu papel é contribuir para deixa-lo melhor
do que vocé o encontrou. Recursos para isso vocé tem, so¢ falta a vontade de servir a
Deus servindo aos homens.

Nao diga que as pessoas sao dificeis e que convivéncia entre seres humanos é
impossivel. Todos estdo se esforcando para cumprir bem a missdo que lhes foi
confiada. Se vocé ja anda mais firme, tenha paciéncia com os seus companheiros de
jornada. Embora os caminhos sejam diferentes, estamos todos seguindo na mesma
direcdo, em busca da mesma luz.

E sempre que a impaciéncia ameagar a sua boa vontade com o caminhar de
um semelhante, faca o exercicio da compaixao. Ele vai ajuda-lo a perceber que na
verdade ninguém esta atrapalhando o seu caminho nem querendo lhe fazer nenhum
mal, esta apenas tentando ser feliz, assim como voceé.

Quando nos colocamos no lugar do outro, algo muito magico acontece dentro
de nds: o coracdo se abre, a generosidade se instala dentro dele e nasce a partir dai
uma enorme compreensao acerca do propdsito maior da existéncia, que é a pratica
do AMOR. Quando olhamos uma pessoa com os olhos do coracdo, percebemos o
parentesco de nossas almas.

Somos uma sO energia, juntos formamos um imenso tecido de luz... N&o
existem as distancias fisicas. A Fisica Quantica ja provou que € tudo uma iluséao.
Estamos interligados por fios invisiveis que nos conectam ao Criador da vida. A minha
tristeza contamina o bem-estar do meu vizinho, assim como a minha alegria
entusiasma alguém do outro lado do mundo. E impossivel ferir alguém sem ser ferido
também, lembre-se disso.

O exercicio diario da compaixao faz de nos seres humanos de primeira classe.

André Luiz (psicografada por de Chico Xavier)
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Qutras ressalvas
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1 a manutenc3o temporaria, por trés dias, nas dependéncia da UNESP-Jaboticabal. Portanto, na pratica, o presente estudo n3o
oomemplaaCOLETAdosmmas tendo em vista que para os efeitos do SISBIO, a coleta implica na retrada definitiva de animais da natureza.

Essaressalvaemrespidxapesgnsadora quando da entrega de relatorio.

Equipe

[ 3 Nome Fungao CTPF Doc. ldentidade | Naclonalldade |
Desenvoimento o8 tecnica B

1 | Felipe Jorge da Siva laboratonal 312.036.108-90 335232924 SSP-SP Braslieira
Paricpagao Na capiura,

2 | Kalne Barros Barboza ranspone e coleta oe 228.226.788-55 27630633-8 SSP-SP Braslieira
matenal
Paricipagao na captura,

3 | JOSE ROBERTO FERREIRA ALVES JUNIOR ranspone e coleta oe £92.530.781-20 40547158 DGPC-GO Braslieira
matenal
Paricipagao na captura,

4 | Aine Kawanami ranspone e coleta oe 326.770.618-13 284515985 SSP-SP Braslieira
materal

Este documento (Autorizagdo para atividades com finaldade cientifica) foi expedido com base na Instruc3o Normativa n®154/2007. Através do cddigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidad3o poderd verificar a autentcidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov.brisisbio).
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Ministénio do Meio Ambiente - MMA

Xi

Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizac3o e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 28440-1

| Data da Emissio: 30/05/2011 09:20

Dados do titular

Nome: Juliana Paula de Oliveira

EPF; 047.224.070-08

Titulo do Projeto: PESQUISA DE Saimonelia spp. E ANTICORPOS ANTI-Leptospira spp. EM CAGADOS DE VIDA LIVRE EM JABOTICABAL/SP

Nome da Instituicdo : UNESP JABOTICABAL

ICNPJ: 48.031.018/0012-87

Paricipagao Na capiura,
karn werther ranspone e coleta ge §32.920.30%-00 7647442 SSP-SP Braslieira
matenal

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

= MuniCipio UF o local 1po
T | JAEOTICAEAL SF_ [Aven - Fora de UC
2 | JABOTICABAL SP Vi3 d& ACess0 Prof. Pauio DoNaw Castellane Fora de UC
Atividades X Taxons
E Atividade Taxons

1

Captura de animais slivestres In stu

Trachemys 3K ASarFoches 133Gan Trachemys 5ol Phnynops vandemaegel
Phnynops geofroanus, Trachamys COMIgN!, Hyaromedusa tectifera, Hyoromedusa maximiiani,
Phnnops hogel, Acammgm .

