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Resumo 

A arara-azul-grande (Anodorhynchus hyacinthinus), maior psitacídeo do mundo, é uma 

espécie considerada em vulnerabilidade de extinção (IUCN) principalmente devido à perda de 

habitat e ao tráfico ilegal. Para estabelecer estratégias que visem a conservação da espécie 

considerar a composição genética de suas populações é muito importante. Comumente para o 

estudo da diversidade genética e estrutura genética populacional são utilizados marcadores 

moleculares que podem ser prospectados no genoma, dentre os quais destacam-se os locos 

microssatélites. Atualmente, entretanto, não há locos microssatélites polimórficos espécie-

específícos identificados em A. hyacinthinus. Esta espécie pode ser encontrada em três regiões 

possivelmente isoladas, o que evidencia a necessidade de medidas de manejo integradas para 

a preservação do pool gênico da espécie. Assim, os objetivos principais desse trabalho foram: 

(i) desenvolver primers para locos microssatélites em A. hyacinthinus, e (ii) analisar a 

diversidade e a estrutura genética populacional da espécie. Como resultado seis locos espécie-

específicos foram prospectados (AnH6, AnH10, AnH17, AnH33, AnH23 e AnH34), dos 

quais cinco mostraram-se polimórficos em A. hyacinthinus. Além disso, os seis pares de 

primers mostraram potencial aplicabilidade para estudos populacionais em outras sete 

espécies de psitacídeos neotropicais. Nas análises populacionais, A. hyacinthinus apresentou 

um baixo índice de variabilidade genética em comparação à reportada para outros psítacídeos. 

Esse resultado indica que a baixa variabilidade encontrada não deve ter relação com a 

utilização restrita de locos heterólogos em trabalhos anteriores, pois foram utilizados tanto 

locos espécie-específicos quanto locos heterólogos nas análises do presente estudo, sugerindo 

que esta é uma característica intrínseca da espécie. Além disso, considerando-se a análise de 

estruturação genética pelo agrupamento bayesiano dos dados de microssatélites, não foi 

encontrada estruturação genética entre subpopulações de quatro regiões [Pantanal norte (PN), 

Pantanal sul (PS), Pará (PA) e nordeste (NE)]. Em contrapartida, os índices de Rst indicaram a 

existência de alta diferenciação genética entre PN e NE, além de moderada diferenciação 

genética entre PN e PS e entre PA e NE, baixa diferenciação entre PA e PS e ausência de 

diferenciação entre PS e NE. Entretanto, os valores dos índices de Fst evidenciaram, 

diferentemente ao Rst, moderada diferenciação encontrada entre os grupos PS e NE, entre PA 

e PS, e a ausência de diferenciação entre PA e NE. Nesse sentido, os primers desenvolvidos 

no presente trabalho e os dados da composição genética das subpopulacões analisadas podem 

auxiliar na elaboração de programas de conservação e de planos de manejo para a arara-azul-

grande. 



 

 

Abstract 

Hyacinth  macaw (Anodorhynchus hyacinthinus), the largest parrot in the world, is considered 

vulnerable to extinction (IUCN) mainly due to habitat loss and illegal trade. To establish 

strategies for the conservation of the species must be regarded the genetic makeup of their 

populations. Commonly for the study of genetic diversity and population genetic structure are 

used molecular markers, highlighting specially the microsatellite loci, which in turn need to 

be isolated for population studies. However, currently there is no polymorphic microsatellite 

loci identified in A. hyacinthinus. Additionally, the species is distributed in three apparently 

isolated areas, thus requiring integrated management in order to preserve the gene pool of the 

species. Thus, the main objectives of this study were: (i) the development of primers for 

microsatellite loci in Anodorhyncus hyacinthinus, and (ii) the analysis of the diversity and 

population genetic structure of all areas of occurrence of the species. Six loci species-specific 

prospected were obtained (AnH6, AnH10, AnH17, AnH23, AnH33 and AnH34) and five of 

these primers proved to be polymorphic. In addition, these six pairs of primers showed 

potential applicability for population studies after they were tested in seven Neotropical parrot 

species. Regarding the population analyzes using both specific and heterologous loci, A. 

hyacinthinus presented a low level of genetic variability compared to other parrots, thereby 

indicating that the low variability found should not be related to the use of only heterologous 

loci in previous studies, suggesting that this is an intrinsic characteristic of this species. 

Moreover, considering in the analysis of genetic structure by Bayesian clustering of 

microsatellite data it could not be found genetic structure between subpopulations of four 

regions [North Pantanal (NP), South Pantanal (SP), Para (PA) and northeast (NE)]. In 

contrast, Rst indices indicated the existence of high differentiation between NP and NE and 

moderate genetic differentiation between NP and SP and between PA and NE and low 

differentiation between PA and SP, except for SP and NE. However, the values of Fst indexes 

evidenced (differently to Rst) moderate differentiation between the SP and NE groups and the 

PA and SP groups as well as none differentiation between the PA and NE groups. In that 

sense, the new primers for polimorphic microsatellite loci developed in the present work and 

the genetic screening of wild populations may help to support conservation programs and 

management plans for the Hyacinth macaw. 
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1. Introdução  

1.1. Biodiversidade 

Biodiversidade, de acordo com o Artigo 2 da Convenção sobre Diversidade Biológica 

(MMA, 2002), pode ser compreendida como a variabilidade de todos os organismos vivos, 

abrangendo os ecossistemas terrestres, marinhos, e outros ecossistemas aquáticos, incluindo 

seus complexos, bem como a diversidade dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas. 

Dessa maneira, o termo refere-se tanto à riqueza quanto à abundância relativa das diferentes 

categorias biológicas, incluindo a totalidade dos recursos bióticos, genéticos e de todos os 

seus componentes.  

Segundo Mora et al. (2011), estima-se a existência de 8,7 milhões de espécies 

eucarióticas em todo o mundo, sendo que cerca de 86% das espécies existentes na Terra ainda 

necessitam ser descritas, ou seja , somente aproximadamente 1,24 milhões de espécies de 

eucariotos foram catalogadas até o momento. Considerando-se todos os países, apenas 

dezessete concentram aproximadamente 70% da biodiversidade conhecida do planeta. Dentre 

esses países, classificados como megadiversos, o Brasil apresenta uma das maiores taxa de 

biodiversidade do planeta concentrando ao menos 9,5% do número total de espécies 

identificadas com uma estimativa em torno de 170 a 210 mil espécies. Quando somadas as 

espécies ainda não descritas o país possui uma potencial estimativa de 13,1% da média da 

biota mundial, o que corresponde a cerca de 1,8 milhões de espécies (Lewinsohn & Prado, 

2005). 

O Brasil possui sete biomas, o Pantanal, o Cerrado, a Caatinga, os Pampas, a Mata das 

Araucárias, a Floresta Tropical Atlântica e a maior floresta tropical úmida do mundo 

(Amazônia). Esta última é considerada a maior reserva da diversidade biológica mundial. 

Entretanto, os dois biomas mais ameaçados atualmente e considerados hotspots de 

biodiversidade são a Mata Atlântica e o Cerrado. A definição de hotspot consiste em uma área 

com ao menos 1.500 espécies endêmicas de plantas, e que tenha perdido mais de 3/4 de sua 

vegetação original (Primack & Rodrigues, 2002). Estas áreas são consideradas prioritárias 

para a conservação pois caracterizam-se por abrigar um número enorme da diversidade 

biológica com um alto índice de endemismo de espécies, e encontram-se nas regiões mais 

devastadas do planeta. Por isso, o fator endemismo é chave, uma vez que as espécies restritas 

a uma determinada área estão mais vulneráveis à extinção do que aquelas distribuídas em 

diferentes áreas (Mittermeier et al., 1999). Assim, estima-se que, em conjunto, todos os 34 

hotspots tropicais identificados mundialmente, abriguem cerca de 44% das espécies de 
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plantas, 28% das de aves, 30% das de mamíferos, 38% dos répteis e 54% dos anfíbios, 

embora ocupem uma área total que corresponde a apenas 1,4% da superfície terrestre 

(Mittermeier et al., 1999).  

  

1.2. Principais ameaças à Biodiversidade 

A extinção é um processo natural que ocorre em períodos de catástrofes ambientais, 

mudanças climáticas e alterações locais (introdução de animais exóticos, doenças, 

competição, etc.). A partir do século XVIII, na Primeira Revolução Industrial, a ciência 

ingressou em um constante processo de evolução, que desencadeou uma série de novas 

tecnologias que transformaram de forma rápida a vida do homem, sobretudo, no modo de 

produzir mercadorias. Com a crescente ocupação humana e o aumento no uso de 

combustíveis fósseis, os recursos naturais foram sendo utilizados de uma forma desordenada e 

o ambiente natural foi sendo progressivamente deteriorado. Dessa forma, do ano de 1600 até 

os dias atuais muitos organismos foram extintos na natureza.  

Desde o surgimento da vida na Terra foram constatados cinco grandes episódios de 

extinção em massa de espécies, causados quase sempre por eventos naturais cataclísmicos, 

mas o nível de extinção provocada pelas atividades humanas atingiu um patamar que chega a 

superar a taxa natural de extinção das espécies. Calcula-se que uma média entre 100 e 1.000 

espécies são extintas por século, sendo que a taxa de extinção de aves e mamíferos atualmente 

é de aproximadamente 10.000 espécies por século, superando em 100 a 1.000 vezes a taxa 

natural de extinção (Townsend et al., 2009). Com isso, as atividades humanas estão 

provocando um nível de extinções tão elevado que uma sexta grande extinção global está bem 

encaminhada (Pimm et al., 1997).  

A principal causa da extinção de espécies é a destruição de seus habitat naturais pela 

ação antrópica (Primack & Rodrigues, 2002). Nesse contexto, os habitat tem sido afetados de 

três modos principais: (i) pelo desmatamento, provocado pelo desenvolvimento urbano ou 

industrial e para a produção de alimentos (agronegócio e pecuária) ou para outros fins como a 

exploração de madeira, (ii) pela degradação dos habitat através da poluição (lixo e poluentes 

atmosféricos) e (iii) pela perturbação direta através das mais variadas atividades humanas, 

como por exemplo o tráfico de animais.  

Em relação ao desmatamento, as taxas atuais nos trópicos são de cerca de 1% ou mais 

por ano, e como consequência, mais da metade dos habitat dos animais silvestres foram 

destruídos na maioria dos países tropicais (Townsend et al., 2009). Além disso, os habitat 
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remanescentes disponíveis para as espécies ficaram mais fragmentados do que em épocas 

geológicas anteriores (fragmentação dos habitat). Esse processo pode contribuir para a 

extinção local de espécies, pois resulta na divisão da população original em uma 

metapopulação de subpopulações semi-isoladas (Townsend et al., 2009). Dessa maneira, esse 

processo, caso persista, pode culminar na diminuição do tamanho médio dos fragmentos, no 

aumento da distância entre os fragmentos e no chamado "efeito de borda" (Burgman et al., 

1993) que podem levar a um empobrecimento na qualidade dos habitat. Nas bordas dos 

fragmentos (efeito de borda) os impactos da fragmentação sobre a diversidade das espécies 

são mais acentuados, pois as espécies que habitam o interior dos fragmentos encontram nas 

bordas habitat desfavoráveis para sobreviverem. Em contrapartida, espécies especialistas de 

bordas encontram habitat com condições mais favoráveis nessas regiões (Stouffer & 

Bierregaard 1995b, Brown & Hutchings 1997). 

Do mesmo modo, a poluição pode afetar a biodiversidade de várias maneiras, desde a 

mudança climática local através dos gases poluentes emitidos por indústrias e automóveis até 

fenômenos como a chuva ácida que impacta direta e indiretamente a sobrevivência de várias 

espécies assim como o uso indiscriminado e continuado de pesticidas (Townsend et al., 2009). 

Em contrapartida, a perturbação dos habitat, embora muito menos grave que os fatores 

anteriores, pode afetar algumas espécies que são sensíveis ao simples contato provocado por 

atividades humanas como a recreação, o ecoturismo e a pesquisa em ambientes naturais 

(Townsend et al., 2009). 

Além da perda de habitat, o tráfico ilegal de animais silvestres, por retirar animais da 

natureza, é uma das principais ameaças às espécies que possuem algum grau de ameaça de 

extinção. Essa modalidade de tráfico só é superada em movimentação de dinheiro pelo tráfico 

de drogas e o tráfico de armas (Giovanini, 2000).  

O comércio ilegal de plantas, animais e seus subprodutos é considerado um comércio 

negro global e com crescente mercado, e conforme a Interpol, chega a movimentar mais de 

U$ 20 bilhões por ano. No Brasil, estima-se que sejam retiradas anualmente cerca de 38 

milhões de espécimes de animais pertencentes à biodiversidade brasileira (RENCTAS, 2001). 

Adicionalmente, algumas redes criminosas organizadas internacionais têm sido associadas ao 

tráfico de animais selvagens utilizando-se das rotas de contrabando de drogas para transportar 

ilegalmente animais selvagens através de fronteiras internacionais (Warchol, 2004). No 

Brasil, tem-se a estimativa de que pelo menos 40% de todos os embarques de drogas ilegais 

estejam associados ao tráfico de vida selvagem (Faiola, 2001). Além disso, o país encontra-se 
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em uma situação de risco nesse quesito, levando-se em consideração que, no ano de 2001, se 

encontrou no terceiro lugar entre os países com maior número de animais envolvidos no 

tráfico ilegal (Webb, 2001). Em consequência disso, o comércio de animais silvestres ilegal 

atrai os criminosos pois é tão ou mais rentável do que o tráfico de drogas ou de armas. Em 

contrapartida, nessa modalidade de crime a taxa de apreensão é menor e as penas aplicadas ao 

infrator são usualmente muito mais brandas para crimes de tráfico de animais selvagens 

quando comparado ao tráfico de drogas ou de armas (Alacs et al., 2009). Segundo a IUCN 

(2004) o tráfico de animais silvestres tem incidência estimada de 33% sobre mamíferos, 30% 

sobre aves e 6% sobre anfíbios que possuem algum grau de ameaça de extinção. Ao mesmo 

tempo, o tráfico atua como facilitador na introdução de espécies exóticas que podem levar 

doenças às espécies nativas (Smith et al., 2006) ou podem ocasionalmente tornar-se espécies 

invasoras (Weigle et al., 2005). 

