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RESUMO 

A transição, de animais, da vida-livre para a vida cativa em ambientes urbanos é uma 

forma radical de mudança forçada de hábitos. A poluição sonora, a mudança na dieta e os 

outros desafios de se viver cativo em grandes cidades podem ter efeitos na fisiologia, no 

comportamento e na microbiota animal, sobretudo, na comunidade das bactérias 

intestinais. Os membros da ordem Passeriforme são extremamente sensíveis a mudanças 

ambientais e tem sido alvo de tráfico de animais, sendo o tráfico um exemplo de 

mudanças brutas de habitat. O Trinca-Ferro (Saltator similis) é uma espécie de ave 

cantora, alvo de tráfico ilegal e nativa das florestas brasileiras. Devido a ausência de 

estudos que descrevam a composição da microbiota em animais submetidos a cativeiro, 

este trabalho objetivou comparar a comunidade bacteriana fecal de Trinca-Ferro em vida- 

livre e em cativeiro. Amostras fecais de nove aves de vida livre e nove aves em cativeiro 

foram coletadas. O DNA bacteriano total foi extraído das fezes e, em seguida, amplicons 

da região V4-rDNA foram sequenciados por tecnologia Ilumina MiSeq. Os resultados 

obtidos foram processados e analisados por diversas ferramentas de bioinformática. De 

um modo geral, o perfil da comunidade bacteriana, em relação à abundância e ao perfil 

filogenético, é relacionado ao habitat dos animais. Dentre os filos bacterianos mais 

encontrados nos animais testados, Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria e 

Actinobacteriota são destacados. Além disso, os gêneros bacterianos “Candidatus 

Arthromitus”, Acinetobacter, Kocuria e Paracoccus foram identificados exclusivamente 

em Trinca-Ferros que vivem em cativeiro, podendo ser potenciais biomarcadores 

associados a aves em ambientes de cativeiro. Este estudo apresenta a primeira descrição 

da composição da comunidade bacteriana fecal de Trinca-Ferros vivendo em cativeiro e 

em vida-livre. Os nossos resultados sugerem que a vida-livre ou cativa de Trinca-Ferro 

impacta a composição da microbiota fecal, sugerindo a possível associação entre os 

generos bacterianos encontrados como biomarcadores de cativeiro, como potenciais 

indicadores de bem-estar animal, os quais podem trazer novas discussões sobre o manejo 

e a saúde das aves em cativeiro. 

 

 

 

Palavras-chave: bacterioma, cativeiro, vida-livre, Trinca-Ferro, biomarcador, 

passarinhos. 



 

ABSTRACT 

 

The transition of animals from living to captive life in urban environments is a radical form 

of forced change of habits. Noise pollution, changes in diet and other challenges of living in 

captivity in big cities can have effects on physiology, behavior and animal microbiota, 

especially the community of intestinal bacteria. Members of the Passerine order are 

extremely sensitive to environmental changes and have been the target of animal trafficking, 

with trafficking being an example of brutal habitat changes. The Iron Trinca (Saltator similis) 

is a species of singing bird, the target of illegal trafficking and native to Brazilian forests. 

Due to the lack of studies that describe the composition of the microbiota in animals subjected 

to captivity, this work aimed to compare the fecal bacterial community of Trinca-Ferro in the 

wild and in captivity. Fecal samples from nine free-ranging birds and nine captive birds were 

collected. Total bacterial DNA was extracted from feces and then amplicons from the V4- 

rDNA region were sequenced by Ilumina MiSeq technology. The results obtained were 

processed and analyzed by various bioinformatics tools. In general, the profile of the 

bacterial community, in relation to abundance and phylogenetic profile, is related to the 

habitat of the animals. Among the bacterial phyla most found in tested animals, Firmicutes, 

Bacteroidota, Proteobacteria and Actinobacteriota are highlighted. Furthermore, the 

bacterial genera “Candidatus Arthromitus”, Acinetobacter, Kocuria and Paracoccus were 

identified exclusively in Trinca-Ferros living in captivity, and may be potential biomarkers 

associated with birds in captive environments. This study presents the first description of the 

composition of the fecal bacterial community of Trinca-Ferros living in captivity and in the 

wild. Our results suggest that the free-living or captive life of Trinca-Ferro impacts the 

composition of the fecal microbiota, indicating the possible association between bacterial 

genera found as biomarkers of captivity, as potential indicators of animal welfare, which may 

bring new discussions on the management and health of birds in captivity.. 

 

 

 

Keywords: bacteriome, captivity, free-ranging, Green-winged saltator, biomarker, 

songbirds. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Com o crescimento das cidades e a intensa exploração das áreas florestais, pessoas 

e animais ficam, cada vez mais restritos a ambientes urbanos e periurbanos, aumentando 

contato entre eles e potencializando uma maior troca de patógenos (LITTLEFORD‐ 

COLQUHOUN et al., 2019). Impactos negativos na saúde física e mental são observados 

em animais, especialmente quando são capturados e forçados a sair de seu habitat natural 

e confinados em ambientes cativos (ZINSSTAG et al., 2023). A convivência de animais 

e humanos, em ambientes não específicos pode estimular a troca de patógenos e 

surgimento de novas doenças, representando um importante risco para a saúde única 

(CDC, 2017; OMS, 2017; IBAMA, 2020). 

De forma geral, os passarinhos são muito sensíveis às mudanças de seu ambiente 

quando comparados à animais maiores ou de metabolismo mais lento (GIBSON et al., 

2019). Um exemplo de pássaro que tem enfrentado grandes desafios no Rio Grande do 

Sul, devido ao tráfico, é o Trinca-Ferro (Saltator similis), sendo muito procurado por 

criadores de pássaros devido ao seu canto (GIBSON et al., 2019; COBRAP, 2022). 

Micro-organismos, que compõem a microbiota de animais superiores, podem ter 

relações de mutualismo, oportunismo e comensalismo com seus hospedeiros, podendo 

promovendo benefícios à saúde, a partir do metabolismo de fibras e outros macro 

nutrientes, quando em equilíbrio com o hospedeiro (CAMPBELL & KOCH, 2017). As 

microbiotas colonizam diversos sistemas específicos (respiratório, cutâneo, intestinal, 

reprodutivos, entre outros) (CAMPBELL & KOCH, 2017; TANCA et al.,2017). Graças 

aos avanços nos métodos de análises moleculares e aperfeiçoamentos de sequenciamentos 

genômicos, juntamente com reduções de seus custos, as pesquisas envolvendo 

microbiotas vêm evoluindo significativamente (VALLÈS et al., 2012; HERMES; 

ZOETENDAL; SMIDT, 2015). Em animais silvestres, as pesquisas envolvendo 

microbiomas têm evoluído lentamente. As principais publicações sobre esse tema, têm 

origem fora do Brasil e se focam em espécies guarda-chuvas ou as que são consideradas 

em risco de extinção (TANG et al., 2020). As pesquisas em microbiotas de aves trazem 

temas como: urbanização, adaptação e reprodução em cativeiro, como no trabalho de 

Teyssier e colaboradores que traz como espécie alvo, o pardal (Passer domesticus), como 

modelo para uma pesquisa sobre os efeitos da urbanização nas comunidades bacterianas 

intestinais dessas aves. Concluindo que a riqueza de OTUs foi acentuadamente reduzida 
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nos microbiomas de animais urbanizados, reduzindo a variedade de espécies encontradas, 

assim como em outros trabalhos que avaliaram os impactos da urbanização em aves 

silvestres, observando uma redução na biodiversidade da comunidade bacteriana 

intestinal (TEYSSIER et al., 2018; CAVALIER, 2021; BERLOW; WADA; 

DERRYBERRY, 2022). 

Trabalhos anteriores vêm demonstrando que ambientes urbanos alteram 

significativamente as comunidades bacterianas intestinais de animais silvestres, 

diminuindo sua diversidade (YORZINSKI; WALKER; CAVALIER, 2021; BERLOW; 

WADA; DERRYBERRY, 2022). Neste sentido, como são raros os estudos que descrevam 

a composição da microbiota em animais submetidos a cativeiro, este trabalho objetivou 

comparar a comunidade bacteriana fecal de Trinca-Ferro habitando locais nativos (em 

vida-livre) e em cativeiro (apreendidos do tráfego). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Impactos da Urbanização 

2.1.2 Impactos da Urbanização na Saúde Animal e Ambiental 

Com o crescimento das cidades e a degradação do ambiente natural, ilhas de mata 

nativa, cercadas por rodovias, casas e propriedades rurais acabam mantendo as espécies 

silvestres reclusas em pequenos sítios com difícil acesso a novas áreas, intensificando a 

restrição na obtenção de alimentos e abrigos (PEREIRA; GAMA, 2010). Essa 

fragmentação ocorre com mais frequência a cada dia, o que leva mais animais silvestres 

a se adaptarem ao ambiente das cidades devido a exploração e invasão de pessoas nas 

regiões de matas nativas. O contato com humanos, animais domésticos e detritos 

orgânicos produzidos em grande quantidade pode interferir no metabolismo e na 

microbiota dos animais silvestres (LITTLEFORD‐COLQUHOUN et al., 2019). Essa 

migração ocorre, principalmente, em busca de alimentos, mas leva diversas espécies a se 

abrigarem próximas a residências humanas, promovendo o contato direto com animais 

domésticos e resíduos antrópicos, como lixo e esgoto (CHAVES et al., 2020). 