Coletatransporte de amostras dioiogicas In situ

AZanm S0, 173 AU, Hyoromedusa maximilani, HyGromeousa 12carera,
Prrynopsgemu mqn:gr:aanTmmmqi Trachemys scripta,

Colktatransporte de espécimes 0a fauna siveste In sty

Phrynops
menemysmml(ou 10), Phrynope vanderaege! [ Gide: &), Acanthochelys spadl (- Qioe:
8), Hydromedusa tectitera (*Qtde: 8). Trachemys adutrix ("Qtde: 10). Acanthochelys radiolata

gecinanus (Qhis: 20), Trachenns “Qtde: 10

Hyaromedusa ; VanerMaegel, ACanthochelys Spixil, Trachemys Gorigni,
< :nawmﬁowwm(uunm)anmummu Adanmochelys radioiata, Trachemys scrpta,

Phnnops hogel, Phrynops

s

Marcacdo 02 animals sivestres In situ

ACanTIOShEys spixd. Trachemys dorigni

* Qtoe. de Indlviduos por espéciefocalidace/unidade 08 CoNservagdo, 3 serem coietados durante um ano.

Material e métodos

1 | Amosiras DIciOgicas (Repteis)

2 | metodo de capturaicoleta (Reptels) W cm

3 | metoco ge marcagso (Repieis) PINWa 08 S6CaMas, OUITOS ME0006 08 MArcagao[DIaca Piastica NUMETada 30enaa 30 Casco),

Destino do material biologico coletado

L

Nome local deetino

| UNESP JABOTICASAL

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autentcidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intemet (www.icmbio.gov.brisisbio).

Codigo de autenticagao: 59788578
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 13447-6 | Data da Emisséo: 22/01/2015 16:31 | Data para Revalidagao*: 21/02/2016

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

Dados do titular

Nome: ANA PAULA GOMES LUSTOSA CPF:633.493.451-15

Titulo do Projeto: Estudo da ecologia reprodutiva e diversidade genética de Podocnemis expansa nas areas de protecdo de queldnios no Rio
Araguaia/GO.

Nome da Instituicdo : Centro de Conservagéo e Manejo de Répteis e Anfibi CNPJ: 08.829.974/0014-09

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Coleta de dados em campo 09/2014 12/2014
2 | Manejo Reprodutivo de Podocnemis expansa 0972014 122014
3 | Analise Laboratonal 0172015 0672015
4 | Relatono parcial 0472015 0572015
5 | Relatorio final 0672015 0772015

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | 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 que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizacéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autonzacao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacéao estadual, distntal ou municipal, ou do proprietano, arrendatano, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao
federal cujo processo de regularizacéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrucao Normativa ICMBIo n° 03/2014 ou na Instru¢ao Normativa ICMBio n° 1072010, no que
3 | especifica esta Autorizacéo, néo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

4 A autorizagao para envio ao exterior de matenal biologico nao consignado devera ser requenda por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenca para importacéo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autonzacéo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos, e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesse em condicéo in situ.

O titular de autonzacéo ou de licenca permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da violacéo da legislacéo vigente, ou quando da inadequacéo,
6 | omisséo ou falsa descricéo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacéo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Este documento nio dispensa o cumpnmento da legislacéo que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genetico existente no terntono nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econodmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,

bioprospeccéio e desenvolvimento t ico. Veja maiores informagdes em www.mma gov.br/cgen.

8 Em caso de pesquisa em U RVAGAO, o pesquisador titular desta autonizagao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacéio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

9 As atividades contempladas nesta autonzagcdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extingéio, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacéo.