Além desses motivos, a introdução de espécies invasoras mediadas pelo homem 

podem ocorrer acidentalmente através do transporte através de navios, aviões, entre outros ou 

intencionalmente com a finalidade de controlar pragas, servir de alimento, produzir novos 

produtos agrícolas ou criar novas oportunidades recreativas (Townsend et al., 2009). Nesse 

sentido, a introdução de espécies exóticas é um dos grandes problemas que pode afetar 

diretamente a biodiversidade local, pois por não possuírem predadores naturais, podem 

expandir em número gradativamente. Caso se adaptem ao novo ambiente, essas espécies 

exóticas podem levar a um declínio das populações naturais por ameaçarem as espécies 

locais, muitas vezes endêmicas, ao obterem vantagem na competição pelos mesmos recursos 

(território, abrigo e alimentos). Dessa maneira, atualmente a invasão de espécies exóticas é a 

segunda maior causa de perda de biodiversidade em escala global, ficando somente atrás da 

destruição dos habitat (Pimentel et al., 2001).  

 

1.3. Genética aplicada à conservação biológica 

Com a finalidade de minimizar o impacto dessas ameaças é fundamental conhecer a 

biodiversidade de espécies e todas as interações entre elas. A Biologia da Conservação surgiu 

para tentar compreender os impactos da atividade antrópica sobre as espécies, as comunidades 

e os ecossistemas bem como criar formas práticas para previnir extinções e para tentar a 

reintegração das espécies ameaçadas ao seu ecossistema funcional (Primack & Rodrigues, 

2002). O estandarte principal da Biologia da Conservação é o estudo da diversidade biológica 

que pode ser compreendida em três níveis: espécies, variação genética e ecossistemas 
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(Primack & Rodrigues, 2002). Assim, a diversidade de espécies animais e vegetais por si só já 

merece ser conservada, dada sua importância para a alimentação e para a descoberta de novos 

medicamentos e, por extensão, para a manutenção da vida humana. Dentre os fatores que 

propiciam a diversidade dos organismos destaca-se a diversidade genética, sendo fundamental 

para proporcionar uma maior adaptação a um meio ambiente que sofre alterações constantes e 

para garantir o sucesso reprodutivo de espécies em longo prazo. Adicionalmente, a maioria 

das populações são impactadas por fatores genéticos antes de serem extintas (Spielman et al., 

2004; Frankham, 2005). 

Nesse contexto, a área de Genética da Conservação surgiu há cerca de 20 anos e tem 

sido fundamental para o estabelecimento de programas de conservação (Primack & 

Rodrigues, 2002). Essa área de estudo alia teoria e técnicas da genética buscando reduzir os 

riscos de extinção, sobretudo em espécies ameaçadas (Frankham et al., 2002). Os dados 

genéticos, quando combinados com estudos ecológicos, comportamentais e demográficos 

podem ajudar a melhorar o conhecimento sobre a biologia de espécies ameaçadas, de tal 

modo que devem ser usados para dar suporte a outras áreas do conhecimento (Sherwin et al., 

2000). Nesse sentido, podem ser utilizados diretamente em diversas práticas de conservação, 

como para auxiliar programas de reprodução in situ e ex situ. A conservação ex situ pode ser 

utilizada para promover reservas demográficas ou genéticas, para incrementar populações 

naturais já existentes ou para estabelecer novas populações ou ainda para providenciar um 

refúgio para espécies que não possuem condições imediatas de sobrevivência na natureza 

(Townsend et al., 2009). A conservação in situ consiste em conservar a espécie no seu habitat 

específico, tentando diminuir os impactos antrópicos (Primack & Rodrigues, 2002). Além 

disso, existem ferramentas da genética molecular, como os marcadores moleculares, que 

possibilitam várias estratégias de estudo como: estimar a diversidade genética e possíveis 

diferenças entre populações, verificar a ocorrência de estruturação genética entre populações 

de uma mesma espécie, identificar espécies crípticas, identificar o sexo de espécies que não 

apresentam dimorfismo sexual aparente, traçar a filogenia molecular ou a filogeografia de um 

grupo específico de organismos, identificar unidades evolutivamente significativas e unidades 

de manejo e ainda identificar a origem geográfica de um indivíduo, dando suporte ao controle 

do tráfico ilegal de animais, plantas e de outros organismos (Miyaki, 2001; Solé-Cava, 2001; 

Presti, 2006; 2011; Gusmão et al., 2006; Tavares et al., 2006).  
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1.4. Aves  

O Brasil é considerado um dos países mais ricos em espécies de aves no mundo, ao 

lado de Colômbia e Peru, com uma estimativa de 1.901 espécies (CBRO, 2014). Isso equivale 

à aproximadamente 57% das espécies de aves registradas em toda América do Sul, das quais 

mais de 10% são endêmicas do Brasil (Sick, 1997). Apesar disso, as intervenções humanas 

afetaram muitas espécies de aves que habitam os ecossistemas naturais brasileiros. Dessa 

forma, algumas espécies beneficiaram-se com as alterações dos seus habitat e conseguiram 

expandir suas populações a outras localidades antropizadas, como o bem-te-vi (Pitangus 

sulphuratus), enquanto outras até foram extintas da natureza como o mutum-do-nordeste 

(Mitu mitu) e a ararinha-azul (Cyanopsitta spixii). Nesse contexto, considerando-se a região 

neotropical, o Brasil é o país que apresenta o maior número de espécies de aves ameaçadas 

(Collar et  al., 1997) sendo que os biomas com o maior número de espécies de aves e os 

maiores níveis de endemismo são a Amazônia (1.300 espécies e 20% de taxa de endemismo) 

(Mittermeier et al., 2003) e a Mata Atlântica (1.020 espécies e 18% de taxa de endemismo) 

(MMA, 2000) seguido pelo Cerrado (837 espécies e 4,3% de taxa de endemismo) (Silva & 

Bates, 2002). A caatinga vem logo depois com 510 espécies de aves e 2,9% de taxa de 

endemismo (Silva et al., 2003) e os Campos sulinos com 476 espécies e taxa de endemismo 

de 0,4% (MMA, 2000). Além disso, o Pantanal  possui 463 espécies de aves, mas nenhuma 

espécie é considerada endêmica (Tubelis & Tomas, 2003) e aproximadamente 130 espécies de 

famílias tipicamente marinhas encontram-se nos ambientes costeiro e marinho, mas nenhuma 

delas são endêmicas do Brasil (Sick, 1997). Adicionalmente, 92% das aves brasileiras são 

consideradas espécies residentes, enquanto que apenas 8% são migrantes (Sick, 1997).  

 

1.5. Os Psittacidae 

Dentre as aves existentes destaca-se a Ordem Psittaciformes que compreendem 

aproximadamente 360 espécies distribuídas em 92 gêneros. Seus representantes mais 

conhecidos são as araras, papagaios, periquitos, maritacas, tiribas, cacatuas, calopsitas, entre 

outros (Sick, 1997; Collar, 1997; Rowley, 1997). A principal sinapomorfia compartilhada 

pelos táxons pertencentes a essa Ordem é a forma do bico, onde a maxila superior é curva e 

envolve a maxila inferior (Sibley e Alquist, 1990). 

Os Psittaciformes encontram-se distribuídos praticamente por todo o globo com 

concentração das espécies nas zonas tropicais. Provavelmente, a partir desse centro de origem, 

as espécies se irradiaram até as áreas subtropicais e frias como a Patagônia (Sick, 1997). 
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Morfologicamente, suas características gerais são: cabeça larga e robusta com uma 

musculatura mandibular e lingual muito desenvolvida, bico alto e recurvado e maxila bem 

móvel, tornando-os especialistas para quebrar e descascar sementes. Além disso, possuem um 

tarso muito curto com o quarto dedo (dedo externo) deslocado para trás junto ao "hálux" (pé 

zigodáctilo) que auxilia na escalada de superfícies e na manipulação dos alimentos. Possuem 

uma visão apurada com duas fóveas para focalizar imagem na retina. Adicionalmente, 

possuem plumagens com cores exuberantes e, no geral, apresentam ausência de dimorfismo 

sexual aparente (Sick, 1997).  

A Ordem Psittaciformes é constituída por três famílias (Psittacidae, Strigopidae e 

Cacatuidae). Em nível taxonômico a família Cacatuidae atualmente abrange 21 espécies e 

caracteriza-se principalmente por possuir uma crista móvel e tamanho superior à maioria dos 

Strigopidae e Psittacidae. Além disso, as espécies estão restritas à região da Australásia 

(exceto a Nova Zelândia), estendendo-se desde as Filipinas e o leste da Indonésia até a Nova 

Guiné (White et al., 2011). Já a família Strigopidae é endêmica da Nova Zelândia constituída 

por três gêneros Nestor, Strigops e o fóssil Nelepsittacus (Christidis & Boles, 2008). 

Entretanto, com base em estudos filogenéticos recentes a família Psittacidae não é 

monofilética, mas pode ser considerada um grupo irmão dos gêneros Strigops e Nestor 

exclusivos da Nova Zelândia (Barrowclough et al., 2004).  

  Dentre os Psittacidae destacam-se as diversas espécies de araras, seus maiores 

representantes. As araras pertencem aos gêneros Ara e Anodorhynchus (Sick, 1997). O gênero 

Ara, compreende atualmente oito espécies (Collar, 1997; Oliveira-Marques, 2006) e 

Anodorhynchus três: A. glaucus (criticamente em perigo), apesar de ser considerada extinta 

por muitos pesquisadores por não ser avistada na natureza há mais de 60 anos e ainda por não 

ser mais encontrado exemplares em cativeiro, A. leari (ameaçada de extinção) e A. 

hyacinthinus (vulnerável à extinção) (IUCN, 2014). Estudos filogenéticos utilizando 

sequências nucleares e mitocondriais mostram que as araras provavelmente não formam um 

grupo monofilético (Tavares et al., 2006), uma vez que o gênero Ara é mais próximo 

filogeneticamente ao gênero que inclui a espécie Nandayus nenday (periquito-de-cabeça-

preta) do que em relação ao gênero Anodorhynchus. 

O Brasil apresenta representantes somente da família Psittacidae com uma estimativa 

de 86 espécies distribuídas em 26 gêneros (CBRO, 2014), o que torna o país o mais rico do 

planeta em número de espécies pertencentes a essa família. Essa riqueza de espécies ratifica a 
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denominação dada ao Brasil pelos portugueses, à época do seu descobrimento, de "Terra dos 

Papagaios" (Sick, 1997).  

Entretanto, em termos populacionais os Psittacidae são um dos grupos que possuem o 

maior número de espécies ameaçadas de extinção (BirdLife International, 2000). A principal 

ameaça às espécies do grupo é a perda de habitat, embora haja outros fatores que influenciam 

decisivamente na redução populacional das espécies, tais como o tráfico ilegal de indivíduos, 

a introdução de espécies competidoras ou exóticas, a endogamia e o desmatamento das 

árvores utilizadas para nidificação (Juniper & Parr, 1998; Presti, 2011).  

Com base neste cenário, tornam-se prioritários estudos que contribuam para o 

desenvolvimento de estratégias visando à conservação desse grupo de aves e sua 

sobrevivência em longo prazo. 

 

1.6. A arara-azul grande 

A arara-azul-grande (Anodorhynchus hyacinthinus) é considerada o maior 

representante da família Psittacidae, alcança até um metro de comprimento da ponta do bico à 

ponta da cauda e não apresenta dimorfismo sexual aparente (Sick, 1997; Guedes 1993). Além 

disso, os indivíduos podem ser considerados sedentários, isto é, permanecem no mesmo local 

praticamente o ano inteiro e não fazem grandes migrações. São aves com características 

muitos conspícuas, sendo conhecidas por serem curiosas, vocalizarem bastante e 

apresentarem uma rara beleza, devido a sua cor azul cobalto e seu porte (Figura 1), além de 

serem altamente sociais, vivendo em família, grupos ou bandos (Guedes, 1993).  

Com relação à estratégia reprodutiva, o sistema de acasalamento de A. hyacinthinus é 

predominantemente do tipo monogâmico social, tendo em vista que o acasalamento extra-par 

já tenha sido relatado na espécie e a confecção dos ninhos é um aspecto fundamental (Guedes, 

1993; Presti, 2011). Nesse contexto, a arara-azul-grande não é capaz de iniciar uma cavidade 

para estabelecer um ninho, porém com a utilização do bico pode aumentá-la rapidamente, a 

partir de pequenas cavidades, geralmente iniciadas por espécies de pica-paus ou pela a quebra 

de um galho que expõe o cerne da árvore ou até mesmo iniciadas pela ação de fungos e 

cupins. Dessa maneira, podem ser denominadas "engenheiras ambientais", pois possuem a 

capacidade de confeccionar o seu próprio ninho, e por esta razão, podem auxiliar 

indiretamente 17 espécies que também utilizam as cavidades construídas pela arara-azul- 

grande para se reproduzir (Guedes, 1993). A maioria dos ninhos no Pantanal e no Pará são 

encontrados em apenas um gênero de árvore (Sterculia) e as espécies são Sterculia apetala 
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(manduvi) e Sterculia pruriens (axixá) respectivamente (Guedes, 1993; Pinho & Nogueira, 

2003; Presti et al., 2009). Na região nordeste nidifica em paredões rochosos (Collar, 1997). A 

sazonalidade reprodutiva dos casais pode ser anual ou bianual (Guedes, 1993). No Pantanal, 

as fêmeas das araras-azuis-grandes podem colocar de 1 a 3 ovos (em média dois ovos), mas 

quase sempre só um dos filhotes consegue sobreviver, uma vez que a postura dos ovos é 

assincrônica, levando a uma alta taxa de eclosão dos ovos, mas em contrapartida ocasiona 

uma alta mortalidade dos filhotes (Guedes et al., 2000). Os filhotes são altriciais e 

permanecem nos ninhos sob cuidados parentais por volta de 107 dias (Guedes, 1993). A taxa 

de mortalidade é maior em recém-nascidos e diminui em conformidade com o crescimento 

dos filhotes. Assim, durante todo o período de crescimento são vulneráveis à predação 

(baratas, formigas carnívoras, tucano, gaviõs, corujas, felinos, entre outros) e ao parasitismo 

(sarna, piolho, ácaros, entre outros) (Guedes et al., 2000). Depois de alçar voo os jovens ainda 

dependem dos cuidados parentais para conseguirem se alimentar até a separação definitiva 

dos pais que varia de 12 a 18 meses (Guedes, 1993). Adicionalmente, o nascimento de 

machos e fêmeas na natureza tem ocorrido próximo à proporção de 1:1 (Miyaki et al., 1999).  