Os passarinhos são animais muito sensíveis às mudanças de seu ambiente, 

principalmente, quando se trata de fatores como poluição, ruídos intensos e alterações em 

sua dieta (GIBSON et al., 2019). Habitar áreas urbanas é um desafio singular para aves 

canoras monogâmicas. Estudos mostram como um ambiente modificado altera, 

significativamente, o comportamento e o bem-estar dessas aves. Pássaros cantores 

tendem a mudar a sua comunicação e seu pitch vocal em centros urbanos, devido ao alto 

ruído e barulhos constantes (SLABBEKOORN; PEET, 2003; YORZINSKI; WALKER; 

CAVALIER, 2021). Aves também tendem a piscar menos e ficar mais atentas frente a uma 

ameaça, como a presença de um ser humano, sendo capazes de reconhecer e perceber a 

face de uma pessoa como uma ameaça (YORZINSKI; WALKER; CAVALIER, 2021). O 

comportamento de casais ao cuidar de seus ninhos também é bastante alterado, devido à 

escassez de alimentos adequados, áreas verdes menores, mais fragmentadas e distantes 

entre si. Isso faz com que os pais consigam visitar menos os seus ninhos, alimentando 

menos os filhotes, gerando uma prole mais leve e menos desenvolvida, mais suscetível a 

patógenos e parasitos (BALDAN; OUYANG, 2020). 

Já há na literatura, trabalhos que trazem à tona o impacto de animais silvestres 

habitarem áreas urbanas e semiurbanas. As altas temperaturas, altos níveis de ruídos, 
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circulação intensa de veículos e contato muito próximo com humanos e animais 

domésticos levam a acentuadas mudanças no comportamento, na reprodução e nos níveis 

de estresse desses indivíduos. Além desses desafios característicos de viver em um 

ambiente urbano, já se sabe que essa antropização tem impactado fortemente na 

alimentação e no fenótipo de diversas espécies silvestres (PERIS; PESCADOR, 2004; 

HENNIGAR et al., 2019; CHAVES et al., 2020). 

A formação desses mini-habitats ilhados dentro de grandes centros urbanos tem 

se tornado, cada vez mais, alvo de pesquisas voltadas a saúde pública e ecologia. O 

convívio de animais silvestres em meio a tanto estresse e contato com espécies 

sinantrópicas (por exemplo, ratos e pombos) e domésticas pode permitir uma troca de 

patógenos entre eles. Essa troca de micro-organismos pode ser um problema de 

importância para a saúde pública e, também causar um impacto ecológico, caso algum 

indivíduo contaminado consiga migrar para um ambiente nativo (MINISTÉRIO DO 

MEIO AMBIENTE, 2013; PERON et al., 2017; HENNIGAR et al., 2019; CHAVES et 

al., 2020). 

Outro grande desafio que as aves enfrentam, em centros urbanos, são os gases 

poluentes. Passarinhos, em especial, são bastante sensíveis aos gases presentes, 

principalmente, em grandes centros urbanos. Esses gases são nocivos para todos os 

indivíduos que entrem em contato com eles, desde insetos até seres humanos 

(LIGHTFOOT & YEAGER, 2008). Porém, devido ao seu rápido metabolismo e seu 

tamanho diminuto, o contato com esses gases pode levar passeriformes ao óbito 

rapidamente. Um exemplo de gás tóxico letal para essas aves, é o politetrafluoroetileno 

(PTFE), um gás presente em quase todas as cozinhas (BLANDFORD et al., 1975; 

HAMAYA et al., 2015). 

Todas essas situações de estresse que envolvem ambientes urbanos e cativeiros 

causam situações intensas e duradouras que podem alterar de forma significativa a 

microbiota, imunidade e metabolismo dessas aves. Trabalhos com Pardais silvestres já 

observaram alterações significativas na comunidade bacteriana além de menor 

diversidade na microbiota intestinal, quando esses indivíduos passam a habitar ambientes 

urbanos (TEYSSIER et al., 2018). Um experimento realizado em Pardais-de-Coroa- 

Branca mantidos em cativeiro, atribuiu como uma das causas da alteração da microbiota 

intestinal, a exposição constante à poluição sonora urbana (BERLOW; WADA; 

DERRYBERRY, 2022). O ruído intenso das cidades causa a liberação constante de 
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hormônios do estresse, principalmente cortisol, que causa um estado de alerta constante 

e uma mudança no comportamento de forrageamento, fazendo o animal comer menos 

vezes, até podendo afetar a saúde geral do organismo do pássaro (YORZINSKI; 

WALKER; CAVALIER, 2021; BERLOW; WADA; DERRYBERRY, 2022). 

Essa cascata de disfunções e alterações fisiológicas pode tornar as aves 

vulneráveis a patógenos, além de as manter próximas de outros animais que podem lhes 

transmitir ou contrair agentes infecciosos. Esse estresse e a potencial transmissão de 

micro-organismos é ainda maior quando esses animais são vítimas do tráfico de animais 

(FEARE et al, 2010; COELHO et al., 2013). 

A interação entre parasito-hospedeiro já causa perdas ao animal, causando perdas 

nutricionais e aumentando as chances de contrair uma doença vetorial como, por 

exemplo, o protozoário da malária aviária, uma zoonose que pode ser transmitida por 

insetos hematófagos (BICHET et al, 2020). Em Tentilhões-de-Darwin filhotes, foi 

observado um decréscimo no desenvolvimento e na saúde física quando se associa as 

alterações da microbiota intestinal devido a urbanização com o parasitismo de moscas 

hematófagas (SOLOMON et al, 2023). Nos animais parasitados houve uma diminuição 

da abundância relativa e da diversidade de espécies bacterianas identificadas na 

microbiota intestinal, quando comparada com grupos urbanizados e não parasitados, e 

grupos residindo em áreas nativas (BICHET et al, 2020; SOLOMON et al, 2023). 

Portanto, destruição dos habitats e a ida de aves silvestres para ambientes urbanos 

leva à uma cadeia de disfunções e prejuízos, que se apresentam notórios na microbiota 

intestinal e fecal de passarinhos (PEREIRA; GAMA, 2010; TEYSSIER et al., 2018). 

 

 

2.1.3 Impactos da Urbanização na Saúde Única (One Health) 

A degradação ambiental, a invasão de pessoas a ambientes naturais e a migração 

de animais silvestres para cidades e seus entornos propiciam o compartilhamento de 

micro-organismos entre espécies silvestres, domésticas e humanos (CDC, 2018; OPAS, 

2019). Ao mesmo tempo que essa troca pode ser benéfica, do ponto de vista de adaptação 

da microbiota, alguns patógenos podem se adaptar a um novo ciclo, ou fechar um ciclo 

epidemiológico urbano, ressaltando, portanto, a importância da união e equilíbrio entre 

saúde humana, saúde animal e a preservação ambiental, a chamada saúde única (One 

Health) (CDC, 2017; OMS, 2017; TANG et al., 2020). 
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A troca de patógenos entre pessoas e animais silvestres, sobretudo quando ambos 

se apresentam em desequilíbrio fisiometabólico devido ao ambiente urbano estressante e, 

muitas vezes, insalubre, se revela um grande risco para a saúde única, podendo significar 

no surgimento de novas doenças (CDC, 2017; CDC, 2018). 

Situações urbanas requerem abordagens voltadas para a prevenção da saúde única, 

e podem ser mais eficazes e sustentáveis na prevenção, preparação e detecção precoce e 

investigação de riscos evolução (OMS, 2017; CDC, 2018). Para que os benefícios sejam 

maximizados é necessária uma união de operacionalização através de esforços da saúde 

pública, de corporações de proteção animal e de fiscalizadores regionais, federais e 

globais, garantindo uma resposta mais rápida para problemas que possam surgir (CDC, 

2017; ZINSSTAG et al., 2023). 