Equipe

7 Nome Funcdo CPF Doc. Identidade Nacionalidade

1 | VERA LUCIA FERREIRA LUZ Analise de Dados 174674 895-87 1404787 SSP-GO Brasileira

2 | MARCOS EDUARDO COUTINHO Andlise de Dados Genéticos | 541.126.486-34 'M7559844 SSP-MG

3 | RAFAEL ANTONIO MACHADO BALESTRA Coeta o material e anallse | 712 189.561.04 | 4034430 DGPC-GO Brasileira

4 | PAULO ROBERT! JESUS FILHO Pesquisador 120.647.277-44 1876780 SSP-ES Brasileira

5 | LILIAN FREITAS BASTOS Pesquisadora 015.540.541-17 4894325 DGPC-GO Brasileira

6 | JOSE ROBERTO FERREIRA ALVES JUNIOR Pesquisador 892 530.781-20 4054719 DGPC-GO Brasileira

Este documento (Autorizagd@o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cddigo de autenticacado: 48816796 ||“II|I|I
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagédo e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 13447-6 | Data da Emissdo: 22/01/2015 16:31 | Data para Revalidagao*: 21/02/2016

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

Dados do titular
Nome: ANA PAULA GOMES LUSTOSA CPF: 633.493.451-15

Titulo do Projeto: Estudo da ecologia reprodutiva e diversidade genética de Podocnemis expansa nas areas de protecdo de queldnios no Rio
Araguaia/GO.

Nome da Instituigéo : Centro de Conservagdo e Manejo de Répteis e Anfibi CNPJ: 08.829.974/0014-09

|7 | RAFAEL MARTINS VALADAO | Pesquisador [ 050.946.066-62 | 338258280 SSP-MG | Brasileira ]

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF [ Descricdo do local Tipo

1 | SAO MIGUEL DO ARAGUAIA GO QSIE\QBEI o e AN MEA RS RORE UC Federal
2 | BRASILIA DF EMBRAPA RECURSOS GENETICOS - CENARGEN Fora de UC Federal
Atividades X Taxons

2 Atividade Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ Podocnemis expansa

2 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ i Podocnemis expansa
3 mnctgt?:e;?g temporana (até 24 meses) de vertebrados silvestres Podocnemis expansa
4 | Marcacéo de animais silvestres in situ Podocnemis expansa

Material e métodos

1 [ Amostras biologicas (Répteis) Ovos, Fragmento de tecido/orgéo
2 | Método de captura/coleta (Répteis) Captura manual
3 | Método de marcacéo (Répteis) Corte de escudos marginais, Radio transmissor externo

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1 | Centro de Conservacéo e Manejo de Répteis e Anfibi
2 | EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA Laboratorio de Genética Animal

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

cogodeauentcasaossostrss |
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INVESTIGACAO DE HEMOSPORIDEOS E HEMOGREGARINAS (APICOMPLEXA)

EM Podocnemis expansa E Phrynops geoffroanus

RESUMO - Testudines atuam como hospedeiros intermediarios para
hemogregarinas (Haemogregarina spp. e Hemolivia spp.) e hemosporideos
(Haemoproteus spp. e Haemocystidium spp.). Esses hemoprotozoéarios pertencentes
ao Filo Apicomplexa séo parasitas heteroxenos que afetam principalmente hemacias.
Sua presenca, intracitoplasmatica, em extensdes sanguineas de répteis, pode ser
eventualmente observada. A identificacdo morfolégica ndo é suficiente para a
classificacdo de espécie, sendo recomendada a utilizacdo de métodos moleculares.
Com o objetivo de pesquisar a presenca de hemogregarinas e hemosporideos em
Phrynops geoffroanus (cagados-de-barbicha) e Podocnemis expansa (tartarugas-da-
Amaz6nia) ambos de vida livre, foram utilizados métodos morfolégicos e moleculares.
Nas extensfes sanguineas coradas e em cortes histoldgicos (de figado, pulméo, baco
e coracao de P. geoffroanus) foi investigada a presenca de hemoparasitas. A partir de
amostras de sangue e de tecidos foi realizada a pesquisa de material genémico de
hemoparasitas por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (cPCR), com base nos
genes 18S rRNA (hemogregarinas) e Citocromo b (hemosporideos). Em extensdes
sanguineas de 100% (7/7) de P. expansa foram observadas estruturas sugestivas
para hemogregarinas. Observou-se amplificacdo de fragmentos baseados no gene
18S rRNA para 100% (7/7) de P. expansa. As analises filogenéticas de Maxima
Verossimilhanca (MV) e Bayesiana foram obtidas de sequéncias de amostras
sanguineas de P. expansa. Tais sequéncias agruparam-se em um clado monofilético
e posicionaram-se em um ramo préoximo as sequéncias do género Haemogregarina
obtidas de testudines aquaticos da América do Norte, Asia, Europa e Africa. Tal
situacao instiga a investigagdo molecular de mais sequéncias de hemogregarinas,
provenientes de testudines aquéticos de paises sul americanos geograficamente
préximos, a fim de colaborar na afirmagdo mais robusta do surgimento de um novo
clado do género Hemogregarina.

