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Resumo

Amazona vinacea (Kuhl, 1820) (papagaio-de-peito-roxo) é uma espécie de psitacideo
considerada ameacada de extin¢do em consequéncia, principalmente, da perda de seu habitat e
do intenso trafico ilegal. Sua populacdo original era distribuida desde a regido do sul da Bahia
ao Rio Grande do Sul no Brasil, incluindo ainda o sudeste do Paraguai e a provincia de Misiones
na Argentina. Atualmente, sua distribuicdo encontra-se fragmentada e estima-se que o0 nimero
de individuos em vida livre no Brasil esteja entre 1.000 a 2.500 animais. Diante do exposto,
com o objetivo de estimar os niveis de diversidade genética de A. vinacea e 0 grau de
parentesco, foram analisados individuos reintroduzidos no Parque Nacional das Araucérias no
Estado de Santa Catarina e também de animais cativos de diferentes regides do Brasil, por meio
de marcadores moleculares microssatélites e da regido controle D-loop do DNA mitocondrial.
Foram genotipadas 160 amostras de A. vinacea para 7 locos microssatélites e 103 amostras
foram sequenciadas para caracterizagdio do DNA mitocondrial. Os resultados obtidos
detectaram uma alta variabilidade genética em A. vinacea, quando comparada com outros
psitacideos. Uma maior variabilidade foi observada nos locos de microssatélites quando
comparados com a regido controle do DNA mitocondrial. As analises de diferenciacdo genética
apontaram uma baixa estruturacao entre os grupos amostrados, o que pode sugerir fluxo génico
ou expansdo populacional / colonizacdo recente. Nas comparacOes par-a-par entre 0sS
individuos, as analises de parentesco indicaram que mais de 80% destes ndo sdo relacionados.
No presente trabalho, também foram desenvolvidos materiais didaticos relacionados a biologia
e conservagdo de A. vinacea, como objetivo suplementar. Os resultados e materiais gerados
poderdo melhor subsidiar programas e agdes para conservagao de populagdes reintroduzidas e

de cativeiro de A. vinacea.

Palavras-chave: Amazona vinacea, conservacao, estrutura populacional, variabilidade genética,

estratégias educacionais.



Abstract

Amazona vinacea (Kuhl, 1820) (purple-breasted parrot) is a parrot species that is considered
endangered, especially as a result of habitat loss and intense illegal traffic. Its original
population was found from the south region of Bahia to Rio Grande do Sul in Brazil, and also
included the southeastern Paraguay and the province of Misiones in Argentina. Its current
distribution is fragmented and it is estimated that the number of free-living individuals in Brazil
is around 1,000 to 2,500 animals. Due to this scenario, in order to estimate the levels of genetic
diversity of A. vinacea and the kinship degree, animals that were reintroduced at the National
Park of Araucérias at Santa Catarina State and also captive individuals from different regions
of Brazil were analyzed throughout microsatellite molecular markers and the D-loop control
region of the mitochondrial DNA. A total of 160 samples of A. vinacea were genotyped for 7
microsatellite locos and 103 samples were sequenced in order to characterize the mitochondrial
DNA. The results indicated a high genetic variability in A. vinacea, when compared to other
Psittacidae species. A higher variability was observed in microsatellite locos when compared
to the mitochondrial DNA control region. Genetic differentiation analyzes indicated low
structuring among the sampled groups, which could suggest gene flow or population expansion
/ recent colonization. In pairwise comparisons between the individuals, kinship analyzes
indicated that more than 80% of these are unrelated. In the present work, educational materials
related to the biology and conservation of A. vinacea were also developed, as an additional goal.
The obtained results and materials could be used to subsidize programs and actions for the

conservation of reintroduced and captive populations of A. vinacea.

Key words: Amazona vinacea, conservation, genetic structure, diversity index, education

strategies.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Exemplares de Amazona vinacea (papagaio-de-peito-roxo) 26
Figura 2. Mapa de ocorréncia de Amazona vinacea 27
Figura 3. Visualizacdo da amplificacdo dos genes CHD1-Z e CDH1-W em individuos de
Amazona vinacea em gel de agarose 47
Figura 4. Gréfico representativo da estimativa de grupos génicos 53
Figura 5. Estimativa de estrutura populacional em Amazona vinacea com bases em inferéncias
de memberships proporcionais (K=2) 53
Figura 6. Rede de relacionamento de haplétipos de um fragmento de 558 pb da regido controle
do DNA mitocondrial de exemplares de Amazona vinacea de quatro grupos amostrais 58
Figura 7. Grafico de distribuicdo das diferencas nucleotidicas aos pares (mismatch distribution)
para hapl6tipos encontrados em amostras de Amazona vinacea para a espécie como um todo

61

Figura 8. Exemplo de ilustracdo que comp&em a cartilha educativa 88

Figura 9. Imagem da gravacao do audio-book: Papagaio-de-peito-roxo: por que conservar?

88
LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Nimero amostral e origem das amostras 32
Tabela 2. Sequéncia dos primers dos microssateélites 34

Tabela 3. Anélise de variabilidade por loco para individuos de Amazona vinacea de cada grupo

amostral 49



Tabela 4. indices de fixagdo FIS, FIT e Fst baseados em locos microssatélites de Amazona
vinacea 50
Tabela 5. Conteudo de Informacdo Polimorfica (PIC) dos sete locos microssatélites para
amostragens de Amazona vinacea 50

Tabela 6. Tamanho efetivo populacional em diferentes grupos amostrais de Amazona vinacea

50
Tabela 7. Sitios variaveis da regido controle do DNA mitocondrial 51
Tabela 8. Valores de indices de diversidade genética 52
Tabela 9. Atribuicdo dos grupos através do assingment test 54
Tabela 10. indices de fixagdo Fst e Rsra partir da analise de microssatélites 54

Tabela 11. indices de fixagdo Fst a partir da analise da regido controle do DNA mitocondrial

55
Tabela 12. Valor de ®st, calculado pela AMOVA 56
Tabela 13. Resultado da AMOVA para trés grupos de Amazona vinacea 57

Tabela 14. Classificacdo do teste de Wilcoxon signed-rank do equilibrio de mutacgdo e deriva
estimado para sete locos de microssatélites para cada grupo amostrado de Amazona vinacea e
para a espécie como um todo 59
Tabela 15. indices de neutralidade D de Tajima (D7), Fs de Fu (Fs), D* e F* para cada grupo
amostrado de Amazona vinacea e para a espécie como um todo 60
Tabela 16. Média e variancia de valor de parentesco entre exemplares de Amazona vinacea
calculadas a partir de sete estimadores 63
Tabela 17. Porcentagem das combinacOes par-a-par relacionada as categorias de parentesco
entre os grupos amostrados de Amazona vinacea 63

Tabela 18. Analise dos estimadores de parentesco 64



Tabela 19. Probabilidade de parentesco 64
Tabela 20. Comparacdo dos niveis de diversidade genética entre diferentes espécies de

psitacideos do género Amazona 67



SUMARIO

Capitulo |

1 Introdugéo
1.1 Conservacdo Bioldgica e Genética
1.2 Marcadores moleculares
1.3 Analise de parentesco
1.4 Familia Psittacidae
1.5 Amazona vinacea
1.6 Justificativa
2 Objetivo
3 Materiais e Métodos
3.1 Obtencdo de material bioldgico
3.2 Extracdo de DNA total
3.3 Quantificacdo do DNA amostral
3.4 Sexagem molecular

3.5 Reacdo de amplificacdo dos locos de microssatélites

16

17

17

19

22

23

25

29

30

31

31

32

33

33

34

3.6 Reacdo de amplificacdo (PCR) e purificacdo da regido controle do DNA

mitocondrial
3.7 Reacéo de Sequenciamento

3.8 Andlise dos dados

36

37

38



3.8.1 Microssatélites
3.8.2 DNA mitocondrial
3.8.3 Estrutura Genética Populacional
3.8.4 Inferéncia Demogréfica
3.8.5 Anaélises de Parentesco
4 Resultados
4.1 Isolamento de DNA
4.2 Sexagem molecular

4.3 Caracterizacdo dos locos de microssatélites e identificagdo de erros

genotipagem
4.4 Sequéncia da regido controle do DNA mitocondrial
4.5 Diferenciacdo genética
4.6 Inferéncias Demograficas
4.7 Andlise de Parentesco
5 Discusséo
5.1 Sexagem molecular
5.2 Variabilidade Genética
5.3 Estrutura Genética
5.4 Inferéncias Demograficas
5.5 Microssatélites e Estimadores de Parentesco

5.6 ImplicacOes para Conservacao

38

39

40

42

44

46

46

46

de

47

51

52

58

62

65

65

67

70

73

75

78



5.6.1 Individuos cativos de Amazona vinacea 78

5.6.2 Reintroducdo de Amazona vinacea no Parque Nacional das Araucarias 80

6 Consideragdes Finais e Conclusdes 83
Capitulo 11 84
1 Introdugdo e Justificativa 85
2 Objetivos 86
3 Desenvolvimento 87
4 Resultados 88
5 Perspectivas 89
Referéncias Bibliogréaficas 90
Anexos

Anexo 1 108

Anexo 2 115



Capitulo 1

Analises genéticas em Amazona vinacea



1 INTRODUCAO

1.1 Conservacao Bioldgica e Genética

Estima-se que, desde o seculo XVII, muitas espécies foram extintas na natureza de
forma acelerada, a qual supera a taxa natural de extingdo (Ceballos et al., 2015). Muitas de suas
perdas ocorrem devido ao desmatamento, conversao de paisagens naturais em reflorestamentos,
pastagens e culturas agricolas, ocasionados pela expansdo industrial e urbana (Allendorf et al.,
2008; Ceballos et al., 2015). Como consequéncia dessas intervencdes, uma alteracdo global
ainda ndo planejada esta sendo testemunhada, com efeitos diretos sobre a diversidade bittica

do planeta (Smith e Bernatchez, 2008).

Populagdes que apresentam diminui¢do no nimero de individuos sdo mais sujeitas aos
fatores estocasticos ambientais, demograficos e genéticos e a perda de habitat pode diminuir o
fluxo génico entre populagdes, assim como pode redcaroouzir ou eliminar a colonizagéo por
espécies presentes em areas vizinhas (Pires et al., 2006). E importante ressaltar também que
espécies que sdo caracterizadas por longo periodo de geracdo, ou por estruturas populacionais
fragmentadas, tornam-se menos capazes de se adaptar rapido o suficiente para acompanhar o
ritmo das alteracbes humanas no meio ambiente. Tais caracteristicas biolégicas contribuem,
juntamente com fatores ndo evolutivos, para o0 que tem sido chamada de perspectiva iminente

da sexta extincdo em massa da Terra (Carroll et al., 2014).

A reducdo da diversidade genética diminui o potencial de adaptacdo das populagGes em
resistir as variagdes ambientais via selecdo natural (Primack & Rodrigues, 2002). Populagdes
de espécies raras tém, em geral, menor variacdo genética em relacdo as mais comuns e, por isso,
s&o mais vulneraveis a extingdo em locais de baixa resisténcia ambiental (Ridley, 2006). Esses

fatores atuam nas populacBes pequenas, acentuando ainda mais a redu¢do no ndmero de
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individuos, tornando-as mais vulneraveis aos proprios fatores estocasticos e dirigindo-as a

extincao, entrando em um ciclo conhecido como vortex da extin¢do (Gilpin & Soulé, 1986).

Diante desse cenario, a area da Genética da Conservacao emergiu para empregar teorias
e técnicas da Genética em programas de conservacdo com o objetivo de reduzir os riscos de
extincao, principalmente em espécies ameacadas (Frankham et al., 2008). Para minimizar essa
problematica, diversas medidas para a conservacdo de espécies tém sido propostas e
implementadas, especialmente por instituicbes académicas e organiza¢cdes ndo governamentais,
com o objetivo de diminuir os riscos da perda da biodiversidade. Entre essas propostas, podem
ser destacadas aquelas que apontam areas e acdes prioritarias para a conservacdo e acoes que
incluem desde o monitoramento de populacdes em ambiente naturais (in situ), manejo de
populacdes cativas (ex situ) e programas de reintroducdo que visam o restabelecimento de

populacdes viaveis na natureza (Bencke et al. 2006; Haigh et al. 2016).

A reintroducdo consiste em uma medida de manejo baseada na liberacdo de animais em
um ambiente natural apropriado, desde que ocorra dentro da area original de abrangéncia da
espécie e que ja tenha existido uma populacdo de vida livre no local escolhido (IUCN, 2014).
Entretanto, em alguns casos, abordagens genéticas sdo desconhecidas ou negligenciadas em
programas de reintroducdo. Geralmente, as populagdes reintroduzidas possuem poucos
individuos e estes podem estar sujeitos aos efeitos de deriva genética e endogamia (Frankham

et al., 2008).

O manejo de populacdes cativas desempenha um papel importante na conservacgéo de
especies em condigdes artificiais atuando como ferramenta de gestdo para garantir a seguranca
demografica (Witzenberg & Hochkirch, 2011; Haigh et al. 2016). Segundo a Unido

Internacional para Conservacéo da Natureza (IUCN), quando o numero de individuos restantes
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de uma determinada espécie ameacada estd em declinio, esta deve ser trazida para cativeiro
como estratégia para atingir condi¢cdes mais seguras a fim de restaurar o tamanho populacional.
Entretanto, um dos desafios para a propagacdo em longo prazo de animais em cativeiros €
amenizar a reducdo da diversidade genética e da heterozigose, uma vez que estas reducdes
ocorrem porque as populacdes de cativeiro sdo, geralmente, menores que as populagdes naturais
e dessa forma estdo mais expostas aos efeitos da deriva genética, endocruzamento e efeitos

fundadores (Witzenberg & Hochkirch, 2011).

Programas que visam a reproducao em cativeiro e a reintroducdo de animais na natureza
podem ser beneficiados por dados de diversidade genética, por intermédio da identificacdo de
populacdes e/ou individuos potenciais para evitar a depressdo endogadmica e exogamica
(Frankham et al., 2008). Tais informacBes genéticas sdo atualmente obtidas por meio de
diferentes marcadores moleculares, associados tanto ao genoma nuclear quanto ao genoma
mitocondrial. O uso desses marcadores, associado a andlises estatisticas, tem se mostrado

extremamente eficiente em estudos direcionados a conservagdo e uso de recursos genéticos.

1.2 Marcadores moleculares

Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a manipulacdo
de acidos nucleicos, o que levou a analise de diferentes tipos de marcadores moleculares desde
a decada de 1980. Tais marcadores moleculares podem corresponder a qualquer loco génico,
ou seu proprio produto, que apresente polimorfismos inerentes e que possam ser aplicados em
estudos que buscam compreender um aspecto bioldgico. De maneira mais ampla, marcadores
moleculares podem ser definidos como todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene

expresso ou de qualquer outro segmento especifico de DNA (Avise, 2004).
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Os dados resultantes de analises genéticas embasadas em diferentes tipos de marcadores
moleculares representam ferramentas poderosas e informativas para ec6logos e geneticistas da
conservacao definirem, por exemplo, a escala geografica e a area adequada para realizacéo de
monitoramento e manejo das populaces (Feral, 2002; Caparroz et al., 2013), a estrutura
genética entre populacdes de uma mesma espécie (Presti et al., 2015; Almeida et al., 2019),
identificar o sexo de espécies que ndo apresentam dimorfismo sexual aparente (Bantock et al.,
2007), verificar a origem geografica de um individuo e dar suporte ao controle do trafico ilegal
de animais (Presti et al., 2015). Dentre os marcadores utilizados em anélises genéticas com tais
enfoques, destacam-se a regido controle do DNA mitocondrial (DNAmt) e os microssatélites,

por serem altamente polimorficos e possuirem altas taxas de mutacao (Collet, 2004).

O genoma mitocondrial em animais € constituido de uma molécula circular
covalentemente fechada de pequeno tamanho, que possui em média 16 kb de comprimento,
sendo herdado maternalmente e geralmente ndo apresentando recombinacdo génica (Avise et.
al., 1994). Este estd organizado em 37 genes codificantes, dos quais 22 resultam em RNAs
transportadores, 2 sdo para RNAs ribossomais e 13 sdo transcritos em RNAS mensageiros e
traduzidos, principalmente, nos complexos proteicos responsaveis pela dindmica da cadeia
transportadora de elétrons (Avise, 2000). O tamanho efetivo populacional, calculado baseando-
se no DNA mitocondrial é quatro vezes menor quando comparado ao calculado para 0 genoma
nuclear (Haavie et al., 2000) e a variabilidade encontrada no DNA mitocondrial € menor do
que a encontrada para os microssatélites (Avise, 2000). Embora o DNA mitocondrial seja
relativamente bem conservado entre distintas espécies animais, sua ordem e estrutura génica
tém mostrado variacdo em diferentes grupos de aves e um exemplo dessas diferencas esta
relacionado a regido controle, denominada de D-loop. A regido controle é caracterizada por

apresentar alta variabilidade devido, principalmente, a substitui¢cbes de nucleotideos, presenca
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de curtas deleces e insercdes e variacdo no nimero de repeticbes em tandem (Hartl & Clark,

1997).

A regido controle do DNA mitocondrial vem sendo analisada para identificar o nivel da
variabilidade genética em diversas espécies de aves, como Dendroica petechia (mariquita-
amarela) (Browne et al., 2008), Phalacrocorax auritus (bigua de crista dupla) (Mercer et al.,
2013), Larus dominicanus (gaivotdo) (Dantas, 2012), em espeécies diversas das familias
Phasianidae (Huang & Ke, 2016), Anatidae (Warzecha, et al., 2018) e Psittacidae (Eberhard et
al., 2001; Caparroz, 2009; Fernandes et al., 2013). Tais informacdes mostram-se Uteis na
proposicdo e desenvolvimento de estratégias conservacionistas e planos de manejo
populacional, especialmente aqueles associadas a espécies e/ou populacbes ameacadas de

extincao.

Outra técnica que tem sido muito utilizada para estudos bioldgicos envolve a aplicacéo
de marcadores nucleares do tipo microssatélites (SSRs — Simple Sequence Repeats), 0s quais
sdo compostos por unidades de sequéncias de 1 a 6 pares de bases (pb) repetidas em tandem e
apresentam repeticdes di, tri, tetra e hexanucleotidicas. Sendo as di, tri, e tetra mais comuns em
estudos genéticos (Tautz, 1989; Selkoe & Toonen, 2006). O numero das unidades de repeticdo
é altamente varidvel entre SSRs localizados no mesmo loco e em locos distintos. Isso confere
elevado nivel de polimorfismo, a ponto de a probabilidade de dois individuos compartilharem
0s mesmos SSRs ser praticamente nula. Um microssatélite possui tipicamente cerca de 100
pares de bases (pb) no total (Bruford et al., 1996) e, por isso, é facilmente amplificado por PCR
(Polymerase Chain Reaction), ndo necessitando de grande quantidade inicial de DNA molde.
Além disso, 0os SSRs apresentam ampla distribuicdo no genoma e comumente possuem heranca

codominante, o que permite diferenciar individuos heterozigotos de individuos homozigotos e
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apresentam alta taxa de mutac&o, cerca de 10 a 10, por loco por geracéo - quando comparada

a taxa estimada de mutacdo pontual de cerca de 107*° no genoma nuclear (Hancock, 1999).

