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Resumo

Os marcadores moleculares tipo microssatélites podem fornecer informacdes valiosas sobre
relagbes de parentesco, estimativa de diversidade e origem populacional de individuos. Esses
dados sdo essenciais para adocdo de medidas de conservacdo in-situ e ex-situ para espécies
ameacadas. No presente estudo obtivemos dados genéticos sobre os individuos cativos da
espécie Anodorhynchus hyacinthinus, arara-azul-grande, considerada em perigo de extingao.
Analisamos 10 locos de microssatélite e realizamos a sexagem molecular para 50 espécimes
de arara-azul-grande cativos nos parques zooldgicos do Estado de S&o Paulo. Determinamos o
sexo de individuos que ndo apresentavam essa informacdo e corrigimos a identificagdo
errbnea de dois outros espécimes. A diversidade genética encontrada para 0s espécimes
cativos de arara-azul-grande ndo diferiu significativamente da apresentada para as populagdes
naturais. Pudemos inferir a provavél origem populacional de 89,8% dos espécimes cativos por
meio de testes de atribuicdo populacional e dos gendtipos multiloco das populagGes naturias.
A maior parcela dos espécimes cativos foi atribuida as popula¢bes da regido norte e nordeste.
Estabelecemos as relagcbes de parentesco e a similaridade genética entre os 49 espécimes
cativos, focando os individuos cativos na mesma instiuicdo. Mais de 70% das combinacGes
par a par entre os especimes de arara-azul-grande resultaram em valores de parentesco para
individuos ndo relacionados, com valores de similaridade genética intermédiaria. A
combinacdo dos resultados permitiu a sugestdo dos melhores casais para reproducdo em cada
instiuicdo, além de possibilitarem a visualizacdo, pelas proprias instituicdes, dos melhores
pareamentos reprodutivos entre todos os espécimes, visando assegurar a diversidade genética

e preservar a historia evolutiva de A. hyacinthinus em cativeiro.



Abstract

Microsatellites loci can provide valuable information about kinship, diversity estimation and
population origin of individuals. These data are essentials for adoption of conservation
measures in-situ and ex-situ for endangered species. In the present study, we achieved genetic
data on captive individuals of the specie Anodorhynchus hyacinthinus, hyacinth macaw,
regarded in endangered of extinction. We analyzed 10 microsatellite loci and performed the
molecular sexing to 50 of hyacinth macaw captive in the zoos of the Sdo Paulo State. We
determined the sex of individuals without this information and corrected the erroneous
identification of the two other specimens. The genetic diversity for captive specimens
hyacinth macaw did not differ significantly of the natural populations. We determine the
probable populational origin of 89.9% of the captive specimens by population allocation tests
and multilocus genotypes of the natural populations. The largest portion of captive specimens
were assigned to the North and Northeast region The largest portion of captive specimens
were assigned to the North and Northeast populations region. We established the Kinship and
genetic similarity among 49 captive specimens, focusing on captive individuals in the same
institution. More than 70 % of the pairwise combinations among the hyacinth macaw
specimens resulted in values of Kinship to unrelated individuals, with intermediate values of
genetic similarity. The combination of the results of this present study allowed the suggestion
of the best couples to breeding in each institution, beyond if they enable better visualization of
reproductive pairings between all specimens to ensure the genetic diversity and preserve the

evolutionary history of the A. hyacinthinus in captivity.
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1. Introducéo

O territorio brasileiro faz parte da regido neotropical do globo, que concentra a maior
biodiversidade do nosso planeta. O Brasil ocupa uma posicdo de destaque neste cenario,
sendo considerado um pais megadiverso abrigando cerca de 10 a 20% do total de espécies
conhecidas no planeta (LEWINSOHN, 2006; LEWINSOHN; PRADO, 2005; MMA, 2010).
Em relacdo a avifauna o pais esti entre os mais ricos, atrds somente da Colombia e do Peru,
abrigando mais de 1.500 espécies de aves das quase 10 mil reconhecidas em todo o globo pela
Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) e BirdLife (BIRDLIFE, 2008a).

As aves representam um dos grupos de seres vivos mais bem estudados no mundo e
sdo consideradas bons indicadores da salde ambiental, podendo ser usadas para o
monitoramento da situacdo da biodiversidade mundial (BIRDLIFE, 2008b). No entanto, na
ultima avaliacdo realizada pela BirdLife (2011, 2013a) 1.253 espécies foram consideradas
ameacadas de extingdo e dentre estas, 122 estdo presentes em territorio brasileiro. Estudos
apontam que nos ultimos 500 anos 151 espécies de aves podem ter sido extintas (BIRDLIFE,
2011). Estas extincGes tém sido causadas, pricipalmente, pela acdo antrOpica por meio da
destruicdo de habitat pela agricultura e exploracdo de madeira, da caca e trafico ilegal e da
introducdo de espécies exdticas, como ratos e gatos (BIRDLIFE, 2013b). De acordo com a
BirdLife (2013a) 23% das espécies de aves ameacadas de extincdo sdo psitacideos. O Brasil é
considerado 0 pais mais rico em psitacideos, com 85 espécies reconhecidas pelo Comité
Brasileiro de Registros Ormnitologicos (COMITE BRASILEIRO DE REGISTROS
ORNITOLOGICOS, 2011) e dessas, 16 estio listadas como espécie ameacada de extingdo em
diferentes classificacbes da IUCN (2012, 2013).

A familia Psittacidae € composta por cerca de 350 espécies conhecidas popularmente
como papagaios, araras, periquitos, jandaias, maracands, tuins, apuins, catatuas, calopsitas,
caturritas, entre outras, distribuidas pelas regibes quentes e temperadas do globo (DEL
HOYO, ELLIOT; SARGATAL, 1999; FORSHAW e KNIGHT, 2006; JUNIPER e PARR,
1998). Os psitacideos apresentam grande variagdo de tamanho, coloracdo e peso, mas
compartilham muitas caracteristicas marcantes que facilitam seu reconhecimento imediato,
como o bico curto, alto, recurvado, base larga, arredondado e maxila movel articulada ao
cranio. Possuem uma lingua grossa, sensivel e riquissima em papilas gustativas. Apresentam
0 tarso muito curto, com quatro dedos em pe zigodactilo, asas compridas e fortes, plumagem
em cores vividas, curta, dura e rica em po. A regido perioftalmica é nua e de extensdo variada,

frequentemente possui um circulo estreito em volta dessa regido, destacando um colorido
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vivo, que pode ser realcado ainda mais por um segundo circulo (COLLAR, 1997; SICK,
1997).

Os representantes da familia Psitacidae apresentam caracteristicas que despertam
grande interesse nos seres humanos, como sua plumagem colorida, inteligéncia, facil
adaptacdo ao cativeiro e capacidade de imitar a voz humana, tornando esse um dos grupos de
aves que mais sofre com a caca e o trafico ilegal (COLLAR, 1997; GUEDES, 2004;
SYNDER et al, 2000). Os psitacideos de maior tamanho corpOreo, como as araras, estdo
entre as espécies mais susceptiveis a extingdo devido as suas baixas taxas de recrutamento e a
sua sensibilidade & perda de héabitat (GALETTI; GUIMARAES; MARSDEN, 2002).
Adicionalmente, a falta de conhecimento sobre sua biologia basica torna a conservagdo dessas
aves ainda mais dificil (GUEDES, 2004).

O ¢énero Anodorhynchus (Psittaciformes, Psittacidae) compreendia trés espécies de
arara-azul com grande similaridade morfologica (Figura 1): (i) Anodorhynchus glaucus
(Vielllot 1816), arara-azul-pequena, extinta na natureza e sem registros de sua existéncia em
cativeiro,(if) Anodorhynchus hyacinthinus (Latham 1790), arara-azul-grande, considerada
ameacada de exitngdo e (i) Anodorhynchus leari (Bonaparte 1856), arara-azul-de-lear, em
perigop de extingdo (BIRDLIFE, 2014; SICK, GONGAZAGA; TEIXEIRA, 1987;
YAMASHITA e VALLE, 1993; MMA, 2003, MACHADO et al., 2008; IUCN, 2014).

Figura 1 - Espécies de arara-azul pertencentes ao género Anodorhynchus.

Anodorhynchus glaucus Anodorhynchus hyacinthinus Anodorhynchus leari

As araras desse género possuem cabeca grande e bicos poderosos, com uma pele
amarela em forma de anel no entorno dos olhos. A plumagem apresenta variagdes em tons de
azul e seus individuos ndo apresentam dimorfismo sexual. S&o altamente especialistas,
alimentando-se principalmente de frutos de palmeiras encontrados nas regides de ocorréncia
(YAMASHITA e VALLE, 1993), o que as torna extremamente dependentes da conservacao
do seu habitat (GUEDES, 1995, 2004).
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A espécie A. hyacinthinus, conhecida popularmente como arara-azul-grande, arara-
azul, arara-preta e araralna, enfatizada neste projeto de pesquiza, pode medir mais de um
metro da ponta do bico a cauda e pesar cerca de 1,3 kg, sendo considerada o0 maior psitacideo
do mundo (GUEDES, 2002; SICK, 1997). Sua plumagem é azul cobalto com a superficie
inferior enegrecida, com o anel perioftdlmico e uma faixa em torno da base da mandibula em
amarelo (ABRAMSON; SPEER; THOMSEN, 1995; GUEDES, 1993; SICK, 1997).

A arara-azul-grande ocorre na regido do Pantanal brasileiro (nos Estados de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul), boliviano e paraguaio; na regido norte do Brasil no Estado do
Para (leste da regido amazbnica e oeste de Altamira), na regido de “Gerais" que inclui os
Estados de Tocantins, Maranhdo, Piaui, Bahia, Goias e Minas Gerais (BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2014; GUEDES, BIANCHI e BARROS, 2008;). As popula¢des do
Pantanal sdo monitoradas desde a década de 1990 pelo Projeto Arara-azul, o qual despende
grandes esforcos para na protecdo e recuperacdo da espécie. J& as demais populacdes ainda
estdo mais wulnerdvies ao tréfico e sofrem com descaracterizacdo do seu habitat para a
pecuaria e agricultura (BIANCHI, 2003 apud GUEDES, 2004; SCHERER-NETO, 2004 apud
GUEDES, 2004).

As araras-azuis-grande sdo consideradas aves sociais, com fidelidade aos seus locais
de alimentacdo e de reproducdo e ao seu parceiro, se relnem em grupos para comer pela
manhd ou no final da tarde e em locais chamados de “dormitorios” onde passam a noite
(GUEDES, 1993; GUEDES, 1995; YAMASHITA, 1992). No Pantanal, os frutos das
palmeiras acuri (Scheelea phalerata) e macatva/bocailva (Acrocomia aculeata) sdo sua fonte
de alimentacdo, ja na regido nordeste as araras-azuis se alimentam de coco de piacava (Atelea
funifera) e catolé (Syagrus cearencis) e na regido norte de inaja (Maximiliana maripa),
babacu (Orbignya phalerata), tucum (Astocarym sp.), gueroba (Syagrus oleracea) e dos
poucos frutos de acuri e macalva disponiveis (COLLAR et al., 1992; GUEDES, 1993, SICK,
1984; SICK et. al., 1987). Em cativeiro a arara-azul-grande ndo tem um gasto energético tdo
alto quanto na natureza e, deste modo, a dieta de cocos e as sementes oleaginosas que séo
cosumidos livremente em vida livre podem gerar obesidade, problemas reprodutivos e
deficiéncia nutricional (CARCIOFI e SAAD, 2001; CARCIOFI; PRADA; MORI, 2003). A
utilizacdo de ragdes especificas para psitacideos é uma alternativa eficaz e econbmica que
garante & ave todos 0s nutrientes, vitaminas e minerais necessarios em todas as fases do
desenvolvimento (FRANCISCO, 2012). Intercalado a racdo, é comum o ofereciemento de

cocos e nozes, alem de frutas e verduras uma ou duas vezes por semana (FERREIRA, 2010).
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A espécie é monogamica (GUEDES, 1993; MIYAKI et al, 1995; PRESTI, 2006),
como a maioria dos psitacideos (SICK, 1997), com o casal permanecendo junto mesmo fora
da estacdo reprodutiva, dividindo as tarefas de sele¢do, reforma e cuidado do ninho e filhotes
(GUEDES, 1993; GUEDES e HARPER, 1995). No Pantanal e na regido norte a formacgao dos
ninhos ocorre pela expansdo de cavidades de arvores feitas por outras espécies de aves, como
0 pica-pau, ou provocadas por quebra de galhos. Sendo que uma Unica espécie de arvore, o
manduvi (Sterculia apetala), concentra até 90% dos ninhos no Pantanal (GUEDES, 2004;
PINHO e NOGUEIRA 2003). Ja na regido nordeste as araras-azuis nidificam em fendas ou
buracos naturais de pareddes rochosos de arenito (COLLAR, 1997).

O periodo de reproducdo se estende de julho a janeiro, e a fémea de A. hyacinthinus
coloca, em média, dois ovos de coloracdo branca (GUEDES, 1993). A incubacdo leva de 28 a
30 dias e o macho fica responsavel pela defesa do ninho e grande parte da alimentagdo da sua
parceira, ja que a féma passa 70% do seu tempo no ninho incubando os ovos (GUEDES,
1993, 2002). O peso dos filhotes ao nascer € de aproximadamente 30 gramas, variando entre
18 a 27 gramas e medem de 8 a 10 cm de comprimento (GUEDES, 1993, 2002; FERREIRA,
2010). Apesar da alta taxa de eclosdo, ha tambem uma alta taxa de mortalidade dos ninhegos
e geralmente s6 um dos filhotes sobrevive (GUEDES, 2004). Em cativeiro, a espécie
geralmente se reproduz no mesmo periodo da natureza, com o segundo ovo colocado dois dias
apos o primeiro e os filhotes nascem com dois dias de diferenca também (FERREIRA, 2010).
E para se obter maior sucesso de eclosdo e sobrevivéncia de filhotes os ovos sdo incubados
artificalmente e os filhotes sdo criados sem os pais (FERREIRA, 2010).

O filhote é totalmente dependente dos seus pais e recebe alimento por regurgitacao.
Com aproximandamente 100 dias ele deixa o ninho, mas ainda esta ligado aos seus pais pela
dependéncia na alimentacdo, a separagdo completa ocorre entre 12 a 18 meses (GUEDES;
BIANCHI e BARROS, 2008). O tempo de separacdo do filhote determina se o casal de A.
hyacinthinus se reproduz todos os anos ou em anos alternados (GUEDES, 2004). De acordo
com Presti (2006) o tempo de separacdo esta relacionado a experiéncia e maturidade do casal,
dessa forma, casais experientes reproduzem-se todos 0S anos, enquanto casais jovens e
inexperientes se reproduzem a cada dois anos. A arara-azul-grande pode viver 30 anos, essa
grande longevidade pode compensar a baixa taxa reprodutiva anual da espécie (GUEDES,
2002, 2004).

A populacdo de arara-azul-grande no Pantanal chegou a niveis criticos na década de
1980, estima-se que mais de 10 mil aves foram capturadas e comercializadas ilegalmente
(MITTERMEIER et al. 1990; MUNN; THOMSEN e YAMASHITA, 1987). Na década de
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1990, a situacdo da espécie se agravou ainda mais com a perda de seu habitat pelo
desmatamento e queimadas, com o ndmero de aves chegando a cerca de 1.500. Nos
exemplares em cativeiro, no mesmo periodo de 1980 a 1990, também ocorreu um declinio no
nimero de individuos de arara-azul-grande, causado pela falta de conhecimento da biologia
da espécie e seu manejo, com perda de muitos individuos selvagens que foram vendidos como
“pet”, por falta de cuidados basicos, principalmente relacionados com a dieta da ave e a
dificuldade em domesticar os exemplares silvestres. E assim, instituicdes como zoologicos e
criadouros na intencdo de ajudar a espécie em sua reproducdo e preservacdo, aumentaram a
pressao sobre as populagdes selvagens (FERREIRA, 2010).

A espécie A. hyacinthinus é considerada ameacada de extingdo, devido aos répidos
declinios populacionais do passado, causados pela ameaca de captura para o comércio ilegal e
a perda de habitat permanente (BIRDLIFE, 2014; COLLAR et al. 1992; IUCN, 2013; MMA,
2003; MACHADO et al., 2008; Apéndices | e Il da Conservacdo sobre o Comércio das
Espécies da Fauna e Flora Ameagadas de Extingdo).

O nlimero de aves em vida livre no Brasil estd estimado em 6.500 individuos
(GUEDES; BIANCHI e BARROS, 2008; MACHADO et al., 2008), com cerca de 5.000 aves
no Pantanal e de 1.000 a 1.500 araras-azuis na regido norte e no “Gerais”. Segundo Presti
(2010) as populagdes de arara-azuis-grande apresentam moderada diferenciacdo genética
correspondente a suas distribuices geograficas (Figura 2): (i) Pantanal Sul, (ii) Pantanal
norte, (i) regido norte e (iv) regido nordeste.

Uma espécie listada como ameacada de extingdo merece atencdo visando sua
conservacdo e de seus habitats e se necessario, 0 desenvolvimento de praticas de manejo
voltadas para a recuperacdo de suas populacdes até niveis seguros (TOMAS; SOUZA,;
TUBELIS, 2004). Dessa forma, estratégias de conservacdo in-situ e/ou ex-situ devem ser
empregadas na tentativa de evitar que especies desaparecam. A conservacao in situ visa a
recuperacdo da espécie em seu ambiente natural. J& a conservacdo ex-situ mantém
populagdes, principalmente de espécies ameacadas de extincdo ou ja extintas na natureza, em
cativeiro para a reproducdo (PRIMACK e RODRIGUES, 2001).