Palavras chave: cégado-de-barbicha; hemogregarinas; hemosporideos; Reptilia;
tartaruga-da-Amazonia
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INVESTIGATION OF HEMOSPORIDIA AND HEMOGREGARINES (APICOMPLEXA)

IN Podocnemis expansa AND Phrynops geoffroanus

ABSTRACT - Testudines act as intermediate hosts for hemogregarines
(Haemogregarina spp. and Hemolivia spp.) and hemosporidia (Haemoproteus spp.
and Haemocystidium spp.). These haemoprotozoans belongs to the phylum
Apicomplexa are heteroxenous parasites that affect erythrocytes. Their presence in
reptiles’ blood extensions can eventually be observed. Morphological identification is
not enough for the classification, so molecular methods are recommended. In order to
investigate the presence of hemogregarines and hemosporidia in free-living Phrynops
geoffroanus (geoffroy’s side-necked turtle) and Podocnemis expansa (giant Amazon
turtle), morphological and molecular methods were used. The presence of
hemoparasites was investigated at stained blood smears and histological slides (liver,
lung, spleen and heart from P. geoffroanus). Genomic material of hemoparasites was
detected by Polymerase Chain Reaction (cPCR), based on the 18S rRNA genes
(hemogregarines) and Cytochrome b genes (hemosporidia). Hemogregarines-like
structures were observed in stained blood smears from 100% (7/7) P. expansa.
Amplification of fragments based on 18S rRNA gene was observed at 100% (7/7) P.
expansa samples. Maximum Likelihood and Bayesian phylogenetic analyzes were
obtained from sequences from P. expansa blood samples. These sequences were
grouped into a monophyletic clade and clustered close Haemogregarina genus
sequences, obtained from fresh water turtles from North America, Asia, Europe and
Africa. This situation put forward molecular investigation of more sequences of
hemogregarines from freshwater turtles from geographically close South American
countries, with the view to collaborate in a robust affirmation of the emergence of a
new clade of the genus Hemogregarina.

Keywords: geoffroy’s side-necked turtle; hemogregarines; hemosporidia; Reptilia;
giant Amazon turtle
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LISTA DE ABREVIATURAS

°C - Celsius

CITES - Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and
Flora

cPCR - reacdo em cadeia da polimerase qualitativa ou reacdo em cadeia da
polimerase convencional DNA - acido desoxirribonucleico

g - gramas

IUCN - International Union for Conservation of Nature

Kg - quilogramas

pL - microlitro

min — minuto(s)