Uma das limitagdes para o uso de SSRs é a quantidade de tempo e de recursos
financeiros necessarios para o desenvolvimento dos primers utilizados na amplificacéo.
Entretanto, o uso de primers heterologos, isto €, desenvolvidos para uma espécie
filogeneticamente préxima da espécie de interesse, pode reduzir o custo e o tempo das pesquisas
(Parker et al., 1998). Atualmente, diversos primers para amplificacdo de locos SSRs tém sido
descritos para psitacideos e testados em espécies proximamente relacionadas, como para o
papagaio de Sdo Vicente (Amazona guildingii) (Russelo et al., 2001; Russelo et al., 2005),
arara canindé (Ara ararauna) (Caparroz et al., 2009), caturrita ou periquito-monge (Myiopsitta
monachus) (Russello et al., 2007), papagaio cubano (Amazona leucocephala) (Taylor &
Parkin, 2007) e papagaio verdadeiro (Amazona aestiva) (Fernandes et al., 2019). Dessa forma,
0 uso de primers heterélogos tem sido uma ferramenta importante para acessar 0s niveis de

variabilidade genética em espécies filogeneticamente préximas.

Tanto os segmentos da regido controle do DNA mitocondrial como SSRs podem ser
analisados como indicadores de variabilidade genética populacional e, portanto, mostram-se
Uteis na proposicdo e desenvolvimento de estratégias conservacionistas e planos de manejo

populacional associados a espécies e/ou populacdes ameagadas de extingao.

1.3 Andlise de parentesco
O conhecimento sobre grau de parentesco entre individuos em uma populagéo é util em
varias areas de pesquisa como em estudos de evolucdo e comportamento, ecologia e

conservagao bioldgica e tem se tornado um dos principais temas no campo da “ecologia
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molecular” (Avise, 2004). O parentesco entre individuos tem auxiliado diferentes areas da
biologia como, por exemplo, para inferir: (i) sistemas de acasalamento, (ii) padroes de disperséo

sexo-diferencial e (iii) processos populacionais historicos-demograficos (Avise, 2004).

O grau de parentesco pode ser inferido diretamente de heredogramas (Ballou & Lacy,
1995), através de célculos ou do registro genealdgico da espécie (studbook). Entretanto, o
completo pedigree dos individuos ndo pode ser determinado devido a algumas limitacdes, como
dificuldade na captura de individuos adultos, casos em que a familia social ndo se configura
como a familia bioldgica (De Casteele et al., 2001) ou quando dados do heredograma ndo séo
completos ou sdo duvidosos (Pemberton, 2004; Boakes et al., 2007). Por essas razfes, estudos
genéticos atraves da utilizacdo de marcadores moleculares podem ser bastante Uteis nessa

abordagem.

Além disso, andlises de parentesco tém sido utilizadas na area da genética da
conservacao a fim de minimizar acasalamentos entre individuos proximamente relacionados e
minimizar a perda da diversidade genética por depressao endogamica (Lynch & Ritland, 1999;
Witzenberg & Hochkirch, 2011). Um exemplo de tal aplicacdo refere-se a escolha de casais
fundadores para reproducdo em cativeiro, para que a populacdo manejada possa reter 0 maximo

de variacdo genética a fim de gerar uma populacéo viavel a longo prazo.

1.4  Familia Psittacidae

A Familia Psittacidae compreende um grupo de aves popularmente conhecidas como
araras, papagaios e periquitos (Collar, 1997; Sick, 1997). E composta por aproximadamente
390 especies distribuidas em 82 géneros (Handbook of the Birds of the World and BirdLife

International, 2017) - com distribuicdo global, concentrando-se principalmente nas zonas
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tropicais (Sick, 1997) - e sdo reconhecidas pela morfologia de seus bicos curvos e arredondados,
suas plumagens coloridas, habilidade mimica e carater carismatico (Forshaw, 1989; Wright et
al., 2001). O Brasil é o pais mais rico do mundo em aves dessa familia, onde sdo encontradas
84 espécies distribuidas em 24 géneros. Desde 0 ano 1500 essa riqueza ja era reportada, sendo

o Brasil designado pelos portugueses como “Terra dos Papagaios” (Sick, 1997).

Aproximadamente 17% das espécies de psitacideos sdo endémicas do territdrio
brasileiro, sendo encontrados em todos os principais ecossistemas do pais. Embora a regido de
maior endemismo seja a Floresta Atlantica, existem espécies que ndo sdo endémicas, mas
apresentam atualmente uma distribuicdo bastante restrita, como € o caso da arara-azul-grande
(Anodorhynchus hyacinthinus). Varias outras espécies apresentam distribuicdo ampla,
ocorrendo em grande parte do territorio nacional, como a arara-vermelha (Ara chloroptera) e o
papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva). A Floresta Amazonica € a regido mais rica, tanto em
numero de individuos como em numero de espécies. O papagaio-galego (Salvatoria xanthops)
e 0 periquito-da-catinga (Eupsittula cactorum) ocorrem, exclusivamente, nas regides secas do
cerrado e da catinga, enquanto as florestas de Araucaria (Araucaria angustifolia) do sul do
Brasil constituem uma fonte importante de alimento para uma espécie de papagaio (Amazona

petrei, papagaio chardo) (Sick, 1997).

Segundo Wright et al. (2001), a familia Psittacidae esta entre as mais ameacadas dentre
as familias de aves - cerca de 31%, das espécies de psitacideos neotropicais encontram-se sob
risco de extingdo em nivel global. No Brasil, 16 espécies estdo vulneraveis ou ameacadas de
extincdo e constam na Lista Vermelha da Unido Internacional para Conservacao da Natureza
(IUCN). Além destas apresentarem baixas taxas de reproducdo, ninhadas pequenas, baixa

sobrevivéncia de individuos juvenis e maturidade sexual tardia (Wright et al., 2001), a
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interferéncia antrépica nos ecossistemas naturais tem levado a um acentuado declinio de suas
populacgdes e ainda, o trafico ilegal de animais também tem causado grande impacto sobre as

populacdes de psitacideos (Wright et al, 2001).

Com o objetivo de proteger e recuperar espécies ameacadas de extin¢do, o Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) desenvolveu o Plano de Acéo
Nacional (PAN) para Conservacao dos Papagaios da Mata Atlantica, que abrange a conservagéo
de quatro espécies do género Amazona em diferentes niveis de ameaca de extincao, sendo elas:
Amazona brasiliensis (papagaio-de-cara-roxa), A. rhodocorytha (papagaio-chaua), A. petrei
(papagaio-chardo) e A. vinacea (papagaio-de-peito-roxo), espécie foco do presente estudo.
Segundo a IUCN, A. vinacea ¢ classificada como “em perigo” e suas populagdes tendem a
decrescer (IUCN, 2017). O PAN tem como objetivo melhorar o estado de conservacdo das
espécies-alvo através da reducdo da perda, fragmentacédo e degradacdo do habitat, do aumento
do conhecimento cientifico das espécies-alvo, atuando na implementacdo de diversas medidas

de manejo e na ampliagédo do envolvimento da sociedade na conservagéo das mesmas.

1.5 Amazona vinacea

A espécie Amazona vinacea (Kuhl, 1820) (Figura 1), conhecida popularmente como
papagaio-de-peito-roxo, € um representante neotropical da familia Psittacidae, pertencente a
ordem Psittaciformes (Sick, 1997). Os individuos de A. vinacea caracterizam-se por apresentar
coloracgéo verde na maior parte do seu corpo, colorido roxo nas penas do peito, maxila vermelha
com a extremidade branca e a base do bico vermelha (Figura 1). Individuos adultos chegam a

medir 35 centimetros de comprimento da ponta do bico a ponta da cauda (Sick, 1997).
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Figura 1. Exemplares de Amazona vinacea (papagaio-de-peito-roxo) (Fonte:
www.espacosilvestre.org.br).

A espécie é endémica da Mata Atlantica e estima-se que, atualmente, existam cerca de
1.000 a 2.500 individuos em vida livre no Brasil (Cockle et al., 2007). Sua distribuicéo original
abrangia a regido do sul da Bahia ao Rio Grande do Sul no Brasil, incluindo a regido do sudeste
do Paraguai e a provincia de Misiones na Argentina (Sick, 1997; Cockle et al., 2007) (Figura
2). Entretanto, sua distribuicdo atual encontra-se fragmentada, devido principalmente as acfes
antrdpicas, ocasionando a perda de seu habitat (Collar et al., 1997; Urben-Filho et al., 2008)

(Figura 2).
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Figura 2. Mapa de ocorréncia de Amazona vinacea. Em roxo continuo: area total de extenséo
de distribuicdo; em laranja: regifes de ocorréncia da espécie; e em listrado: regides onde a
espécie foi extinta.

A espécie A. vinacea é considerada predominantemente monogamica, com o casal
permanecendo juntos mesmo ap0s a estacdo reprodutiva (Sick,1997), a qual se estende de
agosto a janeiro, sendo o periodo de incubacdo dos ovos de 25 a 26 dias. A postura varia de
dois a quatro ovos arredondados, brancos e pequenos, chocados principalmente pela fémea, a
qual é alimentada pelo macho. Tanto 0 macho quanto a fémea apresentam dispendioso cuidado
parental. Apos dois meses, o filhote pode abandonar o ninho, contudo, estes s6 se separam
realmente dos pais apenas quando comecam um acasalamento, geralmente apos seis a 0ito

meses de vida (Sick, 1997).

Os papagaio-do-peito-roxo nidificam em ocos de arvores normalmente secas, sendo
estes ocupados somente na estacdo reprodutiva. Apuleia leiocarpa (garapeira ou amarelinho),
Araucaria angustifélia (araucaria), Cabrelea canjerana (cedro-canjerana), Nectandra

lanceolata (canela-amarela), Ocote puberula (canela-guaicd), Ocote pulchella (canela-
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lageana), Parapiptadenia rigida (angico), Prunus myrtiflorus (abrunheiro) e Ruprechtia
laxiflora (marmeleiro-do-mato) (Cockle, et al. 2007) representam as principais espécies em que
A. vinacea faz seus ninhos (Abe, 2004). A espécie utiliza dormitorios coletivos para pernoitar,

que podem reunir mais de 100 aves (Prestes & Martinez, 1996).

A alimentacdo de A. vinacea € constituida de sementes, frutos e flores, como a corticeira
Erythrina falcata, por folhas jovens de eucalipto e pinho, além de folhas e brotos de bambu. Ha
registros da espécie se alimentando em pomares de frutas e plantacbes comercias, como as de
laranja e milho (Collar, 1997; Urben-Filho et al., 2008). Segundo o Ministério do Meio
Ambiente (MMA, 2011), individuos de A. vinacea procuram seu alimento tanto nas copas das
arvores mais altas como em arbustos frutiferos, onde se alimentam principalmente de sementes,
embora ndo haja muita contribuicdo da espécie para a dispersao destas. Durante o inverno, essas
aves se alimentam das sementes (pinhdo) de Araucaria angustifolia, fonte altamente calérica
que contribui para a manutencéo da temperatura corporea nesse periodo (Collar, 1997; Urben-
Filho et al., 2008). A espécie parece realizar migracdes regionais em busca de alimentacédo

(Collar et al., 1997).

Devido principalmente a degradacdo ambiental que leva a perda de habitat (locais de
alimentacdo e nidificacdo) e a captura de individuos para comercializagdo ilegal, 0 niUmero de
exemplares de A. vinacea tem decaido nos ultimos anos (Cockle, et al. 2007). A espécie consta
como ameacada de extin¢do, na categoria “em perigo” nos estados do Rio Grande do Sul e
Minas Gerais (Marques et al., 2002; Urben-Filho et al., 2008), “criticamente em perigo” em
Sao Paulo e Espirito Santo e “vulneravel” no estado do Rio de Janeiro (Urben-Filho et al.,
2008). A nivel mundial, consta na lista vermelha das espécies ameacadas da Unido

Internacional para Conservagao da Natureza, na categoria “em perigo” (IUCN, 2017).
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Embora estudos ecoldgicos e etoldgicos ja realizados para a espécie A. vinacea possam
subsidiar acdes para sua conservacdo (Sick, 1997; Cockle et al., 2007; Prestes et al., 2014),
ainda ndo existem dados genéticos, baseados em marcadores moleculares, para este psitacideo
ameacado. A ampliacdo de informac6es sobre a espécie poderd permitir o desenvolvimento

mais efetivo de acGes para sua conservagao.

1.6 Justificativa

A. vinacea é uma espécie endémica da Mata Atlantica e encontra-se em perigo de
extincdo devido principalmente a perda de habitat e ao trafico ilegal. Em 2010, acGes para
conservacao e reintroducdo da espécie na natureza foram iniciadas no Parque Nacional das
Araucarias (SC), por intermédio de acdes realizadas pela Organizacdo Ndo Governamental
(ONG) Instituto Espaco Silvestre, cujo principal objetivo é fornecer o suporte necessario para
que a populacdo dessa espécie de psitacideo seja viavel em longo prazo. Assim, as aves passam
por um rigoroso processo de reabilitacdo, que inclui a realizacdo exames clinicos e laboratoriais,

além de treinamentos comportamentais que as preparam para a vida na natureza.

Embora a ONG conservacionista reconheca a importancia de minimizar a perda da
diversidade genética na populacdo de papagaios-de-peito-roxo do Parque Nacional das
Araucérias, ndo existem dados na literatura a respeito do status genético da espécie. Desta
forma, acessar a variabilidade genética de individuos de A. vinacea, por meio da utilizacao de
diferentes marcadores moleculares, podera melhor subsidiar programas para sua conservagéao,
incluindo a definicdo de metas e estratégias mais efetivas que evitem ou minimizem o risco de

extin¢do da espécie.

29



Os resultados do presente trabalho poderé@o fornecer subsidios ndo somente ao projeto
de conservacéo de A. vinacea desenvolvido pelo Instituto Espaco Silvestre no Parque Nacional
das Araucarias como também, de uma forma mais abrangente, ao Plano de Acao Nacional para
Conservacao dos Papagaios da Mata Atlantica (Instituto Chico Mendes - ICMBIo, Ministério

do Meio Ambiente).

2 OBJETIVO

Considerando-se a deficiéncia de dados moleculares disponiveis para Amazona vinacea,
0 presente trabalho teve como principal objetivo caracterizar geneticamente individuos
reintroduzidos na natureza e cativos da espécie, com énfase em exemplares associados ao
Parque Nacional das Araucarias (SC) e, assim, auxiliar futuras acdes de conservacao dessa

espécie de ave.

Visando atingir tal objetivo, este trabalho teve como metas:

e Estimar os niveis de diversidade genética de A. vinacea, utilizando marcadores

nucleares (SSRs) e mitocondriais;

e Verificar o grau de parentesco entre individuos e reconstruir a genealogia dos

exemplares reintroduzidos na natureza, por meio da analise de locos SSRs.

e Identificar o numero de distribuicdo de haplotipos de A. vinacea associados a regido

controle do DNA mitocondrial.

e Propor medidas para conservacao da espécie com base nos dados gerados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtengdo de material bioldgico

De forma a utilizar procedimentos ndo-destrutivos de amostragem bioldgica, foram
coletadas aliquotas de sangue da veia braquial da asa de filhotes e de individuos adultos de A.
vinacea, totalizando 160 amostras (Anexo 1). Apo6s contengdo dos animais, o local de retirada
das amostras biologicas foi higienizado com algoddo embebido em &lcool 70%.
Aproximadamente 0,1 ml de sangue da veia braquial da asa foram coletados com seringa
descartavel e preservados em etanol absoluto. Apds a retirada de sangue de cada animal, as
amostras foram armazenadas em tubos de 1,5 ml contendo alcool etilico absoluto (100%),

mantidos a -20°C até o momento de extracdo do DNA.

As amostras foram separadas em trés diferentes categorias: (i) Soltura Sul - grupo de
63 individuos apreendidos pelo IBAMA na regido sul do pais, os quais foram soltos no Parque
Nacional (PARNA) das Araucérias em Santa Catarina; (ii) Zoologico - grupo de 31 individuos
apreendidos pelo IBAMA, os quais se encontram em zoologicos/cativeiros nos estados de Sdo
Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul; (iii) CETAS - grupo de 42 individuos
aprendidos pelo IBAMA, os quais se encontram no Centro de Treinamento de Animais
Selvagens em Santa Catarina e (iv) Minas Gerais - grupo de 24 individuos apreendidos pelo
IBAMA no estado de Minas Gerais e que foram soltos no PARNA das Araucérias. O nimero
de amostras utilizadas para o uso dos marcadores SSRs e para 0 DNA mitocondrial encontra-

se descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Namero amostral e origem das amostras. Origem (localidade onde amostras foram
coletadas), nimero de amostras de Amazona vinacea utilizadas nas analises com microssatélites
(Nmic) e nimero de amostras utilizadas para regido controle do DNA mitocondrial (Nmit).

Localidade Nmic Nmit
Soltura Sul 63 46
Zooldgico 31 31
CETAS 42 18
Minas Gerais 24 8
Total 160 103

3.2 Extracdo de DNA total

A extracdo de DNA total seguiu o protocolo baseado na utilizacdo de proteinase K e
fenol-cloroférmio, modificado segundo Bruford et al. (1992). Foram misturados 300 ul de TNE
(50mM de Tris, 100mM de NaCl e 5mM de EDTA, pH 7,5), 30 ul de Tris HCI 1M pH 7,5, 8
ul de SDS 25% e 20 ul de proteinase K (20mg/mL) e acrescentados cerca de 2 mm? do sangue
coagulado. O material foi incubado a 37°C durante cerca de 10 horas ou a 55°C por 4 horas,
em banho-maria. Apds a incubagdo, foram acrescentados, aproximadamente, 360 ul de
fenol:clorofémio:alcool isoamilico (25:24:1) e o tubo foi invertido algumas vezes para misturar
as solucdes. Em seguida, este foi colocado em vortex por 10 segundos e, por fim, centrifugado
por 10 minutos a 12000 rpm. A fase superior da solucdo foi retirada com auxilio de uma pipeta
e transferida para um tubo novo. A esse novo tubo foram adicionados, aproximadamente, 500
ul de etanol absoluto. O tubo foi invertido para precipitacdo do DNA e centrifugado por 30
minutos a 12000 rpm. Descartado o sobrenadante, o precipitado foi lavado com 500 pl de etanol
a 70% e centrifugado por 10 minutos a 12000 rpm. Apds o sobrenadante ser descartado, 0
precipitado foi mantido a temperatura ambiente até que estivesse totalmente seco e
posteriormente foi ressuspendido em &gua ultrapura autoclavada. A solugdo com DNA diluido

foi armazenada em freezer a -20°C.
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3.3 Quantificacdo do DNA amostral

A quantificacdo de DNA gendmico total contido em cada amostra individual e a
verificacgdo de contaminacdo por proteinas e/ou solventes organicos como
alcool/fenol/cloroformio foi feita por espectrometria com base nas raz6es de absorbancia de luz
na faixa de 260/280nm e 230/260nm, respectivamente, utilizando um espectrofotomtreo da

Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific (Thermo-Scientific, EUA).

Para conferir a integridade do DNA gendmico, este foi submetido a uma corrida de
eletroforese em gel de agarose 1% imerso em tamp3o TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA),
corado com Gel Red (Uniscience) (0,1ul/10ml) e visualizado em transluminador, sob luz

ultravioleta.

3.4 Sexagem molecular

Para identificacdo de machos e fémeas de A. vinacea foram realizadas reacdes de
amplificacdo dos genes CHD I (chromo-helicase-DNA-binding), localizados nos cromossomos
sexuais Z e W, via reacdo em cadeia de polimerase (PCR) seguindo o protocolo descrito por
Miyaki et al. (1998), utilizado os primers P2 (5’-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3") e P8 (5°-

CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3"), originalmente descritos por Griffths et al. (1998).

A amplificacdo do DNA foi realizada conforme protocolo adaptado de Griffiths (1998),
em volume total de 12ul. Cada reacdo conteve 0,1 ul de Tag DNA polimerase (5 U/ ul), 0,5 pl
de cada primer (10 uM), 0,4 ul de MgCl2 (25 mM), 0,4 ul de dNTPs (4 mM), 1 ul de tampé&o

(10x), 1 ul de DNA (20 a 50 ng/ ul) e 8,1 ul de agua ultrapura autoclavada.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas com desnaturagéo inicial a 95°C por 5
minutos, seguida de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 30

segundos. Um passo adicional de extensdo a 72°C foi realizado por mais 5 minutos. Os produtos
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de amplificacao obtidos foram posteriormente submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%,
corado com Gel Red (Uniscience) (0,1ul/10ml) imerso em tampdo TAE 1X (Tris-Acido

acetico-EDTA) e visualizados em digitalizador de imagens, sob luz ultravioleta.