No contexto da conservacdo ex-situ as instituicbes como zoologicos e criadouros
cientificos podem desempenhar um papel importante na conservacdo de espécies,
principalmente aquelas ameacgadas de extincdo, contribuindo com programas de reproducgéo,
manejo e reintroducdo de espécies (PRIMACK; RODRIGUES, 2001; TROMBULAK et al.,
2004). Os zoologicos ainda realizam pesquisas cientificas que geram dados sobre a biologia

das espécies cativas, muitas vezes em parceria com instituicbes de pesquisas. Alkm de
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atuarem como educadores da populagdo, aumentando o interesse, a afeicdo, o conhecimento e
a conscientizacdo da sociedade sobre a fauna e a flora (DIEGUES; PAGANI, 2007).
Figura 2 — Localidades geogréaficas da espécie Anodorhynchus hyacinthinus amostradas e analisadas

por Presti (2010) e suas populacdes genéticas correspondentes: Pantanal Sul, Pantanal Norte e regido
Norte e Nordeste.

Fonte: adaptado de Presti (2010).

A conservacdo ex-situ visa manter em cativeiro um conjunto de individuos viaveis e
auto sustentaveis, capazes de representar e manter a diversidade genética encontrada nas
populacBes naturais (EBENHARD, 1995; RUDNICK; LACY, 2008). A maioria dos
zoolbgicos e criadouros reconhece a importancia de manter as espécies como unidades
evolutivas (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008). Para que isso ocorra € necessario
que o0s pareamentos reprodutivos e trocas de exemplares entre as instituicbes sejam
planejados, considerando o parentesco entre os individuos e as eventuais consequéncias do
endocruzamento, 0s possiveis efeitos da exogamia, a identificacdo correta do sexo dos
individuos nas espécies que ndo apresentam dimorfismo sexual e a perda da diversidade
genética encontrada nas populagdes naturais (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008;
TEMPLETON, 2011).
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A endogamia pode colocar em evidéncia alelos recessivos deletérios diminuindo a
capacidade reprodutiva e sobrevivéncia da espécie (RALLS; BALLOU, 1983; FRANKHAM,
2008; PEREIRA, 2004). Estudos mostram que mesmo no ambiente controlado e pouco
variavel do cativeiro, que exerce menor pressdo seletiva sobre as espécies, as caracteristicas
de aptiddo estdo sob influéncia da depressdo endogadmica (BRYANT; REED 1999;
FRANKHAM, 1995). Além disso, 0 manejo de uma espécie in-situ e/ou ex-situ de espécies
com estruturacdo genética sem considerar a origem geografica dos individuos para reproducédo
pode acarretar varios problemas bioldgicos para espécie com a perda da capacidade adaptativa
dos individuos ao ambiente (ALACS; JANZEN; SCRIBNER, 2007; FRANKHAM, 2008;
LYNCH, 1996; TEMPLETON, 2011). Segundo Frankham, Ballou e Briscoe (2008) o
cruzamento entre duas linhagens de orangotangos geneticamente diferenciadas gerou
problemas reprodutivos que ndo havia nas populag0es originais.

A metade das espécies de aves do mundo ndo apresenta dimorfismo sexual
dificultando o pareamento correto dos espécimes cativos. A falta de identificacdo do sexo dos
individuos pode atrasar ou até mesmo prejudicar programas de reproducdo (RASO;
WERTHER, 2004). Alm disso, em grupos de individuos cativos pode ocorrer perda da
diversidade genética com consequente diminuicdo da habilidade em responder as mudancas
ambientais (ANDRABI; MAXWELL, 2007; FRANKHAM, 2008). Assim, as andlises
genéticas e a sexagem molecular sdo de extrema importancia para 0 manejo de espécies
cativas, pois permitem eleger os melhores casais para reproducdo, principalmente quando os
individuos ndo possuem registro genealdgico.

Nesse sentido, a Genética da Conservacdo, que emprega teoria e técnicas genéticas na
tentativa de assegurar a diversidade genética das espécies ameacadas e, dessa forma, garantir
0 potencial evolutivo da espécie (ALLENDORF; LUIKART, 2007; FRANKHAM,
BALLOU; BRISCOE, 2008), pode e deve ser usada para planejar o manejo das espécies em
cativeiro. Isto porque, a genética permite identificar e apontar possiveis solucbes para 0s
problemas citados acima (DESALLE; AMATTO, 2004; FRANKHAM, BALLOU;
BRISCOE, 2008).

As metodologias que utilizam marcadores genéticos sdo amplamente empregadas em
estudos populacionais, evolutivos e de conservacdo (EIZIRIK, 1996; MATIOLI, 2001). Os
marcadores genéticos sdo caracteristicas de DNA que diferenciam individuos, apresentam
heranca Mendeliana simples e servem para identificar um local ou uma regido nos
cromossomos (HILLIS, MORITZ; MABLE, 1996; MATIOLI, 2001). Os microssatélites,

também conhecidos como simples sequence repeats (SSRs) ou short tandem repeats (STR),
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sdo considerados um dos marcadores genéticos mais populares para estudos genéticos
populacionais e das relacdes entre os individuos (JONES et al., 2010). Sao sequéncias simples
de um a seis nucleotideos repetidos em tandem, possuem alto polimorfismo decorrente das
altas taxas de mutacdo nestes locos, sdo amplamente distribuidos pelo genoma, apresentam
heranca Mendeliana e codominancia e, sdo flanqueados por sequéncias Unicas podendo ser
facilmente amplificados utilizando primers especificos por meio de ReacGes em Cadeia da
Polimerase (PCR) (CHISTIAKOQV et al., 2006; TAUTZ; RENS, 1984).

O uso dessa ferramenta, no entanto, é limitado pela demora e custo elevado para
isolamento de locos espécie-especificos (MEDEIROS; CARDOSO; FERREIRA, 2006).
Adicionalmente, 0 genoma das aves apresenta menos locos de microssatélites do que outros
organismos, tornando ainda mais dificil a prospeccdo de locos para esse grupo (PRIMMER et.
al, 1997). A solucdo para este inconveniente estd no uso de primers heterdlogos
desenvolvidos para espécies filogeneticamente relacionadas a espécie estudada (PRIMMER et
al., 2005; SOUZA et al., 2012).

Em Psitacideos, Hughes et al. (1998) descreveram oito pares de primers polimorficos
de microssatélites para tuim (Forpus passerinus). Os mesmos primers foram testados em
outras cinco espécies de psitacideos (Brotogeris jugularis, Aratinga pertinax, Aratinga
canicularis, Aratinga albifrons e Amazona auropalliata), mas todos se mostraram
monomorficos. Para o papagaio Amazona guildingii Russello et al. (2001) desenvolveram
primers para nove locos de microssatélites que se mostraram altamente varidveis em outras
oito espécies pertencentes aos géneros Amazona, Ara, Aratinga e Pionus. Caparroz, Miyaki e
Baker (2003) desenvolveram primers para sete locos de microssatélites de Ara ararauna,
desses, cinco se mostraram polimérficos para a espécie. Presti et al. (2011) testou e avaliou o
nivel de polimorfismo de 19 pares de primers disponiveis na literatura (CAPARROZ,
MIYAKI; BAKER, 2003; GEBHARDT; WAITS, 2008; RUSSELLO et al, 2001;
RUSSELLO et. al., 2005; SCOTT K. DAVIS apud PRESTI et al 2011; TAYLOR; PARKIN,
2007) em cinco espécies de arara, A. hyacinthinus, A. Leari, Ara macao, Ara chloropterus e
Cyanopsitta spixii.

Os SSRs podem fornecer informagOes valiosas sobre relagbes de parentesco,
paternidade, estimativa de diversidade e origem populacional de individuos, dados essenciais
para adocdo de medidas de conservacdo in situ e ex situ, principalmente para espécies
ameacadas de extingdo (OLIVEIRA et al., 2006; PRESTI et al, 2011). Por todas as

caracteristicas dos microssatélites, a utilizacdo desse tipo de marcador torna-se adequada para
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a caracterizacdo genética dos exemplares cativos de arara-azul-grande proposta nesse
trabalho.
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2. Justificativa

A maioria das espécies com representantes em cativeiro sdo mantidas em pequeno ndmero em
zoologicos e criadouros comerciais ou cientificos, devido a limitacBes fisicas e/ou financeiras
das instituicbes (BALLOU; LACY, 1995). Adicionalmente, ha uma caréncia de informacoes
genéticas, quanto as relacdes de parentesco e estimativas de diversidade genética das espécies
cativas, com excecdo daquelas que possuem um studbook - livro de registro de registro
genealdgico das espécies. A falta desses dados pode prejudicar a execucdo de um plano de
manejo interno e entre instituicbes quanto aos pareamentos e as trocas de individuos. O
pequeno ndmero de individuos disponiveis para a reproducdo contribui para que 0s
exemplares cativos tornem-se similares geneticamente, consequentemente endogamicos e
potencialmente invidveis (FRANKHAM, 2008; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004).

Quando as populagdes naturais de uma espécie apresentam diferencas genéticas de
acordo com a sua distribuicdo geografica, 0 manejo dos individuos cativos da espécie deve
considerar a origem geografica dos mesmos. Pois a reproducdo entre espécimes provenientes
de linhagens distintas pode acarretar varios problemas bioldgicos para espécie, com a mistura
de conjuntos génicos adaptados a condi¢bes ecoldgicas locais, além de obscurecer a historia
evolutiva recente das populacdes (FRANKHAM, 2008; LYNCH, 1996; TEMPLETON,
2011).

As informagcdes genéticas geradas nesse estudo permitiram responder a provavel
origem populacional de cada espécime de arara-azul-grande cativo no Estado de S&o Paulo e
quais as relacdes de parentesco entre eles. Contribuindo para 0 manejo interno e entre
instituicbes dos espécimes cativos, evitando 0 pareamento reprodutivo entre individuos
provenientes das diferentes populagdes e/ou muito similares geneticamente. Possibilitando a
manutencdo da diversidade genética e a preservacdo da historia evolutiva das populagdes

naturais de A. hyacinthinus em cativeiro.
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3. Hipdteses

Considerando a existéncia de populagbes naturais de arara-azul-grande geneticamente
diferenciadas, correspondentes a sua distribuicdo geografica, e a falta de informacdes sobre a
procedéncia dos individuos em cativeiro decorrentes de apreensdo, esse trabalho teve como
hipdtese que as todas as populacdes naturais de A. hyacinthinus estdo representadas em
cativeiro.

Adicionalmente, como o nimero de exemplares da espécie em cativeiro ndo representa
toda a diversidade genética encontrada nas populacdes naturais e 0s pareamentos dos
individuos para reproducdo sdo realizados, na maioria das vezes, sem considerar 0 parentesco
entre esses, temos como segunda hipotese que os exemplares de arara-azul-grande cativos sao

relacionados e com alta similaridade genética.
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4. Objetivos

Considerando a necessidade em se determinar a provavel origem populacional e as
relacbes de parentesco dos espécimes de arara-azul-grande em cativeiro, esse estudo teve
como objetivo geral caracterizar geneticamente os individuos de A. hyacinthinus cativos nos
parques zooldgicos do Estado de S&o Paulo, utilizando-se microssaté lites.

Com isso, tem-se como objetivos especificos:

realizar a sexagem molecular dos espécimes;

obter o perfil genético dos individuos de arara-azul-grande;
determinar a provavel origem populacional de cada espécime;
estimar o parentesco entre 0s espécimes cativos e

sugerir os melhores casais para o pareamento reprodutivo.
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5. Material e Métodos
5. 1. Amostras

Os espécimes de A. hyacinthinus cativos nos parques zooldgicos do Estado de S&o Paulo
(Tabela 1) foram amostrados de abril de 2012 a dezembro de 2013. A coleta de material
bioldgico foi realizada com a licenca do ICMBio (Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade). As penas em crescimento cheias de contetdo celular foram retiradas da parte
axial ou peitoral das aves, armazenadas em tubos tipo eppendorf ou falcon com etanol 100%
ou em envelopes até a chegada ao laboratorio, onde foram acondicionadas em freezer a -20°C
até o momento da extracdo. O sangue foi aspirado com uma seringa lavada com EDTA 0,5M
e pH 8 e colocado em tubo tipo eppendorf acrescido de etanol 100%, armazenado em freezer
a -20°C apds a chegada ao laboratorio.

No total foram amostradas 50 araras-azuis-grande sendo, 29 amostras de sangue (0,3 ml),
20 amostras de pena em crescimento (pena canhdo) e uma pena caida no recinto. Os
individuos de A. hyacinthinus receberam um ndmero de registro no laboratério de 1 a 50, de
acordo com a ordem de coleta, com intuito de facilitar o processamento das amostras
(Apéndice A).

Tabela 1 - Parques zooldgicos do Estado Sdo Paulo que abrigam os individuos de arara-azul-grande
amostrados nesse estudo. Com a sigla e nimero de individuos amostrados em cada instituig&o.

InstituicGes Sigla Numero de individuos

Parque Ecoldgico de Sdo Carlos PESC 5
Parque Ecoldgico Municipal de Americana PEMA 10
Fundacdo Parque Zooldgico de S&o Paulo FPZSP 18
Zoolégico Municipal de Bauru ZMB 1
Zoolégico Municipal de Piracicaba ZMP 2
Parque Ecoldgico Municipal de Leme PEML 1
Zooldgico de Tabodo da Serra ZTB 2
Zooldgico Municipal de Sorocaba ZMSQB 5
Zooldgico e Orquidario de Santos PZOMS 1
Zoolégico Municipal de Ribeirdo Preto ZMRP 3
Parque Zooldgico Eugénio Walter de Boituva PZEWB 2

Total 50
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A parte pratica desse trabalho foi realizada no Laboratério de Biodiversidade
Molecular e Conservacdo - LabBMC, do Departamento de Genética e Evolucdo da

Universidade Federal de Sdo Carlos.

5.2. Extragdo de DNA total

A extracdo de DNA total seguiu o protocolo baseado em fenolcloroférmio:lcool
isoamilico modificado de Sambrook, Fritsch e Maniatis (2001). O primeiro passo consistiu
em incubar o contetdo celular das penas ou 40l de sangue total de cada ave juntamente com
300l de tampédo de lise TNE (Tris-HCI 50mM, pH 8,5 25°C, NaCl 100mM, EDTA 6,3mM
pH 7,5 25°C), 15ul de Proteinase K (10mg/ul) e 20l de SDS 25%. As amostras de penas em
crescimento e a pena caida no recito, foram incubadas em banho-maria a 37°C por trés e sete
dias, respectivamente, com adicio diaria de 104 de Proteinase K (10mg/ul) (MINO e DEL
LAMA, 2009). Ja as amostras de sangue, foram incubadas em termobloco a 55°C por 12 a 16
horas.

Apbs esse passo inicial, aos tubos retirados do termobloco e/ou banho-maria
adicionou-se 300 de Fenol seguido da agitagdo manual suave por 10 min e centrifugacdo
por 10 min a 12.000 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos acrescidos de
3004 da mistura fenolcloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e os passos de agitacdo e
centrifugacdo anteriores foram repedidos. Em seguida os sobrenadantes foram transferidos
para tubos novos acrescidos de 300 da mistura cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), com a
repeticdo da etapa de agitacdo e centrifugagdo. Os sobrenadantes resultantes desse Ultimo
passo foram transferidos para tubos novos e adicionado Acetato de Sédio 3M (10% do
volume final) e Etanol Absoluto gelado (250% do volume final). A mistura foi deixada em
freezer a -20°C por uma noite para a precipitacdo do DNA.

Os precipitados ap6s centrifugacdo, 20 min a 12.000 rpm, foram lavados duas vezes
com 700ul de etanol 70% gelado e centrifugados por 15 min a 12.000 rpm. Apos a Ultima
lavagem o etanol foi descartado e os tubos deixados a temperatura ambiente para evaporacao
do mesmo. O DNA foi suspendido em 100ul TE (tris-borato-EDTA) e armazenado em freezer
a- 20°C.

A quantidade e a integridade do DNA extraido foram verificadas em biofotémetro
utilizando 2 de DNA para 98ul de agua MiliQ e em eletroforese com gel de agarose a 1%
corado com Gel Red™, Em seguida dois tipos de aliquotas foram feitas, uma solugdo estoque
de DNA (sem diluir) e uma solugdo com DNA diluido em agua MiliQ a 20ng/W. A solugdo
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com DNA diluido foi utilizada na amplificacdo dos locos de microssatélites e na sexagem

molecular por meio da PCR. As duas aliquotas foram armazenadas em freezer a -20°C.
5.3. Sexagem Molecular

A sexagem das araras-azuis-grande foi realizada pela amplificacdo do gene CHD-1
(chromo-helicase-DNA-binding) presente nos cromossomos sexuais Z e W, método descrito
por Griffths et al. (1998). O gene CHD-Z esta presente em ambos 0s sexos enquanto 0 gene
CHD-W ocorre somente nas fémeas, que sdo 0 sexo heterogamético do sistema ZW. A
técnica baseia-se no tamanho dos introns presentes em cada gene CHD. Por se tratar de uma
regido ndo-codificante, os introns sdo menos conservados apresentando quantidades de pares
de base (pb) diferentes entre os sexos. Essa diferenca gera tamanhos de fragmentos distintos
quando o produto da PCR é visualizado em gel de agarose (Z 300-400pb e W 400-700pb),
revelando dois fragmentos do mesmo tamanho para os individuos machos e dois fragmentos
de tamanhos diferentes para as fémeas (FRIDOLFSSON; ELLEGREN, 2000; GRIFFITHS,
2000; GRIFFITHS et al., 1998).

A amplificacdo do DNA foi realizada com os primers P2 (5 TCTGCATCGCTAAAT
CCTTIT 3°) e P8 (5 CTCCCAAGGATGAGRAAYTG 3’) conforme o protocolo adaptado de
Griffiths (1998) em um volume total de 12pl. Cada reagéo continha:

- 54l de GoTaqg (Promega) (mix pronto 1x com 0,20 mM de cada dNTP, 1,5 mM de
MgCk, 1U Taq DNA),

- 1 de cada primer (10 mM),

- 0,3 mg/mL de BSA,

- 3,7U de H20 deionizada e

- 14 de DNA (20ng/ul).