No Brasil, estima-se a existência de 6.500 indivíduos em vida livre (Anon, 2004) 

distribuídos em três regiões: no Pará (leste da região amazônica e oeste de Altamira), no 

nordeste do país (região de convergência entre Tocantins, Piauí, Maranhão e Bahia) e no 

Pantanal (Mato Grosso do Sul e Mato Grosso), região na qual se encontra a maioria dos 

indivíduos (Collar, 1997; Guedes et al., 2008). Recentemente também foram constatados 

registros de indivíduos da espécie no noroeste de Minas Gerais e no nordeste de Goiás. 

(Birdlife International, 2013) (Figura 2). 

No que tange à alimentação, a arara-azul-grande pode ser considerada uma espécie 

especialista, uma vez que a sua dieta se baseia quase que exclusivamente em frutos de 

palmeiras. Dessa forma, no Pantanal Matogrossense, a espécie consume o fruto de duas 

palmeiras: a bocaiúva (Acrocomia totai) e o acuri (Schelea phaleata). Na região de encontro 

do Piauí, de Tocantins, do Maranhão e da Bahia, a espécie se alimenta do endosperma e do 

mesocarpo da piaçava (Atalea funifera) e do catolé (Syagrus cearensis). Já na região de 

Carajás e Altamira, o que se sabe até o momento é que a espécie se alimenta de inajá 

(Maximiliana regia), de babaçu (Orbignya phalerata), de tucum (Astocarym sp), de gueroba 

(Syagrus oleracea), de poucos frutos de acuri ou bacuri (Scheelea phalerata) e de macaúba ou 

bocaiúva (Acrocomia aculeata) (Munn et al., 1989; Guedes, 1993; Presti et al., 2009).  
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Figura 1. Anodorhynchus hyacinthinus, a maior espécie de arara do mundo pousada sobre a abertura de um 

provável ninho localizado na região do mosaico de Carajás no Pará. Fotos: João Marcos Rosa 

 

Figura 2. Mapa da distribuição de Anodorhynchus hyacinthinus. As regiões de cor cinza indicam os registros 

recentes de avistamento de indivíduos da espécie (adaptado Birdlife International, 2013). 
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Em virtude de apresentar esse conjunto de características biológicas intrínsecas 

supracitadas, A. hyacinthinus é naturalmente mais susceptível à mudanças do seu habitat, 

principalmente no que diz respeito à alteração de suas áreas de alimentação e dos seus sítios 

reprodutivos. De acordo com a BirdLife International (2014), a espécie é considerada 

ameaçada e está inclusa na categoria "vulnerável à extinção". Além disso, considerando-se as 

três regiões de ocorrência da espécie, somente no Pantanal há um programa, denominado 

Projeto Arara Azul, que prima pelo monitoramento da espécie a longo prazo,. Dessa maneira, 

quase tudo o que se sabe sobre a espécie foi estudado nessa região (Guedes, 2004), enquanto 

as demais áreas permanecem com pouca informação disponível. 

 

1.7. Caracterização da área de estudo: o mosaico de Carajás  

Embora no presente estudo tenham sido consideradas todas as regiões de ocorrência da 

espécie, uma ênfase maior foi dada à região do Pará em relação às demais por estar sob 

intensa pressão antrópica e pelo pouco conhecimento biológico disponível até o presente 

momento, especialmente no diz respeito a composição genética dessa subpopulação. Além 

disso, como a coleta das amostras ocorreu no mosaico de Carajás segue adiante uma descrição 

detalhada dessa área de estudo. 

Na região de Carajás, no estado do Pará, encontra-se o mosaico de florestas de Carajás 

que tem como principal cobertura florestal a “Floresta Ombrófila Densa Aberta” com 

variações locais, principalmente relacionadas a variações de relevo (Cavalcanti, 1986). Nessa 

região existe ainda uma peculiar cobertura vegetal: as áreas de canga, com fisionomias de 

savanas (Secco & Mesquita, 1983) também denominada “Savana Metalófila”, “Campo 

rupestre" ou simplesmente "Vegetação de canga". Estão localizadas no alto da serra formando 

ilhas, entre as altitudes de 600 e 750 m e as áreas de mata são interrompidas por clareiras 

naturais onde há afloramento rochoso de ferro. Situado na mesma altitude dos platôs, a 

Savana Metalófila apresenta um regime térmico diferente. Durante o dia, a superfície recebe 

diretamente a incidência da radiação solar e a temperatura torna-se mais quente do que sobre a 

floresta. Durante a noite, a situação se inverte, pelo resfriamento mais rápido fazendo com que 

a temperatura destas áreas seja mais baixa na madrugada.  

A Serra dos Carajás apresenta um clima tropical chuvoso tipo "Awi" (classificação de 

Köppen) com seca de inverno e forte período de estiagem coincidindo com o inverno do 

hemisfério sul e as precipitações flutuam entre 2.000 e 2.400 mm anuais. A temperatura 

média anual está em torno de 23ºC a 25ºC. O período mais quente do ano está no terceiro 
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trimestre (julho a setembro). O mês mais frio é fevereiro. A umidade relativa média está em 

torno de 80 %. O mês com menor precipitação é agosto.  

 

1.7.1. FLONAS (Florestas Nacionais) no mosaico de Carajás 

De acordo com o ICMBio (Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade) a área de vegetação nativa contínua encontrada na região compreende um 

conjunto de terras reconhecidas por lei como áreas protegidas de diferentes categorias de 

Unidades de Conservação (UCs), denominado mosaico de Carajás. Este está representado 

pelas seguintes UCs: FLONAs de Carajás, Tapirapé-Aquiri e Itacaiúnas, Reserva Biológica 

(REBIO) de Tapirapé e Área de Proteção Ambiental (APA) do Igarapé Gelado. Adjunto a este 

conjunto de UCs encontra-se a terra Indígena Xikrin do Cateté (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Mapa mostrando as Unidades de Conservação do Mosaico de Carajás (ICMBio, adaptada). 

Floresta Nacional é uma área com cobertura florestal de espécies predominantemente 

nativas e tem como objetivo básico o uso múltiplo sustentável dos recursos florestais e a 

pesquisa científica, com ênfase em método para exploração sustentável de florestas nativas de 

acordo com a Lei Federal nº 9.985, de 18/07/2000.  
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Com base nesse cenário, no sudeste do Pará, a arara-azul-grande pode ser encontrada 

nessas áreas que são protegidas, sobretudo ao longo do rio Itacaiúnas que é limítrofe entre a 

FLONA Tapirapé-Aquiri e a FLONA Carajás, bem como em áreas bastante modificadas pela 

atividade antrópica como a FLONA Itacaiúnas. 

 

1.7.2. Canaã dos Carajás 

No entorno da Serra Sul na FLONA Carajás encontra-se o município de Canaã dos 

Carajás que nasceu a partir de um assentamento agrícola e sua economia se baseia na cultura 

do arroz, milho e feijão. Porém, sua população estimada em 31.062 habitantes (IBGE, 2013) 

usufrui da pecuária como o seu principal sustento e, portanto, praticamente toda a área do 

município foi desmatada dando lugar a plantações agrícolas e pastos (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Ninho da arara-azul-grande em Sterculia pruriens (axixá) encontrado dentro de uma propriedade rural 

em Canaã dos Carajás. Foto: Mayla Barbirato 
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Nesse município também encontram-se áreas particulares pertencentes à empresa 

VALE S.A., nas quais está sendo implantado o Projeto Ferro Carajás S11D. Esse é um projeto 

que visa implantar um complexo minerário na região da Serra dos Carajás, na subdivisão 

denominada Serra Sul, para exploração do minério de ferro do bloco D do corpo geológico 

S11 (S de Sul). Suas instalações estão situadas na área do município de Canaã dos Carajás no 

Pará e outra parte está situada em território da FLONA Carajás (VALE, 2012). Por essa razão, 

são necessários estudos que visem aliar o desenvolvimento econômico com medidas de 

conservação para essa região. Dentro desse contexto está inserida a arara-azul-grande que 

ocupa uma área que coincide com áreas desmatadas para pastagem e com cercanias das 

instalações do S11D. Assim, torna-se necessária a execução de pesquisas e monitoramento 

para demarcação de áreas prioritárias para a conservação da espécie nessa região. 

 

1.8. Marcadores microssatélites  

Marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer fenótipo 

molecular proveniente de um gene expresso ou de um segmento específico de DNA 

correspondente a regiões codificantes ou não codificantes do genoma (Ferreira & 

Grattapaglia, 1998). Existem muitos tipos de marcadores moleculares que são utilizados de 

acordo com os objetivos de uma pesquisa. Um exemplo é a técnica de RAPD, onde um único 

primer que possui uma sequência arbitrária é utilizado para delimitar a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e amplificar regiões desconhecidas no genoma da espécie em estudo. 

Entretanto, para estudos que visam amplificar regiões mais específicas do DNA são utilizados 

pares de primers mais específicos como os marcadores mitocondriais, SNPs e microssatélites. 

Os marcadores em questão são baseados em polimorfismos nas regiões amplificadas que 

contêm as sequências do DNA. Por outro lado, os marcadores como o DNA mitocondrial que 

apresentam herança materna, e portanto, não possuem padrão mendeliano são utilizados 

principalmente para a elucidação de relações filogenéticas e da origem geográfica de uma 

espécie, estimação de tempo de expansão populacional e de distâncias genéticas, avaliação 

dos efeitos de dispersão preferencial sexo-específica em relações populacionais e 

discriminação de subpopulações (Avise, 1995; 2000; Harpending & Rogers, 2000, Eriksson et 

al., 2006). Em contrapartida, marcadores nucleares como os SNPs e os microssatélites são 

utilizados principalmente em estudos que visam determinar a composição alélica de uma 

população, permitindo a identificação de indivíduos e para testes de parternidade. 
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Adicionalmente, podem ser utilizados para estimar distâncias genéticas e discriminação de 

subpopulações (Garrigan & Hammer, 2006). 

Os microssatélites são compostos por unidades de sequências de 1 a 6 pb repetidas em 

tandem (Tautz, 1989) e estão presentes tanto nas regiões codificantes quanto nas não-

codificantes do genoma (Zane et al., 2002). Essas regiões genômicas são conhecidas por 

apresentarem na maioria das vezes o maior conteúdo de informação de polimorfismo dentre 

todos os marcadores moleculares (O’Reilly & Wright, 1995). Isso em função das altas taxas 

de mutação encontradas nos locos microssatélites em relação a outras partes do genoma, que 

variam de 10-2 a 10-6 por geração (Dallas, 1992; Dib et al., 1996; Sia et al., 2000; Weber & 

Wong, 1993).  

Adicionalmente, esse tipo de marcador possui diversas características intrínsecas que 

facilitam a sua utilização, tais como pequeno tamanho total (100 pb), permitindo sua 

amplificação via PCR e apresentam um único loco padrão com herança co-dominante, o que 

permite a comparação de populações com base nas suas frequências alélicas (Bruford et al., 

1996). Além disso, são também váriáveis quanto ao número de repetições de suas sequências 

(Variable Number of Tandem Repeats - VNTRs).  

Os microssatélites não são regularmente distribuídos no genoma e uma variação de sua 

distribuição ocorre dependendo do táxon analisado (Chambers & MacAvoi, 2000). De forma 

geral, estes são encontrados principalmente nas regiões não-codificantes do genoma, enquanto 

que nas regiões codificantes sua presença é relativamente rara (Li et al., 2002). Nesse sentido, 

nas regiões não-codificantes do genoma as sequências de microssatélites são abundantes e 

observa-se normalmente a ausência de pressão seletiva, sendo considerados marcadores 

genéticos neutros. Em contrapartida, nas regiões codificantes do genoma as sequências de 

microssatélites são relativamente escassas e observa-se a presença de pressão seletiva, sendo 

considerados marcadores genéticos funcionais, e por esta razão mutações nas sequências 

repetitivas dessas regiões comumente estão associadas às doenças (Li et al., 2004). Isso pode 

ser atribuído à forte seleção negativa contra mutações de frameshif nas regiões codificantes 

(Metzgar et al., 2000). Apesar disso, ao considerar regiões reguladoras do genoma, sobretudo 

nas regiões 5’UTRs e 3’ UTRs, os microssatélites são mais abundantes do que em relação a 

outras regiões genômicas nas plantas e bactérias (Li et al., 2004).  

Para tentar explicar a presença de repetições microssatélites nos genomas de todos os 

eucariotos foram propostos vários modelos. O modelo que melhor explica a maioria das 

mutações que acontece nos locos microssatélites é o Stepwise Mutation Model (SMM) (Ohta 
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e Kimura, 1973), em que o mecanismo de mutação de um alelo se resume na perda ou no 

ganho de apenas uma unidade de repetição. Outro modelo, o Two phase mutation model 

(TPM) (Di Rienzo et al., 1994), incorpora o processo mutacional que ocorre no SMM, embora 

também considera a ocorrência de mutações de uma magnitude maior. Nesse modelo, uma 

vez que a mutação ocorreu têm-se uma probabilidade p de ser uma mutação considerada de 

uma única etapa, e uma probabilidade de 1-p de ser uma mutação considerada multi-passo 

(apresenta vários passos). Adicionalmente, têm-se o modelo de alelos infinitos (Kimura & 

Crow, 1964) que considera um cenário extremo que as mutações pode proporcionar infinitas 

possibilidades de estados alélicos para um determinado loco. Entretanto, um novo estado 

alélico inexistente na população é considerado para cada novo alelo mutante que possa 

aparecer.  