3.5 Reacdo de amplificacdo dos locos de microssatélites

Foram testados dez pares de primers de SSRs desenvolvidos para espécie Amazona
guildingii (papagaio-de-sdo-vicente) (AgGT04, AgGTO07, AgGT12, AgGT21, AgGT22,
AgGT29, AgGT72 AgGT81, AgGT83 e AgGT90) (Russello et al., 2001; Russelo et al. 2005)
(Tabela 2). O método descrito por Schuelke (2000) foi utilizado para todos os pares de primers.
Segundo essa metodologia, os primers ndo sdo marcados com fluorescéncia, mas um dos
primers (forward ou reverse) ¢ acrescido de uma cauda MI13 com 18pb (3’

TGTAAAACGACGACGGCCAGT 5’) e marcado com um fluoréforo (FAM, TET ou NED).

Tabela 2. Sequéncia dos primers dos microssatélites. Temperatura de anelamento (Ta), P -
Polimorfico e M - Monomorfico.

Loco Sequéncia dos primers (5’- 3%) Repeticdo  Ta (°C) Referéncia Resultado

F: CTTGCTCCACTGAAAGG
AgGT04 (GT) 55 Russelo et al. 2001 M
R: GCGATGAAGATAACCC 1

F: CAAACCATTTACACCC
AgGTO07 (GT) 50 Russelo et al. 2001 P
R: GCTCTTGAGTTTTCCC 2

F: ACTCATGCAGGGGTTCTCAG
AgGT12 (GT) 56 Russelo et al. 2001 P
R: TTGTGGCTGGTAGAGGTGTG e

F: TCCCAGGCCAACACATTTAC
AgGT21 (GT) 54 Russelo et al. 2001 P
R:GCTTAGTGCATATCCCAAGCTA 2

F: CCTGGATGTGCTCTGTGATG

AgGT22 (CA) 54 Russelo et al. 2005 M
R: GGAGCACCATAGCTTGAGGA 2
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F: CATGATGGGTTGGCTTTTTC
AgGT29 (CA) 56 Russelo et al. 2005
R:CTGCAAGCATGCATGAGAAC 12

F: GTCATATGATTGTTGCTAATCAGTG
AgGT72 (CA) 55 Russelo et al. 2005
R: AGAACAGCCTTATGGAAAGTTG 18

F: GGGGAACATCATTCTTCCAG
AgGT8l (GT) 52 Russelo et al. 2001
R: AGAAGGAGGGAAGCACATGA 2

F: GGCCTGGGTAACAAAAAGGT
AgGT83 (GT) 56 Russelo et al. 2001
R: ACCTAAGAGGCCATCCCAGT 2

F: TCCACAATTCTACCGAAGTGG
AgGT90 (GT)z 50 Russelo et al. 2005
R: ACAGACACATCACTCCCCAAC

F — foward; R — reverse.

Os protocolos das reacdes de PCR e as condi¢cdes de amplificacdo foram otimizadas
para cada um dos primers, variando as concentracdes dos componentes (MgClz, dNTPs e
primers) separadamente e a temperatura de anelamento, quando necessario. As reacfes de
amplificagdo consistiram em volume final de 10 pl, com 0,1 pl de Tag DNA polimerase (5 U/
ul), 1 pl de cada primer (10 uM), 0,4 ul de MgClz (25 mM), 1 ul de dNTPs (4 mM), 1,2 ul de
tampdo (10x), 1 pl de DNA (20 a 50 ng/ wl) e 4,3 pul de 4gua miliQ autoclavada. As condic¢Ges
de amplificacdo via PCR foram: desnaturacdo inicial de 95°C por 10 minutos, seguida de 35
ciclos a 95°C por 1 minuto, 52-58°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos, além de um

passo final de extensdo a 72°C por 7 minutos.

Aproximadamente 2 pl (200 ng/ pl) dos produtos amplificados foram visualizados em
gel de agarose 1,5% corado com Gel Red (Uniscience) (0,1ul/10ml) imerso em tampao TAE
1X (Tris-Acido acético-EDTA) para avaliar a qualidade e estimar sua quantidade. Se o produto

possuia boa quantidade e qualidade, cerca de 2 pl do marcador molecular GeneScan™ -500
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ROX™ STANDARD (2fmol) e 7 ul de formamida deionizada foram misturados a uma aliquota
de 1,0 ul de cada uma das amostras amplificadas. Cerca de 10 pl dos produtos de PCR foram
analisados em sequenciador automatico ABI 3500 (DNA Analyzer - Applied Biosystems) pelo
Instituto de Biotecnologia (IBTEC, UNESP). O polimorfismo foi testado em 10 individuos e
os locos que se mostraram polimorficos foram utilizados na genotipagem dos demais

individuos.

3.6 Reacdo de amplificacdo (PCR) e purificacdo da regido controle do DNA
mitocondrial

Segmentos da regido controle do DNA mitocondrial foram obtidos utilizando os primers
Lglu 16376 (5 GCCCCTGAAAARCCATCGT 3%) e H522 5
TGGCCCTGACYTAGGAACCAG 3’°) (Eberhard et al., 2001), utilizados com sucesso para
amplificacdo de fragmentos de DNA de outros psitacideos como Anodorhynchus hyacinthinus
e Arara ararauna (Almeida et al., 2019; Caparroz et al., 2009). As reacdes de amplificacdo
foram feitas em um volume final de 11 pl, a qual continha 5 pl de 4gua milliQ autoclavada; 4
pl de GoTaq (Promega) (mix pronto 1x contendo 0,20 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 1 U

de Taq DNA Polimerase); 0,5 ul de cada primer (10 uM) e 1 pl de DNA (20-50 ng/uL).

As condigdes de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 95°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por 40
segundos, com um passo final de extenséo a 72°C por 7 minutos. O rendimento do produto da
amplificacdo foi avaliado em eletroforese em gel de agarose 1,5% imerso em tampéo TAE 1x
(Tris-Acido acético-EDTA), corado com Gel Red (Uniscience) (0,1ul/10ml) e visualizado em
transluminador, sob luz ultravioleta. Apds a checagem da amplificacdo, cerca de 5 ul de cada

produto da reagdo foi purificado com a adi¢dao de 0,5 pul de fosfatase alcalina de camarao (1
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U/ul) (Affymetrix, Inc.) e 0,4 ul de exonuclease I (10 U/ul) (Affymetrix, Inc.) e incubado por
45 minutos a 37°C e a 80°C por 15 minutos. Posteriomente, os produtos purificados foram

sequenciados.

3.7 Reacdo de Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento nucleotidico, foi utilizado o kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), com adicdo dos seguintes componentes: 1,5 ul de
solucéo Big Dye, 1,2 ul de primer (10 uM) e 5 ul (200 ng/ pl) do produto de amplificacdo. As
reacOes foram colocadas em termociclador na seguinte condicdo: desnaturacdo inicial a 96 °C
por 1 minuto, seguida de 25 ciclos a 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 30 segundos e 60 °C por

4 minutos, seguido de extensdo a 72 °C por 10 minutos.

Foram adicionados 4 pl de agua ultrapura e 16 pul de etanol 95% e a solucdo foi misturada
em agitador de tubos e mantida por 15 minutos a temperatura ambiente (~25 °C). A amostra foi
posteriormente centrifugada por 30 minutos a 12000 rpm e o sobrenadante retirado com auxilio
de uma micropipeta do lado oposto ao precipitado de DNA. O precipitado foi lavado com cerca
de 200 pl de etanol 70% e a solucdo foi misturada em um agitador de tubos e novamente
centrifugada por 7 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi novamente retirado com auxilio
de uma micropipeta e a amostra foi mantida a 90 °C durante 2 min para secagem e
posteriormente mantida a -20 °C até seu processamento. As sequéncias foram obtidas através
da técnica de sequenciamento por capilaridade no sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems), no Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes (LBP), Instituto de

Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu.
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3.8 Analise dos dados

3.8.1 Microssatélites

A identificacdo dos tamanhos dos alelos foi feita com o auxilio do programa
GENEMAPPER 3.7 (Applied Biosystems). Para a construcdo e exportacdo das matrizes
utilizadas em diferentes programas e as estimativas de alelos privados foi utilizado o software
GENEALEX 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). O nudmero de alelos, os valores de
heterozigosidades esperada e observada (He e Ho), indice de fixacdo FIS e o teste exato de
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (valor significativo P < 0,05) foram obtidos a partir do
software GeneAlex 6.5. Os niveis de significancia EHW, Fst e Rst foram ajustados usando as
correcdes de Bonferroni (Rice, 1989), sendo a corre¢do padrdo para HWE (P < a/x, onde a
representa o indice de significancia 0,05 ¢ k o numero de locos) e sequencial para indices de
fixacdo (P < o/x, onde a representa o indice de significancia 0,05 e k 0 numero de estimativas).
O desequilibrio de ligacao foi estimado para todos os locos atraves do programa GENEPOP
4.0.1 (Raymond & Rousset, 1995). Para avaliar a presenca de alelos nulos, erros de
genotipagem, stutter bands e allele dropout foi utilizado o programa MICRO-CHECKER 2.2.3
(Van Oosterhout, et al., 2004). O tamanho efetivo populacional (Ne) foi estimado através do
programa NEESTIMATOR versdao 2.01 (Peel et al., 2004), utilizando frequéncia alélica

minima (MAF) de 0,1 e o método de desequilibrio de ligamento.

O contetdo da informacéo polimorfica (PIC), o qual indica a qualidade do marcador
genético, foi obtido pelo programa CERVUS 3.0 (Marshall et al., 1998). Os marcadores foram
classificados de acordo com o seu valor de PIC em: (i) muito informativos (PIC>0,5), (ii)

razoavelmente informativos (0,5>P1C>0,25) e (iii) pouco informativos (PIC< 0,25).
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3.8.2 DNA mitocondrial

A visualizacdo dos eletroferogramas foi realizada através do programa computacional
GENEIOUS v4.8.5 (Drummond et al., 2009), o qual permite a leitura de diversas extensdes do
sequenciamento. A amplitude e os espacamentos dos picos foram devidamente observados para
atestar a qualidade das sequéncias e verificar se as mutaces eram reais ou se poderiam ser

artefatos da técnica do sequenciamento.

Posteriormente, as sequéncias foram editadas e alinhadas e 0s respectivos
eletroferogramas verificados. Cada resultado foi analisado individualmente e comparado ao seu
respectivo eletroferograma pelo menos duas vezes. Os alinhamentos foram realizados
utilizando a ferramenta (algoritmo) MUSCLE (Edgard, 2004) alocado no programa Geneious
v4.8.5. Os alinhamentos foram verificados manualmente, pelo menos duas vezes, e comparados
aos seus eletroferogramas para a certificacdo da posicdo de bases nitrogenadas nas sequéncias
obtidas. Para confirmar a identidade das sequéncias, foi utilizado o algoritmo BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990), através do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nm.nih.gov/blast), o qual relaciona
sequéncias por meio de similaridade entre bases nitrogenadas. Todas as amostras foram
alinhadas entre si gerando um arquivo que foi utilizado na realizacdo de testes estatisticos

posteriores.

A relacdo entre os haplotipos foi obtida através do programa computacional
ARLEQUIN v3.0 (Excoffier et al., 2005). A diversidade haplotipica (h) (nimero e a frequéncia
de haplotipos diferentes), a diversidade nucleotidica () (correspondente ao numero de
nucleotideos diferentes por sitio entre sequéncias escolhidas ao acaso em uma populagao), além

da composicao percentual das bases, numero de haplétipos, suas frequéncias e sua distribuicao
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entre as populac6es foram estimados com auxilio do programa DNASP v.5.0 (Librado & Rozas,

2009).

3.8.3 Estrutura Genética Populacional

@) programa STRUCTURE v2.3.4 (Prichard et al., 2000,
www.taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/index.php) foi utilizado para inferir o
numero de conjuntos génicos (K) com diferentes frequéncias alélicas em cada loco, em um
conjunto de gendtipos mutilocos que melhor explica os dados por meio de um método de
agrupamento Bayesiano baseado nos SSRs. Os parametros utilizados nas andlises foram 5.000
passos de burn-in e 1.000.000 iteracdes de MCMC. Cada simulacdo foi replicada 20 vezes
(Evanno et al., 2005). O programa STRUCTURE HARVESTER foi utilizado para inferir qual

dos valores de K melhor representa os dados pelo método de Evanno (Earl et al., 2012).

O programa Arlequin realiza a atribuicdo dos individuos pelo assignment test. O método
consiste na determinacdo da verossimilhanca de cada um dos gendtipos mutilocos de um
individuo em cada populacédo, assumindo que o individuo pertence a determinado grupo génico.
A probabilidade é calculada de acordo com frequéncias alélicas estimadas de cada grupo,
assumindo que todos os locos sao independentes. Cada individuo é atribuido a um grupo para
o qual o logaritmo da probabilidade de sua frequéncia genotipica esperada é maior (Paetkau et
al., 1997). Os gendtipos dos individuos de A. vinacea foram inseridos no programa e agrupados
de acordo com o agrupamento dos individuos amostrados pelo programa Structure 2.3.4

(Prichard et al., 2000).

Estatisticas-F, implementadas por Wright (1943), foram utilizadas para quantificar a
diferenciacdo genética entre populacfes utilizando os coeficientes de endocruzamento para

dividir a variancia genética dentro e entre populacbes (Holsinger & Wier, 2009). A
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diferenciacéo entre os grupos de individuos foi avaliada pela estimativa dos indices de fixacao
Fst (para os dados de SSRs e DNA mitocondrial) e Rst (somente para os dados de SSRs). A
estatistica F foi avaliada através do programa Arlequin, com 1.000 permutac6es a fim de acessar
a significancia do valor de p para eles associados. Para os calculos dos indices Fsr, foi utilizado

0 modelo IAM e para o indice Rst foi assumido o modelo SMM:

1. Infinite allele model (IAM, Kimura & Crow, 1964): assume que cada mutacdo gera um
alelo que néo existe na populacao, pela perda ou ganho de qualquer nimero de unidades
de repeticdo, assumindo que alelos idénticos partilhem a mesma ascendéncia. Neste
modelo, maior proximidade de tamanho entre dois alelos ndo significa maior
proximidade evolutiva.

2. Stepwise mutation model (SMM, Kimura & Otha, 1978): assume que cada mutacdo gera
um alelo, pela perda ou ganho de uma unica unidade de repeti¢do, podendo dar origens
a alelos ja existentes na populagéo, considerando também a possibilidade de eventuais
fendmenos de homoplasia. Neste modelo, admite-se que alelos de tamanhos muito
diferentes estdo menos relacionados do que 0s que tem tamanhos mais proximos.

A diversidade genética dentro e entre grupos foi verificada através da Analise de
Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992), classe de medidas semelhante a
estatistica-F que utiliza as frequéncias haplotipicas para testar a significancia dos componentes
da variancia molecular associada com diferentes niveis hierarquicos (entre populacgdes, entre as
populacbes dentro de um grupo e entre grupos), por um procedimento permutacional nao
paramétrico, e que requer uma hipoOtese a priori de agrupamento entre diferentes grupos

amostrais, realizada no programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al., 2005).
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A rede de haplotipos foi construida empregando-se as sequéncias da regido controle do
DNA mitocondrial de todos os individuos analiados de A. vinacea. A rede de haplotipos foi
elaborada para observar a existéncia de haplotipos compartilhados ou haplétipos caracteristicos
em cada grupo amostral e conseguir observar a existéncia de estruturacdo populacional. A
construcdo dessa rede foi realizada utilizando o método de median-joining com posterior
analise de maxima parcimonia utilizando 0 programa POpART

(http://popart.otago.ac.nz/index.shtmal) (Bandelt et al., 1999).

3.8.4 Inferéncia Demogréfica

O programa BOTTLENECK v1.2.02 (Piry et al., 1999) foi utilizado para testar se ha
sinal de existéncia de gargalo populacional (bottleneck), utilizado somente para os dados de
SSRs, através do método de excesso de heterozigotos (Cornuet e Luikart, 1996). O teste parte
do principio de que, ap6s uma severa reducdo no tamanho efetivo populacional, o0 nimero de
alelos € reduzido mais rapido do que a heterozigosidade esperada pelas proporcdes de equilibrio

de Hardy-Weinberg nos locos polimorficos.

Trés testes estatisticos estdo disponiveis para avaliar a significancia das comparacgdes
entre as heterozigosidades: sign test que apresenta pouco poder estatistico, pois considera
somente 0 numero esperado de locos que desviam significantemente dos valores de
heterozigosidades esperadas no equilibrio; standardized differences test que tem mais poder
estatistico quando sdo analisados pelo menos 20 locos polimérficos e considera qual a
probabilidade de desvio do equilibrio mutacdo-deriva se todos os locos estiverem evoluindo de
acordo com modelo de mutacdo especifico e Wilcoxon sign-rank test que tem maior poder
estatistico quando utilizados menos de 20 locos e nimero reduzido de amostras (Luikart et al.,

1997). O programa tambem permite assumir diferentes modelos de mutagdo, como o de alelos
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infinitos (IAM), de mutacdo a passo-a-passo (SMM) e de duas fases (TPM) (Estoup et al.,
2002). No presente trabalho, foi utilizado o teste estatistico Wilcoxon sign-rank assumindo os

trés modelos de mutacao.

Além da neutralidade do marcador utilizado, o teste D de Tajima (Tajima, 1989) e o
teste de Fs de Fu (Fu, 1997) foram utilizados para examinar se as amostras dos diferentes grupos
se apresentam em equilibrio. Tais testes sdo importantes considerando que um desvio
significativo no equilibrio genético do DNA mitocondrial é sinal de expansdo ou reducdo do
tamanho populacional recente nas situacdes onde nenhuma vantagem seletiva entre hapl6tipos
existe. O teste D de Tajima compara o numero de sitios segregantes com a diversidade
nucleotidica - valores negativos sdo interpretados como indicativo de populacdes que

experimentaram mudancas de tamanho (Tajima, 1989).

O teste Fs de Fu quantifica a polaridade da mutagdo e faz uma estimativa de 0
(parametro populacional) baseado no numero de mutacGes Unicas. Valores de Fs significativos
e negativos sdo gerados pelo excesso de mutacdes, 0 que caracteriza um sinal de expansdo
populacional (Fu, 1997). Ambos os testes foram realizados utilizando o programa Arlequin 3.0
(Excoffier et al., 2005). Os testes D* e F* de Fu & Li (Fu & Li, 1993) foram calculados para
inferir causas de eventual desvio de neutralidade, uma vez que esses testes sdo mais sensiveis
a desvios decorrentes de selecdo e ndo dos sinais de expansdo populacional. Ambos foram

realizados através do programa DNAsp 5.0 (Librado & Rozas, 2009).

A mudanca na demografia historica de cada regido foi investigada também comparando
o perfil das distribui¢des das diferencas par-a-par de individuos (mismatch distribution) de cada
grupo amostral e da espécie como um todo com o esperado para populagdes estaveis e em

expansdo ou reducgdo. A analise foi realizada no programa DNAsp 5.0 (Librado, & Rozas,
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2009). Para amostragem de populacdes que estdo em equilibrio demogréafico (estaveis), a
distribuicdo das diferencas é geralmente multimodal. J& as populacdes que tem passado por
recente expansdo ou reducdo possuem tipicamente distribuicdo das diferencas unimodal

(Harpending, 1994).