mL - mililitro

mm - milimetros

mM - milimolar

pb - pares de base

PM - peso molecular

g.s.p. - quantidade suficiente para

S - sul

seg - segundos

U/ L - Unidade por microlitro

v/v - volume por volume

W - oeste



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE TABELAS

Relacdo de oligonucleotideos iniciadores utilizados nas
reacoes de amplificacdo de fragmentos de DNA de
hemosporideos com base no gene mitocondrial Citocromo b,
referéncias e o tamanho de fragmentos que flanqueiam...........
Condicdes térmicas de ciclagem das reacfes de amplificacao
de fragmentos de DNA de hemosporideos com base no gene
mitocondrial CitoCroMO D.....cooovieiiiiiiii e
Relagédo de oligonucleotideos iniciadores dos protocolos de
reacbes de amplificacdo de fragmentos de DNA de
hemogregarinas baseadas no gene 18S rRNA............cccoeeeee.
Resultados dos procedimentos e dos exames das amostras
biolégicas de Phrynops geoffroanus (cagado-de-barbicha) e
Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazbnia) quanto a
investigacdo de hemogregarinas (HG) e hemosporideos (HP)..
Analise morfométrica (Médias, desvio padrdo e intervalo de
valores das dimensdes) das células parasitadas e néo
parasitadas por gametocitos de hemogregarinas, observados
nos sete individuos de Podocnemis expansa (tartaruga-da-
Amazonia) de vida livre naturalmente infectados.......................
Valores de concentracdo (ng/uL) e absorbéncia obtidos na
mensuragado por espectrofotometria de material gendmico
extraido de amostras de Phrynops geoffroanus (cagado-de-
barbicha) que mostraram-se positivas no controle endégeno
da cPCR (intron nuclear R35)..........viiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeii
Relagdo de material gen6mico extraido de amostras de
sangue e tecidos de Phrynops geoffroanus (cagado-de-
barbicha) que amplificaram fragmento de aproximadamente
581 pb, em protocolo baseado no gene 18S rRNA que utilizou
os oligonucleotideos iniciadores HepR300/HepR900................
Dados de material genémico extraido de amostras de sangue
de tartarugas-da-Amazénia (Podocnemis expansa) que
amplificaram fragmentos baseados no gene 18S rRNA,
amplimeros purificados correspondentes (% e n) e
mensuracdo em espectrofotbmetro [MédiatDesvio padrédo
(MEAIANA)]. ..o e e
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Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo geogréfica de Phrynops geoffroanus (cdgado-de-barbicha)
na América do Sul, ilustrada em cor vermelha (VAN DIJK et al., 2014)...
Distribuicdo geografica de Podocnemis expansa (tartaruga-da-
Amazoénia), na América do Sul foi ilustrada em cor vermelha (VAN DIJK
EL AL, 2004) .. i e
Representacdo das fases do ciclo biolégico de hemogregarinas. Onde
(a) ilustra esporocisto, (b) esporozoitos, (c) meronte ou esquizonte, (d)
merozoito pré-eritrocitico, (e) macromeronte, (f) merozoito e (Q)
gametdcito intra-eritrocitario (imagem adaptada de SIROKY et al.,

Regido da captura de Phrynops geoffroanus. Representacao
cartografica, no detalhe no topo a esquerda a localizagdo do estado de
Séao Paulo (verde) no Brasil e no topo a direita em laranja 0 municipio
de Jaboticabal e em azul o Coérrego Cerradinho. Imagem de satélite do
municipio de Jaboticabal-SP, com destaque em azul para o percurso
do Cérrego Cerradinho (A - C) e o trecho considerado para o estudo (B
- C), que representa 1,9 Km do cérrego [software ArcGIS versdo 10.4
(Esri, 2016). ESRI. 2016. ArcGIS for Desktop. Ver. 10.1. Redlands
(CA): Environmental System Research Institute, INC.]..........oovvvviiiiinnnnnn.
Representacdo cartografica do local de captura. Detalhe no topo a
esquerda a localizacdo do estado de Goids no Brasil e abaixo o
contorno do municipio de S&do Miguel do Araguaia e o Rio Araguaia.
Figura Principal: Imagem de satélite da area entre Mato Grosso (MT) e
Goias (GO). Em vermelho a extensdo do Rio Araguaia que foi
percorrida, a estrela branca corresponde a localizagdo da Base do
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIio) no
Distrito de Luiz Alves [software ArcGIS versdo 10.4 (Esri, 2016). ESRI.
2016. ArcGIS for Desktop. Ver. 10.1. Redlands (CA): Environmental
System Research Institute, INC.]........oooieiiiii e
Puncédo do seio venoso vertebral cervical de Phrynops geoffroanus
(cdgado-de-barbicha), com o uso de agulha 25 x 0,8 mm acoplada a
seringa de 3 mL, FCAV/Unesp, Jaboticabal-SP, 2012 (OLIVEIRA et al.,