As condi¢bes da PCR foram: desnaturagcdo a 95°C (5 min); seguido de 40 ciclos a 95°C
(1 mim), anelamento a 43°C (30 seg), extensdo a 72°C (30 seg) e extensdo final a 72°C (7
min).

Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose 3% corado com Gel
Red™, submetido a corrida durante trés horas sob voltagem constante de 110 V, com um
controle positivo e um negativo e visualizados em transiluminador de luz UV. As fémeas,

sexo heterogamético, apresentando duas bandas e os machos apenas uma.
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Além, de um marcador de microssatelites especifico para a espécie (HYA1172)
(DAVIS apud PRESTI, 2011) foram utilizados mais nove locos heterdlogos (UnaCT21,
UnaCT32, UnaCT43, UnaCT74, UnaGT55, UnaCT4lint, AgGT19, Peeull, Peep 16)

(Tabela 2), descritos para outras espécies de psitacideos, testados na espécie foco por Presti et

al. (2011). O método de Schuelke (2000) foi utilizado em todos os pares de primers. Nessa

metodologia os primers ndo sdo marcados com fluorescéncia, mas um dos primers (forward
ou reverse) é acrescido de uma cauda com 18pb M13 (3> TGTAAAACGACGGCCAGT 5°).
Durante a PCR € adicionado um terceiro primer, complementar a cauda M13 e marcado com
um fluoroéforo (FAM, TET ou HEX) (Figura 2).

Tabela 2. Locos de microssatélites amplificados para os espécimes cativos de arara-azul-grande. Suas
respectivas sequéncias forward (F) e reverse (R), repeticdo, temperatura de anelamento (Ta) e

referéncia.
Loco Sequéncia dos primers (5> —3°) Repetigéo TaC Referéncia
UnaCT21 F: CTTTCCCATACTTAGCCATA* Caparroz et al.,
(CT21) R: AGACATTTCAAGACCGTGCC (GDn(CTTCT ) 58 2003
UnaCT32 F: TCTTGCTTATTCTTCCCCAG* GT), 58 Caparroz et al.,
(CT32) R: ACCACCACCAGGAAGCACGG 2003
UnaCT43 F: TCATCCTATCACCAGAAGGG* G, 55 Caparroz et al.,
(CT43) R: CTTGAGGACAGTGCAGAGGG 2003
UnaCT74 F: CTGGACTGCTGCTCTTAACA* GT), 56 Caparroz et al.,
(CT74) R: AGCCTGAAGTGAACTGCATG 2003
UnaGT55 F: TCTGCCCTCTGTCTTATGCC* Caparroz et al.,
(GDn(AT)n 56
(GT55) R: ACTTTGGTTTGTCCCTGC 2003
UnaCT4lint F.CGAACAGCTAACATAAAAATATTGC* (GM)(ATGTT) 54 Gebhardt e
(CT41) R: CAGAAGCACATGATCTTCATCC (G, Waits, 2008
F: AGATGCAAGGAATGTTAAACAC* Taylor e Parkin,
PeeHll R CTCTGCTGCTAGGATAGTTC (CCAT)14 5 ’ 2007
F: AGGAGAAAGAAAAGAGATGAC* Taylor e Parkin,
Peelll B CGTTTGAAGCCTGTGAGAAG (CCATI > 2007
AgGT19 F: CCTGCCTCCCAAAAAGAACT* (CA) 54 Russello et al.,
(GT19) R: ATGTATATCAACATTGACTCCTGG 2005
HYA 1172 F. GATCCTTTGCTTAAGACAGATGTC* 56 Davis, ndo
(HYA) R: GAGTGAAATACACATTCAGCTTCTG publicado

*Cauda M13
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Figura 3 - Esquema de amplificagdo com uso da cauda M13.

%—' Forward primer with M13{=21) tail at the 5end

B A—NESS Reverse primer

C ~~~~ Universal FAM labeled M13{-21) primer

D Template
5 oA P77 CACA.....(CA) ... CACA BN Termpla DA “y— 3
B SNANRNRN
o
E NANY
5 {7777 CACA......(CA),......CACA RN

A) Iniciador forward contendo a cauda de 18 pb na extremidade 5°; B) Iniciador reverse ndo alterado. C)
Iniciador M13 marcado com o fluoré6foro FAM; D) Primeira etapa da PCR: o iniciador forward com a cauda
M13 é incorporado ao DNA a ser amplificado; E) Segunda etapa a PCR: o iniciador M13 marcado com FAM
anela-se a cauda M13 dos fragmentos; F) Os fragmentos finais com o fluor6foro FAM. Fonte: Schuelke (2000).

Os protocolos das reacdes de PCR e as condicdes de amplificacdo foram otimizadas
para cada um dos primers, variando as concentracbes dos componentes (MgCl,, DNA, dNTP,
primers e Taq polimerase) e a temperatura de anelamento, quando necessario. Cada reacéo
continha um volume total de 10l com os seguintes reagentes:

- 4 de GoTag (Promega) (mix pronto 1x com 0,20 mM de dNTPs, 1,5 mM de
MgCkL, 1U Taq DNA),

- 1l de cada primer (reverse e M13 marcado com fluorescéncia (8mM) e forward
(2mM)),

- 0,3 mg/mL de BSA,

- 1,7 de H,O deionizada e

- 1l de DNA (20ng/ul).

As condicbes de amplificacdo utilizadas por Presti et al. (2011) foram otimizadas:
desnaturacdo inicial a 95°C (5 min), seguida de 30 ciclos a 95°C (40 seg), anelamento a
temperatura especifica do par de primers (40 seg) e extensdo a 72°C (1 min). A sequir,
iniciaram-se ciclos com a temperatura ideal de anelamento da sequéncia da cauda M13 para
aumentar a eficacia de sua hibridacdo aos produtos da PCR, sendo 10 ciclos de desnaturacdo a
95°C (30 seg), anelamento a 53°C (45 seg), extensdo a 72°C (45 seg), extensdo final a 72°C
(8 min), mantida a 4°C até armazenamento em freezer -20°C.
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O rendimento dos produtos da amplificacdo foi avaliado em eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com Gel Red™. E posteriormente enviados para genotipagem em
sequenciador automatico MegaBACE ET-550R Size Standard (Amersham Biosciences) pela
empresa DNA Consult (Sdo Carlos, SP, Brasil). Os eletroferogramas foram analisados com o
programa MegaBace TM Fragment Profiler (GE Healthcare Life Science). E os gendtipos de
locos polimérficos obtidos foram utilizados para a realizacdo das analises estatisticas.

Vale informar que o DNA disponivel do espécime 3 ndo foi suficiente para
amplificacdo de todos os locos de microssatélites empregados nesse trabalho, exceto para a
sexagem molecular todas as analises genéticas foram realizadas com 49 espécimes de A.

hyacinthinus.
5.5. Analise Estatistica dos Dados
5.5.1. Identificacdo de erros de genotipagem

O programa Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al, 2004) foi utilizado para
identificar possiveis erros de leitura dos eletroferogramas, além de verificar a presenca de
amplificacdo alelo-diferencial e alelos nulos. O programa faz a reamostragem dos alelos
presentes em cada loco, gerando um intervalo de confianca da frequéncia esperada de
homozigotos e heterozigotos para cada classe de alelo. Apoés, gera a probabilidade combinada
baseada no teste exato de Fisher. Por Ultimo, sdo identificadas as proporcdes de desvios
significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e a sua relagdo com a presenca de
falsos alelos, amplificacdo alelo-diferencial e alelos nulos. No método desenvolvido por Van
Oosterhout et al. (2004), e utilizado aqui, a presenca de falsos alelos é evidenciada pela baixa
frequéncia de heterozigotos diferindo em uma unidade repetitiva em relacdo ao tamanho
esperado e, quando ha um excesso de homozigotos de tamanho elevado. A ocorréncia de
falsos alelos € maior para alelos de tamanho maiores. A amplificacdo alelo-diferencial é
caracterizada pelo excesso de homozigotos em um dos extremos da distribuicdo das classes de
alelos ou quando hd uma generalidade de homozigotos com amplitude de amplificacdo alélica
ultrapassando 150pb. A deteccdo de um excesso significante de homozigotos, com
distribuicdo uniforme entre as classes de alelos indica a presenca de alelos nulos. A
ferramenta também considera outros tipos de erros que podem levar a um excesso de
homozigotos, como a possivel presenca de endogamia, Efeito Wahlund e desvios do
Equilibrio Hardy—Weinberg (VAN OOSTERHOUT et al, 2004). Os outros dois métodos
disponiveis no programa, Chakraborty (CHAKRABORTY et al., 1992) e Brookfield (1 e 2)
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(BROOKFIELD, 1996), correlacionam o déficit de heterozigotos a presenca alelos nulos, sem

considerar erros de genotipagem ou caracteristicas bioldgicas do conjunto amostral.
5.5.2. Caracterizacdo dos locos de microssatelites

O ndmero de alelos (Na) e o nimero efetivo de alelos (Ae) em cada loco foram
estimados pelo programa GenAlex 6. 5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). O programa FSTAT
2.9.3.2 (GOUDET, 1995) foi utilizado na obtencdo da diversidade génica (NEI, 1987) e da
riqueza alélica (PETIT et al, 1998). Os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e
desequilibrio de ligacdo entre os pares de locos foram estimado pelo programa Genepop 4.2
(RAYMOND; ROUSSET, 1995). A correcdo de Bonferroni (RICE, 1989) foi utilizada para
confirmar as significAncias dos resultados encontrados em todos o0s testes realizados,
corrigindo os intervalos de confianca.

O Contetdo de Informacdo Polimorfica (PIC), que indica a qualidade do marcador
genético para estudos, como de identificacdo de populacGes e controle de paternidade, foi
calculado no programa Cervus v.3.0 (MARSHALL et al., 1998). Os marcadores genéticos sdo
classificados de acordo com seus valores de PIC em: (i) muito informativos (PIC>0,5), (i)
razoavelmente informativos (0,5>PIC>0,25) e (i) pouco informativos (PIC< 0,25)
(BOTSTEIN et al.,1980).

5.5.3. Atribuicdo populacional

Os dados das populagbes naturais de arara-azul-grande foram gentilmente cedidos pela
Dra. Flavia Torres Presti e pela professora Dra. Cristina Yumi Miyaki.

Os genotipos de 103 individuos de arara-azul-grande, das populagbes naturais de
diferentes localidades geograficas (Pantanal Norte (PN), Pantanal Sul (PS), regido Norte (N) e
regido Nordeste (NE)) (PRESTI, 2006, 2010) para os mesmos 10 locos de microssatélites
empregados neste trabalho foi utilizada para os testes de atribuicdo populacional dos
espécimes de arara-azul-grande cativos nos parques zoologicos do Estado de Sdo Paulo. Para
isso, foi necessaria a padronizacdo do tamanho dos picos dos alelos de cada loco de
microssatélite, jA& que o0s eletroferogramas foram obtidos em sequenciadores automaticos
diferentes. O DNA de nove individuos das populagdes naturais foi amplificado para os 10
locos de microssatélites, seguindo as mesmas reacdes de PCR e condicGes de amplificacdo as
quais foi submetido o DNA dos individuos foco desse estudo. Apos a verificacdo do

rendimento dos produtos da PCR em gel de agarose 1,5%, estes foram enviados a empresa
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DNA Consult (Sdo Carlos, SP) para serem genotipados em sequenciador automatico
MegaBACE ET-550R Size Standard (Amersham Biosciences). Os eletroferogramas
originarios foram analisados com o programa MegaBace TM Fragment Profiler (GE
Healthcare Life Science).

A matriz contendo os gendtipos de 152 individuos de arara-azul-grande (49 espécimes
cativos (EC), 24 do Pantanal Norte (PN), 42 do Pantanal Sul (PS), 19 da regido Norte (N) e
18 da regido Nordeste (NE)) foi submetida ao programa Structure 2.3.4 (PRITCHARD, 2000)
a fim de visualizar a quais populagGes naturais os individuos cativos se agrupam. A andlise é
realizada por meio do método bayesiano de agrupamento, com reamostragens pelo algoritmo
Cadeia de Makov Monte Carlo (MCMC). O programa assume a existéncia de conjuntos
génicos/populacdes (K) com diferentes frequéncias alélicas em cada loco em um conjunto de
gendtipos multilocos. O nudmero de conjuntos génicos € inferido minimizando possiveis
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e desequilibrio de ligacdo (LD). Cada
individuo amostrado é entdo atribuido, probabilisticamente, para uma ou mais populagdes,
caso seu gendtipo indique uma mistura de conjuntos génicos.

Os parametros utilizados na andlise foram: 500.000 passos de burn-in e 1.000.000
MCMC, com 10 replicas de cada simulacdo, com k variando de 1 a 6 para inferir sobre o
nimero de conjuntos génicos presentes no conjunto amostral. Utilizamos também os mesmos
parametros citados acima com k=4 (PN, PS, N e NE) e depois k=3 (PN, PS, N+NE) de acordo
com o numero de populacdes de arara-azul-grande conhecido na natureza (PRESTI, 2006,
2010). Os modelos adotados foram: (i) modelo admixture onde o genoma de cada individuo
pode ter fracdes variaveis de cada uma das populacbes e (i) 0 modelo de frequéncias alélicas
correlacionados, que pressupde as frequéncias alélicas das populagdes podem ser parecidas
porque divergiram recentemente de um ancestral comum (PRITCHARD, 2000). Apoés,
programa Structure Harvester (EARL, VONHOLDT, 2012) foi utilizado para a visualizac&o
do nimero de K contido no conjunto amostral pelo método de Pritchard (2000), onde o maior
valor de Ln(P(X|K)) (probabilidade de observar os dados (X) condicionada ao ndmero de
populacbes (K)) equivale ao ndmero de populacdes, e Evanno et al.(2005), por meio de uma
estatistica fundamentada no delta K, que se baseia na taxa de mudanca no Ln(P(X|K)) entre
sucessivos Vvalores de K.

A anélise fatorial de correspondéncia (AFC), presente no programa GENETIX 4.05.2
(BELKHIR et al, 2004), foi utilizada para visualizagdo, em grafico 3D, das relacOes
populacionais entre individuos com base nas frequéncias alélicas de todos os locos de

microssaté lite.
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Os programas GeneClass 2 (PIRY et al, 2004) e Arlequin 3.5.1.3 (EXCOFFIER,;
LISCHER, 2010) foram utilizados para realizar a atribuicdo genética ou exclusdo dos
individuos cativos estudados as populacdes de referéncia (populagdes naturais), com base em
genotipos multilocos.

O programa GeneClass pode realizar a atribuicdo de cada individuo a sua populagdo
de referéncia por meio de trés métodos: (i) distancia genética, no qual se calcula a distancia
genética entre o individuo ou grupo de individuos a ser atribuido e cada populacdo de
referéncia (CORNUET et al, 1999 ); (i) bayesianos, onde o0s genotipos multilocus séo
utilizados para o célculo, por derivacdo, da probabilidade da densidade da frequéncia alélica
da populagdo a partir das frequéncias da amostra populacional (RANNALA; MOUNTAIN,
1997) e (i) frequéncias alélicas, onde é realizado o célculo da frequéncia esperada do
gendtipo de cada individuo em cada uma das populagbes de referéncia, com posterior
atribuicdo de cada individuo para a populacdo, onde a frequéncia esperada do seu gendtipo foi
maior (PAETKAU et al., 1995). As distribuicGes das frequéncias alélicas para cada populacéo
sdo modificadas antes da atribuicdo, com adicdo dos alelos de cada individuo que ndo foi
incluido nessas populagdes, alelos encontrados em individuos a serem atribuidos, mas ndo no
conjunto de dados de referéncia, tém suas frequéncias ajustadas para um valor ajustavel
padrdo (por exemplo, 0,01). Essas modificacdes eliminam a tendéncia de inclusdo do gendtipo
de cada individuo na distribuicdo de alelos para a sua populacdo e frequéncias genotipicas
iguais a zero, quando um individuo tem um alelo raro que ndo estd presente na distribuicdo
dos alelos de uma determinada populacdo (PAETKAU et al., 2004).

Os métodos de alocacdo por frequéncias alélicas e bayesiano foram escolhidos para
realizar a atribuicdo populacional dos especimes cativos de arara-azul-grande, por serem
considerados mais eficientes do que o método baseado nas distdncias (CORNUET et al.,
1999). Foi utilizado um limite de atribuicdo de 0,05, com reamostragens pelo algoritmo
MCMC (PAETKAU et al. 2004), com 10.000 individuos simulados e erro do tipo | igual
0,01.

Ja o programa Arlequin realiza a atribuicdo dos individuos pelo assignment test O
método consiste na determinacdo da verossimilhanca de cada um dos genotipos multilocus de
um individuo em cada populacdo, assumindo que o individuo pertence a essa populacdo. A
probabilidade é calculada de acordo com as frequéncias alélicas estimadas em cada populacéo
a partir da constituicdo original das amostras, assumindo que todos o0s locos sdo
independentes. Cada individuo é atribuido a populacdo para a qual o logaritmo da
probabilidade de sua frequéncia genotipica esperada foi maior (PAETKAU et al., 1995, 1997,
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WASER; STROBECK, 1998). Os genotipos dos 152 individuos de arara-azul-grande
(populacBes naturais e espécimes cativos) foram inseridos no programa e agrupados de acordo
com o agrupamento dos individuos mostrado pelo programa Structure, para depois serem
alocados.

A provavel populacdo natural de cada espécime cativo de arara-azul-grande s foi
determinada quando os resultados dos trés métodos de atribuicdo populacional e da analise
bayesiana de agrupamento foram concordantes.

O programa Genalex 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2006) foi utilizado para visualizar
em graficos de -log-verossimilhanca a alocagdo dos individuos cativos as populagdes de
referéncia. A atribuicdo dos individuos nesse caso é realizada pelo método baseado nas
frequéncias alélicas segundo Paetkau et al. (1995, 1997).