3.8.5 Anadlises de Parentesco

Com o objetivo de analisar o potencial dos marcadores SSRs para estimativas de
parentesco, a probabilidade de ndo exclusdo dos candidatos pais e o nivel de parentesco entre
estes foram avaliados. A probabilidade média de ndo exclusdo de paternidade para um
candidato pai (NE-1P) e a probabilidade de ndo exclusdo para o segundo pai (NE-2P) foram

estimadas utilizando o programa Cervus v3.0 (Kalinowski et al., 2007).

Estimativas de parentesco genético podem ser calculadas com base nos padroes de
identidade-por-descendéncia (IBD — Identity by Descent), onde dois alelos sao idénticos quando
descendem recentemente de um mesmo alelo ancestral (Queller & Goodnight, 1989). A
caracterizacdo do grau de parentesco genético entre dois individuos baseia-se, entdo, na
probabilidade de que seus os alelos sejam IBD, fator também chamado de “coeficiente de

coancestralidade” (Weir et al., 2006).

O parentesco entre dois individuos pode ser calculado por meio de duas categorias de
estimadores: (i) métodos de momentos (methods-of-moments, MM), os quais séo utilizados para
calcular valores de similaridade genética em termos de probabilidade de identidade-por-
descendéncia (Ritland, 1996; Queller & Goodnight, 1989; Lynch & Ritland, 1999) e (ii)
método de méxima verossimilhanca, o qual determina, a partir dos genotipos, a probabilidade
de relacionamento entre dois individuos (como pai e filho, irmdos completos, meio irmaos ou

primos).
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O programa COANCESTRY 1.0.1.2 (Wang, 2011) foi utilizado no presente trabalho
para gerar diferentes estimativas de relacionamentos. Esse programa utiliza sete estimadores
disponiveis na literatura para estimar o valor de parentesco entre dois individuos a partir de
marcadores codominantes. Cinco estimadores sdo de momento (Queller & Goodnight, 1989;
Ritland, 1996; Lynch & Ritland 1999; Wang, 2002) e dois de maxima verossimilhanca
(Milligan, 2003; Wang, 2002). A matriz de dados contendo os diferentes gendtipos dos sete
locos utilizados no presente estudo e suas frequéncias alélicas geradas foram utilizadas para

inferir valor de coeficiente de parentesco “r” para cada par de individuos.

Adicionalmente, o programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006) foi utilizado para
inferir as relacdes de parentesco entre dois individuos, por meio da abordagem de maxima
verossimilhanca. Esse programa é (til para discriminar quatro relacfes de parentesco comuns:
ndo relacionados (Unrelated — U), meio irmaos (Half Sibs — HS), irmaos completos (Full Sibs
—FS) e pai e filho (Parent/Offspring — PO). As relacdes entre os individuos sdo representadas
matematicamente como a probabilidade de que seus genotipos compartilhem zero, um ou dois
alelos idénticos por descendéncia (Lynch & Walsh, 1998). Os indices obtidos para distinguir
entre as categorias de relacionamento foram divididos em trés categorias: indices de parentesco
baixo (< 0,25), intermediario (entre 0,25 e 0,50) e alto (> 0,5) (Russelo et al. 2004). A
classificacao final do provavel relacionamento foi inferida quando o coeficiente de parentesco
“r” e a categoria de relacionamento encontrados para cada par de individuos foram

coincidentes.

O programa COLONY v2.0.5.5 (Wang & Santure, 2009) foi utilizado para determinar
as relagdes entre pais e filhos de um individuo nascido na natureza (v42) e de uma familia com

pedigree conhecido (pai e mée: v23mg e v24mg; filhos: vimg, v2mg, v4mg e vbmg). Esse
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programa utiliza uma abordagem de verossimilhanca para inferir as categorias de
relacionamento. As relacdes putativas testadas foram compostas por todos os pares de
individuos que obtiveram altos valores estimados no programa Coancestry. As frequéncias
alélicas foram recalculadas apds o ajuste para pais e filhos biologicamente viaveis que foram
consistentemente identificados ao longo de uma série de suposi¢cGes dos parametros dos
programas Coancestry e ML-Relate. As relaces foram entdo fixadas nos parametros de entrada
para o Colony, e as frequéncias alélicas ajustadas foram usadas para calcular a probabilidade
da relacdo. Dessa forma, informacgdes combinadas da abordagem Coancestry, ML-Relate e
Colony foram utilizadas para determinar o relacionamento entre pais e filhos para os individuos

citados acima.

4 RESULTADOS

4.1 Isolamento de DNA

Embora invasivas, as coletas de sangue dos exemplares de A. vinacea implicaram
somente em um pequeno periodo de estresse aos animais, dado que foi necessario realizar a
contencdo e a manipulacdo destes. As amostras de DNA gendmico extraidas a partir de sangue
apresentaram valores de 1,8 a 2,2 em compara¢des de absorbancia a 260/280nm. Grande parte
das amostras obtidas foram amplificadas com sucesso via PCR, evidenciando tanto quantidade
como qualidade suficientes de DNA para as analises de sexagem molecular e amplificacdo de

locos microssatélites e de segmentos de DNA mitocondrial.

4.2  Sexagem molecular
Através da sexagem molecular, foi possivel identificar o sexo de 160 individuos de A.

vinacea. O resultado indicou um total de 78 machos e 82 fémeas (Anexo 1). Dois fragmentos
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de DNA de tamanhos distintos foram evidenciados para fémeas (associados aos genes CHD1-
W e CHD1-Z) e um unico fragmento de DNA foi evidenciado para os machos (associado ao
gene CHD1-Z). A Figura 3 exemplifica os resultados da identificacdo do sexo dos animais por

meio da visualizacao dos produtos de PCR em gel de agarose 2%.

L CMCF FF F FMMMZFMMF FMF M

400 pb

300 pb

Figura 3. Visualizacdo da amplificacdo dos genes CHD1-Z e CHD1-W em individuos de
Amazona vinacea em gel de agarose. Produtos de PCR, relativos a amplificacdo de segmentos
dos genes CHD1-Z e CHD1-W em individuos de Amazona vinacea, visualizados em gel de
agarose 2%. L — ladder (1 Kb Plus), marcador de tamanho molecular conhecido, CM — controle
positivo macho, CF — controle positivo fémea, F — fémea e M — macho.

4.3 Caracterizacdo dos locos de microssatélites e identificacdo de erros de genotipagem

Genotipos de 160 espécimes de A. vinacea provenientes dos grupos amostrais Soltura
Sul, CETAS, Cativeiro e Minas Gerais foram analisados. Dentre os dez primers de SSRs
utilizados, trés evidenciaram locos monomorficos e nao foram utilizados nas analises (AgGTO04,
AgGT22 e AgGT72). Sete SSRs se mostraram adequados para identificacdo de polimorfismos
(AgGTO7, AgGT12, AgGT21, AgGT29, AgGT81, AgGT83 e AgGT90), evidenciando de
cinco (AgGTO07) a 18 alelos (AgGT21 e AgGT83) (Tabela 3), com média de 11,2 alelos por
loco. No grupo amostral Soltura Sul, foi identificado um alelo privado associado ao loco

AgGTS3.
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A heterozigosidade observada por loco variou de 0,417 (AgGT29) a 0,948 (AgGT29),
com media de 0,755 entre todos os locos. A heterozigosidade esperada por loco variou de 0,615

(AgGTO07) a 0,920 (AgGT21), com média entre todos os locos de 0,795 (Tabela 3).

A média geral de todos os locos em todos os grupos amostrados foi de FIS = 0,45 com
P < 0,008 (Tabela 4). A diversidade genética total de FIT variou de -0,008 (AgGT07) a 0,159
(AgGT81). O indice de diferenciacéo genética Fst entre amostras de A. vinacea para todos 0s
locos foi significativo, com média de Fst= 0,03, sugerindo baixa diferenciacéo entre 0s grupos

amostrados (Tabela 4).

A hipdtese nula (HO) de Equilibrio de Hardy Weinberg foi aceita para a maioria das
estimativas, com valores significantes de P < 0,001 ap06s a correcdo de Bonferroni. Entretanto,
foi verificada significancia de desvio para os locos AgGT83 e AgGT81 para 0S grupos
amostrais Soltura Sul e Cativeiro. Os sete locos de SSRs analisados nao apresentaram evidéncia
de desequilibrio de ligacdo (p > 0,05) podendo, entdo, ser considerados como marcadores
independentes. N&o foram evidenciadas presencas de bandas fantasmas “stutter band”, alelos

nulos ou presenca de alelos “dropout”.

O valor de PIC variou de 0,655 a 0,909, sendo o valor mais elevado associado com o
loco AgGT90. De acordo com os valores do conteddo da informacao polimorfica (PIC >0,5),
os sete locos analisados foram considerados informativos, com valor médio de 0,808 (Tabela

5). Os resultados do tamanho efetivo populacional encontram-se descritos na Tabela 6.
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Tabela 3. Analise de variabilidade por loco para individuos de Amazona vinacea de cada grupo amostral. Numero de alelos (A),
heterozigosidades observadas (Hoy e esperada (He) por loco para individuos de Amazona vinacea de cada grupo amostral. Entre parénteses

estdo os numeros de individuos.

Grupo Amostral

AgGT07 AgGT12 AgGT21 AgGT29 AgGT81 AgGT83 AgGTI90  Média
Soltura Sul (n=63)
A 8 12 18 15 11 18 8 12,85
Ho 0,661 0,845 0,909 0,948 0,672 0,828 0,645 0.669
He 0,661 0,841 0,909 0,878 0,790 0,897 0,644 0,802
Zoologico (n=31)
A 8 11 17 13 10 15 8 11,71
Ho 0,767 0,760 0,926 0,900 0,741 0,760 0,800 0,807
He 0,742 0,811 0,920 0,814 0,818 0,910 0,726 0,820
CETAS (n=42)
A 8 10 15 13 11 16 8 11,57
Ho 0,775 0,889 0,829 0,921 0,707 0,738 0,762 0,803
He 0,777 0,782 0,902 0,881 0,860 0,883 0,726 0,830
Minas Gerais
(n=24) 5 8 7 11 7 15 7 8,57
A 0,667 0,591 0,600 0,417 0,625 0,818 0,667 0,626
Ho 0,615 0,736 0,738 0,757 0,724 0,907 0,630 0,729
He
Total de Alelos 8 12 18 15 12 18 8 13
Média

A 7,25 10,25 14,25 13 9,75 16 7,75 11,2
Ho 0,717 0,771 0,816 0,796 0,686 0,786 0,718 0,755
He 0,698 0,792 0,867 0,832 0,798 0,899 0,681 0,795
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Tabela 4. indices de fixacdo FIS, FIT e Fsr baseados em locos microssatélites de Amazona
vinacea.

FIS FIT Fst

AgGTO07 -0,027 -0,008 0,018
AgGT12 0,027 0,087 0,062
AgGT21 0,059 0,103 0,047
AgGT29 0,043 0,061 0,019
AgGT81 0,140 0,159 0,022
AgGT83 0,126 0,143 0,019
AgGT90 -0,054 -0,031 0,021
Média 0,045 0,073 0,030

Tabela 5. Contetdo de Informacgdo Polimérfica (PIC) dos sete locos microssatélites para
amostragens de Amazona vinacea.

PIC
AgGTO7 0.683
AgGT12 0.847
AgGT21 0.909
AgGT29 0.850
AgGT81 0.808
AgGTS3 0.908
AgGT90 0.655

Meédia 0.808

Tabela 6. Tamanho efetivo populacional em diferentes grupos amostrais de Amazona vinacea.

Grupo amostral N Ne
Soltura Sul 63 54,4
Zooldgico 31 24

CETAS 42 38,1
Minas Gerais 24 20,3

N — numero de individuos; Ne — tamanho efetivo populacional usando a menor frequéncia
alélica de 0,01.
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4.4  Sequéncia da regido controle do DNA mitocondrial

Produtos de PCR com 558 pares de bases, associados a regido controle do DNA
mitocondrial, foram obtidos a partir de amostras de DNA de 103 individuos de A. vinacea. As
sequéncias obtidas foram alinhadas e a sequéncia consenso gerada foi utilizada em buscas por
homologia no BLAST (Altschul et al. 1990), para verificar sua identidade com outras
sequéncias homologas referentes a regiao controle do DNAmMt. Uma alta identidade pode ser
verificada entre distintas espécies do mesmo género, como detectado para Amazona

ochrocephala auropalliata em que foi observada identidade de 90,19% com e-value igual a 0.

A analise, dessas sequéncias nucleotidicas, permitiu determinar um total de 3 haplétipos
gerados a partir de 5 sitios polimorficos, correspondendo a 4 transicBes e uma transversdo
(Tabela 7). A porcentagem de bases nitrogenadas encontrada foi de: 23,43% de citosina,
30,61% de timina, 27,71% de adenina e 18,25% de guanina. A partir da matriz das sequéncias
geradas, foram obtidos os numeros de sitios polimorficos e de haplétipos, os valores de
diversidade nucleotidica e haplotipica para a espécie como um todo e para cada grupo amostral
(Tabela 8).

Tabela 7. Sitios varidveis da regido controle do DNA miticondrial. Sitios variaveis em 558

pares de bases da regido controle do DNA mitocondrial e nimero de individuos de Amazona
vinacea por grupo amostral que possuem os haplétipos encontrados.

Sitios polimérficos (1 — 558) Grupos Amostrais

Haplotipo 268 290 295 308 332 Sul CETAS Zoolégico Minas Gerais  Total

H1 T C G C C 19 3 9 2 33
H2 C A A T T 18 13 17 6 54
H3 T A G T T 9 2 5 0 16
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Tabela 8. Valores de indices de diversidade genética. Valores de indices de diversidade
genética associados a sequéncia nucleotidica da regido controle do DNA mitocondrial de 103

individuos de Amazona vinacea.

Grupo Amostral P H h +/- s.d. n+/-s.d.
Soltura Sul (46) 5 3 0,6522 +/- 0,0283 0,003771+/-0,002379
CETAS (17) 5 3 0,4853 +/- 0,1260 0,003163 +/- 0,002156
Zooldgico (32) 5 3 0,5988 +/- 0,0620 0,003707 +/- 0,002370
Minas Gerais (8) 3 2 0,4286 +/- 0,1687 0,002304 +/- 0,001830
Total (103) 5 3 0,6042 +/- 0,0282 0,003658 +/- 0,002294

Numero de sitios polimdrficos (P), numero de haploétipos (H), diversidade haplotipica (h),
diversidade nucleotidica (7), assim como os respectivos desvios padrdo (s.d.). Em parénteses

estdo 0s numeros de espécimes de Amazona vinacea analisados.

4.5 Diferenciacdo genética

O maior valor de verossimilhanca para estimativa de grupos génicos pela anélise

Bayesiana, sem a utilizagdo das informac6es de agrupamentos a priori (LOCPRIOR), resultou

em um nmero mais provavel de grupos igual a dois (K = 2) (Figura 4), de acordo com o0 maior

valor de AK. A distribuicdo da variabilidade genética pode ser observada na Figura 5.
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DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 4. Grafico representativo da estimativa de grupos génicos. Valor de AK em funcéo de
K. Gréfico gerado pelo programa Structure Harvester, mostrando K = 2 como numero mais
provavel pelo log da probabilidade de grupos para os exemplares de Amazona vinacea obtido
da analise dos microssatélites.
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Figura 5. Estimativa de estrutura populacional em Amazona vinacea com base em inferéncias
de memberships proporcionais (K=2). Cada barra vertical representa um individuo e cada cor
representa um Unico grupo génico.

Através do assigment test, os individuos foram atribuidos como pertencentes ao grupo
1 ou grupo 2, conforme maior probabilidade de suas frequéncias génicas pertencerem a um
determinado grupo. A porcentagem de atribuicdo por grupo amostral pode ser visualizada na

Tabela 9.
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Tabela 9. Atribuicdo dos grupos através do assingment test. Probabilidade de individuos de
Amazona vinacea serem atribuidos ao Grupo 1 ou Grupo 2 a partir da distribuicdo de suas
frequéncias alélicas.

Grupo Amostral Atribuicdo Grupo 1  Atribuicdo Grupo 2

Soltura Sul (63) 42,85% 57,14%
Zooldgico (31) 41,94% 58,06%
CETAS (42) 28,57% 71,43%
Minas Gerais (24) 91,67% 8,33%

Os indices de fixacdo Fst par-a-par baseados nos sete locos de SSRs, 0s quais foram
obtidos considerando os quatro grupos amostrados (Soltura Sul, Zoolégico, CETAS e Minas
Gerais), evidenciaram valores baixos variando de -0,00085 (CETAS com Minas Gerais) a
0,01986 (Zooldgico com Minas Gerais) (Tabela 10). Os indices de fixacdo Rst variaram de -
0,01729 (CETAS com Minas Gerais) a 0,07353 (Zooldgico com Minas Gerais) (Tabela 10). Os
indices Fst par-a-par baseados nas sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial variaram

de -0,07667 (Soltura Sul com CETAS) a 0,13688 (Soltura Sul com Minas Gerais) (Tabela 11).

Tabela 10. indices de fixagdo Fst e Rst a partir da anélise de microssatélites. Valores de indice
de fixag&o Fst (abaixo da diagonal) e Rst (acima da diagonal) calculados na comparacao par-a-
par dos diferentes grupos amostrais de Amazona vinacea a partir da analise de microssatélites.
Em negrito estdo os valores com significancia estatistica (p < 0.05).

Grupo Amostral Soltura Sul Zoolégico CETAS  Minas Gerais

Soltura Sul - 0,02651 0,00307 0,01388

Zooldgico - 0,00068 - 0,06648 0,07353

CETAS 0,01413 0,00767 - -0,01729
Minas Gerais 0,01209 0,01986 - 0,00085 -
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Tabela 11. indices de fixacdo FST a partir da anélise da regido controle do DNA mitocondrial.
Valores de indices de Fst calculados na comparagéo par-a-par dos diferentes grupos amostrais
de Amazona vinacea a partir de 558 pb da regido controle do DNA mitocondrial. Em negrito
estdo os valores com significancia estatistica (p < 0.05).

Grupo Amostral Soltura Sul Zoologico  CETAS  Minas Gerais

Soltura Sul -
Zooldgico 0,01678 -
CETAS 0,10159 -0,01228 -
Minas Gerais 0,13688 0,10159 -0,07667 -

A anélise de variancia molecular (AMOVA) foi inicialmente calculada considerando
todos os individuos de todos os grupos amostrais a partir dos genoétipos dos SSRs e das
sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial. Nesse tipo de analise, foi possivel observar
que 99,08% da variancia total ocorreu dentro do grupo amostral e a variancia entre 0s grupos
foi de apenas 0,92%, com indice de fixacdo global calculado de ®st = 0,00921 significativo (p
< 0.05) (Tabela 12). Quando utilizado o indice Rsr, a variacéo total dentro do grupo amostral
foi de 98,07 % e a variancia entre os grupos foi de 1,93%, com indice de fixacdo global
calculado de ®@s7=0,01934 (Tabela 12). Entretanto, esse valor ndo foi significativo (p > 0.05).
Para dados da regido controle do DNA mitocondrial, foi observado que 95% da variacao
genética total ocorre dentro do grupo amostral e 4,33% da variagcdo ocorre entre 0s grupos, com
indice de fixacdo global ®st = 0,0433, entretanto esse valor ndo foi estatisticamente

significativo (p > 0,05) (Tabela 12).
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Tabela 12. Valor de ®sr, calculado pela AMOVA, considerando todos os individuos de
Amazona vinacea dos quatro grupos amostrais em um Unico agrupamento, levando em
consideragdo um valor com significancia estatistica p < 0.05.