Fotomicrografia de extensdo sanguinea de Podocnemis expansa
(tartaruga-da-Amazénia), corada pelo método de Rosenfeld, observada
em objetiva de imersdo. Presenca de gametocitos de hemogregarinas
intracelulares em hemacias (SEtas)..........ccccvurriiiiiiiiiiiiiie e
Estimativa das relacfes filogenéticas inferidas utilizando o método de
Méaxima Verossimilhanca (MV) e o modelo evolutivo TVM+GH+l,
baseada em fragmentos de 1.100 pb do gene 18S rRNA. Valores de
suporte de clado para MV (250%) acessados com 1.000 replicatas
estdo acima dos nodos relevantes. As sequéncias indicadas em negrito
representam aquelas amplificadas no presente estudo e as
identificagbes originais das amostras foram designadas (T1 a T5).
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Figura 9

Isospora suis, Sarcocystis sp., Eimeria sevilletensis e Theileria mutans
foram utilizados cOMO grupo eXterN0.........cccovviiivieeiiiieeee e e,
Estimativa das relagBes filogenéticas inferidas utilizando a analise
Bayesiana e o modelo evolutivo TVM+G+l, baseada em fragmentos de
1.100 pb do gene 18S rRNA. Valores de probabilidade posterior estédo
acima dos nodos relevantes acessados com 10° replicatas. As
sequéncias indicadas em negrito representam aquelas provenientes
deste estudo e as identificacbes originais das amostras foram
designadas (T1 a T5). Isospora suis, Sarcocystis sp., Eimeria
sevilletensis e Theileria mutans foram utilizados como grupo externo.....
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1. INTRODUCAO

Registros de hemoparasitas em répteis sdo frequentemente relacionados a
hemogregarinas e hemosporideos descritos em lacertideos, serpentes e testudines.
A classificacdo morfologica dos hemoparasitas, quando realizada isoladamente, ndo
€ suficiente para o diagnostico taxonémico. Para tanto, métodos moleculares se
fazem necessarios.

As pesquisas de deteccao de material gen6mico de hemogregarinas em
testudines sdo baseadas principalmente no gene 18S RNA ribossomal. Estudos
sobre inferéncias filogenéticas de hemogregarineos em testudines sul-americanos
ainda sao inexistentes, estdo disponiveis apenas deteccfes de material genémico
de hemogregarinas em testudines aquaticos sul-americanos cativos.

J4 as deteccdes moleculares de hemosporideos em testudines sao
predominantemente baseadas no gene mitocondrial Citocromo b. A caracterizacao
filogenética de hemosporideos em testudines sul-americanos foi realizada em
testudines de agua doce.

A caracterizacao filogenética mais robusta destes hemoparasitas em
testudines necessita de sequéncias provenientes de diferentes espécies de répteis,
oriundos de diversas localizacbes do globo. Tais informacdes possibilitariam
avaliacdes de diversidade e distribuicdo de gendtipos, associacfes de especificidade
de hospedeiros, relacdes evolutivas destes agentes em testudines e inferéncias
ecolégicas e ambientais. Tendo em vista este enfoque, o presente estudo visa
contribuir com novas sequéncias, para que tais relacbes sejam futuramente
caracterizadas.

As inferéncias filogenéticas de hemoparasitas do Filo Apicomplexa em
testudines, concentram-se em paises da Europa, Africa, Oriente Médio e Asia. As
caracterizacles realizadas em paises americanos (Canadéa, Nicaragua e Peru) sédo
escassas. A investigacdo morfoloégica e caracterizacdo filogenética de
hemogregarinas se justifica em espécies de testudines aquaticos que possuem
extensa distribuicdo geografica na América do Sul, como Phrynops geoffroanus

(cdgado-de-barbicha) e Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia).
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7. CONCLUSAO

Nas condicdes em que foram realizadas esta pesquisa, propde-se que:

e Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) de vida livre estavam
parasitadas por um novo genétipo do género Hemogregarina,

e Hemosporideos e hemogregarinas ndo sao frequentes em Phrynops
geoffroanus (cagado-de-barbicha) na regido deste Cdérrego sob as
condic¢Bes locais daquele periodo;

e A qualidade e preservacdo ambiental pode influenciar diretamente na

diversidade animal, parasitaria e de vetores.
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