5.5.4. Parentesco e sugestdo dos melhores casais para reprodugdo

A fim de conhecer o poder de discriminacdo dos locos de microssatélites utilizados
nesse estudo, foram estimadas as probabilidades combinadas de identidade (PI) e de exclusdo
(PE) pelo programa GenAlex 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). Sendo Pl a probabilidade
média de que dois individuos ndo relacionados retirados ao acaso da mesma populagdo
compartilhem o mesmo genétipo multiloco (PAETKAU et al, 1995) e PE para as trés
situacOes encontradas no conjunto amostral estudado: (i) PE1 a probabilidade de exclusdo
quando ambos os pais sd@o conhecidos, (i) PE2 probabilidade de exclusdo conhecendo um dos
pais e (iif) PE3 a probabilidade de exclusdo n&o conhecendo nenhum dos pais.

A maioria dos métodos disponiveis para as estimativas de parentesco baseia-se na
identidade-por-descendéncia (IBD - Identity by Descent), onde dois alelos sdo idénticos
guando descendem recentemente de um mesmo alelo ancestral (QUELLER; GOODNIGTH,
1989). Dessa forma, temos o coeficiente de parentesco (r) entre dois individuos (X e Y) como
a probabilidade de que um alelo, tomado ao acaso do individuo X seja idéntico-por-
descendéncia ao alelo do individuo Y (FALCONER; MACKAY, 1996; LYNCH; WALSH,
1998). O parentesco entre dois individuos pode ser inferido por meio de duas categorias de
estimadores: (i) o método “momentum”, uma quantidade continua definida em termos de
probabilidade por IBD (LYNCH; RITLAND, 1999; QUELLER; GOODNIGTH, 1989;
RITLAND, 1996;) e (ii) o método de verossimilhanga, que determina a probabilidade de um

determinado relacionamento (pai e filho, Irmdos completos, meio irmaos e etc.) entre dois
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individuos (MARSHALL et al., 1998; QUELLER; GOODNIGTH, 1999; THOMAS; HILL,
2000).

Considerando que na literatura ndo h4 um consenso quanto ao melhor estimador de
parentesco e que estimadores diferentes se encaixam melhor a uma dada composicdo do
conjunto amostral (como por exemplo, dados faltantes, endogamia, tipo de relacionamento
presente entre os individuos, falta de conhecimento sobre a espécie estudada e etc,) e a
capacidade informativa do marcador utilizado (nimeros de locos e variabilidade desses)
(CSILLERY et al, 2006; WANG, 2007; WANG, 2011) o programa Coancestry 1.0.1.2
(WANG, 2011) foi utilizado para comparar o desempenho dos estimadores de parentesco e
determinar qual o mais adequado para o conjunto amostral estudado.

As frequéncias alélicas dos espécimes cativos de arara-azul-grande foram utilizadas na
simulacdo de genotipos para a comparacdo dos estimadores de parentesco. O programa
compara 0 desempenho de sete estimadores disponiveis na literatura, sendo cinco estimadores
“momentum”™: (1) Li, Weeks e Chakravarti (1993) e Lynch (1998), (2) Lynch e Ritland
(1999), (3) Queller e Goodnight (1989), (4) Ritland (1996) e (5) Wang (2002); e dois de
verossimilhanca: (6) verossimilhanca triddico (TML) (WANG, 2007) e (7) método diadico
(MILLIGAN, 2003). Depois de identificado qual o estimador que melhor se adequa aos dados
estudados, os genotipos e frequéncias alélicas do grupo de individuos cativos de A.
hyacinthinus foram submetidos ao programa que gerou o valor de r para cada par de
individuos.

O suposto relacionamento, pai e filho (Parent/Offspring-PO), irmdo completo (Full
Sibs-FS), meio-irmdo (Half Sibs-HS) e ndo relacionado (Unrelated-UN), entre os pares de
individuos foi estimando por meio de simulagbes e uma abordagem de maxima
verossimilhanca pelo programa ML-Relate (KALINOWSKI; WAGNER; TAPER, 2006), que
possibilita a correcdo das frequéncias dos locos que apresentam alelos nulos. Testes de
hipoteses foram realizados para os pares de individuos em que o suposto relacionamento
detectado pela verossimilhanca (programa ML-Relate), considerado a hipGtese putativa, ndo
era coincidente com as informacGes prévias de parentesco ou com os valores de r encontrados
pelos estimadores (programa Coancestry), considerados a hipdtese nula. A hipdtese putativa é
considerada mais concordante com os dados genéticos quando o valor de p € pequeno (p<0,5)
e um valor de p maior ndo permite a rejeicdo da hipdtese nula. Todas as provas foram
realizadas com 10.000 permutaces de gendtipos/relacionamento.

Os valores de corte para se distinguir entre categorias de relacionamento foi de 0,5

para parentes em primeiro-grau (FS e PO), 0,25 para parentes em segundo-grau (HS) e 0 para
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ndo relacionados (UN) (RUSSELLO; AMATO, 2004). A classificacdo final do provavel
relacionamento entre os espécimes estudados so foi estabelecida quando o valor de r e o tipo
de relacionamento encontrado para cada par de individuos foram coincidentes.

A similaridade entre os gendtipos multiloco de dois individuos foi calculada por meio
da proporcdo (Ps) de alelos que eles compartiham em média por locos (BOWCOCK et al.
1994, RAMIREZ et al., 2006): A proporcdo de alelos partilhados foi calculada segundo a
formula:

S

P.=
S 2u

em que S é o numero de alelos compartilhados em todos os locos e u corresponde aos locos
comparados. Os valores de Ps para os pares de individuos foram classificados em baixo,
intermediario e alto, por meio da divisdo do intervalo encontrado para Psem categorias.

Os melhores casais para reproducdo foram sugeridos considerando a parentesco mais
provavel entre os espécimes, a similaridade genética entre os pares de individuos e a provavel

origem geografica de cada espécime.
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6. Resultados

6. 1. Amostras e extracdo do DNA total

Durante o desenvolvimento desse estudo o espécime 3 cativo no PESC (Apéndice A)
veio a Obito. O DNA disponivel do espécime ndo foi suficiente para amplificacdo de todos os
locos de microssatélites empregados nesse trabalho. O DNA desse individuo foi obtido de
uma Unica pena caida no recinto da ave, gerando uma quantidade de DNA menor do que dos
outros materiais bioldgicos amostrados. Assim, um total de 49 araras-azuis-grande tiveram
seu DNA amplificado para os 10 locos de microssatélites.

O protocolo utilizado para extracdo de DNA total resultou na obtencdo de DNA
integro e em alta quantidade, exceto para o espécime citado acima. Ndo houve diferencas
significativas no rendimento do DNA obtido do tecido das penas em crescimento e do obtido
das amostras de sangue. A quantificacdo de DNA das amostras de pena em crescimento

variou de 80 a 3482 ng/ul e das amostras de sangue de 70 a 3000 ng/pl.
6. 2. Sexagemmolecular

A sexagem molecular apresentou 100% de sucesso e foi possivel determinar o sexo de
todas as aves (Figura 4), inclusive do espécime 3. O resultado da sexagem molecular indicou
um total de 29 fémeas e 21 machos (Tabela 3). Antes da realizacdo desse estudo o sexo de
guatro das cinco araras-azuis do ZMSQB e de uma das trés aves do ZMRP néo era conhecido.
E duas aves, cativas no PESC e no PZOMS, tinham o sexo determinado erroneamente (Tabela
3).

Figura 4 - Foto do gel de agarose 3% com o resultado da amplificacdo da sexagem molecular. Com
fémeas (Q) apresentando duas bandas (300 e 400pb) e machos (&) uma tnica banda (300pb).
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Tabela 3 - Resultado da sexagem molecular das 50 araras-azuis-grande amostradas nesse estudo.
Numero de registro de coleta de cada espécime, sigla da instituicdo a qual o espécime pertence, sexo
informado pela instituicdo (fémea (F), macho (M) e indeterminado (1)) e sexo de acordo com a
sexagem molecular realizada pela técnica descrita por Griffths et al. (1998).

ID dos espécimes Sigla da Instituicdo Sexo informado Sexagem molecular
1 PESC F F
2 PESC F F

3* PESC - M
4 PEMA F F
5 PEMA M M
6 PEMA F F
7 PEMA F F
8 PEMA F F
9 PEMA M M
10 FPZSP F F
11 FPZSP F F
12 FPZSP M M
13 FPZSP F F
14 FPZSP F F
15 FPZSP F F
16 FPZSP M M
17 FPZSP F F
18 FPZSP M M
19 PEML M M
20 ZMB M M
21 PEMA M M
22 PEMA F F
23 PEMA M M
24 PEMA F F
25 ZMPira M M
26 ZMPira F F
27 FPZSP F F
28 FPZSP F F
29 FPZSP M M
30 FPZSP F F
31 FPZSP F F
32 FPZSP F F
33 FPZSP F F
34 FPZSP M M
35 FPZSP M M
36** PESC M F
37 PESC M M
38* ZMSQB I F
39* ZMSQB I M
40 ZMSQB M M
41* ZMSQB | F
42* ZMSQB I F
43 ZMTS M M
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44 ZMTS F F
45** PZOMS M F
46 PZMB M M
47 PZMB F F
48 ZMRP F F
49* ZMRP I F
50 ZMRP M M

# individuo veio a 6hito durante o desenvolvimento do estudo; * individuos sem determinag&o do sexo e ** individuos com determinacéo do
sexo errada

6.3. Caracterizacdo dos locos de microssatélite e identificacdo de erros de genotipagem

Os 10 locos de microssatélites (HYA, CT21, CT32, CT43, CT74, GT55, CT41, GT19,
Peeulle Peep 16) apresentaram sucesso na amplificacdo por meio da PCR. Os locos
apresentaram de dois a sete alelos (Tabela 4) e somente o loco HYA apresentou evidéncia de
alelos nulos. A heterozigosidade observada em cada loco variou de 0,146 (CT43) a 0,837
(CT21), com média entre todos os locos de 0,508. E a heterozigosidade esperada em cada
loco variou de 0,174 (CT43) a 0,644 (CT21), com média entre todos os locos de 0,492
(Tabela 4). A diversidade génica variou de 0,176 (CT43) a 0,648 (CT21 e Peell), com média
em todos os locos de 0,497 e a riqueza alélica variou de 2 (CT32, Peel6 e HYA) a 6,896
(CT74), com média de 3,5761 (Tabela 4). Nove locos foram considerados muito informativos
(PIC>0,5) e somente o loco CT43 razoavelmente informativo (0,5>PIC>0,25) (Tabela 4).
Todos os locos estdo em equilibrio de ligacdo e nenhum apresenta desvios do EHW, podendo

assim ser considerados marcadores independentes.

Tabela 4 - Estimativas de diversidade genética dos individuos cativos de arara-azul-grande baseada em
10 locos de microssatélites. Loco, nimero de individuos analisados em cada loco (N), nimero de
alelos (Na), ndmero efetivo de alelos (Ne), heterozigosidade obsevada (Ho), heterozigosidade
esperada (He), diversidade génica (DG) de acordo com Nei (1987), riqueza alélica (Ra), conteudo de
informacéo polimorfica (PI1C).

Loco N Na Ne Ho He DG Ra PIC
CT21 49 5 2,807 0,837 0,644 0,648 4,878 0,723
CT32 43 2 1,757 0,442 0,431 0,436 2,000 0,607
CT43 48 3 1,210 0,146 0,174 0,176 2,999 0,497
GT19 49 3 2,264 0,653 0,558 0,563 3,000 0,641
CT74 48 7 2,711 0,646 0,631 0,638 6,896 0,744
Peell 48 6 2,786 0,625 0,641 0,648 5,988 0,748
Peel6 49 2 1534 0,367 0,348 0,352 2,000 0,573
CT41 49 3 2,305 0,592 0,566 0,572 3,000 0,714
GT55 49 3 2,196 0,592 0,545 0,550 3,000 0,652
HYA 49 2 1,613 0,184 0,380 0,386 2,000 0,633

Media 3,6 2,118 0,508 0,492 0,497 3,576 0,653
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6.5. Atribuicdo populacional

A anélise bayesiana realizada pelo Structure revela que a maioria dos espécimes
cativos de A. hyacinthinus desse estudo agrupam-se as populacGes naturais N e NE e o
restante dos individuos podem ter vindo das populagbes PN e PS, ou ainda serem filhos de
individuos de regides diferentes, ja que apresentam proporcdes de cores de mais de uma
populacdo (Figuras 5 e 6). A estimativa do nimero de populacGes, pelo método de Pritchard
(2000) e de Evanno et al.(2005), indica a presenca de trés conjuntos génicos k=3 (Figura 7 e
8) correspondentes as populagdes PN, PS, N+NE+EC (Figura 6).

Figura 5 - Grafico gerado pelo programa Structure com k=4 (Pantanal norte (PN), Pantanal sul (PS),
regido Norte (N) e regido Nordeste (NE)) e os espécimes cativos de arara-azul-grande estudados (EC).
Cada individuo é representado por uma barra com diferentes proporcdes das quatro cores que
representam 0s quatro conjuntos génicos naturais de arara-azul-grande.
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Figura 6 - Grafico gerado pelo programa Structure com k=3 (Pantanal norte (PN), Pantanal sul (PS),
Norte e Nordeste (N+NE)) e os espécimes cativos de arara-azul-grande estudados (EC). Cada
individuo é representado por uma barra com diferentes propor¢des das trés cores que representam os
trés conjuntos génicos naturais de arara-azul-grande.
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Figura 7 - Estimativa do nimero mais provavel de populacdes por meio do método de Pritchard

(2000).
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Figura 8 - Estimativa do nimero mais provavel de populagfes por meio do método de Evano (2005).
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Andlise fatorial de correspondéncia (AFC) corrobora os resultados encontrados pela

andlise bayesiana acima, com a maioria dos individuos cativos de arara-azul-grande e as

populacBes naturais N e NE na regido central da distribuicdo e marginalmente as populacdes

PN e PS (Figuras 9 e 10). Com o grafico com trés conjuntos génicos (PN, PS, N+NE)

explicando melhor a distribuicdo dos individuos cativos entre as popula¢fes naturais (Figura

9). Em ambos os graficos gerados pelo programa, trés ou quatro conjuntos génicos juntamente

com 0s espécimes cativos, quatro fatores explicam 100% da diversidade genética encontrada

no conjunto amostral.
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Figura 9 - Analise fatorial de correspondéncia demonstrando o padrdo de distribuicdo espacial das
populagdes naturais de arara-azul-grande (PN, PS, N e NE) e dos espécimes cativos (EC) da espécie.
Cada individuo das populac@es naturais e os desse estudo sdo representados por cores: azul populagdo
PN, branco populacédo PS, cinza populacdo N, rosa populacdo NE e amarelo EC.
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Figura 10 - Andlise fatorial de correspondéncia demonstrando o padrdo de distribuicdo espacial das
populacBes naturais de arara-azul-grande (PN, PS, N+NE) e dos espécimes cativos (EC) da espécie.
Cada individuo das populagbes naturais e os desse estudo sdo representados por cores: branco
populagdo PN, cinza populacéo PS, azul populagdo N+NE e amarelo EC.
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Os resultados da atribuicdo populacional realizada pelos métodos de frequéncias
alélicas (PAETKAU et al, 1995, 2004), bayesiano (RANNALA; MOUNTAIN, 1997) e
verossimilhanca (PAETKAU et al, 1995, 1997; WASER; STROBECK, 1998) considerando
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trés e quatro populagdes naturais estdo expressos em tabelas (Tabelas 5 e 6). Os resultados da
analise bayesiana de agrupamento com k=3 (Figura 6) também foram inseridos na tabela 3,
com intuito de melhorar a interpretacdo de resultados discordantes entre os métodos utilizados
na atribuicdo, j& que o grafico da andlise mostra quando os individuos apresentam proporcdes
dos diferentes conjuntos génicos. A atribuicdo populacional considerando trés conjuntos
génicos naturais permitiu indicar a possivel origem populacional de 87,75% dos espécimes

cativos de A. hyacinthinus, contra 55,10% na atribuicdo com quatro conjuntos génicos.

Tabela 5 - Resultado da atribuicdo populacional de cada espécime cativo de arara-azul-grande (EC).
Realizada pelos métodos de verossimilhanca, frequéncias alélicas e bayesiano, considerando trés
conjuntos génicos naturais: Pantanal Norte (PN), Pantanal Sul (PS) e Norte+Nordeste (N+NE),
resultado da analise bayesiana de agrupamento com k=3 e provavel origem populacional de cada
espécime cativo.

Verossimilhanca Frequéncias alélicas Bayesiano - .