 

 

2.2 Comercialização de animais silvestres e os impactos da antropização 

Além da aproximação à humanos de espécies silvestres em busca de recursos, 

também ocorre a busca de humanos por contato com esses animais. Espécies de pequeno 

porte como indivíduos da ordem dos Passeriformes e pequenos répteis, os quais podem 

ser mantidos em pequenos habitats, se tornam cada vez mais visados pelo “mercado pet” 

legal e ilegal (REGUEIRA et al., 2012; CHNG et al., 2018). 

Diversos fatores atraem pessoas para o convívio com espécies silvestres, porém, 

por vezes sem muito conhecimento sobre como manter o bem-estar animal e saúde dessas 

mascotes. Isso pode levar a um ciclo de estresse contínuo e até alteração na saúde física 

e no comportamento do animal (RENCTAS, 2001; REGUEIRA et al., 2012; MELSON, 

2013). 

A crescente demanda de manter um animal de companhia não convencional, 

aquece o comércio de animais (Figura 1), que devido a leis, não pode suprir a procura de 

comercialização legal de espécies nativas. Isso tem levado a um aumento crescente no 

tráfico de animais silvestres e sua comercialização ou troca no mercado paralelo 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2013; CHNG et al., 2018). 
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Figura 1. Mapa de distribuição de criadores de pássaros, regularizados no Brasil. A cor azul 

representa criadores que possuem de 1 a 150 animais; A cor verde representa criadores que possuem de 150 

a 500 animais; A cor amarela representa criadores que possuem de 500 a 1500 animais; A cor laranja 

representa criadores que possuem de 1500 a 3000 animais; A cor vermelha representa criadores que 

possuem de 3000-16281 animais (IBAMA, 2020). 

Porém, alguns desses animais, com o passar do tempo, são soltos em praças ou 

parques de cidades, ou até escapam de seus cativeiros, e acabam morrendo por inabilidade 

de se manterem ou por predação de cães e gatos errantes. Outros podem acabar por se 

adaptar a esses ambientes, devido a sua alta plasticidade ecológica e passam a fazer parte 

de biomas restritos e urbanizados (GREENBERG, 1990; PERON et al., 2017; CHAVES 

et al., 2020). 

No Rio Grande do Sul, um importante representante dessas aves silvestres que 

também podem ser criadas em cativeiro é o Trinca-Ferro (Saltator similis). Uma espécie 

muito procurada por criadores de pássaros devido ao seu canto potente e seu 

comportamento competitivo. Graças a concursos e competições de canto, o comercio 

dessa ave cresce cada vez mais, os tornando mais uma vítima do tráfico de animais e da 

exploração do entretenimento com animais domésticos. Uma ave com hábitos alimentares 
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onívoros, possui exigências muito particulares quanto ao seu habitat, e comportamento 

muito competitivo, o que também dificultam a sobrevivência e permanência dessas aves, 

tanto na natureza quanto em cativeiro (GIBSON et al., 2019; COBRAP, 2022). 

 

Figura 2. Imagem de um representante da espécie Trinca-Ferro (Saltator similis). Um adulto sadio 

anilhado. Foto de Sérgio Amelim (PF, 2016). 

Essa espécie de pássaro, possui uma longevidade de, aproximadamente 10 anos e 

uma ampla distribuição natural em território brasileiro, podendo ser encontrada desde o 

sul do país, até as regiões centro-oeste e nordeste do país (PF, 2016; IBAMA, 2022). 

O Trinca-Ferro compreende uma das três espécies mais criadas em cativeiro, 

ficando apenas atrás do Curió (Sporophila angolensis) e a frente do coleirinho 

(Sporophila caerulescens). De 3,6 milhões de aves mantidas em cativeiro, 

aproximadamente 757.798 correspondem a espécimes de Trinca-Ferro registrados no 

SisPass (Sistema de Controle e Monitoramento da Atividade de Criação Amadora de 

Pássaros) em cativeiro, em todo o território brasileiro (IBAMA, 2020). Ainda que pareça 

muito, estima-se que represente apenas a metade do número real de animais que devem 

ser mantidos em cativeiro, já que apenas 57% dos criatórios são registrados. Apesar de 

um grande número de indivíduos mantidos em cativeiro, os dados indicam que é uma das 

espécies com menos óbitos registrados, o que pode sugerir que parte desses planteis 

cativos estejam sendo ilegalmente renovados com animais capturados da natureza (PF, 

2016; IBAMA, 2022). 
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Atualmente, cerca de 60 mil aves são apreendidas pelo IBAMA anualmente, e os 

motivos para apreensão variam de tráfico de animais silvestres até maus tratos. Tendo em 

vista que aves compreendem 80% dos animais silvestres traficados, que pássaros Trinca- 

Ferro são a quinta espécie mais traficada na América do Sul, devido ao elevado valor 

monetário de campeões de rinhas de canto, isso mostra o quão visadas essas aves são 

(IBAMA, 2020). Além disso, apenas 10% nos animais apreendidos conseguem voltar à 

natureza; mas correm o risco de serem capturados e cativos novamente. Isso mostra que 

essas espécies serão cada vez mais ameaçadas e estarão cada vez menos presentes na 

natureza, caso medidas não forem tomadas para deter o tráfico e proteger a nossa fauna 

(RENCTAS, 2001; IBAMA, 2022). 

 

 

2.3 Interação Microbiota-Hospedeiro-Ambiente para animais silvestres 

A mudança da microbiota de um indivíduo é a forma mais rápida de adaptação a 

um novo ambiente ou nova alimentação, de forma que, se a microbiota for capaz de se 

adaptar, o hospedeiro tem maior chance de também o conseguir (DE FILIPPO et al., 

2010; DE LUCA et al., 2020). A adaptação da microbiota é a principal ferramenta 

adaptativa observada em animais silvestres que precisam se adaptar rapidamente a 

ambientes com alta pressão de seleção (MONTOYA-CIRIACO et al., 2020). 

Um ambiente com alta pressão de seleção é o ambiente urbano, pois força os 

animais silvestres a uma mudança na alimentação e em seu comportamento, o que leva a 

um constante estresse. O estresse leva a alterações metabólicas e comportamentais que 

também causam uma importante mudança nas microbiotas do hospedeiro. Uma das 

microbiotas mais afetadas é a microbiota intestinal, e sua alteração impacta de forma 

relevante a vida do indivíduo, podendo até implicar na sua condição nutricional e 

possibilitar o aparecimento de quadros infecciosos (PERON et al., 2017; GIBSON et al., 

2019). 

Em aves, estudos iniciais sugerem uma relação entre a microbiota intestinal e a 

capacidade cognitiva ou desempenho de canto. Um trabalho recente, empregando como 

modelo de estudo, pássaros cantores da espécie Taeniopygia guttata, demonstrou uma 

correlação entre a beta diversidade bacteriana intestinal e o melhor desempenho cognitivo 

dos indivíduos. Os autores destacam, com isso, a possível existência de um eixo gut– 

brain em pássaros cantores (SLEVIN et al., 2020). 
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No Japão, no ano de 2016, foi realizado um estudo acerca da microbiota cecal de 

um Galliforme, Perdiz-Nival (Lagopus muta japonica) constatando que o equilíbrio da 

microbiota é fundamental para o sucesso reprodutivo de algumas espécies mantidas em 

cativeiro. Ao comparar o microbioma cecal de indivíduos de vida livre e de animais em 

situação cativa foi identificado que as comunidades bacterianas são significativamente 

distintas entre as duas situações de vida (USHIDA et al., 2016). Os autores concluíram 

que para maior sucesso reprodutivo e para solturas seguras de indivíduos na natureza, é 

necessário reestabelecer uma comunidade bacteriana similar à de um animal de vida livre, 

porém, esse sucesso reprodutivo, muito provavelmente se deve ao reestabelecimento de 

uma alimentação mais próxima do natural e uma reestruturação de seu metabolismo basal 

(USHIDA et al., 2016). 

Por outro lado, comunidades bacterianas, como o gênero bacteriano “Cadidatus 

Arthromitus”, vem sendo associado à um aumento na circulação sanguínea de hormônios 

do estresse, redução na imunidade animal e acondicionamentos de animais em cativeiros 

inadequados e sem prezo pelo bem-estar animal (DEL-POZO et al., 2010; ZHANG et al., 

2020). Apesar de associado a um bem-estar animal inadequado, o gênero “Cadidatus 

Arthromitus” está mais relacionado à um status estresse-sanitário, do que à espécie do 

hospedeiro, já tendo sido isolados em Trutas-arco-íris (DEL-POZO et al., 2010) e em 

camundongos (ZHANG et al., 2020). 