Componentes da variancia  Porcentagem da variancia

Microssatélites Fst

Entre grupos 0,00950 0,92%
Dentro dos grupos 1,02187 99,08%
Total 1,03137
Indice de Fixagdo 0,00921
Microssatélites Rst
Entre grupos 2,62580 1.93%
Dentro dos grupos 133,1486 98,07%
Total 135,77443
indice de Fixacéo 0,01934
DNAmMt Fst
Entre grupos 0,04485 4,33%
Dentro dos grupos 0,99018 95,67%
Total 1,03503
indice de Fixacio 0,04333

Além disso, a AMOVA também foi realizada considerando os individuos dos quatro
grupos amostrais dentro de trés grupos (Soltura Sul + Minas Gerais, Zooldgico e CETAS), onde
foram reveladas as proporcdes de diferenciacdo dentro de cada grupo, entre populacdo dentro
do grupo e entre populagdes. Nesse caso, Soltura Sul e Minas Gerais foram considerados como
um anico grupo uma vez que os dois grupos amostrais foram reintroduzidos no Parque das
Araucérias. Assim, quando individuos de A. vinacea provenientes da Soltura Sul e Minas Gerais
foram agrupados e comparadas com individuos de Zoologico e CETAS, o valor de variagédo

entre os grupos foi de 1,27%. Entre as populag¢6es dentro de um grupo, a variacao foi de -0,14%
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e a variagdo dentro dos grupos foi de 98,87%, com ®st = 0,01128 significativo (p < 0.05)

(Tabela 13).

Quando utilizado o indice Rst, 0 valor de varia¢do entre os grupos foi de -0,23%, entre
populacdes dentro dos grupos foi de 2,13% e a variacdo dentro das populacdes foi de 98,10%,
com ®st = 0,01897 significativo (p < 0,05) (Tabela 13). Dados da regido controle do DNA
mitocondrial indicaram que -0,12% da variacdo genética se encontra dentro dos grupos,
enquanto 15,52% da variacao ocorre entre populacdes dentro de um grupo e 96,90% da variacédo
ocorre dentro das populagdes, com ®st=0,03104. Entretanto, esse valor ndo foi estatisticamente
significativo (p > 0,05) (Tabela 13).

Tabela 13. Resultado da AMOVA para trés grupos de Amazona vinacea (Soltura Sul + Minas
Gerais, Zooldgico e CETAS), valores atribuidos a diferenciacdo dentro de cada populacdo

(dsc), de toda a populagdo (®st) e entre as populagdes (Oct). Em negrito, resultados com
significancia estatistica p < 0.05.

Variagdo da  Porcentagem da Dsc Dsr Ocr

variabilidade variabilidade

Microssatélites Fst

Entre grupos 0,013 1,27% - - 0,01266
Entre populacGes dentro de um grupo -0,00143 -0,14% - 0,01128 -
Dentro das populagdes 1,02187 98,87% -0,00140 - -
Microssatélites Rst
Entre grupos 0,31080 -0,23% - - -0,00229
Entre populagGes dentro de um grupo 2,88532 2,13% - 0,01897 -
Dentro das populacbes 133,14863 98,10% 0,02121 - -
DNAmMt Fst
Entre grupos -0,12690 -12,42% - - -0,12418
Entre populagdes dentro de um grupo 0,15862 15,52% - 0,03104 -
Dentro das populages 0,99018 96,90% 0,13808 - -

Dentre os haplétipos encontrados a partir das sequéncias da regido controle do DNA

mitocondrial, o mais frequente (H2) é compartilhado por 54 individuos, representando 52,4%
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dos exemplares analisados. Em frequéncia menor foi evidenciado o haplétipo (H1),
representando 32% dos espécimes analisados. Os haplotipos H1 e H2 sdo compartilhados entre
todos os grupos amostrais. O haplétipo H3 foi 0 menos frequente e se apresentou em 15,3%
dos individuos, o qual foi compartilhado entre os grupos Soltura Sul, Zoologico e CETAS

(Figura 6).

{} Soltura Sul
) Zooldgico
@® CETAS

.} Minas Gerais

H3

Figura 6. Rede de haplétipos de um fragmento de 558 pb da regido controle do DNA
mitocondrial, em exemplares de Amazona vinacea de quatro grupos amostrais. O tamanho do
circulo é proporcional a quantidade de individuos que compartilham o mesmo haplétipo. Cada
grupo amostral é representado com uma cor distinta e estdo proporcionalmente mostrados
dentro dos circulos. As linhas entre os haplotipos indicam diferenca de 1 par de bases (1 passo
mutacional).

4.6 Inferéncias Demograficas
Analises de bottleneck indicaram excesso de heterozigosidade sob o modelo IAM e
TPM. Apenas para o modelo SMM néo foi observado excesso de heterozigosidade nos grupos

estudados (Tabela 14).
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Os testes de neutralidade D de Tajima, D* e F* das sequéncias da regido controle do

DNA mitocondrial para todos os individuos nao foram significativos (p > 0,05). Os testes

também ndo foram significativos para os grupos amostrais Soltura Sul, Zoologico, CETAS e

Minas Gerais separadamente (Tabela 15). A diferenca nucleotidica aos pares (mismatch

distribution) foi realizada para cada grupo amostral e para a espécie como um todo. A curva de

distribuicdo, obtida nessa analise, mostrou-se bimodal o que indica um padrdo de populacéo

estavel (Figura 7).

Tabela 14. Classificacdo do teste de Wilcoxon signed-rank do equilibrio de mutacédo e deriva
estimado para sete locos de microssatélites para cada grupo amostrado de Amazona vinacea e

para a espécie como um todo.

Grupo Amostral Teste de Wilcoxon signed-rank Mode shift
IAM TPM SMM

Soltura Sul 0,00781 0,53125 1,00000 Sim

Zooldgico 0,00781 0,59375 0,98828 Sim

CETAS 0,00391 0,03906 0,94531 Sim

Minas Gerais 0,34375 0,97266 0,99609 Sim

Espécie 0,00391 0,00781 0,98047 Sim

Modelo de alelos infinitos (IAM), modelo de duas fases (TPM) e modelo de mutacao passo a
passo (SMM). Os valores estatisticamente significativos (p < 0,05) estdo em negrito. Sim:

distribuicdo normal em forma de L.
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Tabela 15. indices de neutralidade D de Tajima (D7), Fs de Fu (Fs), D* e F* para cada grupo
amostrado de Amazona vinacea e para a espécie como um todo e os niveis de significancia (p).
Todos os valores de p ndo foram estatisticamente significativos (p > 0,05).

Grupo Amostral Dt p (D7) Fs p (Fs) D* p (D) F* p (F*)

Soltura Sul 2,09606 0,98200 4,95606 0.95700 1,10424 n.a 1,64958 n.a
Zooldgico 1,78777 096900 4,19749 0,95900 1,13769 n.a 1,54940 n.a
CETAS 0,62339 0,76100 2,53382 0,88900 1,20628 n.a 1,20313 n.a
Minas Gerais 0,45766 0,71800 2,46884 0,87300 1,23376 n.a 1,15600 n.a

Espécie 2,38511 0,98500 6,28357 0,97800 1,03428 n.a 1,74186 n.a

n.a: valor de p ndo apresentado especificamente
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Figura 7. Grafico de distribuicédo das diferencas nucleotidicas aos pares (mismatch distribution)
para haplétipos encontrados em amostras de Amazona vinacea para a espécie como um todo. A
distribuicdo esperada de diferencas par-a-par, de acordo com o modelo de expansao
populacional de linha subita é mostrada em linha continua e a distancia observada pela linha
pontilhada.
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4.7 Analise de Parentesco
Os SSRs empregados apresentaram valores ndo combinados de ndo exclusdo de um
primeiro candidato pai (NE-1P) e segundo candidato pai (NE-2P) de 3,8 x 102 e 1,92 x 10,

respectivamente.

Dos sete estimadores de parentesco utilizados no programa Coanscestry (Wang, 2011),
os estimadores LynchRd (estimador de momento) e TrioML (estimador de verossimilhanca)
apresentaram menor variancia média (Tabela 16) e, dessa forma, mostram-se o0s ideais para o
conjunto amostral estudado. O valor do coeficiente de parentesco médio “r” baseado no
estimador LynchRd foi de -0,0076 e no TrioML foi de 0,09512. Valores negativos associados
a estimadores de momento indicam auséncia de relacionamento entre individuos. Assumindo
que r (TrioML) = 0,5, 0,25, 0,125 e < 0,125 seriam valores esperados entre pais e filhos ou
irmdos completos, meio irmdos, primos de primeiro grau, e individuos ndo relacionados,

respectivamente, essas medias sdo proximas ao valor de individuos nao relacionados.

A partir dos dados de 160 espécimes de A. vinacea, foram geradas 12.720 combinages
par-a-par entre todos os individuos amostrados. Ambos os estimadores de “r” associados as
categorias de parentesco geradas no programa ML-Relate indicaram que mais de 83% das
combinacdes par-a-par resultaram em individuos ndo relacionados, 13% em meio-irmaos ou
primos (parentes de 2° grau), 2,4% irm&os completos e 0,96% em pais e filhos. Os dados de

cada grupo amostrado séo evidenciados na Tabela 17.

Sob uma perspectiva para formacdo de possiveis casais para reproducao em cativeiro
entre os animais mantidos em zooldgicos (grupo amostral Zoologico), foram compilados 204

diferentes combinados par-a-par entre individuos néo relacionados (U) de A. vinacea a partir
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dos resultados da sexagem molecular (macho e fémea), dos diferentes estimadores de

parentesco e da categoria de cada relacionamento.

Tabela 16. Média e variancia de valor de parentesco entre exemplares de Amazona vinacea
calculadas a partir de sete estimadores.

TrioML Wang LynchLi LynchRd Ritland QuellerGt DyadML

Média 0,09512 -0,01667 -0,00763 -0,00676 -0,00722 -0,00572 0,10149

Variancia 0,01663 0,03313 0,04451 0,01661 0,01906  0,03551 0,01789

Tabela 17. Porcentagem das combinacdes par-a-par relacionada as categorias de parentesco
entre 0s grupos amostrados de Amazona vinacea.

Grupo Amostral FS HS PO U Total
Soltura Sul 3,07% (60)  11,78% (230)  0,87% (17) 84,3% (1646) 1953
Zooldgico 1,72% (8) 9,68% (45) 1,29% (6) 87% (404) 465
CETAS 1,16% (10) 10,7% (92) 0,46% (4)  87,57% (754) 861

Minas Gerais 1,81% (5) 9,78% (27)  507% (14) 83,3%(230) 276

Espécie 2.4% (305) 13,63% (1734) 0,96% (122) 83% (10559) 12720

Com base nos coeficientes dos estimadores de parentesco, na categoria de
relacionamento gerada pelo ML-Relate e no teste de paternidade gerado pelo programa Colony,
foram inferidos os possiveis pais de um individuo (V42) nascido no Parque Nacional das
Araucarias. Como grupo controle foram utilizados dados do studbook de uma familia conhecida
(pais e filhos) de A. vinacea que estava em criadouro até ser reintroduzida no Parque Nacional
das Araucarias. O programa Colony atribuiu com 100% de precisdo os filhos que possuiam pais
conhecidos (Tabela 18). Embora a probabilidade de que o individuo V42 tenha como pais 0s
individuos V40 e V9 seja de 90%, esse valor diminui quando outro individuo do grupo amostral

passa ser a suposta mae ou o suposto pai (Tabela 19).
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Tabela 18. Analise dos estimadores de parentesco. Filho, pai ou mée, estimadores de
parentesco LynchRd, TrioML e ML-Relate e categoria de parentesco entre pais e filhos
conhecidos e individuo (\V42) nascido na natureza. PO: parent-offspring

Filhos Pai/Méae LynchRd TrioML MI-Relate Categoria
V42 V40 0,6793 0,3888 0,5417 PO
V42 V9 0,3520 0,2505 0,5165 PO

V1mg V24mg 0,2223 0,4772 0,5000 PO

Vimg V23mg 0,7219 0,6336 0,3633 PO

V2mg V24mg 0,4097 0,5753 0,5000 PO

V2mg V23mg 0,6366 0,5555 0,3094 PO

V4mg V24mg 0,8125 0,6926 0,5000 PO

V4mg V23mg 0,2832 0,4252 0,2861 PO

V5mg V24mg 0,4934 0,6302 0,5000 PO

V5mg V23mg 0,4508 0,4791 0,5000 PO

Tabela 19. Probabilidade de parentesco. Filho, possivel pai, possivel mae e probabilidade do
individuo ser filho do casal.

Filho Possivel Pai  Possivel M@e Probabilidade
V42 V40 V9 0,9066
V42 V40 # 0,0593
V42 # V9 0,0253
V1mg V24mg V23mg 1,0000
V2mg V24mg V23mg 1,0000
V4mg V24mg V23mg 1,0000
V5mg V24mg V23mg 1,0000

#: qualquer outro individuo ser pai ou mée
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5 DISCUSSAO

A medida que pressdes sobre as populacBes naturais aumentam, também aumenta a
importancia do manejo genético para conservacdo de espécies selvagens reintroduzidas e de
populacgdes cativas (Haig et al., 2016). Abordar questdes relativas a diversidade e estruturacao
genética, inferéncias demogréficas, relacdes de parentesco e a provavel retencdo futura da
variacdo geneética, é fundamental para gerar subsidios para realizar o0 manejo baseado em
melhores medidas e acfes de conservacao. Ainda hoje, poucos estudos que integram dados
empiricos sobre variacdo genética de populaces reintroduzidas e cativas foram realizados, 0s
quais combinam dados genéticos atuais com previsdes demograficas e genéticas a longo prazo

em programas de conservacao de espécies ameacadas (Witzenberger & Hochkirch 2011).

O presente trabalho representa o primeiro estudo onde foi demonstrado como essas
questdes podem ser abordadas através da aplicacdo de métodos moleculares a fim de auxiliar
uma abordagem integrada a conservacdo de uma espécie ameacada de extingdo - Amazona

vinacea.

5.1 Isolamento de DNA e Sexagem molecular

O uso de sangue para isolamento de DNA em individuos de Amazona vinacea
representou uma forma ndo destrutiva de amostragem bioldgica, fato extremamente pertinente
em trabalhos direcionados a conservacao, especialmente em espécies consideradas ameacadas
de extingdo (Collar et al. 1992; IUCN, 2017). Adicionalmente, amostras de sangue de aves
geralmente levam a obtencdo de DNA de excelente qualidade e quantidade, como descrito para
A. vinacea, ja que os eritrocitos destes animais sdo nucleados sendo, portanto, uma rica fonte

de DNA nuclear.

65



Na area de conservacdo bioldgica, como, por exemplo, no manejo de populacdes
silvestres ou em cativeiro, a correta identificacdo do sexo dos animais é de grande importancia.
Em aves Psittaciformes, nem sempre é possivel identificar o sexo somente pela observacéo de
caracteres morfoldgicos e/ou comportamentais e a identificacdo de machos e fémeas pode ser
dificil até mesmo em espécies que apresentam dimorfismo sexual, ja que tais caracteristicas
muitas vezes sdo sutis ou aparecem somente apds o periodo de maturidade sexual (Pough et al.,
1999). Atualmente, a ferramenta molecular mais amplamente aplicada para a sexagem de aves
refere-se ao gene CHD1. Encontrado no cromossomo Z, o gene CHD1-Z ocorre, portanto, em
ambos 0s sexos, enquanto o gene CHD1-W localiza-se no cromossomo W, presente somente

nas fémeas (Griffiths et al., 1998).

No presente trabalho, a sexagem molecular, baseada na amplificacdo de um intron que
difere em tamanho entre os os genes CHD1-Z e CHD1-W, resultou na identificacdo de um Unico
fragmento de DNA em machos (genoétipo homozigoto) e de dois fragmentos distintos em
fémeas (gendtipo heterozigoto), como originalmente descrito por Griffiths et al., 1998.
Resultados similares tém sido também obtidos para distintas espécies de aves (Miyaki et
al.,1998; Ancides & Del Lama, 2002; Faria et al., 2007; Monceau et al., 2013; Garcia-Navas et

al., 2015).

A identificacdo do sexo em aves monomorficas, como Amazona vinacea, é fundamental
para 0 sucesso reprodutivo de exemplares da espécie mantidos em cativeiro, pois permite a
realizacdo de analises etologicas associadas ao comportamento social e reprodutivo e também
a identificacdo de possiveis pares isosexuais (Grando, 2002; Raso & Werther, 2004; Faria et
al., 2007). Tais observacdes podem nortear programas conservacionistas, como o desenvolvido

pela ONG Instituto Espacgo Silvestre, por meio do correto pareamento de casais.
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5.2 Variabilidade Genética

Os SSRs analisados nos individuos de A. vinacea apresentaram de 8 a 18 alelos, com
média da heterozigosidade observada de 0,755. Comparativamente, em Amazona guildingii, 0s
mesmos SSRs apresentaram de dois a nove alelos por loco e a média de heterozigosidade
observada foi de 0,610 (Russelo, et al., 2001; Russelo et al., 2005). Tal diferenca no nivel da
variabilidade genética também pdde ser observada para outras espécies de psitacideos. Em
Amazona aestiva, o nimero de alelos variou de 5 a 16 e a media de heterozigosidade observada
foi de 0,729 (Leite et al, 2008) e, em Amazona brasiliensis o nimero de alelos variou de 5 a 12

e a media de heterozigosidade observada foi de 0,610 (Fernandes, et al., 2015) (Tabela 20).

Tabela 20. Comparacdo dos niveis de diversidade genética entre diferentes espécies de
psitacideos do género Amazona.

Espécie N Ho Referéncia
Amazona vinacea 8al8 0,755 Presente estudo
Amazona guildingii 2a9 0,610 Russeloetal. 2001, 2005
Amazona aestiva 5al6 0,729 Leite et al. 2008

Amazona brasiliensis 5al1l2 0,610 Fernandes et al. 2015

Embora, geralmente, o grau de polimorfismo encontrado em SSRs heter6logos seja
baixo em psitacideos (Taylor & Parkin, 2007), os valores de heterozigosidades médias,
observadas e esperadas, € 0 numero de alelos por locos mostraram-se elevados. O alto
polimorfismo observado pode estar associado ao uso de primers desenvolvidos para espécies
filogeneticamente proximas. Galbusera et al. (2000), ao testarem amplificacdo heteréloga de
SSRs em 13 espécies de passeriformes, concluiram que ha uma relacdo negativa significante

entre a amplificacdo de SSRs e a distancia evolutiva entre as espécies originais e testadas.
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A presenca de alelos privados foi identificada apenas no grupo amostral Soltura Sul,
com somente um alelo privado associado ao marcador AgGT83. Embora alelos privados sejam
encontrados em populac@es distintas entre as quais o fluxo génico é reduzido ou inexistente, 0s
dados obtidos também podem estar associados a perda de alelos privados, como resultado de
um evento gargalo ou alteracdo no tamanho demografico populacional. Em todas as estimativas
calculadas, os valores de heterozigosidade observada foram menores que o esperado, com
resultados de FIS positivos, sugerindo uma pequena deficiéncia de heterozigotos nos grupos
amostrados. A deficiéncia de heterozigotos pode estar associada ao efeito gargalo ou ao efeito
de Wahlund (Selkoe & Toonen, 2006; Meels, 2018). Como ndo sabemos se os individuos
amostrados pertenciam originalmente a uma mesma populagédo natural ou se eram provenientes
de subdivisdes populacionais, as deficiéncias de heterozigotos observadas podem ser devidas
as misturas involuntarias de animais de populacGes separadas que foram encaminhados a

diferentes locais ap0s apreenséo.