EC (Arlequin) (Geneclass2) (Geneclass?2) Analise de Provawel

PN PS  N+NE| PN PS N+NE| PN PS  N+NE | 2drupamento Pop
1 -38,359 -23,728 -19.884| 0,002 0,003 0156 | 0,022 0,004 0,193 N+NE N+NE
2 -24507 -21,283 -19,518| 0,033 0,020 0.052 | 0,04 0,024 0,187 N+NE N+NE
4 -40,665 -27,586 -17,154| 0,002 0,001 0161 | 0,010 0,001 0,346 N+NE N+NE
5 -17,648 -20,442 -10,267| 0,246 0,033 0937 | 0522 0,032 0971 N+NE N+NE
6 -17,772  -16,511 -13.874| 0,261 0,267 0513 | 0,412 0,162 0,669 N+NE N+NE
7 -25461 -14499 -22,727| 0,049 0,189 0,008 | 0,135 0,265 0,085 PS PS
8 -41,441  -38,521 -25,034| 0,046 0,012 0237 | 0,072 0,005 0,247 N+NE N+NE
9 -30,121  -26,129 -21,828| 0,379 0432 0,292 | 0589 0,476 0,465 PN/PSYN+NE | PN/PS/N+NE
10 | -24,494 -13549 -10988( 0,060 0,286 0880 | 0,186 0,335 0,934 N+NE N+NE
11 | -24,024 -20,348 -131185( 0,071 0,035 0,604 | 0,208 0,027 0,742 N+NE N+NE
12 | -40,618 -38944 -17.776( 0,002 0,000 0122 | 0,012 0,000 0,299 N+NE N+NE
13 | -16,974 -16,427 -11951| 0,327 0,276 0776 | 0,616 0,153 0,862 N+NE N+NE
14 | -24,690 -13926 -15581( 0,057 0,243 0,298 | 0,150 0,300 0,500 N+NE N+NE
15 | -17,661 -13,732 -10575( 0,268 0,265 0916 | 0,556 0,316 0,959 N+NE N+NE
16 | -31,550 -25,582 -14,344( 0,012 0,001 0447 | 0,073 0,001 0,614 N+NE N+NE
17 | -30,838 -13668 -15458( 0,017 0,272 0313 | 0,061 0,325 0,510 N+NE N+NE
18 | -16,205 -11,701 -9429 ( 0,367 0538 0974 | 0,652 0,584 0,992 N+NE N+NE
19 | -27,160 -26,665 -20,396( 0,027 0,003 0,032 | 0,075 0,001 0,143 N+NE N+NE
20 | -32,325 -24,308 -19,607| 0,010 0,002 0,049 | 0,039 0,003 0,183 N+NE N+NE
21 | -28,721 -28,070 -18,007| 0,032 0,001 0,110 | 0,082 0,001 0,273 N+NE N+NE
22 | -30,895 -22,132 -15,853| 0,017 0,012 0271 | 0,063 0,013 0463 N+NE N+NE
23 | -28,577 -15,607 -13,299| 0,017 0,110 0587 | 0,070 0,169 0.724 N+NE N+NE
24 | -18,734 -17,019 -12046| 0,179 0,049 0764 | 0,414 0,098 0.855 N+NE N+NE
25 | -35,696 -25,727 -21,830| 0,003 0,001 0064 | 0,027 0,001 0106 N+NE N+NE
26 | -38,634 -20,120 -19,782| 0,002 0,005 0164 | 0,021 0,028 0,210 N+NE N+NE
27 | -17,998 -16,384 -10,221| 0,225 0,073 0939 | 0,488 0,130 0974 N+NE N+NE
28 | -34,750 -23,672 -15,674| 0,010 0,024 0,288 | 0,038 0,009 0.489 N+NE N+NE
29 | -18,799 -13,936 -13,883| 0,175 0,242 0512 | 0,414 0,299 0.669 N+NE N+NE
30 | -47,837 -43,819 -27,108| 0,001 0,000 0,001 | 0,003 0,000 0,017 N+NE N+NE
31 | -16,807 -20,544 -12,004| 0,309 0,030 0,770 | 0,603 0,025 0,860 N+NE N+NE
32 | -44,106 -43,478 -28,131| 0,009 0,000 0,054 | 0,042 0,001 0,085 N+NE N+NE
33 | -16,568 -12,820 -9.409 0,334 0371 0975 | 0,615 0,423 0,992 N+NE N+NE
34 | -17,400 -13,997 -12,783| 0,263 0,235 0,662 | 0,550 0,297 0,797 N+NE N+NE
35 | -31,559 -21477 -14,449| 0,013 0,018 0433 | 0,074 0,017 0,603 N+NE N+NE
36 | -22,553 -13,507 -10,214| 0,114 0,290 0940 | 0,297 0,346 00973 N+NE N+NE
37 | -22,024 -12,085 -8,593 0,131 0,480 0992 [ 0,326 0,525 0,999 N+NE N+NE
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38 | -21,053 -16,330 -15908| 0,101 0,076 0,265 | 0,283 0,145 0,486 N+NE N+NE
39 | -35107 -24,033 -13,220| 0,007 0,003 0599 | 0,045 0,006 0,746 N+NE N+NE
40 | -34,166 -37,772 -30,321| 0,082 0,005 0,186 | 0,257 0,006 0,370 N+NE N+NE
41 | -17,180 -19,281 -17,648| 0160 0,012 0,130 | 0,415 0,043 0,329 PN/ N+NE PN

42 | -22,414 -28,775 -17495| 0,057 0,000 0139 | 0,185 0,000 0,315 N+NE N+NE

43 | -39,185 -37,735 -31813| 0370 0,698 0,653 | 0,702 0,725 0,787 PS/ N+NE PS/ N+NE
44 | -26,303 -33,850 -19975| 0558 0,041 0,524 | 0,810 0,047 0,684 PN/ N+NE PN/N+NE

45 | -28,609 -19,295 -11944| 0,033 0,068 0777 | 0,083 0,052 0,865 N+NE N+NE
46 | -44,575 -42,349 -23727| 0,001 0,000 0,005 | 0,004 0,000 0,046 N+NE N+NE
47 | -44,581 -51,290 -24310| 0,184 0014 0417 | 0,326 0,003 0515 N+NE N+NE
48 | -22,339 -15013 -11.753| 0,120 0,147 0.800 | 0,308 0210 0,877 N+NE N+NE
49 | -20456 -21,922 -16969| 0,058 0,013 0173 | 0,204 0,019 0,363 N+NE N+NE
50 | -16180 -9.907 -14877| 0220 0797 0,380 | 0506 0.834 0,564 PS PS

Na atribuicdo dos espécimes cativos de arara-azul-grande a trés populagcdes naturais a
maior parcela dos individuos (87,75%) foi atribuida as populagbes da regido N+NE. Dois
espécimes (4,09%) foram atribuidos a populacdo PS e somente um individuo (2,04%) foi
atribuido & populacdo PN em todos os métodos empregados. Os outros cinco espécimes
(6,12%) foram atribuidos a mais de uma populacdo nas diferentes analises, sendo o0s
espécimes 43 atribuidos as populacdes naturais PS e N+NE e o espécime 44 as populacdes PS
e N+NE. Néo foi possivel determinar a provavel origem geografica do espécime 9, que foi

atribuido a populagdes naturais diferentes em cada um dos métodos.

Tabela 6 - Resultado da atribuicdo populacional de cada espécime cativo de arara-azul-grande (EC).
Realizada pelos métodos de verossimilhanca, frequéncias alélicas e bayesiano, considerando quatro
conjuntos génicos naturais: Pantanal Norte (PN), Pantanal Sul (PS), Norte (N) e Nordeste (NE) e
provavel origem populacional de cada espécime cativo.

Verossimilhancga Frequeéncias alélicas Bayesiano Provavel
EC (Arlequin) (Geneclass2) (Geneclass2) Pop
PN PS N NE PN PS N NE PN PS N NE

1]-38359 -23,728 -21,351 -18,838| 0,002 0,004 0.155 0,133| 0,023 0,007 0.188 0,126 | N/NE
2 | -24507 -21.283 -22,377 -22,967| 0,037 0,019 0,035 0,022 0,106 0,026 0140 0,043 | PSN
4 | -40,665 -27,586 -19,527 -19.221( 0,002 0,002 0155 0,115| 0,011 0,001 0321 0,124 | N/NE
5 |-17,648 -20,442 -11,305 -9.939 | 0,252 0,033 0,895 0,872 0,526 0,034 0,969 0,893 | N/NE
6 |-17,772 -16511 :-14123 -14516|( 0,267 0,267 0,552 0,303 | 0,421 0,161 0,758 0,393 | N/NE
7 | -25/461 -14499 -21,175 -28,747| 0,051 0,187 0,024 0,003 | 0,142 0273 0,165 0,012 PS
8 | -41,441 -38521 -23.034 -32,036| 0,042 0,012 0251 0,188( 0,073 0,005 0,323 0,137 N

9 |-30,121 -26,129 -27,062 -27,735| 0,382 0439 0,090 0,209 | 0,598 0,470 0,131 0,311 | PSPN
10 | -24,494 -13,549 -11,720 -10.538 | 0,062 0,284 0.861 0,811 0,192 0,347 0,950 0,835 | N/NE
11 | -24,024 -20,348 -13,329 -13,371| 0,072 0,035 0,663 0,440 | 0,214 0,029 0.833 0,509 N
12 | -40,618 -38,944 -20,627 -17.451| 0,002 0,000 0,084 0,104 0,013 0,000 0206 0,186 | N/NE
13 | -16,974 -16,427 -12,168 -12,163| 0,328 0,276 0811 0,604 | 0,621 0,152 0926 0,651 NE
14 | -24,690 -13,926 -19,690 -14,598 | 0,058 0,246 0,144 0.295( 0,156 0,309 0,320 0,410 | PSNE
15 | -17,661 -13,732 -10,275 -11,100 | 0,274 0,265 0.957 0,744 0,560 0,327 0.992 0,786 N
16 | -31,550 -25,582 -14,359 -14,706 | 0,011 0,001 0,520 0,284 | 0,072 0,003 0,732 0,368 N
17 | -30,838 -13.668 -19,353 -14,679 | 0,017 0271 0,168 0287 0,059 0,336 0,349 0,400 | PSNE
18 | -16,205 -11,701 -11,303 -8181 | 0,374 0,542 0,895 0983 | 0,657 0,592 0,968 0,990 NE
19 | -27,160 -26,665 -20,817 -22,542| 0,029 0,004 0,028 0,027 | 0,076 0,002 0,154 0,041 | N+NE
20 | -32,325 -24,308 -22,363 -22211 | 0,010 0,002 0,035 0,030| 0,039 0,005 0113 0,050 | N/NE
21 | -28,721 -28,070 -23,896 -17.477| 0,036 0,001 0,041 0,103| 0,083 0,001 0,081 0,167 NE
22 | -30,895 -22,132 -14593 -17,877| 0,017 0,010 0484 0,088| 0,052 0,014 0,712 0,159 N




23 | -28,577 -15,607 -14,306 -12,921( 0,018 0,108 0,527 0,498 | 0,067 0,170 0,725 0,552 N/NE
24 | -18,734 -17,019 -12,364 -12,107| 0,181 0,047 0.789 0,612| 0,423 0,103 0917 0,662 N/NE
25| -35,696 -25,727 -20,602 -22,269 | 0,003 0,001 0,091 0,029| 0,026 0,003 0.186 0,041 N
26 | -38,634 -20,120 -21,493 -17,557| 0,002 0,006 0,057 0212 | 0,021 0,030 0,158 0,213 NE
27 | -17,998 -16,384 -11508 -9,505 | 0,228 0,071 0.880 0,913| 0,496 0,132 0,963 0,931 N/NE
28 | -34,750 -23,672 -15,268 -18,257 | 0,010 0,026 0391 0,165| 0,038 0,010 0,644 0,183 N
29 | -18,799 -13,936 -19,253 -12,243| 0,178 0,245 0,175 0,592 | 0,423 0,309 0,295 0,642 NE
30 | -47,837 -43,819 -23916 -35,787| 0,001 0,000 0,005 0,000| 0,002 0,000 0,058 0,000 N
31| -16,807 -20,544 -12,730 -11.653| 0,314 0,031 0.744 0,672| 0,604 0,027 0,891 0,721 N/NE
32 | -44,106 -43,478 -25267 -34,762| 0,009 0,000 0,088 0,025| 0,043 0,000 0,140 0,042 N
33 | -16,568 -12,820 -10,253 -8923 | 0,334 0,379 0959 0,954 | 0,620 0,434 0,991 0,958 N/NE
34 | -17,400 -13,997 -12,740 -13,337| 0,268 0,238 0,741 0,444| 0,553 0,307 0,902 0,552 N
35 | -31,559 -21,477 -14379 -14838( 0,013 0,016 0,517 0,273 | 0,074 0,018 0,730 0,361 N
36 | -22,553 -13,507 -11,222 -9561 | 0,111 0,289 0,901 0,908 0,299 0,354 0971 0,923 N/NE
37 | -22,024 -12,085 -9916 -7904 | 0,128 0,483 0,970 0,990 ( 0,327 0,535 0,995 0,994 N/NE
38 | -21,053 -16,330 -15438 -17,043| 0,099 0,074 0371 0,124 0,286 0,145 0,655 0,251 N
39 | -35,107 -24,033 -13,156 -13,597 | 0,007 0,003 0,686 0,408 | 0,044 0,008 0,860 0,496 N
40 | -34,166 -37,772 -29,790 -28,896 | 0,081 0,006 0,118 0,162 | 0,257 0,006 0,321 0,265 N/NE
41 | -17,180 -19,281 -17,753 -19,021| 0,162 0,011 0,143 0,053 ( 0424 0,044 0,407 0,140 PN
42 | -22,414 -28,775 -17.375 -18,501| 0,058 0,000 0,170 0,068| 0,192 0,000 0,396 0,127 N
43 | -39,185 -37,735 -29,622 -35,975| 0,360 0,695 0,596 0,575 0,696 0,742 0,809 0,697 PSN
44 | -26,303 -33,850 -17,210 -30,843| 0,552 0,041 0,773 0,137 0,793 0,042 0,902 0,193 N
45 | -28,609 -19,295 -12,452 -12,296 | 0,037 0,066 0,777 0,584 0,084 0,053 0,910 0,643 N/NE
46 | -44575 -42,349 -28,924 -24,450| 0,001 0,000 0,002 0,003| 0,003 0,000 0,008 0,015 NE
47 | -44581 -51,290 -20919 -38,791| 0,189 0,013 0.499 0,192| 0,327 0,003 0,589 0,291 N
48 | -22,339 -15,013 -16,085 -11,111| 0,117 0,148 0550 0,744| 0,310 0,214 0,613 0,774 NE
49 | -20,456 -21,922 -17,036 -20,509 | 0,060 0,012 0,198 0,068 0,210 0,020 0,444 0,097 N
50 | -16,180 -9,907 -16,610 -14,734| 0,223 0,799 0,236 0,281 | 0,511 0,828 0,495 0,383 PS

Ry
o
[6)]
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o
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Ja na atribuicdo dos espécimes cativos a quatro populacdes naturais de arara-azul-
grande 17 espécimes (34,7%) foram atribuidos a populacdo N, sete espécimes (14, 28%) a
populagdo NE, dois espécimes (4,08%) a populacdo PS e um espécime (2,04%) foi atribuido a
populagdo PN. Como ja evidenciada a mistura entre as populacdes N e NE aqui 17 espécimes
(34,7%) foram atribuidos a ambas as populacbes naturais pelos métodos empregados. Dois
espécimes (4,08%) foram atribuidos as populacbes PS e N, dois especimes (4,08%) as
populagdes PS e NE e um espécime (2,04%) as populacdes PN e PS.

Os graficos de atribuicdo populacional gerados pelo programa Genalex corroboram e
llustram os resultados encontrados nos testes de atribuicdo realizados, permitindo uma
visualizacdo da distribuicdo dos espécimes cativos de arara-azul-grande em cada um dos

conjuntos génicos naturais e aos trés conjuntos génicos simultaneamente (Figura 9).
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Figura 11 - Graficos -log-verossimilhanga para a atribuicdo populacional dos espécimes cativos de
arara-azul-grande (EC) a cada um dos conjuntos génicos naturais da espécie, Pantanal Norte (PN),
Pantanal Sul (PS) e Norte e Nordeste (N+NE), e aos trés conjuntos génicos simultaneamente. Cada

simbolo representa um individuo de uma das populagbes e do grupo de individuos cativos e 0s

tivo.
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6.6. Parentesco e sugestdo dos melhores casais para reproducao

A probabilidade média de identidade (PI) foi 0,004 e a probabilidade combinada de
exclusdo para todos os locos PE1 (conhecendo ambos os progenitores) foi 0,996 PE2 (ndo
conhecendo um dois pais) foi 0,966 e PE3 (ndo conhecendo nenhum dos progenitores) foi
0,999.

Dos sete estimadores de parentesco comparados pelo programa Coancestry (WANG,
2011) o estimador de verossimilhanca triddico (TML) (WANG, 2007) e o estimador
“momentum” LynchLi (LI; WEEKS; CHAKRAVARTI, 1993; LYNCH, 1998) mostraram-se
0s mais adequados para o conjunto amostral estudado. A porcentagem de pares de individuos
para cada uma das categorias de relacionamento de acordo com os valores de r, a distribuicéo
dos valores encontrados para Ps e a porcentagem de cada categoria encontrada para Ps estdo
expressos em graficos, figura 10 (a) (b) (c), respectivamente. Em ambos os estimadores de r
mais de 70% das combinacbes par a par resultaram em valores para individuos ndo
relacionados, 12% ou mais em valores para parentes de segundo-grau e menos de 10% em
valores para parentes de primeiro-grau. Os valores encontrados para Ps variaram de 0,22 a
0,95, com a maior frequéncia (29%) entre 0,51 a 0,60 e a menor entre 0,91 a 1 (0,25%). A
divisho desse intervalo gerou trés categorias de Ps: baixa (Ps<0,40), intermediaria
(0,70>Ps>0,40) e alta (Ps>0,70), com 69% das combina¢Ges par a par com valores para Ps
intermed iaria.

A tabela com os valores de r calculados pelos dois estimadores, 0 suposto
relacionamento indicado pela verossimilhanca e a similaridade genética (Ps) para cada par de
individuos encontra-se em anexo (Apéndice B). Para o estimador LynchLi os pares de
individuos 11-35 e 14-17 apresentaram o maior valor de r (0,916 ) e para o estimador TML o
para 11-35 apresentou o maior valor de r (0,815), os dois pares de individuos apresentaram o
maior valor de similaridade genética (Ps=0,95). O estimador TML gerou 584 combinagdes
par a par com valor igual a zero, os espécimes 25-40 (ZMP e ZMSQB) apresentaram 0 menor
valor de r para LynchLi (-1,156) e a menor similaridade genética (Ps=0,22).