Uma microbiota saudável segue um padrão dentro do seu grupo de hospedeiros, 

porém, uma microbiota alterada vai variar de acordo com a causa de base de sua alteração: 

estresse, contato com parasitos e agentes infecciosos, alteração na dieta e fase de vida. É 

claro, que ao longo da vida de um indivíduo, suas microbiotas sofrem variações. Porém, 

quando essa variação vai além da simples adaptação e diverge do que deve ser a 

homeostase, a nova composição de microbiota pode causar um impacto negativo na vida 

do hospedeiro. Nesse cenário, o princípio de Anna Karenina passa a ser aplicado por 

microbiologistas no sentido de que toda a microbiota saudável segue um padrão, enquanto 

toda a microbiota alterada é única de acordo com a causa que levou a essa alteração. Por 

esse motivo, é tão importante compreender quais alterações a microbiota pode sofrer e 

seus potenciais riscos associados (GIBSON et al., 2019, ZANEVELD et al., 2017, 

MOORE, 2010). 
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3. PERGUNTAS CIENTÍFICAS 

 

- A população bacteriana presente nas fezes de Trinca-Ferro que vivem em 

cativeiro difere de animais da mesma espécie, mas que habitam o ambiente nativo? 

- Há bactérias que podem ser indicadoras do estilo de vida (vidra livre ou 

cativeiro) de Trinca-Ferro? 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

 

 

A ausência de trabalhos a cerca da comunidade bacteriana de Passeriformes 

nativos de território brasileiro e o número restrito de trabalhos que utilizem a amostra 

fecal desses indivíduos como base para pesquisa de microbiota ressaltam que mais 

temas como esse deve ser trazido à tona no meio cientifico, para que esses dados 

possam ser usados no progresso da pesquisa cientifica e aplicados na rotina de manejo 

de animais silvestres mantidos em cativeiro. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral 

Analisar e comparar a microbiota fecal de pássaros da espécie Trinca-Ferro (S. 

similis) que vivem em áreas nativas e que vivem em cativeiro. 

 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

 

 Determinar os grupos bacterianos que compõem o microbiota fecal de Trinca- 

Ferros que habitam áreas nativas e cativeiro. 

 

 Comparar os grupos bacterianos detectados no microbiota fecal de Trinca-Ferros 

que habitam as diferentes áreas. 

 

 Identificar a presença de gêneros bacterianos potenciais biomarcadores na 

microbiota fecal de Trinca-Ferros que habitam áreas nativas e vivem em cativeiro. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

Os resultados e discussão estão apresentados no formato de artigo científico, o 

qual foi publicado na revista Animals MDPI (open access). 
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Simple Summary: Saltator similis is a species of songbird that is a victim of illegal trafficking, native to 

Brazilian forests, and kept in captivity. Nine fecal samples were collected from free-living birds, and nine birds 

in captivity were sampled. Total bacterial DNA was obtained from the feces and sequenced. The most 

predominant phyla were analyzed and compared. The bacterial genera “Candidatus Arthromitus”, 

Acinetobacter, Kocuria, and Paracoccus were identified exclusively in animals living in captivity, which may be 

potential biomarkers associated with birds in captive environments and under a restricted diet and stressful 

lifestyle. This study presents the first description of the fecal bacterial community composition of S. similis 

living in two different lifestyles. Finally, our results suggest that the lifestyle of S. similis birds significantly 

impacts the composition of their fecal microbiota. The results can bring about new discussions about the 

management and health of captive birds. 

 
Abstract: The microbiota’s alteration is an adaptive mechanism observed in wild animals facing high 

selection pressure, especially in captive environments. The objective of this study is to compare and predict 

the potential impact of habitat on the fecal bacterial community of Saltator similis, a songbird species that is 

a victim of illegal trafficking, living in two distinct habitats: wild and captivity. Nine wild and nine captive S. 

similis were sampled, and total bacterial DNA was obtained from the feces. Each DNA sample was employed 

to the amplification of the V4 region of the 16S rDNA following high-throughput sequencing. The most 

predominant phyla in all songbirds, irrespective of habitat, 

were Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria, and Actinobacteriota. Interestingly, a microbiota profile 

(phylogenetic and abundance relationship) related to habitat was identified. The genera “Candidatus 

Arthromitus”, Acinetobacter, Kocuria, and Paracoccus were exclusively identified in animals living in captivity, 

which can be a potential biomarker associated with birds in captive environments. This study presents the 

first description of the fecal bacterial community composition of S. similis living two different lifestyles. Finally, 

our results suggest that the lifestyle of S. similis birds significantly impacts the composition of the fecal 

microbiota. The animals living in captivity showed dysbiosis in the microbiota, with some bacteria genera 
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being indicated as biological 

markers of environmental 

behavior. Thus, the present 

research  provides  a  new 

concept of life quality measure for songbirds. 

 
Keywords: bacteriome; captive animals; wild animals; microbiota; bacteria biomarker; songbirds; 

NGS 
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1. Introduction 

The adaptability of an individual’s microbiota is a rapid mechanism for adjusting to new 

environments or diets, increasing the host’s chances of successful adaptation [1]. The adaptation 

of the intestinal microbiota is a tool observed in wild animals that quickly need changes to confront 

the adversities of environments with high selection pressure [2]. 

Songbirds are more sensitive to changes in their environments and diets due to their low 

weight and fast metabolism [3]. The urban environment brings major changes in their behavior 

and strong impacts on their health, such as the inaction of toxic gases [4] and loud noises [5], in 

addition to having to face common challenges such as parasites [6]. 

Previous studies that have analyzed the microbiota of birds, comparing wild birds with 

urbanized birds, detected in White-crowned Sparrow (Zonotrichia leucophrys) a significant 

decrease in their intestinal microbiota. The authors suggested that the loud noises present in urban 

centers affect not only the behavior of animals but their microbiota [5]. A work developed with 

Darwin’s Finches parasitized by vampire flies, in the wild or urbanized, concluded that urbanized 

animals have a strong impact on their microbiota, while urbanized and parasitized animals showed 

very low bacterial diversity and variety when compared to others [6]. 

An environment with high selection pressure for wild animals is the captive environment, as 

it forces them to change their diet and behavior, leading to constant stress [7]. Stress induces 

metabolic and physiological changes that also cause significant alterations in the host’s bacterial 

community [8]. These changes in the intestinal microbiota significantly impact the individual’s life 

and may even affect their nutritional condition, allowing the emergence of infectious conditions 

[7,8]. 

The Green-winged saltator (Saltator similis) is a popular songbird species in Brazil [9] known 

for its territorial behavior and harmonious song. These traits make it a soughtafter species for bird 

contests, contributing to the trade of the species and unfortunately making it a victim of illegal 

trafficking [10,11]. Consequently, the population of S. similis living in captivity is notably high [11]. 

Hence, the objective of this study was to describe and compare the bacterial community 

comprising the fecal microbiota of S. similis in two distinct habitats: the wild and captivity. 

Additionally, this study aimed to comprehend the potential impact of habitat on the fecal 

microbiota of these animals. 

2. Materials and Methods 

2.1. Animal Selection, Capture, and Collection of Fecal Samples 

The manipulation of animals was previously approved by the Animal Ethics Committee of the 

Federal University of Rio Grande do Sul (No. 23644) and licensed by the Chico Mendes Institute for 

Biodiversity Conservation (ICMBio) under license number 37567. 

Nine wild and nine captive S. similis, adults and apparently healthy, were sampled in the 

spring of the year of 2022. The captive songbirds had been held by the Wild Animal Triage Center 

of the Regional Superintendence of the Brazilian environmental agency IBAMA (Instituto Brasileiro 

do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis), located in the municipality of Porto 

Alegre, Rio Grande do Sul state (30◦ 17′28′′ S/51◦ 18′04′′ W), Southern Brazil (Figure 1). This center 

https://doi.org/10.3390/ani14060937
https://www.mdpi.com/journal/animals
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is a legal unit responsible for receiving, identifying, evaluating, recovering, rehabilitating, and 

placing wild animals [11]. Overnight fecal samples from the captive birds were obtained by 

covering their cage tray with a plastic film. The fecal samples were stored in a new and sterile 

plastic tube and were kept refrigerated during transport to the laboratory. The wild S. similis were 

captured at the final daylight hour, as described earlier [12], kept overnight in a holding bag, and 

released in the capture site at dawn. Fecal samples from wild S. similis were collected from Barra 

do Ribeiro (30◦ 20′59′′ S/51◦ 14′44′′ W) and Eldorado do Sul (30◦ 04′37′′ S/51◦ 35′49′′ W) 

(approximate coordinates) municipalities in Rio Grande do Sul state, Southern Brazil (Figure 1). 

 

Figure 1. Illustrative demarcation of the collection area. Brazil—Rio Grande do Sul State. Red points: 

municipalities where fecal samples were collected from Saltator similis. Barra do Ribeiro and Eldorado do Sul: 

wild Saltator similis; Porto Alegre: captive Saltator similis. 