As principais aplicações desse tipo de marcador são estudos forenses, em estrutura 

genética de populações e em conservação e/ou gestão de recursos biológicos, análises de 

paternidade e construção de mapas genéticos (Jarne & Lagoda, 1996). Nesse contexto, 

conhecer a diversidade genética torna-se importante para garantir a preservação de uma 

espécie, principalmente em populações que se encontram dispersas e/ou fragmentadas 

(Primack & Rodrigues, 2002). Entretanto, para organismos que apresentam uma frequência 

muito baixa de microssatélites no genoma, como as aves ou as plantas (Primmer et al., 1997; 

Zane, 2002) torna-se necessário  um grande número de locos microssatélites, principalmente 

em estudos para avaliar as distâncias genéticas entre as populações (Parker et al., 1998; 

Cooper et al., 1999). Portanto, a utilização desses marcadores é bastante informativa para 

genotipagem de indivíduos de uma população e para a caracterização da sua diversidade, 

embora sejam marcadores neutros e, portanto, não podem ser utilizados para inferir as 

pressões por seleção natural que atuam diretamente sobre as populações. 

Em contrapartida, a principal limitação desse marcador é o fato de que precisam ser 

isolados, sendo que na maioria das espécies não há microssatélites prospectados (Zane et. al., 

2002). Para que isso seja possível, geralmente a prospecção de sequências candidatas a 

microssatélites envolve o desenvolvimento de bibliotecas genômicas, que podem ser 

enriquecidas ou não, com posterior clonagem e sequenciamento dos fragmentos. Em razão 

disso, todo o processo de prospecção trata-se de um trabalho laborioso e de elevado custo. 

Dessa forma, utiliza-se muitas vezes primers desenvolvidos para uma espécie 

filogeneticamente próxima da espécie de interesse (primers heterólogos), a fim de reduzir o 

custo e o tempo das pesquisas (Parker et al., 1998). Além disso, não há garantia de que o alto 
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polimorfismo observado para uma espécie será encontrado em espécies relacionadas, uma vez 

que os níveis de polimorfismo normalmente diminuem quanto maior é a distância filogenética 

entre as espécies em questão (Presti, 2011). 

Atualmente existem alguns poucos estudos que isolaram microssatélites em 

Psittaciformes (Presti & Wasko, 2014). Um deles descreveu oito pares de primers que 

possuem locos polimórficos de microssatélites para Forpus passerinus (Hughes et. al., 1998). 

Outros autores desenvolveram primers para dezesseis locos de microssatélite para Amazona 

guildingii (Rusello et. al., 2001, 2005). Caparroz et al. (2003) desenvolveram seis locos para 

Ara ararauna enquanto Adcock et al. (2005) desenvolveram 10 locos polimórficos para 

Eclectus roratus e Martins (2008) isolou seis locos polimórficos para Ara chloropterus. 

Adicionalmente, Chan et al. (2005) caracterizaram 8 primers polimórficos para 

Cyanoramphus forbesi, enquanto Kamara et al. (2006) isolou 12 locos polimórficos para o 

periquito australiano (Melopsittacus undulatus). Além disso, Taylor & Parkin (2007a) 

desenvolveram 12 primers para locos microssatélites em Psittacus erithacus, enquanto Taylor 

& Parkin (2007b) caracterizaram cinco locos microssatélites em Cacatua moluccensis e oito 

locos em Amazona leucocephala. Russelo et al. (2007) encontraram 12 locos microssatélites 

polimórficos para a caturrita (Myiopsitta monachus), enquanto que Gebhardt & Waits (2008), 

desenvolveram e testaram primers internos para vários locos microssatélites que já foram 

desenvolvidos para outros psitacídeos. Finalmente, Klauke et al. (2009) caracterizaram sete 

locos microssatélites polimórficos para a aratinga-da-Patagônia (Cyanoliseus patagonus), ao 

passo que Pillay et al. (2010) isolou 19 locos microssatélites em Poicephalus robustus e 

Miller et al. (2012) isolou utilizando-se de sequenciamento de última geração 14 locos 

microssatélites polimórficos para Neophema chrysogaster. 

Dessa forma, como não há descrição na literatura de primers para locos microssatélites 

em A. hyacinthinus, o objetivo desse estudo foi desenvolvê-los para a utilização em estudos 

populacionais e para auxiliar em medidas de conservação da espécie. Adicionalmente, os 

primers desenvolvidos nesse trabalho foram testados quanto à amplificação cruzada em outras 

espécies de psitacídeos neotropicais.  

A prospecção de locos microssatélites específicos representa uma estratégia bastante 

promissora para estimar a variabilidade genética da espécie. Nesse sentido, estudos que visem 

investigar a diversidade e estrutura genética de populações da arara-azul-grande, através do 

uso de microssatélites, serão importantes para auxiliar em planos de manejo e aumentar o 

conhecimento biológico da espécie.  
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1.9. Estruturação Genética  

Fatores como deriva genética, seleção natural e mutação podem causar alterações nas 

frequências alélicas e genotípicas entre populações isoladas, de tal maneira que, a longo 

prazo, estas populações podem acumular mudanças selecionadas positivamente e que 

culminam, por vezes, no surgimento de uma nova espécie (Ridley et al., 2006). Nesse sentido, 

o isolamento geográfico promovido pelo surgimento de barreiras, pela fragmentação do 

habitat ou pela ausência de um habitat específico pode reduzir o deslocamento de indivíduos, 

dificultando o encontro entre as populações, o que tende a acentuar diferenças genéticas já 

existentes entre as mesmas. Em contrapartida, o fluxo gênico favorece a homogeneização da 

composição genética, o que pode reduzir diferenças genéticas existentes entre populações 

(Crochet, 1996). Desse modo, espécies que possuem mecanismos fisícos ou biológicos para 

se dispersarem eficientemente e ausência de filopatria (tendência de retornar ao local de 

origem para a reprodução) comumente apresentam elevadas taxas de fluxo gênico e, por 

conseguinte, uma homogenização na composição alélica de suas populações. Entretanto, 

espécies que possuem fatores físicos ou biológicos que limitam sua dispersão e uma alta 

filopatria, frequentemente apresentam baixos níveis de fluxo gênico entre suas populações 

(Presti, 2011). Essa condição pode favorecer a fixação de alelos preferenciais para cada 

população por meio da seleção natural ou deriva genética (Slatkin, 1987). Com isso, 

populações que apresentam fluxo gênico quase nulo podem apresentar adaptações genéticas 

locais que se perderiam caso fosse feito um manejo conjunto de suas subpopulações, 

principalmente em espécies que se encontram ameaçadas de extinção e que já perderam boa 

parte de sua variedade genética por terem sido afetados por processos como a endogamia ou 

sofrido um gargalo populacional recente. Desse modo, é fundamental estudar a diferenciação 

genética entre subpopulações de uma espécie e verificar se as mesmas se encontram 

estruturadas.  

Em estudos de populações naturais, a identificação da estrutura genética pode ser 

realizada a partir da utilização dos coeficientes de endogamia descritos por Wright (1951) Fis, 

Fst e Fit. Esses coeficientes são baseados nos níveis de heterozigosidade presentes no 

indivíduo, na subpopulação e na população total, respectivamente. O Fit corresponde à 

endogamia total da espécie ou desvio de panmixia da população total (devido ao sistema 

reprodutivo somado ao subdivisão populacional). Já o Fis corresponde à endogamia 

intrapopulacional ou ao desvio da panmixia dentro da subpopulação (devido somente ao 

sistema reprodutivo). Finalmente o Fst corresponde à endogamia devido à subdivisão 
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populacional (independe do sistema reprodutivo). Por outro lado, o Fst é baseado no modelo 

de alelos infinitos que consiste na criação aleatória de um novo alelo a partir de uma 

mutação,ou seja, ao aplicar esse modelo para os locos microssatélites as mutações são as 

responsáveis por alterar o número de unidades de repetições (Oliveira et al., 2006). Todavia, o 

índice Rst é análogo ao Fst, embora considere nas análises o modelo de mutação stepwise 

mutation model (perda ou ganho de uma repetição de nucleotídeo por vez) para explicar a 

evolução dos microssatélites (Slatkin, 1995).  

 Apesar da importância do conhecimento da estruturação genética populacional em 

psitacídeos neotropicais, poucos estudos são encontrados na literatura. Leite et al. (2008) 

analisaram a estrutura genética entre cinco populações de papagaio-verdadeiro (Amazona 

aestiva) e a diferenciação populacional pode ser detectada apenas entre as populações mais 

distantes entre si, enquanto que Caparroz et al. (2009) estudaram o padrão de estruturação 

genética populacional da arara-canindé (Ara ararauna) através de marcadores microssatélites 

e mitocondriais encontrando um padrão de dispersão diferencial entre os sexos com o macho 

dispersor responsável pelo fluxo gênico e com a fêmea apresentando um comportamento 

filopátrico. Por outro lado, Oliveira-Marques (2010) estudou a estruturação genética entre 

subpopulações de duas espécies (Ara macao e Ara chloropterus) e encontrou uma baixa 

estruturação para ambas. Adicionalmente, Faria et al. (2008) e Presti (2011) analisaram a 

estrutura genética populacional em arara-azul-grande utilizando locos de microssatélites 

heterólogos e uma amostragem restrita (destacado no próximo tópico). 

Nesse contexto, estudos que visem investigar os níveis de variabilidade genética e de 

estruturação genética em A. hyacinthinus são importantes na tentativa de um melhor 

entendimento dos processos evolutivos atuantes na história recente da espécie bem como para 

auxiliar em estratégias de conservação. 

 

1.10. Motivações 

Estudos da história natural têm mostrado que as araras-azuis-grandes são filopátricas 

(retornam para o local de origem para a reprodução) (Guedes, 2004) e mesmo tendo uma 

ampla capacidade de voo aparentemente deslocam-se pouco (Antas, comunicação pessoal). 

Dessa maneira, acredita-se que qualquer espécie com tamanho populacional reduzido tenha 

perdido parte de sua variabilidade genética (Frankham et al. 2002). A arara-azul-grande está 

inserida nesse contexto uma vez que se encontra em uma situação de vulnerabilidade à 

extinção e possui populações dispersas em diferentes áreas de ocorrência da espécie. Para 
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estudar as características genéticas de uma população são amplamente utilizados marcadores 

moleculares. Dentre eles destacam-se os marcadores microssatélites. Entretanto, existem 

poucos estudos realizados que utilizam esses marcadores para a A. hyacinthinus. Entre eles 

destacam-se Faria et al. (2008) que analisaram a estrutura genética populacional da arara-azul-

grande entre subpopulações do Pantanal de Miranda e Abobral/MS e do Piauí e Presti (2006) 

que através dos valores de Fst  obtidos a partir de seis locos polimórficos heterólogos 

encontrou diferenciação genética entre quatro grupos estudados (Pantanal Norte, Pantanal Sul, 

Norte e Nordeste). Neste mesmo trabalho foi realizado o teste de atribuição para tentar 

atribuir indivíduos apreendidos de A. hyacinthinus para a sua correspondente região de 

ocorrência bem como foram calculados os índices de similaridade genética de filhotes 

pertencentes ao mesmo ninho para indicar monogamia genética. 

Além desses trabalhos, Presti (2011) obteve uma moderada estruturação genética entre 

indivíduos de quatro regiões geográficas (Pantanal norte, Pantanal sul, norte e nordeste) por 

meio dos índices de Rst e da análise bayesiana dos dados de microssatélites heterólogos 

enquanto que os índices de Fst e do DNA mitocondrial evidenciaram diferenciação genética 

entre três regiões (norte e nordeste não diferenciados). Somando a isso, foi indicada a origem 

de indivíduos apreendidos e de procedência desconhecida além da análise da similaridade 

genética entre pares de filhotes. 

Todos esses estudos utilizaram apenas locos microssatélites heterólogos, tendo em 

vista que ainda não há locos específicos descritos na literatura para essa espécie. Dessa 

maneira, o desenvolvimento de locos específicos para a espécie é estratégico para auxiliar em 

análises populacionais da espécie em conjunto com locos heterólogos e também para detectar 

possíveis diferenças significativas de eficiência entre eles. Além disso, populações que 

apresentam baixa variabilidade genética necessitam de mais locos disponíveis para obter 

melhores resultados, principalmente em análises de estruturação genética entre populações.  

Com isso, devido ao aparente isolamento da espécie em essencialmente três grupos 

geográficos somado às características intrínsecas de cada região, como relevo, vegetação e 

clima, diferenças na composição genética podem ser encontradas dependendo de cada região. 

Também, a região foco desse estudo, o mosaico de Carajás, não foi avaliada por estudos 

prévios quanto a uma possível diferenciação populacional em função do relevo bastante 

acidentado desta região e à presença de extensas áreas de florestas, que potencialmente  

podem constituir uma barreira ao deslocamento de indivíduos. Assim, o conhecimento sobre 

como as populações estão estruturadas geneticamente e o nível de variabilidade que 
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apresentam é fundamental na busca por um melhor entendimento da história evolutiva e pela 

preservação da espécie em longo prazo na natureza, principalmente em regiões de risco como 

o mosaico de Carajás no Pará. 
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2. Objetivos  

 

2.1. Gerais 

 

� Desenvolver primers para locos microssatélites em Anodorhynchus hyacinthinus. 

 

� Analisar a diversidade e a estruturação genética populacional entre todas as regiões 

geográficas de ocorrência da espécie. 

 

2.2. Específicos 

� Testar a amplificação cruzada para outras espécies de psitacídeos neotropicais através 

dos locos prospectados para a arara-azul-grande. 

 

� Analisar a eficiência dos locos microssatélites prospectados em comparação aos locos 

heterólogos utilizados para estudos populacionais em A. hyacinthinus. 

 

� Verificar a variabilidade genética intra e interpopulacional em A. hyacinthinus. 

 

� Verificar a possível ocorrência de estruturação genética entre indíviduos de A. 

hyacinthinus na região do mosaico de Carajás. 
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3. Materiais e Métodos  

3.1. Amostragem 

Para o registro de indivíduos da espécie foi utilizado o método de busca ativa. Tal 

método consistiu em percorrer trilhas e estradas que passavam pela área de estudo, com 

auxílio de binóculos procurando por indivíduos da espécie ou por vestígios, como restos de 

alimentação e atividades recentes nos ninhos.  

Os ninhos foram acessados através da técnica de alpinismo com auxílio de estilingue, 

chumbada, linhas de nylon, corda fina, cordas de alpinismo, fitas de ancoragem, cadeirinhas, 

colete, mosquetões, oito e ascensores. 