Os valores médios dos indices de diversidade genética inferida a partir de dados
associados ao primeiro dominio da regido controle do DNA mitocondrial (h = 0,6042 + 0,0282;
n=10,003658 + 0,002294) mostraram-se similares aos obtidos para outra espécie de psitacideo
ameacado de extin¢do - Anodorhynchus hyacinthinus (Presti, et al, 2015; Almeida, et al., 2019).
A menor variabilidade genética encontrada na regido controle do DNA mitocondrial quando

comparada com locos de SSRs pode ser explicadas por duas hipoteses:

(i) Diferencas na taxa de mutacdo de cada marcador. Embora a regido controle do
DNA mitocondrial apresente polimorfismo e seja bastante utilizada em estudos
populacionais, essa ainda € mais conservada quando comparada com locos de

SSRs (Frankham et al., 2002).
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(ii) Eventos demograficos podem ter levado a uma reducéo na diversidade genética,
avaliada por ambos os marcadores utilizados (Frankham et al., 2002).
Entretanto, o tamanho efetivo populacional estimado por meio da analise do
DNA mitocondrial (dada sua caracteristica hapldide e heranca materna) é menor
do que o inferido por meio de marcadores microssatélites e, portanto, uma maior

diversidade genética pode ser identificada nos locos de SSRs.

A modificacdo no tamanho populacional de Amazona vinacea pode estar associada ao
endemismo das florestas atlanticas. Como essa formacdo florestal encontra-se bastante
descaracterizada e reduzida, a espécie encontra-se em rapido e continuo declinio populacional
(Abe, 2004). Estima-se que entre os anos 1984 e 1991 houve uma reducdo de aproximadamente
38% das florestas atlanticas do Paraguai devido ao desmatamento e estudos tém demonstrado
uma correlagdo positiva entre numero reduzidos de A. vinacea e diminuigdo de florestas de
Araucérias (BirdLife Internacional, 2009). Segundo Lippe et al. (2006), a velocidade em que
ocorrem as flutuacdes demogréaficas também pode causar efeitos na variacdo genética - por
exemplo, maior diversidade genética pode ficar retida quando o declinio populacional é
dréastico. Dessa forma, é possivel que seus efeitos genéticos ainda ndo sejam detectaveis e que
a espécie possa reter uma significante proporcdo da diversidade genética das geracOes

anteriores.

E importante ressaltar que ndo ha na literatura dados sobre a variagdo genética de
populagdes silvestres de A. vinacea e, dessa forma, ndo é possivel avaliar se os individuos
amostrados representam a real diversidade genética dos individuos encontrados atualmente em
vida livre. Estudos futuros em populagdes naturais poderdo gerar dados comparativos que

possam levar a melhores inferéncias sobre a diversidade genética da espécie.

69



5.3 Estrutura Genética

A analise Bayesiana de estrutura genética populacional resultou em melhor combinacao
de dois grupos génicos. Entretanto, ndo foram observados agrupamentos distintos entre
individuos, o que pode indicar que os animais amostrados apresentam genotipos misturados e

baixa estruturacdo genética. Tais resultados sdo congruentes ao assigment test.

De acordo com Wright (1978), indices Fst com valores abaixo de 0,05 indicam pequena
diferenciacdo genética; entre 0,05 e 0,15 moderada diferenciacdo; entre 0,15 e 0,25, grande
diferenciacdo; e para valores acima de 0,25, diferenciacdo muito elevada. Indices
significativamente baixos de diferenciacdo foram detectados entre Soltura Sul e CETAS,
Soltura Sul e Minas Gerais, Zooldgico e Minas Gerais referentes aos dados de SSRs. Por outro
lado, uma moderada diferenciacao foi observada entre Soltura Sul e CETAS com base na regido
controle do DNA mitocondrial. Demais valores ndo foram estatisticamente significativos. Os
resultados de Rst indicam moderada diferenciacdo genética apenas entre Zooldgico e CETAS
e Zooldgico e Minas Gerais; 0s demais grupos ndo foram estatisticamente significativos. Os
indices estatisticos utilizados foram baseados em modelos de mutacGes distintas para locos de
SSRs, sendo o Fstassociado ao IAM e o Rsrassociado ao SMM. Conforme observado, valores
de Rst, sob 0 modelo SMM, geralmente sdo mais elevados que os valores de Fst (Slatkin, 1995;

Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

Todas as simulacdes das analises de variancia molecular (AMOVA), tanto para indices
Fst quanto Rst dos locos de SSRs e da regido controle do DNA mitocondrial, indicaram que a
maior porcentagem da variabilidade geneética se encontra dentro dos grupos amostrados quando
comparada com a diversidade interpopulacional. Entretanto valores estatisticamente

significativos de Fst foram reportados para todas as simulacdes apenas com locos de SSRs,
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enquanto valores estatisticamente significativos para o indice Rst foram obtidos apenas quando
0s grupo Soltura Sul e Minas Gerais foram analisados em conjunto. Tais resultados também

indicam baixa diferenciacdo genética entre os grupos amostrados.

De acordo com os dados gerados, duas hipdteses podem ser levantadas: (i) As
populacdes naturais de A. vinacea podem estar conectadas através da dispersao e do fluxo
génico entre individuos e, dessa forma, as diferencas genéticas entre estes grupos Sao menores;
(if) Eventos de expansdo geografica ou colonizacdo recente de populacbes naturais de A.

vinacea podem levar a uma homogeneizacdo momentanea das populacgdes.

Em algumas espécies de aves voadoras, a dispersao € facilitada pela capacidade de voo,
fazendo com que até mesmo grandes distancias ndo sejam uma barreira ao fluxo génico
(Allendorf & Luikart, 2007). Além disso, os padroes de dispersao podem ser determinados pela
necessidade de encontrar alimentos e locais para nidificacdo. Segundo Straube et al. (2004), A.
vinacea realiza grandes movimentos sazonais na regido do Parana, podendo esse
comportamento estar associado a varia¢fes anuais de producdo de pinh&o (um dos principais
alimentos da espécie) ou de outra fonte alimentar. J& no Rio Grande do Sul, ha registros de
dispersdo pos-reproducdo - a espécie ndo € avistada no més de marco e reaparece no més de
abril, onde permanece o ano todo (Abe, 2004). Embora ndo exista na literatura informacoes
sobre movimentos migratorios para outros locais de ocorréncia da espécie no Brasil, Paraguai
e Argentina (Cockle et al, 2007; Carrara, et al., 2008), pode-se inferir que exista fluxo génico
entre populagdes de A. vinacea, fator que resultaria em baixa estruturacdo populacional. Baixa
diferenciacdo genética associada ao fluxo génico ja foi verificada em outras espécies de aves

que potencialmente podem voar longas distancias, como o papagaio verdadeiro Amazona
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aestiva (Leite et al., 2008), o ganso Anser anser (Pellegrino et al., 2015) e o borrelho
Charadrius alexandrinus (Kupper et al., 2012).

Adicionalmente, eventos de expansdo geografica ou colonizacdo recente de populacbes
naturais podem levar a alteracbes no tamanho populacional, o que poderia provocar
desequilibrio genético entre deriva e mutacdo, fazendo com que a estruturacdo néo reflita as
reais taxas de fluxo génico (Beaumont & Balding, 2004). Dessa maneira, a baixa estruturacéo
genética observada em A. vinacea poderia estar relacionada ao fato de que os individuos atuais
da espécie ainda podem guardar semelhanca com a populacéo ancestral, dado que ainda nédo

houve tempo suficiente para que diferentes grupos/populacdes se diferenciem.

As duas hipoteses apresentadas ndo sdo auto excludentes - os niveis de diversidade
genética observados e a baixa estruturacdo populacional entre exemplares dos quatros grupos
amostrais (Soltura Sul, Zoologico, CETAS e Minas Gerais) podem refletir tanto a capacidade
de voo de A. vinacea como expansdo populacional recente da espécie, caracteristicas que
indicam que, para fins da conservagdo, medidas devem ser tomadas em relagdo a todas as

regides de distribuicdo geografica da espécie.

Além disso, a rede de hapl6tipos evidenciou compartilhamento de hapl6tipos nos
diferentes grupos amostrais estudados. Tal resultado pode ser reflexo de fluxo génico entre
populagdes naturais ou retencdo de polimorfismos ancestrais. Em termos de conservacéo, como
pode existir baixa estrutura genética populacional entre os grupos analisados, seria importante
preservar essa estrutura, uma vez que essa espécie pode se organizar como uma metapopulagéo

(baixa estruturagéo e alto fluxo génico) (Avise, 2000).

Por outro lado, existem outros fatores que podem estar afetando os resultados obtidos -

baixo nimero amostral e origem dos individuos. Apesar do cenario proposto, € importante
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ressaltar que os individuos amostrados foram retirados da natureza e, como animais oriundos
do trafico ilegal, foram apreendidos pelo poder publico (IBAMA ou Policia Ambiental) e ndo
héa registro de seus locais de origem. Assim, ndo ha como ter certeza de que esses individuos
pertencam a mesma ou a diferentes localidades geogréaficas. Entretanto, com base nas rotas mais
comuns do trafico de aves, estruturadas sobre uma rede que visa o transporte de animais do
interior do Brasil e para fora do pais, € possivel que os grupos capturados de A. vinacea reflitam
sua origem geografica. Animais capturados nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pais
comumente sdo direcionados para centros urbanos proximos. O mesmo ocorre com aves
traficadas no Sul e Sudeste do Brasil de onde, muitas vezes, partirdo para abastecer o comeércio

ilegal internacional (Renctas, 2002; Kuhnen et al., 2012; Alves et al., 2013).

5.4 Inferéncias Demograficas

A avaliacao de possiveis alteracdes demograficas de A. vinacea foi realizada a partir de
comparacfes entre meétodos estatisticos, 0s quais buscam informacdes de déficit de
heterozigosidade (bottleneck), das frequéncias mutacionais de testes segregantes (D de Tajima),
de distribuicdo haplotipica (Fs de Fu) e de distribuicdo das diferencas par-a-par das sequéncias

nucleotidicas (mismatch distribution).

A analise de bottleneck indicou significativo excesso de heterozigosidade em relacéo a
heterozigosidade esperada no equilibrio entre mutacdo e deriva em trés grupos amostrados
(Soltura Sul, Zool6gico e CETAS), com base no modelo evolutivo IAM. Esse excesso também
foi observado em um grupo (CETAS) e para a amostragem total de individuos analisados, com
base no modelo evolutivo TPM, sugerindo mudancas recentes em seu tamanho efetivo. A
discrepancia entre IAM e TPM pode estar relacionada a diferentes modelos de mutacéo para

detectar eventos de gargalo genético. Dados empiricos sugerem que o modelo TPM é o0 modelo
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mais apropriado para locos de SSRs (Ellegren, 2000; Ellegren, 2004), enquanto os resultados
de IAM devem ser interpretados com cautela, uma vez que esse modelo ndo é muito informativo
(Cournuet & Luikart, 1996). Entretanto, o resultado encontrado com uso desse modelo para 0s
SSRs utilizados no presente estudo, sugerindo expansao populacional em A. vinacea, ndo €

concordante com o dado obtido a partir das sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial.

Os testes de neutralidade D de Tajima Fs de Fu, D* e F* de Fu e Li, obtidos a partir dos
dados de sequéncia da regido controle do DNA mitocondrial, resultaram em valores nao
significativos (p > 0,05), os quais podem indicar auséncia de modificagdes no tamanho
populacional, fraca selecdo ou selecdo neutra (Simonsen et al., 1995; Ramirez-Soriano et al.,
2008). Ou seja, 0s grupos amostrais estudados se encontram em equilibrio neutro entre mutacao
e deriva. Além disso, o padrdo bimodal da mismatch distribution ndo indica sinal de expanséo
para 0s grupos amostrais estudados e para a espécie como um todo. Dessa forma, é provavel
que populacdes naturais de A. vinacea estejam estaveis ao longo do tempo, em equilibrio entre
mutacéo e deriva. Os resultados obtidos com os testes de neutralidade e mismatch distribution,
associados ao baixo nimero de hapl6tipos e auséncia de haplétipos exclusivos, indicam que 0s
grupos amostrados de A. vinacea ndo passaram por um processo de crescimento populacional
recente pois, segundo Avise et al. (1994), populacdes que passaram por um rapido crescimento

populacional tendem a acumular novas mutagdes.

Embora tais resultados possam parecer contraditérios, marcadores moleculares distintos
refletem informacgdes genéticas diferentes (variacdo alélica em um loco especifico versus
variacdo na sequéncia de DNA) e podem resultar em estimativas diferentes em relagédo a, por
exemplo, niveis de variabilidade, estrutura genética e inferéncias demogréaficas. Além disso,

cada marcador difere em relacdo a suas taxas de mutacdes - a estimativa de taxa de mutagéo
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para SSRs dinucleotideos é maior que a do DNA mitocondrial (Weber & Wong, 1993, Marshall
& Baker, 1998, Frankhan, 2000). Assim, é possivel que sinais de expansdo ainda nao sejam

detectaveis para a regido controle do DNA mitocondrial em A. vinacea.

Além disso, é importante lembrar que o tempo de geracdo de A. vinacea é longo. O
adulto sé se torna reprodutivamente maduro entre 5 e 7 anos e, em geral dois filhotes chegam
a idade adulta (MMA, ICMBIo - Plano de Acdo Nacional para a Conservacdo dos Papagaios,
2011). Portanto, os resultados obtidos também podem refletir essa caracteristica da espécie,
dado que o tempo necessario para que eventos demograficos resultem em algum efeito pode ser

mais longo.

5.5 Microssatélites e Estimadores de Parentesco

Os marcadores moleculares SSRs sdo amplamente empregados nas estimativas de
parentesco entre individuos (Jones et al., 2010; Wang, 2011; Stidele & Vigilant, 2016;
Flanagan et al., 2019) e, no presente estudo, foram utilizados sete SSRs. Embora a literatura
sugira utilizar maior nimero de locos para aumentar a eficiéncia na determinacao das relaces
de parentesco e para diminuir a variancia dos indices (geralmente utiliza-se entre 20 e 30
marcadores), estudos com populacGes selvagens de animais geralmente baseiam-se em um
namero menor de marcadores. Uma das razdes € a auséncia de marcadores espécie-especificos
e 0 uso de marcadores heter6logos pode resultar em padrdes monomérficos (Ellegran et al.,
1997). Entretanto, varios trabalhos ja demonstraram a eficicia do uso de 5 a 12 marcadores
SSRs em estimativas de parentesco entre individuos (Russelo & Amato, 2004; Costa-Urruia, et
al., 2012; Rollins, et al.; 2012; Woolaver et al., 2013; Flanagan et al., 2019). Além disso, 0s
SSRs utilizados no presente trabalho apresentaram o contetdo da informacgdo polimdrfica

relativamente alto, o que é desejavel em analises de parentesco.
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Segundo a literatura, é geralmente aceito que ndo had um estimador de parentesco
superior a outros, embora caracteristicas do conjunto amostral e do préprio marcador molecular
utilizado possam afetar o desempenho dos estimadores (Van de Casteele et al., 2001; Wang,
2011). Dessa forma, uma analise dos desempenhos dos estimadores de parentesco genético, em
situacGes em que o0 numero e/ou o grau de polimorfismo é limitado, torna-se importante para
auxiliar na classificacdo dos melhores estimadores de acordo com as caracteristicas do grupo

amostral (Blouin, 2003).

Diversos estudos tém demonstrado que a utilizacdo e comparacéo de dois estimadores
permitem realizar inferéncias com maior robustez e seguranca em relacdo ao nivel de
parentesco em diferentes espécies de aves (Mifio, et al., 2009; Diegues et al., 2011; Bergner, et
al., 2014). No presente trabalho, os estimadores de parentesco LynchRd (momento) e TrioML
(verossimilhanga) apresentaram a menor variancia média (0,01661 e 0,01663) quando
comparados com outros estimadores disponiveis no programa Coancestry e mostraram-se
ideais para o conjunto amostral estudado e para os marcadores utilizados. Os valores dos
coeficientes médios obtidos dos dois estimadores (r = -0,00676 e MLr = 0,09512) indicam que
a maioria dos individuos ndo sdo relacionados. Esse dado € congruente quando os dois
estimadores foram associados as diferentes categorias de parentesco geradas pelo programa

ML-Relate.

Os indices de verossimilhanca (ML-Relate) entre os pares para cada categoria de
parentesco foram significativos e indicaram que a maioria dos individuos de A. vinacea ndo sao
relacionados - uma porcentagem alta (83%) de pareamentos aleatorios foi observada entre
individuos ndo aparentados, sendo essa porcentagem ainda maior para 0S grupos amostrais

Zooldgico e CETAS (87% e 87,57%, respectivamente). Em porcentagens menores, foi
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evidenciado que 13,63% e 2,4% das combinacOes par-a-par indicam a categoria de
relacionamento entre meio-irmdos e irmdos completos, respectivamente. Enguanto apenas
0,96% das combinacgdes ocorrem entre pais e filhos. Combinagfes par-a-par para a categoria
pais e filhos em cada grupo amostral indicaram maior relacdo no grupo Minas Gerais (5,07%
das relagdes), onde ha dados do studbook de A. vinacea de que um casal (V23mg e V24mg) sdo
pais conhecidos de quatro individuos (V1mg, V2mg, V3mg e V4mg) nascidos em um criadouro
em Minas Gerais, 0s quais foram mantidos no mesmo até serem reintroduzidos no Parque
Nacional das Araucérias. Os resultados do teste de paternidade dessa familia conhecida de A.

vinacea foram compativeis com os dados do studbook fornecidos pelo criadouro.

Analises de parentesco sdo consideradas desafiadoras em situaces em que nenhum dos
pais sdo conhecidos (Stadele & Vigilant, 2016). Geralmente, os mesmos principios de
compartilhamento de alelos e de exclusdo podem ser aplicados, mas a atribuicéo de pais e filhos
se torna mais complicada pois a identidade dos alelos materno e paterno na descendéncia é
desconhecida. Diferentes abordagens ja foram utilizadas para atribuir parentesco em
populagdes naturais onde pouca ou nenhuma relacdo entre pais-prole eram conhecidas (Jones
et al., 2010; Harrison et al., 2013). No presente trabalho, foi investigada a paternidade de um
individuo nascido na natureza no Parque Nacional das Araucérias, por meio da comparacgéo dos
resultados gerados com os dados dos individuos que possuiam informacGes sobre seus pais. Os
resultados indicam que o individuo V42 € mais proximamente relacionado ao casal V9 (fémea)
e V40 (macho) e mais distante geneticamente de outros individuos. Além disso, esses
individuos compartilham um alelo privativo (alelo 256 no loco AgGT83) o qual esta presente
apenas em alguns individuos do grupo amostral Soltura Sul. E importante ressaltar que esse é
0 primeiro registro de um filhote nascido na natureza ap0s o programa conservacionista ter sido

implementado pela ONG Instituto Espago Silvestre.
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5.6 Implicagdes para Conservagao
5.6.1 Individuos cativos de Amazona vinacea

Os dados genéticos do presente trabalho sdo importantes para subsidiar estratégias de
manejo de grupos de individuos que ndo apresentam genealogias conhecidas, como é o caso
dos individuos cativos de A. vinacea para 0s quais ndo ha dados disponiveis nos criadouros

sobre suas relacdes de parentescos e origem geografica.

E fundamental conhecer as relacdes de parentesco entre fundadores para minimizar a
reproducdo entre individuos aparentados, evitando ou reduzindo a depressao endogamica e a
perda de diversidade genética (Montgomery et al., 1997; Frankham, 2008). Portanto, a analise
de individuos de maneira a identificar quais sdo os animais menos aparentados em relacdo a
outros € um caminho importante para se definir a estrutura do manejo genético e reprodutivo
que podera ser implementado em programas de reproducdo ex situ de A. vinacea. Individuos
com indices de parentescos baixos sdo valiosos para 0 manejo, uma vez que esses carregam

menos alelos em comum (Frankham et al., 2008; Jones et al., 2010).

Através de simulacdes computacionais, Ballou & Lacy (2008) demonstraram que,
dentre uma série de procedimentos de manejo, a minimizacdo do grau de parentesco entre
individuos é a melhor maneira para reter a variacdo genética populacional. Assim, esse
procedimento busca o acasalamento daqueles individuos que apresentam os menores graus de

parentescos em relacdo a média da populagéo.