2.2. Extraction of Nucleic Acids of Fecal Samples from Saltator Similis 

The fecal samples were homogenized by vortex, and 5g was subjected to metagenomic 

DNA extraction following the protocol of the extraction kit Dneasy Powersoil (Qiagen, 

Hilden, Germany). Additionally, blank DNA extraction was performed as negative control (the kit 

reagents were subjected to DNA isolation) for further decontamination of the libraries. 

The obtained metagenomic DNA was analyzed by spectrometry with Nanodrop (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and fluorometry with Qubit 2.0 fluorometer (Thermo Fischer 

Scientific, Massachusetts, USA) to measure the metagenomic DNA concentration and quality, 

respectively. DNA samples were stored at −80 ◦ C until use. 

2.3. Amplification and Sequencing of the Bacterial Community of Fecal 

Samples 

The V4 region of the 16S rDNA gene was amplified using the universal primers 515F 

5′-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3′ and 806R 5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′ [13] with the Illumina 

adapter sequences attached to the 5′ end. 

Reactions were prepared in 50 µL of mix containing 10× buffer, 0.2 mM dNTP, 2.0 mM MgSO4, 
0.5 µM of primer forward and reverse, and 1 U of Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity 

(Invitrogen, Massachusetts, USA), using as template 100 ng of each metagenomic DNA from fecal 

samples. The cycles condition used was an initial denaturation at 94 ◦ C for 3 min, followed by 25 

cycles of 94 ◦ C for 30 s, 55 ◦ C for 30 s and 72 ◦ C for 30 s, and a final extension at 72 ◦ C for 3 min. 
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The amplicons were purified, the libraries were constructed with the Illumina MiSeq v2 500- 

cycle kit (250 bp paired-end reads), and the sequencing was performed on the Illumina MiSeq 

platform (Illumina, San Diego, CA, USA). For each animal, one library was generated and 

sequenced. 

2.4. Taxonomic Analysis of the Bacterial Community from Fecal Samples 

The analysis of the bacterial communities was performed using Quantitative Insights into 

Microbial Ecology 2 (QIIME2) version 2019.7 [14]; initially, the raw reads’ quality was assessed by 

FastQC software (v0.11.9), followed by low-quality sequences (Phred < 30), short length reads (<50 

nt), and primer and adaptor sequences trimming, using the plugin q2-dada2- with pipeline DADA2 

Callahan [15]. Amplicon sequence variants (ASVs) were annotated using both the Scikitlearn 

system and the SILVA 136 database [16]. The amplicon ASVs obtained from the DADA2 pipeline 

were merged into a single feature table using the q2-feature-table plugin. The ASVs were aligned 

with MAFFT (q2 alignment) [17] and used to build a phylogeny with fasttree2 (q2-filogenia) [18]. 

To remove contamination reads from the 16S-rDNA samples’ libraries, we used microDecon 

package [19] in RStudio v. 2021.09.0 (RStudio Team, 2015) based on the library of the blank control. 

Eukaryote, archaea, chloroplast, mitochondria, and unknown sequences were removed from 

further analyses. After filtering and decontaminations, the remaining percentage, of at least 50% 

non-chimeric reads, was with a minimum size of 2000 and a maximum of 300,000 bp. 

2.5. Statistical Analyses of the Taxonomic Results 

The bacterial communities were compared considering the habitat, i.e., songbirds from the 

wild vs. captivity. The data were imported from the QIIME2 environment to RStudio. The statistical 

analyses were performed using the package Microbiome v1.6.0 [20] and the package Phyloseq 

v1.28.0 RStudio [21]. To perform the alpha diversity analysis, the non-parametric Wilcoxon test 

was used [22] via the Vegan R package [23]. The beta diversity analysis was performed with a 

permutational multivariate analysis of variance [24] using the distance of the matrix obtained by 

principal coordinate analysis (PCoA) with permutational variance analysis test (PERMANOVA), 

implemented as the Adonis role in the Vegan R package [23]. 

The evolutionary distribution by abundance of genus was performed by the packages TREEIO 

and Phyloseq in RStudio, followed by abundance plotting of reads on a phylogenetic tree by the 

TREEIO package and Phyloseq package in RStudio. 

The effect of lifestyle on the fecal microbiota of the analyzed animals was determined by 

microbiomeMarker package in RStudio with comparisons of the fecal microbiota from captive vs. 

wild S. similis. 

3. Results 

3.1. Diversity Metrics of the Fecal Samples’ Bacterial Communities 

In the present study, we analyzed nine S. similis living in natural reserves (wild) and nine S. 

similis living in captivity, for a total of 18 fecal samples from adult and apparently health songbirds. 

Initially, the generated libraries underwent decontamination using blank control reads. Following 

quality control steps, the 18 libraries produced a total of 3,477,217 raw reads, of which 2,766,195 

(79.55%) reads remained after quality filtering (Table 1). 

Table 1. Saltator similis sampled in this study and the library profile obtained in the NGS sequencing. 

Animal 

Code 
Origin (City) Habitat 

General Health 

Status 
Life Stage Raw Reads Filtered Reads 

Non-Chimeric Reads 

(%) 

1 Barra do Ribeiro Wild Healthy Adult 275,096 260,926 73.75 

2 Barra do Ribeiro Wild Healthy Adult 202,753 193,485 79.92 

3 Barra do Ribeiro Wild Healthy Adult 195,656 187,601 92.33 
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4 Barra do Ribeiro Wild Healthy Adult 248,750 236,447 91.41 

5 Barra do Ribeiro Wild Healthy Adult 46,064 43,080 90.69 

6 Eldorado do Sul Wild Healthy Adult 184,185 175,746 50.38 

7 Eldorado do Sul Wild Healthy Adult 3713 2995 59.14 

8 Eldorado do Sul Wild Healthy Adult 253,852 243,964 80.79 

9 Eldorado do Sul Wild Healthy Adult 237,229 230,719 84.64 

10 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 224,010 217,867 85.80 

11 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 198,628 193,330 94.00 

12 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 189,314 181,439 85.92 

13 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 152,275 146,937 76.68 

14 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 207,188 193,388 67.68 

15 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 260,863 246,147 80.81 

16 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 162,525 157,993 70.63 

17 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 210,880 201,375 75.81 

18 Porto Alegre Captivity Healthy Adult 224,236 216,852 74.28 

 
The rarefaction curves of the 18 sequenced libraries showed that the ASVs, although 

satisfactorily represented in all samples, exhibited differences in richness among them 

(Supplementary Figure S1). An intrinsic characteristic of the samples is illustrated in Supplementary 

Figure S1, where the libraries were plotted based on sequence sample size and species richness. 

Additionally, libraries were plotted according to the reads’ sample sizes and density samples in 

Supplementary Figure S2. These data suggest that bacterial diversity was effectively explored and 

is representative of the community present in each analyzed sample. 

Statistical analyses were performed to identify the global differences in the composition of 

the fecal bacterial community between the two lifestyles (habitats) of S. similis, comparing the 

fecal bacterial communities of songbirds from captive and wild environments (Figures 2 and 3). 

According to the Shapiro–Wilk normality test, there were reads differences in relation to richness 

and evenness (W = 0.71655; p = 0.0001252) in animals from each analyzed habitat. The rarefaction 

curves illustrated a higher richness in the bacterial community from wild songbirds’ feces 

(Supplementary Figure S1). However, based on alpha diversity, no significant differences were 

observed (p > 0.5) in richness and evenness of the bacterial communities in both groups (captivity 

and wild animals) (Figure 2). Furthermore, beta diversity measured by the Qualitative Unweighted 

UniFrac (Figure 3a) and Quantitative Weighted UniFrac (Figure 3b) indicated no significant 

differences among bacterial populations neither in captivity nor in wild habitats. On the other 

hand, Bray–Curtis analysis (Figure 3c) indicated a distinct clustering between samples from captive 

and wild animals, suggesting specific fecal bacterial populations for each 

S. similis lifestyle. 
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Figure 2. Alpha diversity analyses of fecal bacterial communities between captive and wild Saltator 

similis. Alpha analyses of Observed (p = 0.48), Shannon (p = 0.39), and Simpson (p = 0.39) metrics. 
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Figure 3. Beta diversity analyses of fecal bacterial communities between captive 

and wild Saltator similis. (a) Unweighted Unifrac. (b) Weighted Unifrac. (c) Bray– 

Curtis. Principal coordinate analysis plot (PCoA) of beta diversity representative 

of differences between groups utilizing UniFrac (PERMANOVA). The points 

represent each library. The blue points represent the songbirds from captivity, and 

the orange points represent the wild songbirds. 