Para as análises genéticas, foram coletadas amostras de sangue de filhotes encontrados 

em ninhos naturais. Foi coletado aproximadamente 0,1ml de sangue periférico da veia 

braquial da parte inferior da asa de cada filhote, utilizando seringas e agulhas descartáveis. 

Após a coleta, as amostras de sangue foram transferidas para microtubos contendo 

aproximadamente 0,5 ml de etanol absoluto e mantidos à temperatura ambiente. Depois da 

triagem, os filhotes foram devolvidos ao ninho com segurança (Figura 5).  

A campanha de coleta das amostras em campo correspondente à época reprodutiva da 

espécie (agosto a dezembro) foi realizada entre os dias 23 de setembro e 24 de outubro de 

2013. Os trabalhos de campo se concentraram na cidade de Canaã dos Carajás, na FLONA 

Itacaiúnas e ao longo da mata ciliar do rio Itacaiúnas que estabelece o limite entre a FLONA 

do Carajás e a FLONA do Tapirapé-Aquiri (Figura 6). Para as análises populacionais foram 

incluídas amostras coletadas em campanhas anteriores cedidas para o presente trabalho 

(Tabela 1). 

 
Figura 5. Filhote de A. hyacinthinus passando por uma análise biométrica que inclui medições do bico, cauda, 

papo e asa, pesagem, anilhamento e coleta de sangue. Foto: João Marcos Rosa. 
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Figura 6. Locais da campanha de coleta de amostras no campo no período reprodutivo de A. hyacinthinus no 

mosaico de Carajás no Pará. A) FLONA Itacaiúnas (Foto: Grace Ferreira da Silva), B) propriedade rural 

localizada na cidade de Canaã dos Carajás (Foto: Grace Ferreira da Silva) e C) Rio Itacaiúnas (Foto João Marcos 

Rosa). 

 

3.2. Extração de DNA 

O DNA foi isolado seguindo o protocolo de extração utilizando proteinase K e fenol-

clorofórmio segundo Bruford et al. (1992). Foram misturados 300 μl de TNE (50 mM de Tris, 

100 mM de NaCl e 5 mM de EDTA, pH 7,5), 30 μl de Tris HCl 1M pH7,5, 8 μl de SDS 25% 

e 20 μl de proteinase K (20mg/ml) e acrescentado aproximadamente 2mm
2 de sangue. O 

material foi incubado a 37ºC durante a noite ou a 55ºC por 4 horas. Após a incubação, foi 

acrescentado um volume de fenol: clorofómio: álcool isoamílico (25:24:1), sendo 

posteriormente misturado e centrifugado por 10 minutos a 12000 rpm. A fase superior foi 

retirada com micropipeta e transferida para um tubo novo. Foram adicionados dois volumes 

de etanol absoluto e o tubo foi invertido para precipitar o DNA. Após essa etapa, o tubo foi 

centrifugado por cinco minutos a 12000 rpm. Descartado o sobrenadante, o precipitado foi 

lavado com 300 μl de etanol a 70% e centrifugado por 30 minutos a 12000 rpm. Depois de 

descartado o sobrenadante, o precipitado foi seco overnight a temperatura ambiente e 

ressuspenso em água miliQ autoclavada. 

A) 

C) 

B) 
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Tabela 1. Dados da amostragem total utilizada nas análises populacionais do presente trabalho. 

 

Legenda: ? Procedência da amostra não disponível; - dados não encontrados 

 

3.3. Quantificação e análise da qualidade e integridade do DNA amostral 

A quantificação e a verificação de contaminação para todas as amostras de DNA 

obtidas foram analisadas através do equipamento NanoDrop 1000 (Thermo-Scientific, EUA). 

Esse equipamento quantifica o pool total de DNA contido em cada amostra individual, além 

de verificar se há contaminação por proteínas e/ou solventes orgânicos como 

álcool/clorofórmio/fenol, através da comparação das razões de absorbância da luz na faixa de 

260/280nm e 230/280nm, respectivamente. 
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3.4. Construção da biblioteca enriquecida em microssatélites 

A metodologia utilizada para a construção da biblioteca enriquecida em 

microssatélites utilizando beads magnéticas foi a mesma descrita por Billotte et al. (1999), 

com algumas modificações. Para os procedimentos foi utilizada amostra de sangue coletada 

na região do Pará cedida pelo Laboratório de Genética e Evolução Molecular de Aves 

(LGEMA) do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo. A seguir estão descritas 

todas as etapas necessárias em sequência: 

 

Purificação da amostra 

Para fazer a purificação da amostra foi feito um tratamento com RNAse após a 

extração do DNA e utilizado uma pequena quantidade do DNA extraído com a enzima 

ExoSAP-IT (Affymetrix) para fazer a digestão, eliminando as possíveis impurezas da 

amostra. 

 

Digestão do DNA 

A digestão do DNA genômico total foi realizada com a enzima de restrição Afa I 

(Invitrogen) para gerar fragmentos menores do DNA cujo sítio de restrição é a sequência 

5´...GT↓AC...3. Para cada reação foram utilizados os seguintes reagentes: 

� 50 μl de agua MilliQ autoclavada  

� 10 μl de tampão 

� 10 μl de espermidina (40 mM) 

� 5 μl da enzima Afa I (10 u/μL)  

� 25 μl de DNA em uma concentração de 250 ng/μl 

 

Posteriormente, cada tubo de 1,5 ml contendo os reagentes foram incubados por 3h a 

37°C em estufa. Para a obtenção de um melhor resultado, foi incubado primeiramente por 1h 

metade do volume da enzima (2,5 μl) e posteriormente foi adicionado igual volume da enzima 

para terminar o processo de incubação por mais 2h. Em seguida, foi realizado aplicações de 

cada tubo em gel de agarose a 1% para visualizar qual deles apresentou a melhor digestão. 

Para isso, o parâmetro utilizado foi a reação que apresentou um arraste uniforme entre 700 e 

1200pb. 
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Ligação dos Adaptadores 

Em seguida, foram utilizados os adaptadores Rsa21 (5´-CTC TTG CTT ACG CGT 

GGA CTA-3´) e Rsa25 (5´-TAG TCC ACG CGT AAG CAA GAG CAC A-3´) ligados aos 

fragmentos digeridos de extremidade abrupta com a enzima T4 DNA ligase a fim de garantir 

que todos os fragmentos tivessem uma terminação única e conhecida. Para essa reação foram 

utilizados os seguintes reagentes para um tubo de 0,6 ml: 

 

� 12 μl de água MilliQ  

� 5 μl de tampão 5X (Invitrogen)  

� 1,5 μl de Rsa21 (10μM)  

� 1,5 μl de Rsa25 (10μM)  

� 2 μl de T4 DNA ligase (Invitrogen) (1u/μL)  

� 3 μl do produto de DNA digerido  

 

Depois de adicionar os reagentes o tubo foi colocado no termociclador e incubado por 

cerca de 2h a 20°C. Posteriormente, Rsa21 foi utilizado como primer para uma pré-

amplificação via PCR a fim de garantir a ligação dos adaptadores e produzir uma maior 

quantidade de DNA para a etapa de seleção. 

 

Purificação 

Para preparar o DNA para a etapa de seleção de fragmentos de interesse foi utilizado o 

kit Quiaquick PCR purification (QIAGEN) seguindo o protocolo do fabricante. 

 

Seleção dos fragmentos que contém as sequências microssatélites 

Para a seleção dos fragmentos de DNA contendo sequências microssatélites foram 

utilizadas esferas magnetizadas (beads) cobertas por estreptavidina, a qual apresenta alta 

afinidade pela biotina. Assim, os fragmentos digeridos foram hibridados através de repetições 

de dinucleotídeos (GT e CT) ligados quimicamente à biotina, selecionando fragmentos 

contendo sequências repetitivas do tipo CA e GA por complementariedade. Em seguida, por 

meio do emprego de um aparato com ímã promoveu-se a separação e recuperação apenas dos 

fragmentos que continham essas sequências, através da atração das partículas magnéticas. 

Além disso, para aumentar a eficiência das beads foi realizada uma série de lavagens 

utilizando soluções de SSC diluídas em diferentes concentrações dependendo da etapa. A 
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solução 0,5 X foi utilizada para a preparação das beads, enquanto a solução 20 X foi utilizada 

como solução de hibridização dos dinucleotídeos biotinilados e a 0,1 X foi utilizada para 

ressuspender a solução de hibridização após magnetização das beads. Para a solução de SSC 

20X utilizou-se de 87,7g de NaCl e 44,1g de Citrato Trisódico Di-hidratado para completar 

500 mL de H2O MilliQ. 

Finalmente, as sondas e as partículas magnéticas foram retiradas permanecendo 

apenas fragmentos de fita única, contendo as sequências repetitivas. Em seguida, foi realizada 

uma reação de PCR convencional para amplificar os fragmentos selecionados. 

 

Clonagem 

No passo seguinte, os fragmentos foram ligados a um vetor de clonagem pGEM-T 

Easy (Promega), o que permitiu gerar grande número de cópias do fragmento do DNA alvo. 

Para essa reação foram necessários 5 μl de tampão 2X, 1 μl de plasmídeo pGEM-T, 3 μl do 

produto de amplificação e 1 μl de DNA ligase para completar 10 μl de reação. Posteriormente 

o produto foi incubado overnight a 4°C ou por no mínimo 12h. 

 
Eletroporação 

Para a transformação foi utilizado o método de eletroporação em células competentes 

de Escherichia coli (XL1-Blue), plaqueadas em meio LB sólido contendo ampicilina, 

tetraciclina, IPTG e X-Gal. Em seguida, foram incubadas e invertidas a 37 °C por 18 horas 

em estufa para o crescimento das colônias. Os clones recombinantes foram selecionados 

diretamente, através da atividade do gene da β-galactosidase (Lac Z). Quando o gene foi 

expresso (colônia azul) significa que estes clones não foram ligados ao vetor de clonagem e, 

portanto, devem ser excluídos. 

 

Manutenção dos clones 

Para manter o banco de microssatélites para análises posteriores, foram utilizadas placas 

ELISA com fundo em U ou tubos eppendorf, sendo colocado em um meio de cultura 

composto por diversos reagentes que permite o correto crescimento e conservação dos clones 

denominado 2YT-HMFM com a ampicilina contida respectivamente em cada poço. As 

colônias brancas foram repicadas individualmente com a ajuda de palitos estéreis. As placas 

foram incubadas a 37 °C overnight, armazenadas em freezer -20°C por 30 minutos e 

transferidas para freezer -80°C.  
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Amplificação dos fragmentos clonados 

Para comprovar que os clones continham os insertos foi realizada uma reação de PCR 

com o seguinte progama no termociclador: 95°C por 4 min, 30 ciclos a 94°C por 30s, 52°C 

por 45s e 72°C por 1 min e 30s e 72°C por 8 min. Para essa reação foram necessários: 13,25 

μl de água MilliQ, 2,5 μl de tampão 10X, 2,0 μl de MgCl2 (25mM), 2,0 μl de dNTP (2,5mM), 

1,25 μl de Rsa21 (10μM), 2,0 μl de Taq DNA polimerase e 2,0 μl do inserto clonado para 

completar um total de 25 μl de reação.  

 

Extração plasmidial 

Depois, foi realizada a extração plasmidial utilizando o método da lise alcalina (Birboim 

& Doly, 1979) e testado o protocolo do kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) 

para alguns clones, com o objetivo de isolar o DNA plasmidial das colônias recombinantes 

para preparo das amostras a serem sequenciadas. Posteriormente, através de pré-coloração por 

GelRed ™ (Biotium) foi feita eletroforese em gel de agarose a 1%, a fim de visualizar de 2 a 4 

bandas de tamanhos diferentes entre as amostras a fim de comprovação do sucesso dessa 

etapa. 

 

Reações de Sequenciamento 

Os DNA plasmidiais foram sequenciados conforme indicado para o Kit Big Dye 

Terminator (Applied Biosystems, CA, USA). Para a obtenção dos insertos dos clones da 

biblioteca utilizou-se os primers T7 e SP6 e o sequenciamento foi realizado no sequenciador 

ABIPrism 3500xL (Applied Biosystems). Para essa reação foram necessários: 3,1 μl de àgua 

MilliQ, 2 μl de tampão Save Money, 0,4 μl de Big Dye (v3.1), 0,5 μl de primer (5pmol/μl) e 

4,0 μl de DNA (200 a 500ng para completar um total de 10 μl de reação. O programa no 

termociclador foi: 95°C por 1 min, seguido de 26 ciclos (95°C por 20s, 50°C por 20s e 60°C 

por 4 min). Posteriormente foi feita a purificação das amostras com EDTA/Etanol para  

eliminar interferentes ou excessos de reagentes provenientes da reação de sequenciamento.  

 

Análises das sequências 

Para a identificação, caracterização das regiões de microssatélites e exclusão das 

sequências do clone e dos adaptadores para cada fragmento foi utilizado o programa Chromas 

Pro (Technelysium Pty Ltd.). Posteriormente, utilizou-se o programa Chromatogram Explorer 

(Heracle BioSoft) para exportar as sequências finais obtidas em formato FASTA. Após esse 
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procedimento verificou-se no VecScreen (NCBI) - banco de dados que permite a comparação 

de sua sequência com sequências de vetores – com o propósito de confirmar se a sequência 

amplificada era semelhante a do vetor de clonagem. Para gerar a sequência consenso (obtida 

pela comparação das sequências geradas pelos primers T7 e SP6) foi utilizado o programa 

CAP3 (Huang & Madan, 1999). No site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank verificou-se 

através da ferramenta Blast se cada sequência obtida possuía similaridade com sequências de 

organismos filogeneticamente relacionados. Sequências semelhantes à de organismos 

distantes filogeneticamente poderiam indicar contaminação da colônia ou ausência de 

especificidade do fragmento amplificado, não devendo ser selecionadas. 

Selecionadas as sequências, utilizou-se o programa SSRIT (Temnykh et al., 2001) 

para encontrar as regiões contendo microssatélites em cada fragmento analisado. Os 

programas Primer3 plus (Untergasser et al., 2007) e PerlPrimer v1.1.21 (Marshall, 2004) 

foram utilizados para o desenho dos primers para cada fragmento contendo as repetições de 

microssatélites. O programa OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies) foi utilizado 

para mensurar todas as propriedades de cada primer e para verificar a ocorrência de hairpins 

(formação de grampo na estrutura do primer), self-dímeros (pareamento entre primers 

homólogos) e heterodímeros (pareamento do primer senso com o primer antisenso). 