O parentesco (valor de r e o suposto relacionamento) e a similaridade genética dos
espécimes cativos nas mesmas instituicbes sdo explorados abaixo, pois muitos desses
encontram-se pareados para reproducdo e até mesmo com prole. Adicionalmente, a provavel
origem geografica de cada espécime foi considerada para a sugestdo dos melhores casais para

reproducao.
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Figura 12 - Categorias de relacionamento para cada estimador, distribuicdo dos valores encontrados
para similaridade genética e porcentagem de categorias para similaridade genética. (a) grafico com a
porcentagem de pares de individuos das 1176 combinacGes par a par para as categorias de
relacionamento: ndo relacionado (UN), parente de segundo-grau (PSG) e parente de primeiro-grau
(PPG), para os estimadores de parentesco verossimilhanga triddico (TML) (WANG, 2007) e LynchLi
(LI; WEEKS; CHAKRAVARTI, 1993; LYNCH, 1998). (b) histograma da frequéncia dos valores
encontrados para Ps. (C) porcentagem de cada categoria de Ps, baixa, intermediaria e alta, para as 1176
combinagBes para a par de individuos de arara-azul-grande em cativeiro.
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Parque Ecologico de S&o Carlos

Dos quatro espécimes cativos no PESC, trés fémeas (1, 2 e 36) e um macho (37),
atribuidos a populagdo natural N+NE, os individuos 36 e 37 apresenta valor de r para parentes
de primeiro, suposto relacionamento de PO e alta Ps. O teste de hipotese para HS (p=0,3175)
indica o relacionamento também é possivel. O par de individuos 1-37 apresentam valores de r
para parentes de segundo-grau, suposto relacionamento de FS e Ps alta. O teste de hipotese
para HS (p=0,3073) mostra que relacionamento de segundo-grau ndo pode ser descartado.
Como 0s espécimes 36-37 sdo provenientes de um criadouro cientifico fechado recentemente
0 suposto relacionamento indicado pela verossimilhanca pode ser verdadeiro. Ja o
relacionamento entre os espécimes 1-37 ndo pode ser confirmado por informagdes prévias.
Assim, considerando as estimativas de parentesco e a atribuicdo populacional o par 2-37 (UN
e Ps =0,60) é a melhor opgdo para reproducdo, os individuos considerados ndo relacionados e
com Ps intermediaria.
Zoologico Municipal de Sorocaba Quinzinho de Barros

Dos cinco espécimes cativos no ZMSQB, trés fémeas (38, 41 e 42) e dois machos (39
e 40), um espécime (41) foi atribuido & populacdo natural PN (a andlise de agrupamento
mostra uma mistura das populacbes PN e N+NE para o espécime) e 0s outros quatro a
populagdo N+NE. A paternidade dos espécimes 41 e 42 foi atribuida ao espécime 40, até
entdo desconhecida, com os pares apresentando valores de r para parentes de primeiro e
segundo grau e valores intermediarios e altos de Ps. Os teste de hipdteses para parente em
segundo grau para os pares 40-41 (p=0,0345) e 40-42 (p=0,0039) indicam que o
relacionamento ndo € possivel. O par 41-42 apresentou valores de r (0,288 e 0,248) para
parentes em segundo-grau, relacionamento FS e similaridade alta. O teste de hipdtese para FS
(p=0,2151) indica que os dois relacionamentos sdo possiveis. Os espécimes 38 e 39 ndo sdo
relacionados com nenhum individuo da instituicdo e em todas as combinagBes par a par
apresentaram Vvalores intermediarios de similaridade genética. Com base nas analises de
parentesco, de similaridade genética e de atribuicdo populacional é o possivel a sugestdo de
trés casais diferentes: 38-40 (UN e Ps=0,44), 39-42 (UN e Ps=0,50) e 38-39 (UN e Ps=0,55)
Parque Ecoldgico Municipal de Americana

No PEMA duas fémeas (22 e 24) e dois machos (21 e 23) formam casais reprodutores.
Eles sdo provenientes do mesmo criadouro e foram atribuidos a mesma populacdo natural
(N+NE). Os espécimes 23 e 24 apresentam um suposto relacionamento de FS e alta Ps, com

os valores de r abaixo do esperado para a relagdo indicada pela verossimilhanca. Mas o teste
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de hipotese para HS corrobora a hipdtese putativa (p=0,0402). Os pares 21-22 e 21-24 foram
considerados ndo relacionados com Ps intermediaria.

Os outros seis espécimes, quatro fémeas (4, 6, 7 e 8) e dois machos (5 e 9)
compartilham o mesmo recinto. Mas vale ressaltar que o espécime 9 foi atribuido a mais de
uma populacdo natural (PN e PS e N+NE) ndo sendo indicado para a reproducdo e que uma
das fémeas (7) foi atribuida a populacdo natural PS, enquanto 0s outros quatro espécimes a
populacdo natural N+NE. Os pares 5-6 e 5-8 apresentam Ps alta, valores de r para LynchLi de
parentes em segundo e primeiro-grau, respectivamente, embora a verossimilhanca (TML e
ML-Relate) os considere ndo-relacionados. Os testes de hipOteses para cada um dos pares
indicam que as hipdteses nula de HS (p=0,2028) e FS (p=0,0973), respectivamente, ndo
podem ser rejeitadas. O parentesco entre 0s pares de individuos acima ndo pode ser
comprovado por falta de informagdes genealdgicas e pelos espécimes serem provenientes de
cativeiros diferentes antes do PEMA.

As combinagdes par a par entre 0s casais reprodutores e 0s outros espécimes, mostram
0 par de individuos 6-22 como PO e Ps alta. Testes de hipdteses para a provavel paternidade
do espécime 6 foram realizados para os dois machos reprodutores, mas os valores de p=0 e
p=0,0188 corroboram a hipoOtese putativa (UN). Os individuos 8-23 apresentam Ps alta e
suposto relacionamento de FS, com os valores de r um para um parentesco de primeiro e
segundo-grau. O teste de hipdtese para HS (p=0,1086) mostra que ambos os relacionamentos
sdo possiveis. Os relacionamentos indicados para os pares acima devem ser considerados ja
gue 0s espécimes 6 e 8 sdo provenientes do mesmo criadouro dos casais reprodutores. Os
pares 5-22 e 5-24 (Ps alta) apresentam valores de r para parentes em segundo-grau e suposto
relacionamento de FS e HS, respectivamente. No entanto, como 0s espécimes Ssdo
provenientes de criadouros diferentes o relacionamento entre eles ndo pode ser confirmado.

Diante de um provavel relacionamento de primeiro grau e uma alta similaridade
genética ndo € aconselhdvel a reproducdo entre espécimes 23-24. Os pares 4-23, 5-6 e 5-8
apontados como UN apresentam alta Ps, ndo sendo indicados como a melhor opcéo para a
reproducdo. Assim, considerando o parentesco, a similaridade genética e a provavel origem
geogréfica de cada espécime entre 0s espécimes do PEMA, os casais mais indicados para a
reproducdo estdo organizados na tabela abaixo (Tabela 7). Foi possivel sugerir um total de
nove casais, indicados como UN por todos os métodos empregados nas estimativas de

parentesco e com Ps intermediaria.



50

Tabela 7 - Melhores combinacdes par a par dos espécimes de arara-azul-grande cativos no PEMA
para reproducdo. Considerando o relacionamento indicado pelos dados genéticos/genealégicos (R) e a
similaridade genética (Ps) entre os espécimes.

Ne Casal R Pg

1 4-21 UN 0,60
2 6-21 UN 0,60
3 22-23 UN 0,60
4 22-24 UN 0,60
5 8-21 UN 0,61
6 4-23 UN 0,65
7 4-5 UN 0,65
8 6-23 UN 0,65
9 21-22 UN 0,65

d) Zooldgico Municipal de Ribeirdo Preto

f)

9)

Dos trés espécimes cativos no ZMRP as duas fémeas (48 e 49) foram atribuidas a
populacdo natural N+NE e o macho (50) a populacdo PS, tornando desaconselhavel a
reproducédo entre 0s mesmos.

Considerando que somente os especimes 7 (F) (PEMA) e 50 foram atribuidos a
populagdo PS o pareamento reprodutivo seria desejavel. Porém o par apresenta Ps alta,
suposto relacionamento de FS e valores de r para parentes em segundo-grau. O teste de
hipétese para HS (p=0,2602) indica o relacionamento em segundo-grau como possivel, ja a
hipotese nula de UN foi rejeitada (p=0,0156). A rejeicdo da hipdtese nula de UN e a
similaridade genética entre os dois espécimes ndo favorecem o pareamento reprodutivo do
par, apesar de ndo ser possivel comprovar o relacionamento entre os espécimes.

Zooloégico Municipal de Piracicaba

O casal de arara-azul-grande cativo no ZMP (25 e 26) foi considerado néo
relacionados, com PS baixa, com o0s espécimes e atribuidos a mesma populacdo natural
(N+NE), sendo assim uma oOtima op¢ao para reproducao.

Zoologico Municipal de Tabo&o da Serra

Os espécimes cativos no ZMTS (43 e 44) com Ps intermediaria foram atribuidos a
populacGes diferentes e a mais de uma populacdo (PS e N+NE e PN e N+NE), dessa forma a
reproducdo dos mesmos nao é aconselhavel.

Parque Zooldgico Eugénio Walter de Boituva

O casal do PZEWB (46 e 47) indicado como FS e Ps intermediaria apresentam valores

de r para parentes de segundo-grau e para individuos ndo relacionados. A hipdtese nula de HS

(p=0,1485) ndo pode ser rejeitada, mas 0 mesmo ndo acontece para a hipdtese de UN com
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p=0,016. Os dois espécimes foram atribuidos a mesma populacdo natural (N+Ne) e como 0
parentesco de primeiro grau ndo é corroborado pelos valores de r e ndo pode ser comprovado
por informacGes de origem e genealogia 0 casal poderia ser considerado uma opcdo para
reproducdo, caso ndo seja possivel uma troca ou empréstimo de espécimes entre as
instituicoes.
Parque Ecologico Mourdo de Leme e Zooldgico Municipal de Bauru

Para os espécimes cativos no PEML (19) e no ZMB (20) as instituicbes podem
consultar as andlises de parentesco, similaridade genética e atribuicdo populacional a fim de
encontrar 0 melhores individuos de arara-azul-grande em outras instituicbes para pareamento
reprodutivo dos mesmos.
Fundacéo Parque Zoologico de Sdo Paulo

Os 18 espécimes cativos na FPZSP, 12 fémeas (10, 11, 13, 14, 15, 17, 27, 28, 30, 31,
32 e 33) e seis machos (12, 16, 18, 29, 34 e 35) foram atribuidos a mesma populacdo natural
(N+NE). As informacBes genealogicas combinadas com os dados genéticos indicam o0s

relacionamentos ilustrados no heredograma abaixo (Figura 11).

Figura 13 - Heredograma de uma parcela dos espécimes de arara-azul-grande cativos na FPZSP.
Construido com base em dados geneal6gicos e genéticos, onde 0os nimeros correspondem ao ndmero
de registro dado a cada espécime no laboratorio.

O 0 OO0 n
15 16 10 11 13 718 (7

< _,\' Espécime ndo amostrado
O espécime 11 segundo as informacBes da instituicdo seria filho do casal 33-35, irmdo

14 1

dos espécimes 15 e 16 e, consequentemente meio-irmao dos espécimes 10 e 13. No entanto,
as estimativas de parentescos apontam o casal 31-35 como progenitores do espécime com Ps
alta entre os pares. O par 11-33 (r=0,127 e 0,499 e Pgs=0,75) foi indicado como néo
relacionado pela verossimilhanca e a hipdtese nula para PO foi rejeitada (p=0,024).

Os pares 10-11, 10-13 e 11-13 sdo considerados parentes em primeiro-grau, com Pg
alta e suposto relacionamento de FS, PO e PO, respectivamente. Ja os pares 11-15 (r=0,422 e
0,666) e 11-16 (r=0,594 e 0,833) apresentam Pg alta e sdo indicados como PO e FS pela

verossimilhanca. O relacionamento indicado pelos dados genealdgicos para os pares 15-16,
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14-17, 14-18 e 17-18 foi corroborado pelos resultados das estimativas de parentesco e todos
0s pares apresentaram Ps alta.

O casal 31-35 apresenta valores de r para parentes de segundo-grau, similaridade
genética alta e seriam FS de acordo com a verossimilhanca. Ja o casal 33-35, ndo relacionados
apresentam Ps alta. Os espécimes 33 e 34 foram apontados como FS com Ps alta, mas 0s
valores de r indicam um relacionamento de segundo-grau. E o par 31-34 como parentes em
segundo-grau com Ps alta, a hipdtese nula para parentes em primeiro-grau ndo pode ser
rejeitada (p=0,5076). A fémea progenitora dos espécimes 14, 17 e 18 ndo pertence a FPZSP e
por isso ndo foi amostrada.

Os pares 27-31 e 27-33 sdo apontados como parentes em primeiro-grau (PO) e 0s
pares 18-27 e 27-34 como parentes em segundo-grau (HS), porém o especime 27 ndo se
mostra relacionado com mais nenhum dos espécimes para 0s quais 0 relacionamento foi
confirmado por dados genealdgicos e genéticos (Figura 11). O espécime 12 ndo é relacionado
com nenhum outro espécime da FPZSP de acordo com os valores de r, mas a verossimilhanca
indica um suposto relacionamento de segundo-grau com os espécimes 30 e 32 com Ps
intermedidria para ambos os pares. A hipdtese nula de UN foi rejeitada para o par 12-30
(p=0,0464), mas pode ser rejeitada para o par 12-32 (p= 0,104). Como 0 espécime 12 nasceu
na natureza o relacionamento né@o pode ser confirmado.

O pareamento reprodutivo entre os espécimes 10, 11, 13, 15, 16 e 14, 17, 18 ndo é
aconselhavel devido as relagcbes que eles apresentam. E apesar de ndo ser possivel comprovar
0 relacionamento entre o par reprodutor 31-35, 0 mesmo e o casal 33-35 ja se reproduziram
mais de uma vez e apresentam uma alta similaridade genética ndo sendo interessante uma
nova reproducdo. O espécime 12, apesar de ndo relacionado com a maior parte dos
individuos, apresenta varios problemas de salde e idade avancada deixando de ser uma opcéo
para reprodugéo.

Assim, considerando o relacionamento de acordo com os dados genéticos e
genealdgicos, quando disponiveis, e a similaridade genética apresentada entre os individuos
de arara-azul-grande foram feitas as melhores combinacGes entre 0s espécimes para o
pareamento reprodutivo. Os melhores casais estdo organizados seguindo do par com a menor
similaridade genética para o par com a maior (Tabela 8). Um total de 27 casais, indicados
como UN por todos os métodos empregados nas estimativas de parentesco e com Ps baixa e

intermediaria, foram sugeridos.



53

Tabela 8 - Melhores combinacdes par a par dos espécimes de arara-azul-grande cativos na FPZSP
para reproducdo. Considerando o relacionamento indicado pelos dados genéticos/genealégicos (R) e a

similaridade genética (Ps) entre os espécimes.

Ne Casal R Pg
1 16-30 UN 0,25
2 30-35 UN 03
3 16-32 UN 0,39
4 18-30 UN 04
5 16-28 UN 0,45
6 18-32 UN 0,5
7 17-29 UN 0,5
8 28-29 UN 0,5
9 30-29 UN 0,5

10 32-29 UN 0,5

11 28-34 UN 0,5

12 27-35 UN 0,5

13 32-35 UN 0,5
14 14-16 UN 0,55
15 16-27 UN 0,55
16 15-29 UN 0,55
17 14-29 UN 0,55
18 16-17 UN 0,55
19 14-35 UN 0,56
20 18-28 UN 0,56
21 13-18 UN 0,6
23 27-29 UN 0,6
24 17-35 UN 0,6
25 35-34 UN 0,6
26 32-34 UN 0,61
27 11-34 UN 0,65

7. Discussao

7.1. Sexagemmolecular

A sexagem molecular em aves se tornou uma ferramenta

diferenciacdo de individuos, considerando a auséncia de dimorfismo sexual

importante para a

em muitas

espécies (RASO; WERTHER, 2004), como os psitacideos. A falta dessa informacdo pode

dificultar o pareamento correto de individuos e até mesmo prejudicar programas de

reproducdo em cativeiro (RUSSELO; AMATO, 2004). A técnica utilizada nesse estudo foi

rapida e facil, apresentando 100% de sucesso na identificacdo e confirmacdo do sexo dos

espécimes cativos de arara-azul-grande.
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Dois espécimes (36 e 45) informados previamente como machos na realidade s&o
fémeas e cinco espécimes (38, 39, 41, 42 e 49) tiveram 0 sexo determinado. A informacdo foi
importante no estabelecimento das relacbes de parentesco e na sugestdo dos melhores casais
para reproducdo da espécie em cativeiro. As instituicdes foram devidamente informadas sobre

a correcdo, identificacdo e confirmacdo do sexo dos seus espécimes de A. hyacinthinus.
7.2. Caracterizacdo dos locos de microssatélite e erros de genotipagem.

O numero de alelos por loco encontrado para o grupo cativo de arara-azul-grande
variou de dois a sete alelos, 0 mesmo encontrado por Presti et al. (2011) para uma amostra de
30 individuos da populacdo Pantanal Sul. J& o nimero de alelos por loco encontrado para as
populacBes naturais de arara-azul-grande variou de dois a nove (PRESTI, 2010). O maior
nimero de alelos para as populacGes naturais é esperado, ja que 0 grupo cativo é uma pequena
amostra da diversidade da espécie. Os valores médios de diversidade genética para o grupo de
individuos cativos de A. hyacinthinus (He=0,492, Na=3,6 e Ra=3,576) e 0s valores médios
encontrados para as populagdes naturais (He=0,447 e Na=4,8) (PRESTI, 2010) ndo diferiram
significativamente. Resultados similares ja foram reportados para outras especies (CRONIN;
RENECKER; PATTON, 2009; HAUSKNECHT et al., 2013)

A diversidade genética encontrada para as populagbes naturais de arara-azul-grande
foi menor do que a diversidade observada para arara-canidé (Ara ararauna), espécie para qual
foram desenvolvidos seis dos 10 locos de microssatélites utilizados nesse estudo e por Presti
(2010) e Presti et al. (2011). A diversidade genética menor encontrada para A. hyacinthinus
pode estar relacionada com a utilizacdo de locos heter6logos ou ser uma caracteristica da
espécie (PRESTI, 2010). Segundo Avise (1994) nem sempre niveis baixos de variabilidade
genética refletem uma ameaca a sobrevivéncia das populages.