3.2. Taxonomic Profile, Relative Abundance, and Differential Abundance 

of Bacterial Community 

Present in the Feces from Captive and Wild Saltator Similis 

Taxonomic profile at the phyla, families, and genera levels detected 

in the samples was thoroughly explored to ensure a robust identification 

and comparison of the habitat effect (captivity and wild) on the fecal 

bacterial populations of S. similis. Differential abundance analysis, 

considering the habitats of S. similis, demonstrated no distinct phyla 

composition pattern in the analyzed animals (Figure 4a). The most 

predominant phyla in all songbirds, irrespective of habitat, were 

Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria, and Actinobacteriota (Figure 

4a). Upon visually analyzing the abundance of phyla based on habitat, a 

tendency toward a higher presence of Firmicutes in the wild group 

compared to the captivity group can be observed (Figure 4a). 
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Figure 4. Relative abundance of overall phyla, family, and genera identified in the 

feces of the studied Saltator similis. Graphical representation of the relative 

number of reads found for (a) phylum, (b) family and (c) genera among songbirds 

in the wild and songbirds in captivity. 

At the family and genus levels, there was a significant variation in 

bacterial abundances of each population (Figure 4b,c). However, when 

qualitatively compared, the captivity group showed more diversity in the 

abundance of families and genera identified in the animals compared to 

the wild group (Figure 4b,c). In general, the most predominant bacterial 

families identified in the fecal samples were equally distributed between 

the habitats (Supplementary Figure S3). Currently, the most abundant 

families between the habitats were Clostridiaceae, Campylobacteriaceae, 

and Catelliococcaceae (Figure 4b), while the genera that stood out 

regardless of habitat were “Candidatus Arthromintus” and 

Campylobacter (Figure 4c). 

Supplementary Figure S4 illustrates the phyla, families, and genera 

that were identified with statistical significance when the taxa of both 

captive and wild groups were compared. The results highlighted a 

substantial identification of taxa common to both analyzed habitats. 

However, some important bacterial families and genera were observed as 

exclusive to animals either in captivity or the wild (Supplementary Figure 

S4). Captive songbirds had the genera Aeromonas, Acinetobacter, 

Empedobacter, Flavobacterium, “Candidatus Arthromintus”, 

Sphingobacterium, and Acidibacter as exclusive to this habitat. In 

contrast, the genera Catelliococcus, Actinobacillus, Brevibacterium, 
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Clostridium sensu stricto 1, Serratia, and Mycoplasma were observed only 

in wild songbirds. Finally, the genera Anaerosporobacter and 

Campylobacter were equally abundant in animals from both habitats. 

3.3. Fecal Bacterial Community Profile Is Guided by the 

Habitat 

The evolutionary distribution based on genus abundance resulted in 

a clustering of the genera according to their phylogenetic relationships 

(Figure 5). Furthermore, the analysis indicated that fecal genera exhibit 

notable evolutionary and abundance profiles based on the habitat of the 

animals. Some genera exclusively abundant in wild animals, including 

Actinomyces, Helcobacillus, Brevibacterium, Mycoplasma, and 

Ureaplasma, formed an isolated clade in the phylogenetic tree without 

genera shared with captive animals (Figure 5). 
 

 
Figure 5. Evolutionary distribution of relative abundance of the genus 

identified in the feces of captive and wild Saltator similis. Pink points: captive 

songbirds. Turquoise points: wild songbirds. The size of each point represents the 

abundance of genus reads. Each point represents one library/sample. Results are 

from RStudio using packages TREEIO and Phyloseq. 
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We also examined the enriched taxa in songbirds in captivity and 

from the wild as potential genus markers for the habitat to which the 

animals were subjected (Table 2). In captive songbirds, four fecal bacterial 

genera were identified as potential markers (p < 0.05): “Candidatus 

Arthromitus”, Acinetobacter, Kocuria, and Paracoccus. On the other hand, 

among the studied wild S. similis, no bacterial genus was detected as a 

marker. 
Table 2. Genera biomarkers of the captivity habitat detected on bacterial 

communities from the feces of the analyzed Saltator similis. 

Markers Genus Habitat Effect Linear Discriminant Analysis p Value p Adjusted 

Marker 1 “Candidatus Arthromitus” Captivity 5,337,960 0.046972020 0.046972020 

Marker 2 Acinetobacter Captivity 5,236,298 0.001221026 0.001221026 

Marker 3 Kocuria Captivity 4,664,164 0.023832113 0.023832113 

Marker 4 Paracoccus Captivity 3,428,577 0.011922794 0.011922794 

4. Discussion 

This study presents, for the first time, the fecal bacterial community 

of songbirds, specifically the S. similis species, in two distinct lifestyles: 

wild and captive. To date, no similar studies with this animal species have 

been published. The fecal microbiomes of songbirds from both habitats 

were very similar at phyla and family levels. However, at the genus level, 

important differences were identified, which could serve as indicators of 

animal health, given the presence of bacteria previously associated with 

dysbiosis or observed in sick animals, particularly in captive songbirds 

(Figure 4). The prevalence of certain genera in animals from the captive 

habitat indicates that the fecal bacterial community exhibits specific 

characteristics depending on the host’s origin. Additionally, the results 

highlight that captive animals have genus markers that could be used as 

indicators of stress conditions. 

The exclusive identification of “Candidatus Arthromitus” in animals 

living in captivity is noteworthy. Although it has been described in the 

microbiome of passerines such as Luscinia megarhynchos and Luscinia 

luscinia [25], the relationship of this genus with hosts remains uncertain. 

While beneficial interactions of “Candidatus Arthromitus” have been 

noted, such as its potential use as a probiotic in poultry for meat 

production [26], its abundance is potentially higher in hosts experiencing 

intense or prolonged stress conditions or during infectious diseases [27]. 

Evidence from studies on mice [27] and fish [28] subjected to continuous 

stress showed an increase in “Candidatus Arthromitus” in their intestinal 

microbiota. Our findings of “Candidatus Arthromitus” as a significant 

genus in songbirds in captive habitats, known for being stressful 

environments, contribute to the understanding of “Candidatus 

Arthromitus” as a genus marker for the compromised health status of 

animals under continuous stress [27,28]. 

In captive songbirds, we identified other genera, such as 

Aeromonas, Empedobacter, and Acidibacter, which have been described 

as responsible for pathologies. Importantly, to the best of our knowledge, 

none of these genera were previously associated with the conditions of 

songbirds. Members of the genus Aeromonas are highly associated with 

infectious conditions in fish and immunocompromised animal species 

[29]. On the other hand, Empedobacter species are related to human 

conditions such as periodontitis and meningitis [30], as well as infections 
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and death in farmed fish [31]. Lastly, bacteria from the genus Acidibacter, 

identified as marker genera for captive songbirds, in addition to their 

pathogenic profile, may carry a high potential for antimicrobial multi- 

resistance [32,33]. 

The fecal bacterial community of captive songbirds includes certain 

genera recognized as environmental and beneficial bacteria, specifically 

Acinetobacter, Flavobacterium, and Sphingobacterium. The genus 

Acinetobacter is predominantly found in the microbiota of insects, such 

as cicadas, and is identified in bacteriome analysis of flowers, with its 

presence potentiated when added to fertilizers [34]. Interestingly, 

Acinetobacter abundance increases in insects that feed on fertilized 

plants [34]. Acinetobacter can also be found in natural water sources, 

contributing to biofilm formation [35,36]. Additionally, Acinetobacter has 

been isolated from soil [37], iron, and other metal mines [38]. 

On the other hand, the genus Flavobacterium primarily consists of 

environmental bacteria present in soil and water in forest environments 

or native areas [39,40]. Similarly, Sphingobacterium is a genus 

represented by many environmental species, having been isolated from 

soil and natural water sources [41,42]. 

The bacterial community data from fecal samples of wild songbirds 

revealed the presence of both potentially pathogenic and environmental 

bacterial genera in animals from this habitat. The genera identified as 

exclusive to wild songbirds were Catelliococcus, Actinobacillus, 

Brevibacterium, Clostridium sensu stricto 1, Serratia, and Mycoplasma. 