 

3.5. Teste de amplificação e de polimorfismo 

 

3.5.1. Locos desenvolvidos para A. hyacinthinus  

Para o teste de amplificação e da melhor temperatura de anelamento dos primers 

desenvolvidos para A. hyacinthinus as condições utilizadas na PCR foram: desnaturação 

inicial de 95ºC por10 min, seguido de 35 ciclos a 95ºC por 1 min, 45ºC a 65°C (9 

temperaturas) por 40 seg, 72ºC por 40 seg, e extensão final de 72 ºC por 10 min. Cada reação 

possuía: 0,2 μl de Taq polimerase (5 U/ μl), 1 μl de cada primer (10 μM), 0,4 μl de MgCl2 (25 

mM), 1 μl de dNTPs (2,5 mM), 1,2 μl de tampão (10x), 1μ de DNA e água para completar 12 

μl. As temperaturas de anelamento testadas para cada primer foram: 45ºC, 53ºC, 55ºC, 57ºC, 

59ºC, 60ºC, 61ºC, 63ºC e 65ºC. Aproximadamente 3 μl do produto amplificado foi carregado 

em gel de agarose a 1,5% para testar a amplificação. 

Para a detecção do polimorfismo dos locos foi utilizado o método proposto por 

Schuelke (2000) para gerar os produtos de amplificação via PCR e o sequenciador 3100 ou 

3500 Dx Series Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para detectar o tamanho dos alelos. 
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Para evitar erros de genotipagem, pelo menos, uma amostra controle foi utilizada para a 

confirmação dos tamanhos dos picos dos alelos para cada sequenciador. Cada reação continha 

0,1 μl de Taq polimerase (5 U/ μl, Pharmacia), 0,1 μl do primer forward marcado com cauda 

M13 (10 μM), 0,3 μl do primer reverse (10 μM), 0,2 μl da fluorescência HEX (10 μM), 0,4 μl 

de MgCl2 (25 mM), 1 μl de dNTPs (4 mM), 1,2 μl de tampão (10x), 1,5 μl de DNA e água 

miliQ autoclavada para completar 12 μl. As condições da PCR foram: desnaturação inicial de 

95ºC por 10 min, 35 ciclos a 95ºC por 1 min, 57ºC a 60ºC por 40 seg e 72ºC por 40 seg, 

seguidos de 10 ciclos da cauda M13 a 95ºC por 1 min, 55ºC por 40 seg e 72ºC por 40 seg, e 

extensão final de 72 ºC por 10 min.  

 

3.5.2. Locos heterólogos  

Para testar a amplificação cruzada e o nível de polimorfismo em amostras da arara-

azul-grande foram utilizados os primers heterólogos desenvolvidos para arara-vermelha (Ara 

chloropterus) (Martins, 2008). Os primers de arara-canindé (Ara ararauna) (Caparroz et al., 

2003; Gebhardt & Waits, 2008), papagaio-de-São-Vicente (Amazona guildingii) (Russello et 

al., 2001) e papagaio-do-congo (Psittacus erithacus) descritos por Taylor & Parkin (2006a) já 

foram anteriormente testados quanto a amplificação e o polimorfismo em Presti (2006; 2011). 

Assim, para os primers de Ara chloropterus (Ach8, Ach9, Ach10, Ach14 e Ach15) foi 

padronizada a temperatura de 56ºC para anelamento dos primers. O termociclador 

Mastercycler® pro (Eppendorf) foi utilizado para as reações de PCR com as seguintes 

condições: desnaturação inicial a 94ºC por 2 min, seguido de 30 ciclos a 94ºC por 30 seg, 

56ºC por 30 seg e 72ºC por 30 seg, seguido de 10 ciclos da cauda M13 a 94 ºC por 30 seg, 

53ºC por 45 seg e 72ºC por 45 seg e extensão final de 72 ºC por 10 min e término a 4 ºC. 

Cada reação continha 0,2 μl de Taq polimerase (5 U/ μl), 0,5 μl de cada primer e da cauda 

M13 (10 μM), 0,3 μl de MgCl2 (25 mM), 0,8 μl de dNTPs (2,5 mM), 1,0 μl de tampão (10x), 

1 μl de DNA (aproximadamente 20 ng/μl) e água miliQ para completar 10 μl.  

Todavia, a técnica de genotipagem proposta por Schuelke (2000) foi realizada no 

sequenciador 3100 ou 3500 Dx Series Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para 11 

primers desenvolvidos para espécies filogeneticamente próximas, sendo que seis deles 

(UnaCT21, UnaCT32, UnaCT43int, UnaCT74, AgGT19 e Peeμ16) também já tinham sido 

testados quanto ao polimorfismo (Presti, 2006; Presti, 2011) (Tabela 2). Para esse conjunto de 

primers cada reação possuía 4 μl de GoTaq® Hot Start (Promega), 0,2 μl do primer forward 
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com cauda M13 (10 μM), 0,6 μl do primer reverse (10 μM) e 0,4 μl da fluorescência HEX ou 

FAM (8 μM), 1 μl de DNA (20ng/μl) e água miliQ autoclavada para completar 10 μl.  
 

Tabela 2. Lista dos primers heterólogos, motifs correspondentes, espécie e os respectivos autores que 

descreveram os primers.  

 

Primer Motif Espécie Autor 

Ach8 (AGAT)n Ara chloropterus Martins, 2008 

Ach9 (AC)n Ara chloropterus Martins, 2008 

Ach10 (GTG)n Ara chloropterus Martins, 2008 

Ach14 (GT)n...(GTTT)n Ara chloropterus Martins, 2008 

Ach15 (GACA)n(CA)n Ara chloropterus Martins, 2008 

Peeμ16** (AC)x16 Psittacus erithacus Taylor & Parkin, 2006a 

AgGT19** (AC)x16 Amazona guildingii Russello et al., 2005 

UnaCT21* (AC)x9 Ara ararauna Caparroz et al., 2003 

UnaCT32* (AC)x9 Ara ararauna Caparroz et al., 2003 

UnaCT41int** (GT)n(ATGTT)(GT)n Ara ararauna Gebhardt & Waits, 2008 

UnaCT43* (TG)x12 Ara ararauna Caparroz et al., 2003 

UnaCT55* (GT)n(AT)n Ara ararauna Caparroz et al., 2003 

UnaCT74* (TG)x12 Ara ararauna Caparroz et al., 2003 

  Legendas: *Testado em Presti, 2006; ** Testado em Presti, 2011. 

 

Em contrapartida, para Ach8, Ach9 Ach10, Ach14 e Ach15 a temperatura padronizada 

para esse conjunto de primers foi de 56ºC e cada reação continha 4 μl de GoTaq® Hot Start 

(Promega), 1 μl do primer forward marcado com cauda M13 (8 μM), 1 μl do primer reverse 
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(2 μM), 1 μl da fluorescência FAM (8 μM), 1,2 μl de DNA (aproximadamente 20 ng/ μl) e 3,6 

μl de água miliQ para completar 10 μl de reação. As condições da PCR foram: desnaturação 

inicial a 95 ºC por 10 min, 35 ciclos a 95 ºC  por 1 min, 52ºC a 58ºC por 30 seg e 72 ºC  por 

40 seg, seguidos de 8 ciclos da cauda M13 a 95 ºC por 40 seg , 53ºC por 40seg, 72 ºC  por 40 

seg, e extensão final de 72 ºC  por 10 min.  

 

3.6. Amplificação cruzada em outras espécies de psitacídeos  

Para o teste de amplificação cruzada para amostras de outras espécies de psitacídeos 

(Amazona guildingii, Amazona ochrocephala, Ara severus, Ara macao, Ara ararauna, Ara 

chloropterus e Anodorhynchus leari) as condições utilizadas na PCR foram: desnaturação 

inicial de 95ºC por 10 min, 10 ciclos a 95ºC por 1 min, touchdown de 60ºC decrescendo a 

cada ciclo 0,5ºC e 72ºC por 40 seg, seguidos de 25 ciclos a 95ºC  por 1 min, 55ºC por 40 seg e 

72ºC  por 40 seg, e extensão final de 72ºC por 10 min. Cada reação possuía 0,2 μl de Taq 

polimerase (5 U/ μl), 1 μl de cada primer (10 μM), 0,4 μl de MgCl2 (25 mM), 1 μl de dNTPs 

(2,5 mM), 1,2 μl de tampão (10x), 1μ de DNA e água para completar 12 μl. 

Aproximadamente 3 μl do produto amplificado foi carregado em gel de agarose a 1,5% para 

testar a amplificação.  

 

3.7. Caracterização dos locos específicos e heterólogos 

Após a checagem do produto quanto à quantidade e à qualidade, cerca de 0,2 μl do 

marcador molecular GeneScan™ -500 ROX™ STANDARD (Applied Biosystem) (2fmol) e 

uma alíquota de 1,0 μl de cada amostra amplificada foram misturados a Hi-Di™ Formamida 

(Applied Biosystems®) para completar 10 μl de reação. A mistura foi analisada em 

sequenciador automático ABIPrism 3100 e 3500 (Applied Biosystems®). Para analisar os 

picos e obter os tamanhos dos fragmentos repetitivos para cada alelo foi utilizado o software 

GeneMarker V2.6.3 (Softgenetics). A verificação do número de alelos por loco, do 

desequilíbrio de ligação entre os locos, da heterozigozidade esperada (He), da 

heterozigosidade obtida (Ho) e do equilíbrio de Hardy-Weinberg foi obtida pelo programa 

Genepop 4.2 (Raymond & Rousset, 1995). O programa Cervus (Field Genetics) foi utilizado 

para estimar o PIC (conteúdo de informação polimórfica) de cada loco. Para avaliar a 

presença de alelos nulos, erros de genotipagem e allele dropout foi utilizado o programa 

Micro-checker (Brookfield, 1996).  
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3.8. Análise de estruturação populacional 

Para a análise da estrutura genética populacional foi utilizado o programa 

STRUCTURE 2.3.3 (Prichard et al., 2000) para inferir o número de populações (k) que 

melhor explica os dados através de um método de agrupamento bayesiano baseado na 

composição alélica dos locos microssatélites. Os parâmetros utilizados nas análises foram 

5.000 passos de burn-in e 1.000.000 de interações de MCMC. Cada simulação foi repetida 20 

vezes como recomendado por Evanno et al. (2005). Diferentes probabilidades a priori para a 

ocorrência de populações (k variando de 1 a 10) foram testadas para inferir a ocorrência de 

agrupamento populacional. 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 número atribuído de subpopulações nas análises foi quatro correspondente ao 

número das regiões que são provenientes os indivíduos amostrais (Pantanal Sul, Pantanal 

Norte, Nordeste e Pará), o grau de diferenciação entre elas foi avaliado pela estimativa dos 

índices de fixação Fst e Rst. Os valores de Fst e Rst podem variar de 0 a 1. Quanto mais 

próximo de 1 implica um considerável grau de diferenciação entre as populações. Os valores 

de Fst foram estimados de acordo com Weir & Cockerham (1984), através da análise da 

variância molecular (AMOVA) das frequências gênicas observadas entre as diferentes 

populações com base no modelo de mutação de alelos infinitos (Kimura & Crow, 1964). Para 

as análises dos índices mencionados e o número de migrantes (Nm) foi utilizado o programa 

Genealex 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). Para os valores dos índices de Fst e Rst os resultados 

foram considerados dessa forma: índices entre 0 e 0,05 - pouca diferenciação genética, entre 

0,05 e 0,15 - diferenciação genética moderada, entre 0,15 e 0,25 - alto nível de diferenciação 

genética e maior que 0,25 - nível muito alto de diferenciação genética (Wright, 1978). 
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4. Resultados 

4.1. Coleta de amostras 

Embora a campanha para coleta de amostras no sudeste do Pará tenha compreendido 

um período relativamente longo (um mês), o número de amostras de sangue de filhotes 

obtidas foi baixo. Além disso, a idade dos filhotes para cada ninho vistoriado variou bastante. 

Enquanto em alguns ninhos foram encontrados filhotes com poucos dias de vida, em outros 

foram encontrados filhotes com cerca de um mês bem ou filhotes maiores que já haviam 

abandonado o ninho. Adicionalmente, em alguns ninhos foram encontrados somente ovos, 

enquanto em outros o forro do ninho ainda estava sendo preparado pelos pais para a provável 

postura dos ovos. Esses dados sugerem que na região do mosaico de Carajás possivelmente as 

fêmeas que ocupam essa área na época reprodutiva façam a postura dos ovos em períodos 

distintos. Esses dados divergem do cenário encontrado no Pantanal, em que ocorre uma maior 

sincronização na postura de ovos entre as fêmeas em um mesmo período reprodutivo (Grace 

Ferreira da Silva, comunicação pessoal). 

Tabela 3. Relação de amostras de A. hyacinthinus, e informações acerca dos locais e datas de coleta, bem como 

dados sobre a fase de crescimento e idade dos indivíduos amostrados em campanha realizada durante a época 

reprodutiva da espécie na região do mosaico de Carajás no Pará. 

 

Em função desse cenário, foram encontrados poucos filhotes com idade ideal para a 

coleta de sangue (acima de 15 dias), o que resultou na coleta de apenas nove amostras no total 

(duas amostras de sangue correspondentes a filhotes encontrados na região de Canaã dos 

Carajás/PA, uma amostra de sangue de filhote correspondente à região da mata ciliar do rio 

Itacaiúnas e seis amostras de sangue de adultos coletados no Parque Zoobotânico em 
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Parauapebas/PA), enquanto na FLONA Itacaiúnas não foi possível a obtenção de amostras 

(Tabela 3). 

Além das amostras obtidas na campanha no mosaico de Carajás de setembro a 

novembro de 2013 (Tabela 3), outras amostras de sangue coletadas por pesquisadores 

colaboradores foram utilizadas para as análises populacionais. Essas perfizeram 24 amostras 

do Pará, sete amostras provenientes do Pantanal Sul, nove amostras provenientes do Pantanal 

Norte, além de seis amostras provenientes do nordeste do Brasil (Tabela 1). 