A andlise do programa Microchecker apontou evidéncia de alelo nulo para o loco
HYA. Revisamos cuidadosamente os eletroferogramas para o loco e mesmo assim o ndmero
de heterozigotos é menor do que o esperado, mas isso ndo necessariamente implica que o
alelo nulo esteja presente (MARSHALL et al., 1998). Carlsson (2008) mostra que os efeitos
de alelos nulos em testes de atribuicdo sdo de baixa intensidade, ndo havendo necessidade de
descartar os locos de microssatélites. E Pérez-Espona et al. (2012) encontraram 0S mesmos
resultados para as analise bayesinana de agrupamento com ou sem a presenca de alelos nulos.

Segundo, Wagner et al. (2006) estimativas de parentesco com locos com alelos nulos sé&o mais
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robustas e, adicionalmente o programa ML-Relate é capaz de corrigir a frequéncia de alelo

nulo. Assim, loco HYA ndo foi descartado de nenhuma anélise.

7.3. Atribuicdo populacional

Os espécimes de arara-azul-grande foco desse estudo sdo provenientes dos pargues
zoolégicos do Estado de Sdo Paulo e assim como grande parte dos individuos cativos,
representantes das diversas espécies da nossa fauna, a maioria chegou a essas instituicGes por
apreensdes do trafico de animais silvestres, sem informacdo exata e/ou confidvel da sua
procedéncia. Para espécies em que as populacGes naturais apresentam diferenciacdo genética
conhecer a procedéncia dos espécimes cativos € relevante para os programas de reprodugédo
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004).

Assim, considerando a estruturacdo genetica das populagcbes naturais de A.
hyacinthinus correspondente a sua distribuicdo geografica (PRESTI, 2010) e a falta de
informacdes sobre a procedéncia dos individuos cativos realizamos testes de atribuicdo
populacional por meio de varios métodos: andlise bayesiana de agrupamento, AFC e testes de
atribuicdo, amplamente empregados na literatura (CARRERAS et al., 2011; FRANKHAM
G.J. et al., 2013; HAUSKNECHT et al., 2014; MANEL et al. 2002; MAUDET; LUIKART;
TABERLET, 2002; PRESTI, 2010; RUSSELLO et al, 2007; SUNNY et al, 2014,
VASQUEZ-CARRILLO et al., 2013)

A andlise bayesiana de agrupamento, a AFC e os testes de atribuicdo mostram a maior
parcela dos individuos cativos distribuidos pelas populagdes naturais N e NE. A analise de
agrupamento ainda revelou a mistura genética de alguns individuos cativos, corroborada pelos
testes de atribuicdo realizados nesse estudo.

O teste atribuicdo populacional considerando trés populacdes naturais (87,75%) obteve
um desempenho melhor do que a atribuicdo dos espécimes cativos a quatro populacdes
(55,10%) naturais. Na atribuicdo populacional dos individuos de arara-azul-grande realizada
por Presti (2010) 86,7% dos individuos foram atribuidos corretamente ao seu grupo de origem
considerando quatro populagdes naturais contra 89,8% para a atribuicdo a trés populagfes. O
teste de atribuicdo realizado por Russelo et al. (2007) para tartarugas de Galapagos
(Geochelone nigra), em cativeiro e amostras de museus, com a mesma quantidade de locos de
microssatélites utilizados nesse trabalho resultou na atribuicdo consistente de 87,8% dos
individuos a suas provaveis localidades de origem. Ainda, Frankham G.J. et al. (2013)
obtiveram 95% dos individuos de rato canguru (Potorous tridactylus) atribuidos a sua

localidade amostral, evidenciando a eficacia métodos empregados.
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Os resultados encontrados para a provavel origem populacional dos espécimes cativos
de arara-azul-grande corroboram a hipdtese de que todos os conjuntos génicos naturais
descritos para A. hyacinthinus representadas em cativeiro, em maior proporcéo as populacoes
N e NE. O pareamento de espécimes com origens populacionais distintas também foi
confirmado. Apesar das analises terem indicado alguns espécimes com uma constituicdo
genética de mais de uma populagdo natural, os provaveis progenitores desses ndo foram
amostrados. Porém, como esses individuos tém origem anterior em outros cativeiros a
reproducdo de espécimes de arara-azul-grande de diferentes conjuntos génicos pode ser
inferida, com ressalvas. Pois para dois espécimes retidos pelo IBAMA, ndo se tem informacéo
se 0S mesmo nasceram na natureza e foram retirados para o comércio ilegal ou se nasceram

um cativeiro.

Os resultados de todos os métodos empregados nesse estudo para a atribuicdo
populacional dos espécimes cativos de A. hyacinthinus as populagdes naturais da espécie
foram coincidentes, na maioria das vezes, e complementares, permitindo a inferéncia da
origem populacional dos individuos com maior seguranga e confiabilidade. A atribuicdo
populacional realizada nesse estudo preenche uma lacuna e permite um avango no manejo dos
espécimes cativos contribuindo para a manutencdo da diversidade genética encontrada na

natureza e preservando a historia evolutiva da espécie em cativeiro.
7.4. Parentesco e sugestdes dos melhores casais para reprodugdo

Os marcadores moleculares microssatélites sdo amplamente empregados nas
estimativas de parentesco entre individuos, principalmente quando ndo se tem informacoes
genealdgicas ou quando essas estdo incompletas (RUSSELO; AMATO, 2004; MITCHELL et
al, 2011; WANG, 2011; WITZENBERGER; HOCHKIRCH, 2013). O conhecimento da
diversidade genética e das relagdes dos individuos em cativeiro é uma ferramenta valiosa no
manejo, especialmente de espécies ameacadas de extincdo, assegurando que a diversidade
genética dos espécimes cativos sera mantida em longo prazo (FRANKHAM 1995; O'BRIEN,
2006).

Os valores encontrados para Pl e PE combinados com a alta capacidade informativa
do painel de locos de microssatélites utilizados mostram que a individualizacdo das amostras
e as analises de parentesco foram conduzidas de maneira confiavel.

Na literatura € amplamente aceito que ndo existe um coeficiente de parentesco que seja

universalmente superior aos outros e que varias caracteristicas do conjunto amostral e do
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marcador molecular utilizado podem afetar os comportamentos absolutos e relativos dos
estimadores (CSILLERY et al., 2006; VAN DE CASTEELE et al, 2001; WANG, 2002;
WANG, 2011). No entanto, varios trabalhos apontam que as estimativas de maxima
verossimilhanga sdo mais precisas quando comparadas com outros estimadores (MILLIGAN,
2003; WAGNER et al., 2006; WANG, 2007, WANG, 2011). Os estimadores de parentesco
utilizados nesse estudo tiveram seu desempenho comparado com outros e se mostraram 0s
mais adequados para o conjunto amostral estudado e os marcadores utilizados. Além disso, 0
resultado final das relagdes entre os individuos de arara-azul-grande se deu por meio da
combinacdo de duas abordagens de verossimilhanca e um estimador momentum, o que nos
permitiu realizar inferéncias com maior robustez e seguranca.

Os valores de r gerados pelos dois estimadores de parentesco (TML e LynchLi)
empregados nesse estudo foram coincidentes para maioria dos pares de individuos, com mais
de 75% das combinacfes par a par resultando em valores para individuos ndo relacionados.
Para alguns relacionamentos conhecidos os valores de r foram menores do que o valor
esperado para a relacdo informada ou indicada pela verossimilhanca. No entanto, como
utilizamos valores de cortes tedricos isso era esperado. Os valores de r reais exibem variacoes
dos valores tedricos, devido as caracteristicas bioldgicas do conjunto amostral, como as varias
categorias de relacionamento presentes, do ndmero de locos e grau de polimorfismos desses
(LYNCH; RITLAND, 1999; RITLAND, 1996; RUSSELO; AMATO, 2004). Cronin et al.
(2009) analisando os valores de r entre individuos de urso polar (Ursus maritimus) com o
parentesco conhecido encontraram variacbes grandes para as categorias de relacionamento em
primeiro-grau, para maes e filhotes o r variou de 0,303-0,738, ja para pais e potenciais filhotes
de 0,2066-0,6306 e para irmdos-gémeos a variacdo foi ainda maior de 0,1267-0,8080.

Nesse estudo, como utilizamos uma abordagem de verossimilhanca para inferir a
categoria de relacionamento entre os individuos e realizar testes de hipoteses, quando 0s
valores de r, a categoria de relacionamento informada e/ou as informacfes genealogicos ndo
eram concordantes, diminuimos a possibilidade de apontar espécimes aparentados como nao
relacionados devido a valores de r menores do que o esperado. Por outro lado, como as
relacbes de PO e FS, parentes em primeiro-grau, sdo0 muito proximas elas nem sempre sdo
diferenciadas (KALINOWSKI; WAGNER; TAPER, 2006), por isso alguns pares de FS
(parentesco conhecido) foram indicados como PO e vice-versa; em todos esses €asos
realizamos teste de hipdtese para a relacdo previamente informada. Assim, pudemos
identificar informagBes genealdgicas inconsistentes e determinar a paternidade correta com

seguranca, como 0 caso do espécime 11 da FPZSP.
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A distribuicdo do ndmero de alelos compartilhados entre individuos € um bom
indicador do grau de proximidade existente entre eles (JIN; CHAKRABORTY, 1994). Os
individuos aparentados geralmente apresentam maior similaridade genética do que individuos
ndo relacionados (SCHWARTZ; ARMITAGE, 1993). Presti (2010) encontrou uma média de
similaridade genética maior entre filhotes de arara-azul-grande do mesmo ninho, em estacBes
reprodutivas consecutivas e alternadas, do que entre filhotes de ninhos diferentes. Os pares de
espécimes de A. hyacinthinus desse estudo com relacionamento em primeiro-grau (PO e FS)
apresentaram valores altos de similaridade genética. Ja os pares de individuos com baixa
similaridade genética apresentaram valores de r negativos (LynchLi) e iguais a zero (TML).

Dessa forma, na auséncia de um pedigree completo e confiavel para espécies em
cativeiro a similaridade genética € uma opcdo para a escolha de casais para reproducdo,
podendo evitar endocruzamentos, que impactam negativamente a sobrevivéncia e
adaptabilidade da espécie (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004). Spottiswoode e
Mgller (2004) mostraram que altos niveis de similaridade genética estdo associados com a
reducdo do sucesso de eclosdo em uma ampla gama de espécies de aves, mesmo quando a
reproducdo ndo ocorre entre parentes proximos.

Os resultados encontrados para 0s espécimes cativos de arara-azul-grande indicam
uma confirmacdo da hipdtese de que individuos possivelmente relacionados e com alta
similaridade genética se reproduziram ou estdo pareados para esse fim. Porém, quando o foco
é todo o conjunto amostral analisado percebemos que a maior parcela das combinacdes par a
par entre 0s espécimes cativos de A. hyacinthinus apresentaram similaridade genética
intermediaria e valores de r para individuos ndo relacionados.

A combinacdo dos resultados das relagdes de parentesco, da similaridade genética e da
atribuicdo populacional dos espécimes cativos de arara-azul-grande permitiu sugerir 0S
melhores casais para reproducdo dentro de cada instituicdo, na tentativa de garantir a
preservacdo da historia evolutiva, a saude e sustentabilidade da espécie em cativeiro.
Adicionalmente, outros casais sd0 possiveis com espécimes de instituicbes diferentes, uma
consulta aos dados genéticos gerados aqui (Apéndice B) permite que as proprias instituicdes

visualizem as possibilidades.

7.5. Rota de trafico e repatriagdo das aves

O tréfico de animais silvestres é a terceira atividade ilicita mais praticada no mundo,

perdendo somente para o trafico de armas e de drogas (WEBB, 2001). Sendo o Brasil um dos
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principais paises do mundo a comercializar e exportar espécies da fauna e flora silvestres de
forma ilegal (MMA, 2012).

As aves correspondem a cerca de 80% das espécies associadas ao trafico ilegal de
animais silvestres e 0s psitacideos o grupo mais comumente apreendido pelos O6rgdos
ambientais como o IBAMA (ARAUJO et al., 2010; MMA, 2012). A maior parte das araras-
azuis-grande em cativeiro no Estado de S&o Paulo, assim como grande parte dos outros
animais vitimas do trafico (GIOVANINI, 2000; RENCTAS, 2002; SOUZA, 2007), sao
provenientes das regides Norte e Nordeste do pais, como mostrado nesse estudo. A rota de
trafico de animais silvestre Norte/Nordeste com destino ao Sudeste é uma das principais vias
do comércio ilegal da fauna, os animais que chegam até Sdo Paulo e Rio de Janeiro abastecem
0 mercado interno e externo (RENCTAS, 2002).

O fato da maior parcela dos individuos cativos de arara-azul-grande no Estado de Séao
Paulo ser provenientes das populacdes naturais das regides Norte e Nordeste, como mostrado
nesse estudo, deve ser considerado no planejamento de possiveis solturas e repatriagdo das
aves para a natureza. Para tais acOes a atribuicdo populacional por meio da genética é
aconselhada, na tentativa de devolver a ave a regido mais provavel de sua retirada.
Adicionalmente, destacamos que as populacdes das regibes Norte e Nordeste necessitam de
maior atencdo e protecdo, por parte dos 6rgaos ambientais, para impedir a retirada das aves da
natureza. Essas medidas podem ajudar na preservacdo da espécie A. hyacinthinus e de sua

histéria natural.
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8. Conclusodes

Os resultados obtidos pela a sexagem molecular e a andlise de microssatélites para 0s
espécimes cativos de A. hyacinthinus nos parques zooldgicos do Estado de Séo Paulo

permitiram:

determinar 0 sexo de alguns espécimes e identificar a determinacdo errdnea do sexo de dois
espécimes;

identificar a provavel origem populacional da maior parte dos espécimes cativos de arara-
azul-grande. Corroborando a hipotese de que todos 0s conjuntos génicos naturais, descritos
para a espécie, estdo representados em cativeiro, com as populacbes da regido Norte e
Nordeste representadas em maior proporcao;

apontar que individuos de origens populacionais distintas encontram-se pareados para
reproducéo.

estabelecer as relagdes de parentesco e a similaridade genética entre os espécimes de A.
hyacinthinus, com foco nos individuos cativos na mesma instituicdo. Evidenciando que
individuos possivelmente relacionados e com alta similaridade genética se reproduziram ou
encontram-se pareados.

identificar que maior parcela das combinacGes par a par entre 0s espécimes cativos em todas
as instituicbes apresentaram valores de parentesco para individuos ndo relacionados e
similaridade genética intermediéria;

sugerir os melhores casais para a reproducdo em cada instituicdo, considerando a origem
populacional, o parentesco e a similaridade genética de cada espécime de A. hyacinthinus;
gerar informacBes genéticas para todos os espécimes cativos amostrados, permitindo que as
préprias instituicdes visualizem as possibilidades de casais para a reproducao;

demonstrar que o uso de ferramentas genéticas € capaz de recuperar informacGes valiosas para
0 manejo de espécies em cativeiro, como as relacbes de parentesco, grau de similaridade
genética e origem populacional dos espécimes. Evitando a perda da diversidade genética da

historia evolutiva das populacGes da espécie em cativeiro.
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APENDICE A

Tabela A - Dados dos espécimes cativos de arara-azul-grande analisados. Registro do laboratorio
(RL), numero de registro da instituicdo (NRI) (microchip(M)/anilha(A)/registro interno(RI)),
instituicdo, sigla da instituicdo, sexo informado (SI), origem do espécime, data de coleta (DC),
material biolégico amostrado (MBA) e outras informacdes relevantes (InfoR).