However, it is noteworthy that, unlike captive animals, our analyses did 

not identify any bacterial taxa as markers for wild animals. Catelliococcus 

was found to be the most abundant genus in wild songbirds, and it has 

been previously isolated from the intestinal microbiota of Thick-Billed 

Murre (Uria lomvia) [43] and passerines such as L. megarhynchos and L. 

luscinia [25], as well as from beach sand and seawater [44]. The presence 

of Catelliococcus in the feces of mammals and birds makes it a marker of 

fecal contamination in beach and lake waters [45,46]. The Actinobacillus 

genus has been associated with infections such as periodontitis, 

endocarditis, and meningitis in mammals [47,48]. It has also been 

isolated from Anseriformes, promoting respiratory diseases [49]. On the 

other hand, Brevibacterium, identified in the analyzed wild songbirds, is 

a genus primarily composed of environmental bacteria found in seas and 

rivers, known for their ability to secrete pigments and other substrates 

[50–52]. Interestingly, this genus has been identified in the microbiota of 

soft ticks of seabirds [53]. However, Brevibacterium avium is a potential 

cause of bumblefoot in poultry [54,55]. 
With beneficial effects, Clostridium sensu stricto 1 was identified in 

wild S. similis. These bacteria, involved in lipid metabolism, are used as 

probiotics for broiler chickens [56] and in fortifying solutions for 

premature babies [57]. Additionally, Clostridium sensu stricto 1 was 

previously described in the microbiome of passerines L. megarhynchos 

and L. luscinia [25]. 

Bacteria of the Serratia genus can naturally be found in the intestinal 

microbiota of some animals and in the environment. However, in cases of 

dysbiosis and immunological imbalances, Serratia can become highly 

pathogenic [58]. Some species of this genus also have zoonotic potential, 

such as Serratia fonticola, which is naturally present in the intestines of 
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wild birds, and their feces serve as a source of contamination for humans 

[59]. 

Considering the members of the genus Mycoplasma, they have 

been isolated from wild songbirds in outbreaks of mycoplasmal 

conjunctivitis but, up until now, have not been observed in the microbiota 

of healthy songbirds [60]. On the other hand, Mycoplasmas were 

identified in the intestinal microbiota of the Passeriformes L. 

megarhynchos and L. luscinia [25]. 

Our results highlight the presence of fecal biomarker genera on the 

feces of animals subjected to stressful and unwanted living conditions in 

captivity. The identified fecal biomarkers could serve as measures of the 

quality of life for S. similis and as diagnostic markers for mucosal diseases. 

Furthermore, these genera markers can be used as potential indicators of 

environmental behavior. 

In addition to “Candidatus Arthromintus” and Acidibacter, the other 

genera observed as fecal markers of S. similis in captivity were Kocuria, 

previously isolated from the preen glands and uropygial glands of owls 

[44], and Paracoccus. Paracoccus is already known as both a natural 

probiotic for some birds, influencing color and nest care behavior, and a 

genus involved in the metabolism of ammoniacal nitrogen and organic 

pollutants in poultry processing industrial effluent [61]. 

5. Conclusions 

In conclusion, this study presented the first descriptive study of the 

fecal bacterial community composition of S. similis living in two different 

habitats (captivity and the wild). Our results suggest that the bacterial 

genera identified in the feces of animals from each habitat have specific 

evolutionary particularities and genetic characteristics. The lifestyle of S. 

similis birds significantly impacts the composition of the fecal microbiota, 

with probable impacts on the health and well-being of these birds. The 

bacteria biomarker identified in these animals can be used to establish 

the well-being of songbirds in captivity. 
Supplementary Materials: The following supporting information can be 

downloaded at: https:// www.mdpi.com/article/10.3390/ani14060937/s1, Figure 
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per group. Comparison of the identified ASVs with the number of sequenced 

reads in each group. Figure S3: Relative abundance of the principal bacterial 

families identified in the feces of all studied Saltator similis. The points represent 

the ASVs. Blue color: wild songbirds. Yellow color: captive songbirds. Figure S4: 

The most predominant phyla, family, and genera identified in the feces from 

captive and wild Saltator similis. Bold *: indicates family or genus identified in 

libraries from a single habitat. Results from RStudio using the Vegan package and 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

Para concluir, esta tese apresentou o primeiro estudo descritivo da composição da 

comunidade bacteriana fecal de Trinca-Ferro (S. similis) vivendo em dois habitats 

ddistintos (cativeiro e vida livre). Nossos resultados sugerem que os gêneros 

bacterianos identificados nas fezes dos animais de cada habitat possuem 

particularidades evolutivas e características genéticas específicas. Viver em um 

ambiente nativo ou em cativeiro altera a composição da microbiota fecal, com 

possíveis impactos à saúde e ao bem-estar destas aves. 

Nossos resultados prospectam possibilidades de pesquisas futuras que ampliariam 

nossos conhecimentos acerca das microbiotas de passeriformes nativos do Brasil, 

além de possibilitar a o desenvolvimento de ferramentas moleculares para a detecção 

de possíveis detectores de estresse e de indicadores de perfis de mutilação por 

ociosidade em aves cativas. 
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ANEXO B – AUTORIZAÇÃO ICMBio 

 
 

Autorização para atividades com finalidade científica 
 

Número: 37567-14 Data da Emissão: 01/12/2022 09:24:38 Data da Revalidação*: 01/07/2022 

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorização tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades 

do projeto, mas deverá ser revalidada anualmente mediante a apresentação do relatório de atividades a ser enviado por meio do 

Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversário de sua emissão. 

Dados do titular 
 

Nome: CLÁUDIO ESTÊVÃO FARIAS CRUZ CPF: 451.338.910-91 

Título do Projeto: Fatores de manejo, sSanidade e g eIn é t i c a  eSm programaBs de r eabi l i t açIão e soOltura de passeriformes silvestres brasileiros 

aprendidos pela fiscalização ambiental no RS. 

Nome da Instituição: UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL CNPJ: 92.969.856/0001-98 

 

 
Cronograma de atividades 

 

# Descrição da atividade Início (mês/ano) Fim (mês/ano) 

1 Instalações sistemas informações CEMAS/UFRGS 10/2022 10/2022 

2 Edição resultados e publicações científicas 10/2022 12/2023 

3 Monitoramento áreas de soltura 10/2022 12/2023 

4 Idem lotes 2 a 6 04/2019 06/2020 

5 Finalização demais estruturas do CEMAS (escritório, sala alunos, etc.) 12/2018 03/2019 

6 Reabilitação lote 1 12/2018 02/2019 

7 Estudos áreas de soltura e monitoramento dos pássaros libertados 02/2019 06/2019 

8 Redação/publicação artigos científicos (capturas, sanidade, genética, 

reabilitação/soltura) 

12/2018 06/2020 

9 Monitoramento 01/2020 07/2022 

10 Redação/publicação artigos científicos 10/2021 10/2022 

11 Estudos adicionais genética de populações 06/2020 12/2020 

12 Reabilitação/soltura lotes adicionais 12/2019 01/2020 

13 Reabilitação/soltura lotes adicionais 01/2022 05/2022 

14 Estudos adicionais genética de populações 11/2021 03/2022 

 
Equipe 

 

# Nome Função CPF Nacionalidade 

1 Paulo Guilherme Carniel Wagner Colaborador-IBAMA/RS 541.924.120-04 Brasileira 

2 Cristine Cerva Pesquisador-IPVDF 567.907.670-53 Brasileira 

3 Helton Fernandes dos Santos Pesquisador 813.317.620-49 Brasileira 

4 DAVID DRIEMEIER Pesquisador-UFRGS 477.277.809-87 Brasileira 

5 Michelen Olenca de Souza Gonçalves Pesquisador-UFRGS 035.750.420-80 Brasileira 

6 Nelson Jurandi Rosa Fagundes Pesquisador estudo genética de populações 936.608.800-78 Brasileira 
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Observações e ressalvas 

 

1 A autorização não eximirá o pesquisador da necessidade de obter outras anuências, como: I) do proprietário, arrendatário, posseiro ou morador quando as atividades forem realizadas 

em área de domínio privado ou dentro dos limites de unidade de conservação federal cujo processo de regularização fundiária encontra-se em curso; II) da comunidade indígena 

envolvida, ouvido o órgão indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indígena; III) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa 

forem executadas em área indispensável à segurança nacional; IV) da autoridade marítima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em águas jurisdicionais brasileiras; V) do 

Departamento Nacional da Produção Mineral, quando a pesquisa visar a exploração de depósitos fossilíferos ou a extração de espécimes fósseis; VI) do órgão gestor da 

unidade de conservação estadual, distrital ou municipal, dentre outras. 

2 Deve-se observar as as recomendações de prevenção contra a COVID-19 das autoridades sanitárias locais e das Unidades de Conservação a serem acessadas. 

3 Esta autorização NÃO libera o uso da substância com potencial agrotóxico e/ou inseticida e NÃO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender 

às exigências e obter as autorizações previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotóxicos (Lei nº 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto nº 4.074, de 4 de 

janeiro de 2002, entre outros). 