 

4.2. Análises das sequências candidatas a microssatélites 

Na construção da biblioteca de microssatélites foram gerados 96 clones, sendo que 

destes apenas 52 colônias (54,17%) de bactérias transformadas cresceram adequadamente e 

puderam ter os fragmentos sequenciados. No total de 52 clones contidos na biblioteca, 26 

(50%) apresentaram cinco ou menos unidades de repetição de dinucleotídeos por sequência e 

foram descartados pela menor probabilidade de apresentarem polimorfismo. Além disso, 10 

clones foram descartados por apresentarem repetições localizadas no início ou no fim da 

sequência do fragmento, impossibilitando o desenho dos primers (19,2%). 

Posteriormente, foram pré-selecionados os 16 fragmentos considerados aptos e seus 

respectivos primers foram desenhados. Desse total, três fragmentos foram preteridos devido à 

formação de estrutura hairpin próximo a extremidade 3’ dos primers, já que essa condição 

pode comprometer a integridade destes. Por outro lado, foram escolhidas duas das sete 

melhores sequências entre as obtidas de fragmentos contendo sete ou oito unidades de 

repetição e testados os seus respectivos primers, pórem não foi possível a amplificação em 

amostras da arara-azul-grande. Dessa forma, foram consideradas nas análises do presente 

estudo sequências que apresentaram regiões com nove ou mais unidades de repetição. Com 

isso, restaram seis fragmentos (11,53% do total de 52 clones) que apresentaram nove ou mais 

unidades repetitivas de dinucleotídeos (motifs de repetição) (Tabela 4). 

 

4.3. Caracterização dos locos específicos prospectados para A. hyacinthinus 

Todos os seis pares de primers desenvolvidos para a arara-azul-grande (AnH6, 

AnH10, AnH17, AnH23, AnH33 e AnH34) produziram fragmentos nas reações de 

amplificação, os quais foram visualizados em géis de agarose. Esses fragmentos foram então 

sequenciados para a confirmação da presença dos microssatélites e, ao final, genotipados para 

determinação dos níveis de polimorfismo e de diversidade genética. 
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Quanto à avaliação de polimorfismo apenas o primer AnH23 mostrou-se monomórfico 

(Tabela 5). O número de alelos por loco variou de dois (loco AnH6 e AnH33) a 12 (loco 

AnH34), levando-se em consideração a variação de amostras utilizadas para cada primer 

avaliado (43 a 57 amostras) (Tabela 5). O primer AnH23 considerado monomórfico foi 

testado para 18 amostras provenientes de diferentes locais de ocorrência da espécie. 

A heterozigosidade observada por loco variou de 0,175 (AnH10) a 0,721 (AnH34), 

com uma média de 0,440 para todos os locos. A heterozigosidade esperada por loco variou de 

0,193 (AnH10) a 0,818 (AnH34) com média de 0,509 entre todos os locos (Tabela 5). Todos 

os locos polimórficos analisados não mostraram evidência de desequilíbrio de ligação, (p > 

0,05). Dessa maneira, todos esses locos devem ser considerados como marcadores 

independentes. Nenhum loco encontrou-se em desequilíbrio de Hardy-Weinberg (p > 0,01), e 

na análise pelo programa Micro-checker (Brookfield, 1996), não foi verificada a presença de 

alelos nulos. Além disso, dentre os seis locos estudados, dois (AnH6 e AnH33) foram 

considerados razoavelmente informativos (PIC entre 0,25 e 0,5) e dois (AnH17 e AnH34) 

foram altamente informativos (PIC > 0,5) (Botstein et al. 1980). 
 

4.4. Amplificação cruzada em outras espécies de psitacídeos utilizando primers desenvolvidos 

para A. hyacinthinus 

Como resultado da amplificação cruzada para os seis primers desenvolvidos para a 

arara-azul-grande constatou-se amplificação em: Amazona guildingii (três primers), Amazona 

ochrocephala (um primer), Ara severus (cinco primers), Ara macao (quatro primers), Ara 

ararauna (cinco primers), Ara chloropterus (seis primers) e Anodorhynchus leari (cinco 

primers) (Tabela 6).  

 

4.5. Amplificação cruzada em A. hyacinthinus utilizando primers desenvolvidos para outras 

espécies de psitacídeos 

Os primers desenvolvidos para Ara chloropterus (Martins, 2008) foram testados em 

amostras de A. hyacinthinus para checagem quanto ao polimorfismo, nº de alelos, 

heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He) e equilibrio de Hardy-

Weinberg (Tabela 7). Dentre esses cinco pares de primers testados todos mostraram-se 

polimórficos. Vale ressaltar que os primers AgGT19, UnaCT21, UnaCT32, UnaCT41int, 

UnaCT43, UnaCT55, UnaCT74 e Peeμ16 já haviam sido testados quanto ao polimorfismo em 

A. hyacinthinus (Presti, 2006 e 2011) (Tabela 2). 
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4.6. Análise da variabilidade genética 

Os primers Ach10, Ach14, Ach15 e UnaCT74 apresentaram-se em desequilíbrio de 

Hardy-Weinberg para p < 0,01 e foram descartados das análises populacionais. 

Com isso os locos utilizados para análise foram: AnH6, AnH10, AnH17, AnH33 e 

AnH34 (locos prospectados no presente trabalho); Ach8 e Ach9 (Martins, 2008); AgGT19 

(Rusello et al., 2005); Peeu16 (Taylor & Parkin, 2006a); UnaCT21, UnaCT41, UnaCT32 e 

UnaCT55 (Caparroz et al., 2003), UnaCT41int (Gebhardt & Waits, 2008), perfazendo um 

total de 14 locos.  

Na genotipagem de todos estes locos em A. hyacinthinus verificou-se que o número de 

alelos por loco variou de dois (loco AnH6, AnH33 e UnaCT32) a 12 (loco AnH34), levando-

se em consideração a variação no número de amostras utilizadas para cada loco avaliado tanto 

para uma mesma região quanto entre as regiões (Tabela 8). Todos os locos polimórficos 

analisados não mostraram evidência de desequilíbrio de ligação considerando p > 0.05. Dessa 

maneira, todos esses locos devem ser considerados como marcadores independentes. 

A heterozigosidade observada por loco teve a variação de 0,142 (UnaCT32) a 0,687 

(Ach8), com uma média de 0,416 entre todos os locos. A heterozigosidade esperada por loco 

variou de 0,156 (AnH10) a 0,827 (AnH34) com média de 0,431 entre todos os locos (Tabela 

8).  

Ao analisar os dados isoladamente para cada região podemos notar que o loco AnH17 

mostrou-se monomórfico para o Pantanal Sul (temos N=4) enquanto os locos UnaCT32, 

UnaCT41int e AgGT19 mostraram-se monomórficos para o Pantanal Norte (temos um N 

amostral de quatro, quatro e sete indivíduos respectivamente). Em contrapartida, o loco 

UnaCT43 mostrou-se monomórfico para grupo do nordeste (temos N=3 indivíduos). 

Considerando-se a média total do número de alelos e da heterozigosidade observada é 

possível notar que a população do Pará apresentou maior variabilidade genética entre as 

regiões de ocorrência da espécie (Ho=0,488 e média de 4 alelos), embora apresente um N 

amostral médio de 20,21. Em contrapartida, as populações do Pantanal Norte e Pantanal Sul 

demonstraram possuir os menores índices de variabilidade genética entre as regiões de 

ocorrência da espécie (Ho=0,354 e 0,386) respectivamente e média de 2,357 alelos), embora 

apresentem um número amostral médio por loco de 5,78 e 6,57 respectivamente. 

Além disso, não foi observada uma melhor eficiência em termos de informação de 

polimorfismo dos locos prospectados para A. hyacinthinus quando comparados aos locos 

heterólogos utilizados no presente estudo. 



 

39 
 

4.7. Estruturação genética 

A partir da análise bayesiana, utilizando 14 locos microssatélites, verificou-se uma 

maior probabilidade dos indivíduos das quatro diferentes regiões analisadas constituirem uma 

única população (Figura 8). Do mesmo modo, considerando-se apenas a análise de indivíduos 

provenientes do Pará a fim de verificar uma possível estruturação dentro dessa região, o maior 

valor de probabilidade encontrado também sugere a ocorrência de uma única população 

(Figura 7). 

Dessa forma, o índice Fst indicou um alto nível de diferenciação genética entre o 

Pantanal Norte e o nordeste (0,150), um moderado grau de diferenciação genética entre o 

Pantanal Norte e o Pantanal Sul (0,109), entre o estado do Pará e o Pantanal Norte (0,082), 

entre o Pará e o Pantanal Sul (0,143) e entre o Pantanal Sul e o nordeste (0,086), exceto na 

comparação entre os índices de Fst entre a amostragem do Pará e o nordeste, onde não foi 

evidenciada diferenciação (Tabela 9).  

Em contrapartida, os índices de Rst indicaram pouca diferenciação genética entre o 

estado do Pará e Pantanal Sul (0,037) entre o estado do Pará e Pantanal Norte (0,018), um 

moderado grau de diferenciação genética entre o estado do Pará e o Nordeste (0,086) e entre o 

Pantanal Sul e o Pantanal Norte (0,089) e um alto nível de diferenciação genética entre 

Pantanal Norte e Nordeste (0,159), exceto para o Rst entre o nordeste e o Pantanal Sul que não 

indicou diferenciação (Tabela 10). O número de migrantes por geração estimado a partir do 

índice de Fst está representado na Tabela 9. Vale ressaltar que o número de amostras 

utilizadas para essas análises variaram conforme o loco e entre as diferentes regiões, sendo 

que a amostragem para o Pantanal Norte, Pantanal Sul e nordeste utilizada foi menor do que a 

do Pará (Tabela 8). 
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Tabela 6. Espécies testadas e presença ou ausência de amplificação cruzada para os seis primers desenvolvidos 

para arara-azul-grande.  

 
Legenda: +amplificou com sucesso ; - não amplificou 

 

 

 

Tabela 7: Nome dos locos, tamanho dos fragmentos, temperatura de anelamento (TaºC), número de amostras 

utilizadas (N) , número de alelos (n), heterozigosidade observada (Ho),  heterozigosidade esperada (He), 

frequência relativa ao PIC (conteúdo de informação polimórfica) para os primers heterólogos de Ara 

chloropterus testados em A.hyacinthinus. 

 Locus Tamanho TaºC N N Ho He PIC 

Ach8 214-228 56ºC 46 8  0.696 0.735  0.683 

Ach9 260-264 56ºC 51 3 0.314 0.407 0.342 

Ach10 195-215 56ºC 24 4 0.667 0.712 0.641 

Ach14 314-360 56ºC 39 6 0.385 0.577 0.519 

Ach15 295-315 56ºC 49 9 0.490 0.776 0.738 
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Tabela 9. Análise da estruturação genética atribuída pelo índice Fst entre todas as regiões de ocorrência de A. 

hyacinthinus. 

Pop1 Pop2 Fst Nm 
PA PS 0,109 2,051 
PA PN 0,082 2,783 
PS PN 0,143 1,495 
PA NE 0,000 - 
PS NE 0,086 2,654 
PN NE 0,150 1,418 

Legenda: Pop: População; PA- Pará; PS- Pantanal Sul; PN- Pantanal Norte; NE- 

nordeste; Nm: fluxo gênico representado pelo número de migrantes por geração 

entre cada população. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10. Análise da estruturação genética atribuída pelo índice Rst entre todas as regiões de ocorrência de A. 

hyacinthinus. 

Pop1 Pop2 Rst 
PA PS 0,037 
PA PN 0,018 
PS PN 0,089 
PA NE 0,086 
PS NE 0,000 
PN NE 0,159 

Legenda: Pop: População; PA- Pará; PS- Pantanal Sul; PN- Pantanal 

Norte; NE- nordeste. 
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Figura 7. Gráfico do log de probabilidade que melhor mostra o agrupamento bayesiano para indivíduos apenas 

da região do mosaico de Carajás 

 

 

 
Figura 8. Gráfico do log de probabilidade que melhor mostra o agrupamento bayesiano para os indivíduos de 

todas as regiões de ocorrência da espécie. 
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5. Discussão 

 

5.1. Prospecção e caracterização dos marcadores microssatélites 

No presente estudo foram isolados cinco locos polimórficos para A. hyacinthinus com 

conteúdo informativo variável, sendo considerado alto para dois locos, razoável para outros 

dois locos e considerado baixo para apenas um dos locos. Nesse contexto, a proporção de 

locos polimórficos por número total de locos avaliados nesse trabalho foi de 5/6 levando-se 

em consideração que foram selecionados apenas fragmentos contendo nove ou mais unidades 

de repetição. Ao comparar esses dados com outros trabalhos da literatura como Russello et al. 

(2005; 2007), por exemplo, estes obtiveram a proporção de 7/8 e 12/14, respectivamente, para 

o papagaio de St. Vicente (Amazona guildingii) e a caturrita (Myiopsitta monachus) e o 

critério de escolha de fragmentos foi no mínimo 10 e 7 repetições, respectivamente. Caparroz 

et al. (2003) obtiveram a proporção de 5/6 locos polimórficos para a arara-canindé (Ara 

ararauna), porém não foi revelado o critério da escolha do número de unidades de repetição 

por loco. Martins (2008) encontrou a proporção de 6/14 de locos polimórficos para a arara-

vermelha (Ara chloropterus) considerando fragmentos com no mínimo cinco repetições. 

Entretanto, de acordo com o mesmo autor, se fosse considerado apenas os locos com sete ou 

mais unidades de repetições o rendimento teria sido na proporção de 6/7 locos polimórficos. 

Nesse sentido, essas constatações sugerem que a escolha de locos que apresentem um maior 

número de unidades de repetição pode favorecer o aumento do rendimento dos locos 

polimórficos. Dessa forma, o fato de que no presente trabalho serem utilizados primers para 

sequências de nove ou mais unidades de repetição pode ter contribuído para a obtenção de um 

alto rendimento dos locos. Assim, mostra-se um bom critério a escolha de locos que 

apresentem nove ou mais unidades de repetição para estudos populacionais de psitacídeos 

neotropicais.  