Em programas de reproducdo em cativeiro, geralmente estabelece-se uma classificagéo
de machos e fémeas que apresentam do menor para 0 maior grau de parentesco. Essa lista pode
ser estatica (em que usam-se os dados de parentesco inicialmente determinados, até que um

namero especifico de casais seja formado), dinamica (em que os dados de parentesco sdo
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continuamente recalculados ap0ds cada possivel acasalamento, supondo que filhotes aumentarao
0 parentesco entre alguns dos individuos inicialmente analisados), classificatéria (em que
ocorre a retirada sucessiva de individuos mais aparentados e subsequentes classificacfes até
formar um grupo de animais que possam produzir descendentes com menor parentesco médio)
ou simulténea (baseada nos individuos que produzem maior prole) (lvy & Lacy, 2012). Os
locos microssatélites analisados no presente estudo demonstram que estes sdo eficientes para
aplicacdo em testes de parentesco e, portanto, podem ser usados para geracdo de listas de
classificacdo de machos e fémeas de A. vinacea mantidos em cativeiro com base em seus graus

de parentesco.

Estratégias conservacionistas que visam manter a heterozigosidade da prole,
selecionando os individuos baseado na proporc¢do de seus locos heterozigotos, também podem
ser adotadas em programas de reproducdo em cativeiro (Ruiz-Lopes et al., 2009). Pode-se ainda
usar como critério uma estratégia de manutencdo de alelos raros ou de importancia adaptativa
(Hugues, 1991). A escolha da melhor estratégia deve basear-se em caracteristicas especificas
de cada espécie, como sistema de acasalamento, tamanho populacional, estrutura social e tempo

de geracdo (Witzenberg & Hochkirch, 2013).

O sucesso de outros programas de recuperacao de populacgdes de aves ameacadas indica
que esforgos voltados a reproducdo em cativeiro devem ser prioritarios a fim de evitar a sua
extin¢do. Diferentes programas de reproducao em cativeiro de aves ameagadas de extingdo no
Brasil, como Crax blumenbachii (Diegues, 2011), Aburria jacutinga (Oliveira-Junior, 2012) e
Pauxi mitu (Davanco, 2012), tém sido baseados em dados genéticos com o objetivo de reduzir
a perda da diversidade genética. Dado o status de ameaca de Amazona vinacea e o potencial

declinio de suas populacOes naturais, & extremamente importante o desenvolvimento de um
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programa conservacionista baseado em inferéncias genéticas para exemplares de cativeiro.
Ressalta-se que, apos um possivel manejo reprodutivo em cativeiro, € importante que esses
grupos de individuos passem por novos monitoramentos genéticos para avaliar se as estratégias

aplicadas se mostraram adequadas para a manutencédo da diversidade genética na espécie.

5.6.2 Reintroducdo de Amazona vinacea no Parque Nacional das Araucarias

Animais apreendidos pela Policia Ambiental ou pelo IBAMA necessitam ser
inicialmente alojados, alimentados e receber cuidados médicos-veterinarios, especialmente
devido os maus tratos e ao estresse a que foram geralmente submetidos. Posteriormente, ha
necessidade de serem incluidos em programas de manejo e reproducdo em cativeiro e posterior

soltura ou reintroducdo (Branco, 2008).

O termo “soltura” pode ser considerado genérico e tal acdo ocorre comumente no Brasil,
sendo praticada, tanto pelo poder publico como por criadouros. A soltura refere-se
simplesmente ao ato de libertar individuos em areas selecionadas por meio de alguns critérios,
para que 0s mesmos tenham chance de sobrevivéncia fora das condigdes de cativeiro. Por outro
lado, reintroducgdo refere-se a tentativa de se estabelecer uma espécie em uma area que
anteriormente fazia parte de seu histérico, mas da qual foi extirpada ou se tornou extinta, com

finalidades especificas e controladas (IBAMA, 2006).

O Instituto Espaco Silvestre utiliza como critérios para reintroducdo de exemplares de
A. vinacea as diretrizes e manuais da IUCN, como: (1) levantamento clinico e diagnostico dos
individuos, (2) treinamentos comportamentais que 0s preparam para a vida na natureza, (3)
soltura em local onde a espécie ja existiu, mas em que foi extinta (Parque Nacional das

Araucérias) e (4) monitoramento pos-soltura. Um outro critério das diretrizes da IUCN refere-
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se a analise genética dos individuos a serem reintroduzidos visando minimizar os riscos de
extincao das espécies. Entretanto, sua aplicacéo nao € obrigatoria e, dado que o status genético
de A. vinacea era desconhecido quando o programa de conservacao da espeécie foi iniciado, este

nao foi adotado.

Trabalhos de reintroducdo de aves no pais ja foram feitos com espécies da familia
Psittacidae. Como exemplo, podem ser citados: a reintroducdo de espécimes de papagaios-
verdadeiros, A. aestiva, numa area do pantanal no Mato Grosso do Sul (Seixas e Mourao, 2000)
e em uma area de Caatinga na Bahia (Saidenberg, 2010); a reintroducdo do periquito-de-testa-
vermelha, Aratinga auricapilla, na Bahia (Lima & Santos, 2005); e a translocacdo e
reintroducdo de ninhegos da arara-azul-grande, Anodorhynchus hyacinthinus, em uma area do
Pantanal do Mato Grosso do Sul (Vargas, et al., 2001). Embora esses trabalhos também sigam
as normativas da IUCN, o status genético dos espécimes reintroduzidos nao foi avaliado. Além
disso, os registros dos dados obtidos em programas de reintroducdo no Brasil ainda séo
escassos, com publicacdes na forma de livros, projetos, trabalhos académicos e resumos em
congressos superando a porcentagem de artigos cientificos. Essa situacdo gera dificuldade de
acesso e divulgacdo dos dados levantados. Tal cenario indica que hd um nimero reduzido de
acOes que, efetivamente, considerem dados genéticos em programas de reintroducdo de

espécies no Brasil.

No presente trabalho, ao combinar diferentes analises genéticas, foi possivel fornecer
uma imagem relativamente ampla do status genético da populacéo fundadora de A. vinacea no
Parque Nacional das Araucérias, onde foi possivel detectar alta variabilidade genética, baixa
estrutura genética populacional, principalmente entre os grupos amostrais Soltura Sul e Minas

Gerais, cujos individuos foram apreendidos em diferentes regides geogréaficas do Brasil (regido
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Sul e Sudeste). Além disso, foi também possivel evidenciar um reduzido nivel de parentesco

entre individuos amostrados.

Frente a auséncia de dados acerca da diversidade genética de populacdes naturais de A.
vinacea na literatura, a pressdo de tomadas de decisdes rapidas para minimizar o potencial risco
de extincdo da espécie e a possibilidade iniciar uma nova populacdo em local onde a espécie
existiu naturalmente (Parque Nacional das Araucérias) somados aos dados genéticos
apresentados no presente trabalho - que demonstra baixa estruturacdo populacional - pode-se
considerar que o programa conservacionista gerido pelo Instituto Espaco Silvestre esteja sendo
realizado de maneira adequada. Dado que a populacédo original nessa area havia sido extinta,
pode-se considerar que as medidas que vém sendo aplicadas em relacdo a reintroducdo de
exemplares sejam categorizadas como “introdu¢@o conservacionista” (colonizagao assistida ou

substituicdo ecologica) (IUCN, 2014).

Entretanto, ressalta-se que, mesmo que existam conjuntos de populacdes de A. vinacea
que apresentem migracao de individuos e consequente fluxo génico entre si, estas ainda podem
apresentar caracteristicas proprias como alelos Unicos. Além disso, um possivel aumento na
fragmentacdo de habitats pode levar a uma reducdo no fluxo génico e, consequentemente, a
longo prazo, ao surgimento de diferencas populacionais mais evidentes. Dessa forma, analises
genéticas devem ser aplicadas em novos exemplares que possam ser potencialmente
selecionados para reintroducéo no Parque Nacional das Araucdérias visando a identificacdo de
seus niveis de diversidade genética e parentesco. Analises genéticas em individuos nascidos
nesse ambiente natural, associadas ao monitoramento dos individuos reintroduzidos, também
podem contribuir para avaliar a eficiéncia do programa conservacionista, ou seja, o0 nivel de

restabelecimento (sucesso de reintrodugéo).
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6 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Como resultado de diversas agdes antropicas, como a fragmentacdo de habitat e o
intenso trafico ilegal, diversas espécies de psitacideos se encontram categorizadas em diferentes
niveis de ameaca segundo a [IUCN. Assim, algumas medidas para conservacao de espécies tém
sido propostas. No entanto, problemas como falta de objetivos bem definidos e/ou falta de
conhecimentos acerca de caracteristicas bioldgicas e genéticas de populacdes naturais e de

cativeiro podem levar a ineficiéncia destas praticas conservacionistas.

O presente estudo é o primeiro a analisar parametros genéticos em individuos cativos e
reintroduzidos da espécie A. vinacea. Além disso, ainda ndo existem dados a respeito da
variabilidade genética, estrutura genetica populacional e niveis de parentesco de suas
populacdes naturais. Os dados obtidos mostraram que a utilizacdo em conjunto de diferentes
marcadores moleculares (SSRs e DNA mitocondrial) foi eficiente para avaliar a variacéo e
estrutura genética dos grupos amostrados, o que reforca que estes marcadores podem ser

instrumentos aplicaveis com sucesso em praticas conservacionistas.

De forma geral, os dados do presente trabalho apontam que A. vinacea nao apresenta
vulnerabilidade genética quando comparada com outros psitacideos ameacados de extincao,
dado que foi detectada uma baixa estrutura genética populacional e baixos niveis de individuos
aparentados, o que indica gque esses animais possuem aptiddo para sobreviver a variacdes

ambientais.

As informacfes aqui obtidas, aléem de poderem ser aplicadas junto ao programa
conservacionista desenvolvido no Parque Nacional das Araucarias, sdo também importantes
para uso em futuros trabalhos na &rea da conservacao de outros grupos cativos e de populagdes

naturais de A. vinacea.
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Capitulo 11

Producédo Técnica

Elaboracéo de materiais didaticos - Papagaio-de-peito-roxo: por que conservar?



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

No Brasil, a maioria das pesquisas e a producdo de conhecimento cientifico € realizada
dentro de Universidades (Suzigan & Albuquerque, 2011). Segundo Guimardes (2009), a
circulacdo do conhecimento cientifico em nossa sociedade se apresenta sob dois modos
distintos. De um lado, temos a circulacdo do conhecimento no interior da comunidade cientifica
e, nesse cenario, o locutor e o destinatario sao especialistas em cada dominio da ciéncia. A outra
forma de comunicacdo cientifica envolve um percurso que busca atingir diferentes setores da
sociedade ou a sociedade como um todo e, assim, tem como destinatario o publico que espera

o resultado da ciéncia por meio da denominada “divulgacao cientifica” (Guimardaes, 2009).

A divulgacéo cientifica tem como premissa democratizar 0 acesso cientifico e
estabelecer condi¢bes para a chamada “alfabetizacao cientifica” (Silva, 2006). Comunicar a
ciéncia e a tecnologia estd atrelado a possibilidade de propiciar elementos béasicos para a
compreensdo e a¢do do mundo contemporaneo (Lima, 2016). Tal comunicacdo pode incluir os
cidaddos no debate sobre temas especializados e que podem impactar sua vida e seu trabalho,
a exemplo de transgénicos, células tronco, mudancas climaticas, energias renovaveis,

degradacéo e conservacdo ambiental (Souza & Rocha, 2017).

A divulgacéo dos resultados de pesquisa cientificas, ou 0 escopo mais relevante destas,
pode ser realizada por meio de uma linguagem simples por meio de, por exemplo, palestras,
oficinas ou artes cénicas e também por intermedio da elaboracéo de diferentes materiais como
apostilas, textos de jornais/blogs, cartilhas e videos (Azevedo & Scarpa, 2017, Almeida et al.,
2018). Além disso, esses materiais podem ser utilizados em escolas como metodologias

alternativas a uma aula tradicionalmente expositiva, de modo a motivar a intera¢do dos alunos
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pelo contetdo proposto e favorecer a construcdo do conhecimento (Candotti, 1999, Robert &

Simmons, 2010).

O presente trabalho (Capitulo 1) evidenciou informacgdes importantes sobre a biologia
do psitacideo ameacado de extincdo Amazona vinacea (papagaio-de-peito-roxo) e da
problematica associada a degradacdo ambiental e ao tréafico ilegal. Além disso, os resultados
gerados forneceram uma representativa amostragem de seu status genético, o que podera
contribuir com estratégias conservacionistas para a espécie. Entretanto, programas
conservacionistas podem obter mais chances de sucesso se envolverem a¢6es multidisciplinares
e integradas, especialmente voltadas a conscientizacdo da populacdo humana local para a
importancia da manutencdo de nossa biodiversidade. Uma das formas de conscientizacédo e
envolvimento refere-se a projetos de educacdo ambiental e geracdo de materiais de divulgacéo

cientifica.

2. OBJETIVO

A elaboracdo de materiais de divulgacdo cientifica foi o principal objetivo deste
trabalho, tendo como tema a biologia, fatores de risco, caracteristicas genéticas e acdes para
conservacao de A. vinacea, gerando assim ferramentas educativas para subsidiar atividades que
tenham por fim conscientizar a populagdo (criangas, jovens e adultos) da importancia da

conservacao dessa espécie de ave ameacada de extingéo.
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3. DESENVOLVIMENTO

Dois materiais didaticos, correspondentes a uma cartilha educativa e a um video (audio-
book), foram elaborados visando o ensino e aprendizagem das problematicas associadas a
conservacao de A. vinacea. Ambos os materiais, denominados de Papagaio-de-peito-roxo: por
que conservar?, foram desenvolvidos com uma linguagem apropriada a divulgacgéo cientifica
(popularizagéo da ciéncia), definida como 0 uso de processos e recursos para a comunicacao da

informacao cientifica e tecnologica ao publico em geral (Albagli, 1996).

Inicialmente, foi realizada uma pesquisa bibliografica sobre acbes de divulgacao
cientifica e A. vinacea através da busca de livros textos e artigos cientificos e materiais
produzidos pelo Instituto Espaco Silvestre (https://www.espacosilvestre.org.br) para
determinar conteudos ja abordados e a forma como estes foram divulgados. Em seguida, foram
definidos os conceitos a serem abordados na cartilha e dudio-book a serem produzidos. As
imagens utilizadas nestes materiais foram originalmente criadas (Figura 8) ou retiradas de sites
de uso livre e imagens. Durante o processo de criacdo dos personagens, foi dada atengéo
especial a fala destes, para que ndo fosse prejudicado o processo de comunicacao, utilizando
assim uma linguagem simples e de facil entendimento (Figura 9). Ap6s elaboracao do texto e

da diagramacao das figuras, os materiais passaram por revisao conceitual e cientifica.
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Figura 8. Exemplo de ilustracGes que compdem a cartilha educativa Papagaio-de-peito-roxo:
por que conservar?

Figura 9. Gravacdo do audio-book intitulado Papagaio-de-peito-roxo: por que conservar?

4. RESULTADOS

A cartilha educativa (ISBN: 978-85-917599-6-5) e o video, intitulados Papagaio-de-
peito-roxo: por que conservar?, foram elaborados contendo uma narrativa e ilustragfes que
abordam aspectos da biologia de A. vinacea, suas relacdes inter e intraespecificas, mecanismos
que levam a extincdo, incluindo contetidos sobre geneética e acfes para a conservacdo da
especie. Adicionalmente, a cartilha apresenta atividades de carater lidico, como testes e jogos,
com o objetivo de melhor fixar o conhecimento apresentado e divertir os leitores (Anexo 2). Os
conteudos foram abordados de forma clara e acessivel, visando atingir especialmente o publico

jovem, com a intengdo de despertar o interesse pela preservacao de nossa biodiversidade.
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A disponibilizacdo dos materiais gerados sera feita digitalmente, de forma gratuita, em
pareceria com a Agéncia de Divulgacao Cientifica e Comunicacgéo do Instituo de Biociéncias
da UNESP de Botucatu (AgDC) por intermédio de sua pagina (https://www.agdc.ibb.unesp.br)
e Canal YouTube (https://www.youtube.com/channel/UCVsAhL-CWO0k81uCuJmyMq9A).
Neste canal, 0 material pode ser acessado na playlist

(https://www.youtube.com/playlist?list=PLnrpFyFOfDZrUJgVTq7WOR1VjuWX3rlc ).

5. PERPECTIVAS

Os materiais educativos produzidos podem ser considerados instrumentos de
popularizacdo da ciéncia e podem ser importantes ferramentas de ensino e conscientizacao.
Dado seu caréater ludico e de facil compreensdo, podem promover o processo de sensibilizacéo
da populacdo para a importancia da conservacdo de espécies ameacadas de extin¢do, em

especial, A. vinacea.

Futuramente, os dois materiais serdo também divulgados na pagina do Instituto Espaco
Silvestre (https://www.espacosilvestre.org.br) e disponibilizados fisicamente (cartilha impressa
e gravacdo do audio-book em CD) para geracdo de um kit educativo a ser encaminhado para o
Instituto Espaco Silvestre para uso em atividades de educacdo ambiental que a entidade ja
desenvolve. Tais atividades deveréo ser especialmente focadas nas comunidades de Passos de
Maia e Ponte Serrada e professores da regido, municipios abrangidos pelo Parque Nacional das

Araucarias.
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ANEXO 1

Tabela 1. Dados dos espécimes de Amazona vinacea analisados. Registro da amostra do laboratorio, nimero da anilha, sexo do animal e

localidade do destino dos animais.