4 Esta autorização NÃO libera o uso da substância com potencial agrotóxico e/ou inseticida e NÃO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de atender 

às exigências e obter as autorizações previstas em outros instrumentos legais relativos ao registro de agrotóxicos (Lei nº 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto nº 4.074, de 4 de 

janeiro de 2002, entre outros) 

5 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou jurídica estrangeira, em todo o território nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto 

coletar dados, materiais, espécimes biológicos e minerais, peças integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se 

destinem ao estudo, à difusão ou à pesquisa, estão sujeitas a autorização do Ministério de Ciência e Tecnologia. 

6 Este documento somente poderá ser utilizado para os fins previstos na Portaria ICMBio nº 748/2022, no que especifica esta Autorização, não podendo ser utilizado para fins comerciais, 

industriais ou esportivos. O material biológico coletado deverá ser utilizado para atividades científicas ou didáticas no âmbito do ensino superior. 

7 Este documento não dispensa o cumprimento da legislação que dispõe sobre acesso a componente do patrimônio genético existente no território nacional, na plataforma continental e 

na zona econômica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimônio genético, para fins de pesquisa científica, bioprospecção e desenvolvimento tecnológico. Veja 

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

8 O titular de licença ou autorização e os membros da sua equipe deverão optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possível , ao grupo 

taxonômico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforço de coleta ou captura que não comprometa a viabilidade de populações do grupo 

taxonômico de interesse em condição in situ. 

9 Esta autorização NÃO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuências previstas em  outros instrumentos legais, bem como do 

consentimento do responsável pela área, pública ou privada, onde será realizada a atividade, inclusive do órgão gestor de terra indígena (FUNAI), da unidade de conservação 

estadual, distrital ou municipal, ou do proprietário, arrendatário, posseiro ou morador de área dentro dos limites de unidade de conservação federal cujo processo de regularização 

fundiária encontra-se em curso. 

10 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAÇÃO, o pesquisador titular desta autorização deverá contactar a administração da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das 

expedições, as condições para realização das coletas e de uso da infraestrutura da unidade. 

11 O titular de autorização ou de licença permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violação da legislação vigente, ou quando da inadequação, omissão ou 

falsa descrição de informações relevantes que subsidiaram a expedição do ato, poderá, mediante decisão motivada, ter a autorização ou licença suspensa ou revogada pelo 

ICMBio, nos termos da legislação brasileira em vigor. 
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Outras ressalvas 

 

1 Está autorizado o transporte de amostras biológicas (sangue, fezes, ectoparasitos). 

O sangue coletado não deve ultrapassar o equivalente a 1% da massa corporal da ave. Em coletas consecutivas, não deve 

ultrapassar 2% a cada 14 dias. Não utilizar seringa para a colheita de sangue a partir da veia ulnar em pequenos Passeriformes. 

É obrigatório o conhecimento e aplicação das recomendações existentes no Manual de Anilhamento de Aves Silvestres, 

disponível no site do CEMAVE, especialmente quanto ao uso de, no máximo, duas anilhas em cada pata. 

CEMAVE Cabedelo-PB 

2 Realizar o agendamento prévio por e-mail (flonasaofranciscodepaula.rs@icmbio.gov.br), tanto para o acesso a UC como para uso 

das hospedarias (caso necessário). 

FLONA São Francisco de Paula 

 
Locais onde as atividades de campo serão executadas 

 

# Descrição do local Município-UF Bioma Caverna? Tipo 

1 Matas de galeria da campanha Alegrete-RS Pampa Não Fora de UC Federal 

2 Horto Florestal CMPC São Sepé-RS Pampa Não Fora de UC Federal 

3 Parque Natural Morro do Osso Porto Alegre-RS Mata Atlântica Não Dentro de UC Municipal 

4 Fazenda Dois Pinheiros Vacaria-RS Mata Atlântica Não Fora de UC Federal 

5 Propriedade rural Tubarão-SC Mata Atlântica Não Fora de UC Federal 

6 Entorno da cidade Santo Antônio do 

Pinhal-SP 

Mata Atlântica Não Fora de UC Federal 

7 Fazenda Cerro Coroado Santo Antônio das 

Missões-RS 

Pampa Não Fora de UC Federal 

8 Fazenda Miniatura Santa Vitória do Palmar-RS Pampa Não Fora de UC Federal 

9 Pouso Novo Rio Grande-RS Pampa Não Fora de UC Federal 

10 Entorno da cidade Rio dos Cedros-SC Mata Atlântica Não Fora de UC Federal 

11 Arara Eco Lodge, Fazenda Piuval e Pousada 

Portal do Paraíso 

Poconé-MT Pantanal Não Fora de UC Federal 

12 Entorno hotel Passo do Lontra Corumbá-MS Pantanal Não Fora de UC Federal 

13 Granja arrozeira família Menezes Cachoeira do Sul-RS Pampa Não Fora de UC Federal 

14 Entorno Horto Barba Negra Barra do Ribeiro-RS Mata Atlântica Não Fora de UC Federal 

15 Fazendas Rodeio do Meio / Ranchinho Mostardas-RS Pampa Não Fora de UC Federal 

16 Horto Florestal CMPC São Gabriel-RS Pampa Não Fora de UC Federal 

17 Entorno parque nacional Alto Caparaó-MG Mata Atlântica Não Fora de UC Federal 

18 Entorno parque nacional Foz do Iguaçu-PR Mata Atlântica Não Fora de UC Federal 

19 Granja & Cabanha VB Eldorado do Sul-RS Pampa Não Fora de UC Federal 

20 Floresta Nacional de São Francisco de Paula RS Mata Atlântica Não Dentro de UC Federal 
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Atividades 

 

# Atividade Grupo de Atividade 

1 Coleta/transporte de amostras biológicas in situ Outras atividades 

2 Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal 

3 Captura de animais silvestres in situ Outras atividades 

4 Manutenção temporária (até 24 meses) de vertebrados silvestres 

em cativeiro 

Atividades ex-situ (fora da natureza) 

5 Marcação de animais silvestres in situ Outras atividades 

6 Marcação de animais silvestres in situ Fora de UC Federal 

7 Pesquisa em unidade de conservação federal Outras atividades 

 
Atividades X Táxons 

 

# Atividade Táxon Qtde. 

1 Manutenção temporária (até 24 meses) de vertebrados 

silvestres em cativeiro 

Saltator similis - 

2 Captura de animais silvestres in situ Saltator similis - 

3 Manutenção temporária (até 24 meses) de vertebrados 

silvestres em cativeiro 

Paroaria coronata - 

4 Captura de animais silvestres in situ Paroaria coronata - 

5 Marcação de animais silvestres in situ Passeriformes - 

6 Manutenção temporária (até 24 meses) de vertebrados 

silvestres em cativeiro 

Passeriformes - 

7 Captura de animais silvestres in situ Passeriformes - 

8 Coleta/transporte de amostras biológicas in situ Passeriformes - 

A quantidade prevista só é obrigatória para atividades do tipo "Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ". Essa quantidade abrange uma porção 

territorial mínima, que pode ser uma Unidade de Conservação Federal ou um Município. 

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano. 
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Materiais e Métodos 

 

# Tipo de Método (Grupo taxonômico) Materiais 

1 Amostras biológicas (Aves) Fezes, Penas, Ectoparasita, Sangue 

2 Método de captura/coleta (Aves) Rede de neblina, Alçapão de rede, Outros métodos de 

captura/coleta(atração com utilização de "chamarizes"), Rede de 

neblina, Armadilha fotográfica, Vara com laço 

3 Método de marcação (Aves) Anilhas coloridas, Anilha metálica (padrão CEMAVE), Anilha 

 
Destino do material biológico coletado 

 

# Nome local destino Tipo destino 

1 UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL Outro 

2 Porto Belo Laboratório Outro 
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Registro de coleta imprevista de material biológico 

 

 

Táxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data 

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

* Identificar o espécime do nível taxonômico possível. 
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abaixo, qualquer cidadão poderá verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da página do Sisbio/ICMBio na Internet 

(www.icmbio.gov.br/sisbio). 

Código de autenticação: 0375671420221201 Página 6/6 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com a Instrução Normativa n&ordm;03/2014, a coleta imprevista de material biológico ou de substrato não 

contemplado na autorização ou na licença permanente deverá ser anotada na mesma, em campo específico, por ocasião 

da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatório de atividades. O transporte do material biológico ou 

do substrato deverá ser acompanhado da autorização ou da licença permanente com a devida anotação. O material 

biológico coletado de forma imprevista, deverá ser destinado à instituição científica e, depositado, preferencialmente, em 

coleção biológica científica registrada no Cadastro Nacional de Coleções Biológicas (CCBIO). 

http://www.icmbio.gov.br/sisbio)
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ANEXO D – EXTRATO DE ACORDO DE COOPERAÇÃO 
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