RL NRI Instituicéo Sigla SI Origem DC MBA InfoR
Parque Ecoldgico de Apreensdo
1 150596(A) Sio Carlos PESC F (casaem SP) 25/04/2012  sangue
2 161054(A) rarqueEcologicode pegc  F 10/102013  sangue
Parque Ecoldgico de penado
3 ) Sio Carlos PESC M 01/052002  tointo
Parque Ecolégico .
4 SgggéOR(l)()JOlQOS?S(M) Municipal de PEMA F ST Alndes 03/102012  penacanhio
Americana
Parque Ecoldgico Fazenda
5 21B6 (RI) Municipal de PEMA M Veneza 03/10/2012 penacanhdo
Americana
Parque Ecoldgico
3675(RI) L Mantedouro A x
6 Municipal de PEMA F ' 03/10/2012 penacanhédo
963008000001105(M) Americana Anargyro
3482(RI) Parque Ecoldgico
7 Municipal de PEMA F CRASMS 03/10/2012 penacanh&o
963000000271704(M) Americana
Parque Ecoldgico
8  963008000000944(M) Municipal de PEMA F X::rtedfourOA' 03/1022012 penadaasa
Americana 9y
3046(RI) Parque Ecoldgico Zoo Sao
9 963002000001078(M) Munlglpal de PEMA M Bernando do 03/10/2012 penacanhéo
Americana Campo
Fundagdo Parque i
10 26517(RI) Zoolégico de Sio FPZSP F Egtz"ég'm 30/10/2012  sangue
Paulo
Fundacdo Parque
11 28751(RI) Zooldgico de Sdo FPZSP F 30/10/2012  sangue pais: 33 e 35
Paulo
Fundagdo Parque
12 27064(RI) Zooldgico de Sdo FPZSP M Rondonia 30/10/2012  sangue 20/30 anos
Paulo
Fundagéo Parque
13 27066(RI) Zoolégico de Sdo FPZSP F 30/10/2012  sangue
Paulo
Fundagdo Parque -
14 28533(RI) Zoologico de Sdo FPZSP F 30/10/2012  sangue gzogenltor
Paulo
Fundagdo Parque
15  28370(RI) Zoologico de Sdo FPZSP F 30/10/2012  sangue pais: 33 e 35
Paulo
Fundagdo Parque
16  28374(RI) Zooldégico de Sdo FPZSP M 30/10/2012  sangue pais: 33e35
Paulo
Fundagdo Parque .
17 28532(RI) Zoologico de Sio FPZP F 30/102012  sangue gzogen'tor
Paulo
Fundagéo Parque -
18  28706(RI) Zooldégico de Sdo FPZSP M 30/10/2012  sangue gzogenltor
Paulo
19 1058(RI) pardue Ecologico PEML M FPZ®P 31/10/2012 penacanhdo
66618(RI) Zooldgico Municipal Fundagdo Zoo pode ter sido
20 963000000066618(M)  de Bauru IMB M i 08/05/2013  sangue trocado
Parque Ecoldgico
21 38R s (r) Municipal ce PEMA M er;‘rtgdfourOA' 04/06R2012  penacanhio
Americana y
Parque Ecoldgico
924(RI) - Mantedouro A, x
22 Municipal de PEMA F 04/06/2012 penacanhéo
96300800000924(M) Americana Anargyro
Parque Ecoldgico
1063(RI) L Mantedouro A, x
23 96300800001063(M) Municipal de PEMA M Anargyro 04/06/2012 penacanh&o

Americana
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24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

1692(RI)
96300800001692(M)

5037AB(RI)

5016(RI)

26871(RI)

27298(RI)

26870(RI)

27654(RI)

26868(RI)

24165(RI)

27160(RI)

26869(RI)

23407(RI)

50895 (A)

50286(A)
086(A)

109 (A)
0061C3322F(M)

033(A)
963000000004127(M)

39672(RI)
963007000039672(M)

963007000039753(M)

ibama 691(A)

ibama 232(A)
132/2003(R1)468 (d)

5181/AB(RI)

045 e 5009(RI)
ZRAO 438(RI)
ZRAO439(RI)

ZRAO437(RI)

Parque Ecoldgico
Municipal de
Americana
Zooldgico Municipal
de Piracicaba
Zool6gico Municipal
de Piracicaba
Fundagdo Parque
Zooldégico de Sdo
Paulo

Fundagdo Parque
Zooldégico de Sdo
Paulo

Fundagdo Parque
Zoolégico de Sdo
Paulo

Fundagdo Parque
Zoologico de Sdo
Paulo

Fundagdo Parque
Zooldégico de Sdo
Paulo

Fundagdo Parque
Zoolégico de Sdo
Paulo

Fundagéo Parque
Zoologico de Sdo
Paulo

Fundagéo Parque
Zooldégico de Sdo
Paulo

Fundagdo Parque
Zooldégico de Sdo
Paulo

Parque Ecoldgico de
Sio Carlos

Parque Ecoldgico de
Sdo Carlos
Zool6gico Municipal
de Sorocaba
Quinzinho de Barros
Zoolégico Municipal
de Sorocaba
Quinzinho de Barros
Zooldgico Municipal
de Sorocaba
Quinzinho de Barros
Zooldgico Municipal
de Sorocaba
Quinzinho de Barros
Zoolégico Municipal
de Sorocaba
Quinzinho de Barros
Zooldgico Municipal
de Tabodo da Serra
Zoolégico Municipal
de Tabodo da Serra
Parque Zoobotéanico
Orquidario Municipal
de Santos

Parque Zoolégico
Municipal de Boituva
Parque Zooldgico
Municipal de Boituva
Zoolégico Municipal
de Ribeirdo Preto
Zooldgico Municipal
de Ribeirdo Preto
Zooldgico Municipal
de Ribeirdo Preto

PEMA

ZMPira

ZMPira

FPZSP

FPZSP

FPZSP

FPZSP

FPZSP

FPZSP

FPZSP

FPZSP

FPZSP

PESC

PESC

ZMSQB

ZMSQB

ZMSQB

ZMSQB

ZMSQB

ZMTS

ZMTS

PZOMS

PZMB
PZMB
ZMRP
ZMRP

ZMRP

Mantedouro A,
Anargyro

Criadouro SP
fechado
Criadouro SP
fechado

Natureza

Natureza - Zoo
Guarulhos

Natureza -
Flonade
Ipanema

Zoo Sorocaba -
Cativeiro

Z00 Sorocaba -
Cativeiro

reten¢do 19
anos
retengdo 24
anos

Zoo S0
Bernando do
Campo

04/06/2012

05/07/2013

05/07/2013

11/07/2013

11/07/2013

11/07/2013

11/07/2013

11/07/2013

11/07/2013

11/07/2013

11/07/2013

11/07/2013

10/10/2013

10/10/2013

29/10/2013

29/10/2013

29/10/2013

29/10/2013

29/10/2013

28/10/2013

28/10/2013

12/11/2013

08/11/2013
08/11/2013
21/11/2013
21/11/2013

21/11/2013

penacanhdo

pena

pena

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue

sangue/pena
canhdo

pena canhdo

penacanhdo
sangue

penacanhdo
penacanhdo
pena
pena

pena
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Tabela B — Estimativas de parentesco e similaridade genética entre os 49 espécimes de arara-azul-
grande em cativeiro. Valores de parentesco (r) segundo Wang (2007) (TML) e Lynch e Li (1999)
(LynchLi), suposto relacionamento por estimativas de verossimilhanca: irmdo-completo (FS), pai e
filho (PO), meio-irmado (HS) e ndo relacionado (U) e similaridade genética entre os espécimes cativos

de arara-azul-grande.

N° Par TML LynchLi ML Ps
1 1 2 0,000 -0,671 U 0,40
2 1 4 0,117 0,248 u 0,70
3 1 5 0,205 0,332 U 0,75
4 1 6 0,000 -0,170 U 0,50
5 1 7 0,000 -0,588 U 0,40
6 1 8 0,318 0,550 FS 0,83
7 1 9 0,000 -0,081 U 0,44
8 1 10 0,147 0,415 HS 0,75
9 1 11 0,124 0,415 HS 0,75
10 1 12 0,098 -0,253 u 0,50
11 1 13 0,252 0,415 FS 0,75
12 1 14 0,000 -0,337 u 0,50
13 1 15 0,423 0,415 PO 0,70
14 1 16 0,446 0,415 PO 0,75
15 1 17 0,000 -0,086 U 0,55
16 1 18 0,000 0,081 U 0,60
17 1 19 0,000 -0,504 U 0,45
18 1 20 0,000 -0,253 U 0,45
19 1 21 0,073 0,164 HS 0,60
20 1 22 0,000 0,081 U 0,65
21 1 23 0,054 0,164 U 0,70
22 1 24 0,000 -0,086 U 0,60
23 1 25 0,224 -0,003 HS 0,55
24 1 26 0,000 -0,170 u 0,50
25 1 27 0,000 0,164 u 0,60
26 1 28 0,081 0,081 u 0,60
27 1 29 0,000 -0,170 u 0,60
28 1 30 0,000 -0,671 U 0,30
29 1 31 0,094 0,248 U 0,70
30 1 32 0,133 0,010 HS 0,56
31 1 33 0,448 0,415 FS 0,80
32 1 34 0,000 -0,003 U 0,60
33 1 35 0,318 0,499 FS 0,80
34 1 36 0,054 0,248 U 0,70
35 1 37 0,231 0,499 FS 0,75
36 1 38 0,000 -0,086 U 0,55
37 1 39 0,047 0,248 u 0,60
38 1 40 0,000 -0,207 u 0,56
39 1 41 0,000 -0,421 U 0,50
40 1 42 0,000 -0,253 U 0,50
41 1 43 0,500 0,571 PO 0,75
42 1 44 0,000 0,370 U 0,67
43 1 45 0,246 0,332 HS 0,65
44 1 46 0,098 -0,170 HS 0,55
45 1 47 0,237 0,250 U 0,69
46 1 48 0,076 0,248 U 0,70
47 1 49 0,000 -0,253 u 0,50

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

A NN NN NP DN NN NN NN DNNDPNDDDNDNDDNDDNDDNDDNNDNDNDDNNDNDNDDNNDNPNDDNDNDDNDPNDDNDRNDDNDMDNNDNDNDDNNDMPNDNDMNDDNDNDDNDPE

0,000
0,057
0,000
0,136
0,155
0,000
0,139
0,000
0,000
0,000
0,000
0,374
0,109
0,000
0,251
0,000
0,028
0,043
0,000
0,115
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,034
0,039
0,068
0,000
0,000
0,000
0,091
0,000
0,089
0,000
0,040
0,000
0,000
0,132
0,091
0,000
0,111
0,000
0,000
0,000
0,000
0,182
0,490
0,000

-0,504
-0,170
-0,253
0,081
0,081
-0,261
0,010
-0,003
-0,253
-0,421
-0,003
0,582
-0,003
-0,421
0,499
0,164
-0,337
-0,421
-0,337
-0,003
-0,253
-0,253
-0,421
-0,588
-0,337
-0,421
-0,253
-0,588
-0,421
-0,261
-0,003
0,081
-0,504
0,081
0,081
-0,671
-0,671
-0,380
-0,170
-0,170
-0,393
-0,261
-0,253
-0,504
-0,286
-0,253
-0,086
0,415
0,248

C Cccc cc

3 c c c

cccccccccccccccccccccocccococ

ju
(2]

cC C

HS
PO

0,45
0,45
0,55
0,65
0,65
0,44
0,50
0,50
0,45
0,45
0,55
0,75
0,60
0,45
0,70
0,60
0,40
0,35
0,35
0,60
0,50
0,50
0,40
0,35
0,50
0,45
0,50
0,40
0,40
0,44
0,55
0,60
0,40
0,60
0,60
0,30
0,40
0,50
0,60
0,55
0,50
0,50
0,50
0,40
0,44
0,50
0,60
0,70
0,65
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97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153

o o oo oo ool oo DD DS BSDMDEDAEBASEBDRMEDDDEDSEDMDDDEDEDRSBAEDDDEDSEBSDDEDEDSEBRDDDEREDSDDESEDSBDMDDDEDSEBDSAD™MDNS

10
11
12
13
14
15
16
17

0,000
0,000
0,405
0,079
0,270
0,018
0,091
0,109
0,097
0,000
0,130
0,179
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,059
0,000
0,067
0,000
0,000
0,500
0,000
0,087
0,000
0,000
0,239
0,000
0,010
0,000
0,206
0,383
0,000
0,000
0,000
0,000
0,044
0,000
0,488
0,041
0,318
0,230
0,000
0,000
0,000
0,000
0,129
0,000
0,000
0,000
0,000
0,081
0,000
0,354
0,245
0,000

-0,086
-0,755
0,550
0,100
0,499
0,332
-0,003
0,332
0,081
0,332
0,332
0,164
0,332
-0,588
-0,253
-0,086
-0,003
0,081
-0,086
0,081
-0,337
0,164
0,415
-0,086
-0,253
0,332
-0,171
0,499
-0,086
0,248
0,248
0,415
0,332
-0,086
-0,207
-0,253
-0,170
0,143
-0,081
0,415
0,081
0,464
0,081
-0,170
-0,170
0,332
-0,170
0,550
0,100
0,415
0,415
0,081
0,332
0,164
0,582
0,415
0,081

CcC CcCCcccccccccc

T ©
C % o

0,50
0,35
0,78
0,61
0,75
0,70
0,60
0,65
0,55
0,65
0,70
0,60
0,60
0,45
0,55
0,60
0,65
0,65
0,55
0,55
0,55
0,60
0,70
0,60
0,45
0,70
0,44
0,75
0,50
0,65
0,65
0,70
0,75
0,55
0,44
0,45
0,50
0,56
0,56
0,70
0,60
0,81
0,70
0,45
0,45
0,70
0,55
0,78
0,50
0,70
0,70
0,60
0,70
0,65
0,80
0,70
0,60

154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

0,500
0,000
0,041
0,000
0,287
0,000
0,250
0,000
0,000
0,510
0,000
0,000
0,000
0,500
0,000
0,574
0,459
0,000
0,214
0,353
0,000
0,255
0,054
0,031
0,180
0,026
0,237
0,500
0,000
0,014
0,273
0,025
0,000
0,280
0,000
0,000
0,000
0,000
0,061
0,000
0,440
0,266
0,000
0,158
0,367
0,500
0,185
0,000
0,342
0,000
0,165
0,006
0,044
0,085
0,000
0,000
0,181

0,582
-0,086
-0,086
0,164
0,248
0,081
0,415
-0,421
-0,086
0,666
-0,170
0,081
-0,170
0,582
-0,081
0,749
0,499
0,164
0,332
0,666
-0,086
0,415
-0,035
-0,003
0,248
0,250
0,550
0,499
-0,421
0,143
0,415
-0,003
-0,170
0,332
0,190
0,100
0,248
0,248
0,081
-0,003
0,332
0,415
-0,086
0,248
0,415
0,415
0,081
0,164
0,582
0,164
0,248
-0,253
0,081
0,248
-0,170
0,081
-0,003

0,75
0,55
0,55
0,60
0,75
0,65
0,75
0,45
0,50
0,80
0,55
0,65
0,50
0,75
0,56
0,85
0,80
0,65
0,75
0,80
0,50
0,70
0,61
0,65
0,65
0,69
0,78
0,75
0,45
0,63
0,75
0,60
0,55
0,75
0,61
0,61
0,60
0,60
0,65
0,55
0,70
0,70
0,50
0,65
0,70
0,65
0,55
0,60
0,75
0,65
0,65
0,55
0,55
0,65
0,60
0,60
0,55
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211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
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240
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242
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264
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32
33
34
35
36
37
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

10
11
12
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14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44

0,000
0,000
0,000
0,500
0,000
0,000
0,000
0,000
0,089
0,000
0,000
0,252
0,051
0,000
0,345
0,000
0,000
0,000
0,490
0,143
0,000
0,142
0,000
0,000
0,001
0,000
0,131
0,000
0,000
0,125
0,000
0,172
0,079
0,000
0,093
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,214
0,000
0,000
0,000
0,129
0,000
0,000
0,000
0,000
0,013
0,000
0,158
0,000
0,043
0,000

0,164
-0,351
0,248
0,499
-0,003
0,164
0,332
-0,170
0,248
-0,380
-0,421
-0,086
0,143
0,370
0,499
-0,504
-0,072
0,248
0,332
0,164
-0,261
-0,081
-0,337
-0,337
-0,588
-0,170
0,248
-0,253
-0,671
0,164
-0,003
-0,003
-0,337
-0,337
0,081
-0,421
-0,337
-0,838
-0,504
-0,337
-0,588
-0,253
-0,086
-0,337
-0,441
-0,170
0,332
-0,588
-0,170
-0,086
-0,838
-0,421
-0,552
-0,421
-0,588
-0,072
-0,171

3 ccc
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F cccccccccc
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0,60
0,50
0,60
0,75
0,55
0,65
0,65
0,50
0,65
0,44
0,55
0,65
0,69
0,61
0,70
0,35
0,56
0,60
0,70
0,70
0,50
0,56
0,45
0,45
0,50
0,50
0,70
0,50
0,35
0,65
0,60
0,60
0,50
0,50
0,60
0,50
0,50
0,40
0,45
0,50
0,50
0,50
0,55
0,50
0,44
0,50
0,70
0,40
0,55
0,55
0,35
0,50
0,39
0,55
0,50
0,63
0,50

268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
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45
46
47
48
49
50

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
10
11
12
13
14
15
16
17
18

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,384
0,000
0,543
0,295
0,163
0,207
0,107
0,000
0,081
0,107
0,307
0,054
0,068
0,000
0,000
0,525
0,331
0,000
0,000
0,000
0,502
0,450
0,074
0,166
0,000
0,599
0,104
0,295
0,394
0,339
0,000
0,101
0,000
0,000
0,000
0,523
0,000
0,000
0,000
0,097
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,500
0,000
0,000
0,500
0,000

-0,170
-0,755
-0,607
-0,337
-0,421
0,332
0,190
0,730
0,550
0,100
0,550
0,190
0,370
0,370
0,190
0,640
0,010
0,010
0,100
0,010
0,460
0,460
0,010
0,100
0,370
0,550
0,460
-0,081
0,640
0,100
0,820
0,370
0,550
0,640
0,640
0,010
0,370
0,162
-0,171
-0,261
0,679
0,280
0,280
-0,261
0,357
0,370
0,100
0,100
0,010
-0,171
-0,171
0,100
0,280
0,010
-0,531
0,280
0,100
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0,50
0,30
0,44
0,45
0,50
0,70
0,56
0,89
0,83
0,61
0,72
0,67
0,67
0,72
0,67
0,78
0,61
0,56
0,61
0,61
0,83
0,78
0,50
0,61
0,61
0,72
0,78
0,44
0,83
0,56
0,89
0,72
0,83
0,83
0,78
0,61
0,67
0,56
0,56
0,50
0,81
0,61
0,61
0,50
0,69
0,72
0,61
0,61
0,56
0,50
0,50
0,44
0,61
0,56
0,39
0,61
0,56
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325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
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350
351
352
353
354
355
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19
20
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24
25
26
27
28
29
30
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32
33
34
35
36
37
38
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45
46
47
48
49
50
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

0,000
0,271
0,177
0,000
0,000
0,000
0,010
0,000
0,000
0,166
0,115
0,000
0,000
0,000
0,000
0,350
0,000
0,000
0,000
0,057
0,000
0,000
0,063
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,101
0,000
0,204
0,800
0,000
0,492
0,091
0,371
0,446
0,203
0,339
0,000
0,000
0,000
0,000
0,556
0,201
0,500
0,171
0,000
0,229
0,215
0,000
0,426
0,000
0,286
0,000
0,675

-0,441
0,280
0,190
-0,081
-0,261
0,190
0,171
-0,441
0,280
0,280
0,190
-0,081
0,190
0,010
0,190
0,280
0,171
0,190
0,190
0,171
-0,351
-0,490
-0,351
-0,441
-0,072
-0,081
-0,261
-0,531
0,036
0,280
-0,531
0,010
0,833
-0,003
0,499
0,248
0,666
0,666
0,332
0,666
-0,253
-0,170
0,248
0,164
0,582
0,332
0,248
0,081
0,081
0,248
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