Registro Amostra Anilha Sexo Localidade

V2 CWM 1269 M Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V5 VS RFA 4935293 10.0 0085 F Zoologico Balneario — SC

V6 VS RFA 4935293 10.0 0086 M Zoologico Balneario — SC

V7 VS RFA 4935293 10.0 0033 M Reintroducgdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V8 VS RFA 4935293 10.0 0034 M Reintroducgdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V9 VS RFA 4935293 10.0 0035 F Reintroducgdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V10 VS RFA 4935293 10.0 0049 F Reintroducgdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V11 VS RFA 4935293 10.0 0053 F Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V12 VS RFA 4935293 10.0 0054 F Zoologico Balneario — SC

V13 VS RFA 4935293 10.0 0055 M Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V14 VS RFA 4935293 10.0 0056 M Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V15 VS RFA 4935293 10.0 0057 M Reintroducgdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V16 VS RFA 4935293 10.0 0058 F Zool6gico Gramado — RS

V17 VS RFA 4935293 10.0 0059 F Reintroducgdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V18 VS RFA 4935293 10.0 0060 M Reintroducgdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V21 VS RFA 4935293 10.0 0063 M Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V22 VS RFA 4935293 10.0 0064 F Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V23 VS RFA 4935293 10.0 0065 M Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V24 VS RFA 4935293 10.0 0066 M Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V25 VS RFA 4935293 10.0 0067 F Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
V26 VS RFA 4935293 10.0 0068 M Zooldgico Gramado — RS
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V27
V28
V29
V30
V3l
V32
V33
V34
V35
V36
V37
V38
V39
V40
V41
V42
V43
V44
V45
V46
V47
V48
V49
V50
V51
V52

VS RFA 4935293 10.0 0069
VS RFA 4935293 10.0 0070
VS RFA 4935293 10.0 0071
VS RFA 4935293 10.0 0072
VS RFA 4935293 10.0 0073
VS RFA 4935293 10.0 0075
VS RFA 4935293 10.0 0079
VS RFA 4935293 10.0 0081
VS RFA 4935293 10.0 0082
VS RFA 4935293 10.0 0084
VS RFA 4935293 10.0 0092
VS RFA 4935293 10.0 0089
VS RFA 4935293 10.0 0087
VS RFA 4935293 10.0 0088
3096
VS RFA 4935293 10.0 0096
VS RFA 4935293 10.0 0099

Anilha PZMQB 1443 Escore 4 PV=350 grs
Anilha PZMQB 1450 Escore 2 PV=300 grs
Anilha PZMQB 1355 Escore 4 PVV=300grs
Anilha IBAMA ES 157 Escore 4 PV= 350 grs
Anilha PZMQB 1449 Escore 5 PV=350 grs
Anilha antiga ilegivel Score 5 P\V=340 grs

3408

963.007.000.033.997

e G- - & B s IO 1 e - | - - | B | - -

Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Zooldgico Balneério — SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Zooldgico Gramado — RS
Zooldgico Balneéario — SC
Zooldgico Gramado — RS
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Nascido — Parque Nacional das Araucérias — SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Zoo Sorocaba
Zoo Sorocaba
Zoo Sorocaba
Zoo Sorocaba
Zoo Sorocaba
Z00 Sorocaba
Zoo Guarulhos
Zoo Guarulhos
Zoo Curitiba
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V53
V54
V55
V56
V57
V58
V59
V60
V61
V62
V63
V64
V65
V68
V69
V71
V72
V73
V74
V75
V76
V77
V78
V79
V80
V81

963.007.000.023.234
963.007.000.026.631
941.000.002.645.186
963.007.000.031.646
963.007.000.034.048
Asa cortada
Asa inteira
982.000.123.169.055
977.200.001.146.968
977.200.001.239.434
977.200.001.233.486
Sem microchip
9.630.070.000.348.890
CDE 2005 017
CDE 2005 018
CDE 2005 025
CDE 2005 030
VS RDA 036
CDE 2005 352684 029
MFR 10.0 038
VSGPPSC 042
10 MM 064
CDE 05-06 070
CDE 05-06 071
CDE 05-06 072
CDE 05-06 077

=<l s < =G & e e o T o =G & G~ v B & e v e o I o B e

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba

Zoo Curitiba
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
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V82
V83
V84
V85
V86
V87
V88
V89
V90
Vo1
V92
Va3
V94
V95
V96
V97
Vo8
V99
V100
V101
V102
V103
V105
V106
V107
V108

CDE 05-06 080
CDE 05-06 081
CDE 05-06 084
CDE 05-06 087
CDE 08-09 352684 1138
LL OCR 40 212
LL OCR 40 213
OCR 10.0 0436
VS OCR 10.0 483
VS OCR 10.0 484
VS OCR 10.0 485
VS OCR 10.0 486
CDE 06-07 352684 793
CDE 08-09 352684 1144
PCG Z0OO0O SC 3164
PCG Z0OO0O SC 3165
PCG Z0OO SC 3177
PCG Z0OO0O 3178
PCG ZOO0 3173
41039
VS RFA 4935293 10.0 00074 — 963008000453667
VS RFA 4935293 10.0 00076 — 963008000453462
VS RFA 4935293 10.0 00078 — 963008000453464
VS RFA 4935293 10.0 00080 — 963008000453457
VS RFA 4935293 10.0 00083 — 963008000453458
VS RFA 4935293 10.0 00097 — 963008000453452

=<l u =G s I <G e M v e M e o e & e & DG § = » e & Il o

Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
CETAS -SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
CETAS-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
CETAS-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
CETAS -SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
CETAS -SC
CETAS-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucarias-SC
CETAS-SC
CETAS-SC
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V109
V110
V111
V112
V113
V114
V115
V117
V118
V119
V120
V121
V122
V123
V124
V125
V127
V128
V129
V130
V131
V133
V134
V135
V137
V139

VS RFA 4935293 10.0 00098 — 963008000453451
VS RFA 4935293 10.0 00101 — 963008000495588
VS RFA 4935293 10.0 00102 — 963008000495586
VS RFA 4935293 10.0 00103 — 963008000495587
VS RFA 4935293 10.0 00104 — 963008000495589
VS RFA 4935293 10.0 00105 — 963008000495590
PBO010
963008000617396
963008000617397
963008000617399
963008000617401
963008000617402
963008000617404
963008000617405
963008000617406
963008000617407
963008000617409
963008000617410
963008000617411
963008000617412
963008000617413
963008000617415
963008000617416
963008000617417
963008000617419
963008000617421

<= s =< s I e o I o T o H=<e e & B v e v B =Gl & e & Il 5

CETAS -SC

CETAS -SC
CETAS -SC

CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS-SC

Reintroducdo Parque Nacional das Araucarias-SC
Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC

Reintrodugdo Parque Nacional das Araucérias-SC
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V140
V141
V142
V143
V144
V147
V148
V149
V150
V151
V152
VIMG
V2MG
V3MG
VAMG
VSMG
VEMG
VTMG
VBMG
VOMG
V10MG
V11IMG
V12MG
V13MG
V14MG
V15MG

963008000617422
963008000617423
963008000617424
963008000617425
963008000617427
963008000617430
963008000617432
963008000617433
963008000617434
963008000617435
IEF100370
963 008 000 394774
963 008 000 394762
963 008 000 394775
963 008 000 394763
963 008 000 394761
963 008 000 225893
963 008 000 225866
963 008 000 225877
963 008 000 225888
963 008 000 225846
963 008 000 225849
963 008 000 225899
963 008 000 225897
963 008 000 225882
963 008 000 225884

I -GG B B B B 1 B - 1 L - | - | B

CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS -SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS-SC
CETAS -SC
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
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V16MG
V17/MG
V18MG
V20MG
V21IMG
V22MG
V23MG
V24MG

963 008 000 225847
963 008 000 225810
963 008 000 225865
963 008 000 225878
963 008 000 225853
963 008 000 225891
963 008 000 225871
963 008 000 225889

M 1< T

Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira— MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
Fazenda Cachoeira — MG
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ANEXO 2

Papagaio-de-
pelto-roxo

Por que
conservar?

APRESENTACAO

Essa cartila reve informagses sobre o
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea). o
folhed-la, voc€ ira conhecer diferentes
caracteristicas biolégicas dessa ave, como:

wmor fologia, comportamento e ecologia.

Vocé também vai ver as privcipais ameagas
que colocam os papagaios em perigp de extingdo
€ as priucipais agbes cowservacionistas para
protegé-los. Além disso, ha um espago para
atividades didaticas.

Leia, aprendae se divirtal

Boa leitural

Papagaio-de-peito-roxo/  Adriave Pinto  Wasko
(Editor). Botucatn, AgDC - TBB/UNESP. 2019,
20p. ISBN:

Autores

TalitaRoberto Aleixo de Almeida
Flavia Torres Presti
Vanessa Paes da Cruz
Adriane Pivto Wasko

Desenhos
Daiana Proevga Bezerra
Diogo Cristo da Silva e Silva

Cowtato: awaskoDumesplor

As imagews foram retiradas de sites onde os direitos
autorais séo livres. Este waterial € de cardter educacional
e, portawto, sem fins lucrativos.

OLA GALERI NHA!
TUDO BEM?

Primeiramente, eu gostaria de we apresentar a

VOCé...

Wuito prazer! Wen vome € Kiko e eston wmuito
empolgado para contar um pouco da histéria da minha

Vida e da wmivha espécie para voce.
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Papagaios

Néo sel se Voré perceben, mas eu sout i papagaio.
Tsso wesime PA-FA-GAT-O. Certo dia, eu estava bew
travauile wa wmivha drvere gquando, de repevte, ouvi um
grupe de pessoas se aproximando e falawde solre wim
bem baixivhoe. Elas falaram que en pertence a wna
familia de aves chamada Psittacidae.

Eun, assim como 05 outros papagais, os periduitos e
as araras, soios psitacideos pordue tewos pevas
coloridas, bico forte € carve, pés zigeddctiles (isto €,
temos dois dedos para frewte e dois dedos para tras) e

consequimos imitar varios sons. Legal né?

Wacho on fémea

Ewtdo, Vvocé deve estar se perguatado como €

possivel saber quewm é macho e quewm é fémeal

O sexo de varias aves, como o papagaio-de-peito-
roxo, pode ser idevtificado por weio de uma awndlise de
DNA, thamada “sexagem wolecular”. Com essa téwmica,
andlisa-se uma regido do DNA due tew diferengas de

tamanho ewtre machos e fémeas.

E sabe o due € muito legal? Tsso wdo cansa nenhum
problewma as aves. Precisa somewnte de uma peva de cada

avimal que pode ser retirada de sua asa.

/ pena
o AR
> : —
"/ Leia mais sobre esse PNA
&S assunto nas phginas 16 e 17 5

Eu sou muite conhecido como
papagaio-de-peito-roxo

Mas eu também tenho um
outrovome, sabia?

Amazona vinacea

(_7 Esse € men “vome

ciewtifico™!

Teuho pewas verdes wa wivha ssa e ew outras
partes do wen corpo, pevas azuis va wdca, penas
vermelas perte do meu bico e vas mivhas asas e penas
roxas wo weu peito. Por isse eu recebl o wewe de
papagaie-de-peite-roxel

A, e wdo € possivel diferenciar quew é macho e duem
é féwmea apenas olnande para wés. Tese pordue sowos
wilito  parecides. Os seres humanos wio censequem
distinguir nossos sexos pela aparéntia e, por isse, dizew

que wao apresentamoes dimorfismo sexual.

Tamanho

Eut, assim como outros wdividuos adultos da wivha
espécie, tenhno 35 om de comprimento. Tmagive due sou
um pouco maior due a régua dque provavelmewte Vocé

usa wa escola.

25¢cm 20cm
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" 3 8 =
Distribuigdo

N6s, papagaios-do-peito-roxo, vivemos em Vérios

estados do Brasil (do Sul da Bahia até o Rio Grande do

Sul), wa WMata Atantica que é um tipo de floresta
tropical.

Veja no mapa:

A drea original da
Wata Atlavtica estd
em amarelo, Bm verde,

vocg pode ver o due

sobrou dela
Mt Artineca Beaieen atualmente.
D A gt
B Ramanewcectes florestan

Sowos endémicos desse tipo de  floresta, o due
significa due vivemos sé6 wa Wata Atldwtica porque €
soimente all que conseguimos wos alimentar, adhar as

drvores para fazer vossos winhos e criar vossos filhotes.

Reprodugdo

Al Lewbrei de algo wuito nteressante para contar
para Vo€l Se um wacho de papagaio-de-peito-roxo
evcontrar uma fémea de papagaio-de-peito-roxo e rolar
aquela “quimica” ewtre eles, viverdo juitos para sempre!
Por isso, SoWios Uma espécie  movogamica e, assim,

conseguimos cuidar mellor dos wossos filhotes.

Depois que um casal
se forma, procura wm
local para fazer um
wivhe - geralmente, em

buraces de +roncos de

4rvores,

Al, 4 mamae papagaio fica chocando os ovihos por
25 dias. O papai papagaio € o responsavel em buscar

alimewtos para sua companheira duravte esse periodo.

Alimentacdo

E falando em comida.. Eu adoro variar a wivha
dieta. Gosto de comer frutas, flores, folhas e sementes,

especialmente os deliciozos pinhdesda drvere araucaria.

Ar AUCATIA
%
Filhotes
Quando termiva o periodo de mcubacdo dos ovos, o5
filhotivhos wascem e ficam wo wivho por GO dias
recebendo os cuidados de seus pais . Eles s6 se separam
dos pais apbs sete ou oito meses, duavdo se tornam
dependentes.
" E sabe de outra
. coisa? Cada papagaio-
- 5 de-peito-roxo pode
viver aproximadamente
30 avos!
10
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Ameacas

Bow, eu )4 falei muita coisa legal sobre a minha vida
e da wiha espécie. Was agora eu preciso contar algo que
wdo € bom. A minha espécie estd em perigo de extingdo.
Tsso siguifica due wbs podemos desaparecer da watureza

€M POULO TEMPO, SE AS PESSOAS WAL WoS Ajudarem.

A privcipal ameaca 4 wossa sobrevivéwcia € a
destruigdo do lngar oude wés vivewos, chamado de

habitat, por conta do desmatamento e das queimadas.

Lewbra que Vocg vin que
a floresta onde en viveo -
a Wata Atdwtica - esta

ficando cada vez wevor?

"

Conservagao

Was sabe de uma coisa? Apesar de tudo o que eu
contel sobre as ameagas, tem muita gente legal per af

evidande de wim, dos meus amiges e da meie ambiente.

Alguns colegas meus foram retirados ilegalmente da
watireza was, gragas a deviincias & Folicia Awbiental
oit ao Thama (Twstitute Brasileire do Weio Ambiente e
dos Recrses  Naturais Renovdveis), eles  foram
resqatades € levades a um Cewtre de Triagem de
Avimais Silvestres (CETAS).

Nos CETAS, os
avimails recelzem
cuidados para depois
serem introduzidos va
waturerza

o
CETAS

centro de triagem
de animais selvagens

13

Trafico de animais

Hé também wuitas pessoas due  capturam
papagaios para Vender ou colocar ew gaiolas. Acho isso
wuito triste, pois Varies papagaios worrem durante e
apbs a captura devido acs mauns tratos sofridos.

Eu jd ouvi dizer que pegar avimais va vatureza e

comercializa-los de forma ilegal € considerado crime. Tsso

€ thamado de trafico de animais!

A comercializacdo de
papagaios-de-peito
roxo € ilegal

12

Reabilitacdo

Quande um papagaio-de-peite-roxe é encamivhade
para um CETAS, ele realiza vérios exames clinicos e, se
for considerade sanddvel, vai passar por um processo de
redvilitagdo para voltar & watureza. Ou seja, ele vai
ser treivado a vear, buscar alimentes, fugir de

predadores e procurar abrigp,

Esse proecesse € redlizade desde 2010 pelo
Twstituto  Espago  Silvestre,  crganizagde  wio
aovernamental, que reiwtroduz os papanaios-de-peito-
rexe wo Parque Naciewal da Araucdrias em Sawta
Cotarina e assim contribul para a conservagéo da vossa
espécie e da biodiversidade.

o ElE
conhega

ESPA mais!
SILVESTRE
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Vocé pode vos ajudar!

Bon galerinhag, en adorei contar essa histéria para

vorés € espero que tenham gostado também.

Ah, lembre-se que vocé pode wos ajudar! Se vocé
seuber de caca o vewda ileaal de avimals, faga wma
dewivcia através da limha verde do TBAMA: 0B00 @1
BOB0. Aldm  disse, repassew  essas  nforwagses,
EoMVErsEm Lo seus amigos € sua familia, Vamos jurtes

construir um yundo mellnort

1%

Nas aves, as féweas téw um cromossomo sexinal
thamade de Z e outroe dhamade de wW. Os waches 8w

dois cromossomos sexuais do Hpo Z.

¢ "
xx fémea xx macho
zZ w z Z

Existe wm pedacvhe do TNA dque cowpbe os
crowossomes 2 e W o dos papagaiss-de-peito-rexs dque
apresenta uma diferenga de tamanlo e, assim, per weio
da “sexagem wolecular”, podewos distinguir fémeas e

waches,

Andlise de PNA mostravdo

diferevgas entre os sexos
Y = doi
- - - -
Vs femea As fémeas apresentam dois

AT — fraqmcn—ko@ de DNAde
diferentes +tamavhos € os
machos apresewtam apevas
um fragmento de PNA
1*

Para saber mais

Quande identificamos duais animais sdo waches e
duais séo fémeas, € possivel avaliar compertamentos
biolégicos especifices de cada sexo e parear corretamente
tasals parareprodugdo e cativeiro.

Assim, identificar corretawente o sexe das aves é
wmuite importante em  travalies de  conservagdo,
principalmente em espécies ameagadas de extingde, come
6 papagalo-de-peito-roxo.

Sabe o que determina a formagde de wadnes e
fémeas de espécies de aves, ncluinde o papagaio-de-
pelto-roxe? 05 thamades  Cromossomos — sexuals!

Cromessowos sdo meléculas de TNA super compactadas

DPNA CroMOSSOMo 6

Espero due tenha gostado!

E faga as atividades
propostas a seguir!

19
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Caga-palavras

TPapapdios-de-petto-roxo pertencemn do gritpo de aves connecidas
oo psitacidens, assim como a5 araras ¢ os periguttes. Os papanaios-
de-peito-rove dp encowtrados em varios estados do Zrasil (do Sul da
Bahia até o Rio Grande do Sul) ¢ <o endémicos da WMata Atantica,
Mo apresevtam dimorfisme sexual, ou <cia, wio € possivel idewtificar
wackios & Témeas por weie da visualizagdo de caracteristicas externas,
Sao considerados predominantemente monoadmices.

AX 1 XAPVANOLTLTECEBARS Qo0
LOLMEBEOQRTDTCTFMN I EMNSATEBATCP
L C X S 6 U 5 B A H I A& F ¢ L B L K L
ATROAVTXZHNHGIEKTZY I HU
A_l.—ividades Didé_{_iogs UTPNRUM®PAPS I TACIDES® OS
XWEKHAOEBOGTPZXCGCARETCECTC® GG QD
E X G R QTPEEBMNMGCATPHTFHWD
S 0 1 F A E D | C FW U L T S G J J E E
c Z P P O TN L E D E K T 1 F K K R D
MoLFORYVIJIOPROUIAXTDLLTHN
S MW D I E C T I S EPH S Y 5 Z ¢ Y A
1 B Y XY WXRYATODGDEAZXSG QUR
FVG SRQZETOQYUOTFGEPTCWI G
R NH A HMNIB V C X Z P I a 0o v E 0O 0O
0B JOGAGSSTDFGH IEKATITERFP I
M oA C I TN A LT AATAMTILGIHNT AR
I v K T R R P O 1 U TR EWOQY A Y 5 I
DcLIATU I OPASDG ECYVTMNEPIDEK
CF A AF P R 1 QU I TosREPFLUAL
Z X P R N O o Vv a Z F N M WE O | F P
19 20

Cruzadinha ala Labirinto

g Alnde o papagaio-de-peito-roxe chegar na Floresta das Arancdri

Vertical —

1. A principal ao papagaio-de-peito-roxe € a destruigdo de
sen habitat devido a aueimadas e desmatamento.

2. Os de papagaio-de-peito roxo sip cuidados pelos

pais durante setefoito meses.

3. pApAfAIcs, Araras e periguites pertencen ao grupe de aves
conhecidas covmo .

4 & o voime dado ao desaparecimento de espécies.

5. O3 papagaios-de-peito-roko séo considerados

Horizontal

. Medida de conservagdo adotada pelo Twstitute Espage Silvestre:

7. 1 Arvore ¢ principal fonte de alimento do
agaios-de-peite-roxe.

@, Essealiments é conhedido como
a.  Alguis papagaios sdo colecades em e vendidos

21 22

através do trafice de animais,
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Criptograma
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Respostas

24

Cruzadinha

Vertical

1. A privcipal AMEACA Ao pamt}aio—érz-pzif&-rom é a destruigds de sen
habitat devide a queimadas e desimataments.

2. O3 FILHOTES sdocuidades pelos pais durante setefoite meses.

Os papaggiss, araras e periguitss pertencem ap grupo de aves

covhecidas coms PSTTACTDEOS.

4. EXTTNCAO & ovome dads a6 desapareciments de espécies.

O3 papagaios-de-peito-roxo séo considerades MO NOGAMICOS.
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Horizontal

G, Medida de comservapde adotada pelo Tvstitute Espage Sivestre:
RETNTROTUCAC.

7. A drvore ARAUCART A € privcipal fonte de aliments do papagaios-de-
BEItE-raks.

& Esse aliments € conliecido coms PTHHAO.

a. Algus papagaios sdo colocados em GATOLAS e vendidos através do
trafico de avimais.
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Labirinto

2%

BEALTZACAO
Aaéncia de Divulgagde Clentifica e Comunicacdo (AqDC)
Tustituto de Biociéucias de Botucatu - TBB
Wiversidade Estadual Paulista - UNESP

Instituto de Bloclénclas

Agéncia de Divuigosao Cientitca @ Comunicog0o do 188 de Botugaty - Unesp
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