Em contrapartida, se for levado em consideração que dos 52 clones positivos obtidos 

nesse trabalho, apenas seis clones continham nove ou mais unidades de repetição e permitiam 

o desenho dos primers (11,54%), podemos concluir que o rendimento dessa técnica não foi 

eficiente. Padrão semelhante também foi encontrado para estudos que desenvolveram locos 

para espécies de psitacídeos Neotropicais (Caparroz et al., 2003; Rusello et al., 2001; 2005; 

2007; Taylor & Parkin, 2007a e b; Martins, 2008). Nesse contexto, Primmer et al. (1997) 

encontrou uma menor frequência de microssatélites no genoma de aves em comparação a 

outros organismos, como por exemplo os mamíferos. Isso pode ser explicado pela razão do 
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genoma de aves conter uma proporção menor de DNA não-codificante (genoma mais 

compacto) em relação ao genoma da maioria dos mamíferos (Primmer et al., 1997). Assim, 

esse cenário pode estar associado ao número relativamente baixo de repetições dinucleotídicas 

de microssatélites encontradas no presente trabalho, embora ainda existam as limitações 

intrínsecas da técnica de enriquecimento de beads magnéticas que também pode ter 

influenciado esses resultados. Outros fatores que poderiam justificar o baixo número de 

microssatélites seriam a relativa baixa eficiência de crescimento das colônias contendo os 

clones, a aleatoriedade da seleção dos fragmentos e a impossibilidade de desenhos dos 

primers nas regiões flanqueadoras para algumas das sequências obtidas. 

Ainda que os fatores supracitados limitem a prospecção de locos microssatélites, as 

regiões analisadas mostraram-se bastante informativas. De fato na análise populacional a 

média de heterozigosidade observada para os locos foi de 0,440 e o número de alelos variou 

de dois a doze para um número de amostras variando de 43 a 57 (Tabela 5). 

Comparativamente, a média de heterozigosidade observada em seis locos microssatélites 

desenvolvidos para Ara ararauna foi de 0,604 e o número de alelos variou de três a 11 alelos 

em 49 indivíduos (Caparroz et al., 2003). Taylor & Parkin (2006a) encontraram uma média de 

heterozigosidade observada de 0,678 em seis locos microssatélites desenvolvidos para 

Psittacus erithacus e o número de alelos variou de dois a 14 para um número de amostras 

variando entre oito a 20. Entretanto, Martins (2008) encontrou uma média de 

heterozigosidade observada de 0,600 em seis locos microssatélites desenvolvidos para Ara 

chloropterus e o número de alelos variou de dois a 15 alelos para um número de amostras 

variando entre 55 a 58. Dessa forma, o grau de diversidade genética encontrada na 

caracterização de locos prospectados para Ara ararauna e Ara chloropterus foi maior do que 

a observada para locos de A. hyacinthinus.  

Apesar disso, o genêro Ara não é um grupo proximamente relacionado ao gênero 

Anodorhynchus (Tavares et al., 2006) e tanto A. ararauna e A. chloropterus não se encontram 

ameaçadas de extinção, enquanto que A. hyacinthinus se encontra vulnerável à extinção. 

Nesse sentido, as espécies possuem uma baixa diversidade genética por diversas razões por 

apresentar: um rápido declínio populacional, populações pequenas e/ou fragmentadas e 

acasalamento endogâmico. Presti (2011) obteve resultado similar na comparação entre essas 

espécies, porém utilizando apenas primers heterólogos e sugeriu que o menor grau de 

variabilidade nos microssatélites de A. hyacinthinus em comparação com Ara ararauna 

poderia ter sido resultado da ausência de dados gerados para locos espécie-específicos de A. 
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hyacinthinus ou ser uma característica intrínseca da espécie. Na análise, utilizando somente 

locos heterólogos, esse autor encontrou para 98 indivíduos de A. hyacinthinus uma média da 

heterozigosidade observada de 0,438. Dessa forma, mesmo com o uso de primers específicos, 

foi encontrada heterozigosidade observada similar para A. hyacinthinus (0,440). Portantoo, a 

baixa variabilidade deve ser uma característica intrínseca da espécie. 

Apesar de alguns autores afirmarem que o polimorfismo está diretamente associado à 

proximidade filogenética entre as espécies, os primers heterólogos têm sido utilizados com 

sucesso em diversos trabalhos e geralmente apresentam um alto polimorfismo (Primmer et al., 

2005). Por ser possível a utilização de primers heterólogos em estudos genéticos, os primers 

prospectados para A. hyacinthinus também mostraram-se úteis para análises em outras 

espécies de psitacídeos neotropicais. Dessa maneira, o teste de amplificação cruzada 

demonstrou que esses locos podem ser potencialmente utilizáveis em Amazona guildingii, 

Amazona ochrocephala, Ara severus, Ara macao, Ara ararauna, Ara chloropterus e 

Anodorhynchus leari (Tabela 6), ainda que os níveis de polimorfismo para essas espécies 

ainda necessitem ser avaliados. Adicionalmente, Anodorhynchus leari se encontra na 

categoria em perigo de extinção e Amazona guildingii na categoria vulnerável (IUCN, 2014). 

Dessa forma, os primers desenvolvidos podem servir como ferramentas importantes para a 

determinação da variabilidade e estrutura genética de populações naturais e de cativeiro de A. 

hyacinthinus e de outros psitacídeos neotropicais bem como auxiliar em medidas de 

conservação in-situ e ex-situ para as espécies que apresentam algum grau de risco de extinção. 

 

4.2. Variabilidade genética 

A análise de variabilidade genética geral entre as amostras de diferentes regiões de 

ocorrência da espécie teve uma média de 0,431 de heterozigosidade observada entre todos os 

14 locos utilizados nesse trabalho (5 locos espécie-específicos e 9 locos heterólogos) (Tabela 

8) sendo semelhante a encontrada por Presti (2011) (0,438) utilizando dez locos heterólogos. 

Levando-se em consideração cada região isoladamente, o Pará foi a que apresentou a maior 

heterozigosidade observada (0,488), seguido do nordeste do país (0,437), do Pantanal Sul 

(0,386) e do Pantanal Norte (0,354). Embora os dados possam indicar uma maior diversidade 

genética para a região do Pará, o nível da diversidade genética nas outras regiões pode ter sido 

subestimado justamente por serem utilizadas nas análises poucas amostras para o Pantanal 

Sul, Pantanal Norte e o nordeste do país, o que pode não representar fielmente o número e a 

frequência dos alelos que existem nessas populações. 
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Entretanto, apesar da pouca amostragem utilizada para as outras regiões foi observada 

uma maior variação genotípica nos indivíduos pertencentes a região do Pará como 

demonstrado pela presença de alelos exclusivos nessa população. Apesar disso, o fato da 

região do Pará apresentar características muito diferenciadas na fisionomia da vegetação, do 

clima e do relevo pode se refletir em diferenças na composição genética dessa subpopulação. 

Desse modo, essas características podem afetar diretamente a composição alélica, e por 

consequência, favorecer a fixação de alelos privados nessa subpopulação. Dessa maneira, esta 

hipótese não pode ser descartada. Assim, para poder confrontar esses dados será necessário 

refazer as análises utilizando-se uma amostragem mais ampla e equitativa entre todas as 

regiões de ocorrência da espécie. 

Por outro lado, o nível de variabilidade genética da espécie mostrou-se menor quando 

comparado ao previamente reportado para outras espécies de psitacídeos neotropicais como o 

papagaio de St. Vicente (Amazona guildingii) (Russelo et al., 2001; 2005), o papagaio-

verdadeiro (Amazona aestiva) (Leite et al., 2008), a arara-canindé (Ara ararauna) (Caparroz 

et al., 2003), o papagaio do Congo (Psittacus erithacus) (Taylor & Parkin, 2006a), o papagaio 

da Patagônia (Cyanoliseus patagonus) (Klauke et al., 2009) e a arara-vermelha (Ara 

chloropterus) (Martins, 2008). 

Nesse contexto, de forma geral, as espécies de aves consideradas ameaçadas tendem a 

apresentar uma menor diversidade genética em relação às espécies não ameaçadas, apesar de 

algumas exceções, como a ave marinha Pterodroma magentae que possui alta diversidade 

genética e está criticamente ameaçada de extinção (Lawrence et al., 2008). A arara-azul-

grande encontra-se vulnerável à extinção apesar de sua população ter se expandido nos 

últimos 20 anos na região do Pantanal, devido às ações conservacionistas encabeçadas pelo 

Projeto Arara Azul (Guedes, 2004). Entretanto, a expansão por si só não é suficiente, pois há 

que se considerar o fato de que para um indivíduo alcançar sua maturidade reprodutiva são 

necessários cerca de três anos (Guedes, 1993) e a espécie, como mostrado no presente 

trabalho, apresenta uma baixa variabilidade genética. Dessa maneira, a partir do momento em 

que a espécie sofreu uma perda da variabilidade genética, o processo de recuperação deverá 

ser lento e está diretamente associado à taxa de migração ou de mutação. Assim, mesmo se 

fossem tomadas providências para aumentar o tamanho populacional de uma espécie, ela pode 

continuar ameaçada de extinção (Avise, 1994). Ainda assim, A. hyacinthinus possivelmente 

pode ter passado por um gargalo populacional recente e ainda não houve tempo suficiente 

para recuperação de parte de sua variabilidade genética. Nesse cenário, a espécie tem uma 
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maior possibilidade de apresentar maior vulnerabilidade caso ocorra mudanças ambientais 

desfavoráveis ou epidemia de uma doença por apresentar baixa variabilidade genética. Em 

contrapartida, Silva (2014) encontrou com base em programas que simulam cenários futuros 

para A. hyacinthinus uma probabilidade considerável de expansão populacional pelo aumento 

dos nichos disponíveis para a espécie, devido ao aumento da média de temperatura global nos 

próximos anos causado pelo aquecimento global. 

Portanto, para a conservação da espécie a longo prazo será necessário conhecer  

melhor a biologia, a dinâmica populacional e a composição genética da espécie, a fim de 

garantir que estratégias de manejo sejam implementadas de acordo com as adaptações locais 

de cada subpopulação, o que deverá garantir a escolha do melhor nicho disponível. Assim, 

com o aumento do valor adaptativo pela seleção de alelos favoráveis, a variabilidade genética 

de A. hyacinthinus poderá ser, a longo prazo, recuperada. 

 

5.3. Estruturação Genética 

A análise bayesiana não foi capaz de detectar agrupamento entre todos os grupos 

amostrados (Figura 8) e entre indivíduos da região do Pará (Figura 7). Essa ausência de 

estruturação entre os quatro grupos não era esperada uma vez que as regiões amostradas 

localizam-se a muitos quilômetros de distância entre si. Além disso, foi reportado que A. 

hyacinthinus apresenta alta filopatria (volta ao local de origem para reprodução) (Guedes, 

2004), o que reforça a tendência à estruturação populacional. Presti (2011) encontrou uma 

moderada diferenciação genética entre quatro grupos com tendência de mistura entre norte e 

nordeste utilizando dez locos heterólogos de microssatélites: Pantanal norte (PN), Pantanal sul 

(PS), norte (N) e nordeste (NE).  

A principal explicação para esse resultado é a baixa amostragem utilizada para 

amostras do Pantanal sul e norte e principalmente para o nordeste, uma vez que os alelos 

genotipados para essas poucas amostras podem não ter contribuído o suficiente para a 

atribuição dos indivíduos para um grupo específico. Todavia, a ausência de agrupamento 

entre indivíduos da região do mosaico de Carajás (PA) era esperada uma vez que a 

amostragem era quase exclusiva de uma mesma região (Canaã dos Carajás) e somente uma 

era proveniente do rio Itacaiúnas. 

Apesar disso, não podemos descartar totalmente a hipótese de não haver estruturação 

genética entre todas as regiões. Dessa maneira, para tentar explicar essa possível situação 

podemos recorrer ao tráfico de animais. Em um cenário em que indivíduos de A. hyacinthinus 
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são capturados e vendidos no mercado ilegal e depois soltos na natureza, não há atualmente 

um controle sobre a composição genética para determinar o local de origem para a 

reintrodução adequada dos indivíduos. Assim, a soltura dos indivíduos em região distinta de 

sua subpopulação de origem poderia contribuir para homogeneizar as composições alélicas 

entre todas as subpopulações. 

Os índices de Rst (Tabela 10) evidenciaram a existência de alta diferenciação genética 

entre dois principais grupos: Pantanal norte (PN) e nordeste (NE), além de moderada 

diferenciação genética entre quatro principais grupos: Pantanal norte (PN) e Pantanal sul (PS); 

Pará (N) e nordeste (NE) e baixa diferenciação entre Pará (PA) e Pantanal sul (PS), exceto 

para Pantanal sul (PS) e nordeste (NE).  

Os valores dos índices de Fst evidenciaram analogamente ao Rst a existência de alta 

diferenciação genética entre dois principais grupos: PN e NE, além de moderada 

diferenciação genética entre PN e PS. As diferenças encontradas pelo Fst em comparação ao 

Rst foram a moderada diferenciação encontrada entre os grupos PS e NE e entre PA e PS e a 

ausência de diferenciação entre os grupos do PA e NE.  

Em estudos anteriores, Faria et al. (2007) através do Fst encontraram significante 

diferenciação entre as populações de A. hyacinthinus do Piauí e do Pantanal sul (0,33 e 0.25 

para p < 0.001 considerando Abobral e Miranda, respectivamente). Presti (2011) também 

encontrou resultados semelhantes para o índice Fst entre os mesmos grupos analisados no 

presente estudo. 

A razão dos resultados mais homogêneos terem sido obtidos pelo Fst é que o baixo 

número amostral parece não interferir tanto quanto o Rst nas análises. Em contrapartida, o 

principal problema que afeta a estatística Fst quando se trabalha com microssatélites, é que 

este apresenta alta sensibilidade à taxa de mutação dos microssatélites quando a taxa de 

migração é baixa entre as populações (Baloux & Lugon-Moulin, 2002). Assim, como foi 

encontrado um baixo número de migrantes por geração a partir do Fst, talvez a diferenciação 

entre as regiões possa ter sido superestimada (Tabela 9). Apesar disso, o Fst pode ser útil para 

medir a distância genética quando a divergência genética entre as subpopulações é causada 

pela deriva genética (Reynolds et al., 1983). Como as subpopulações de A. hyacinthinus estão 

aparentemente isoladas e o fluxo gênico entre elas mostrou-se limitado é bem possível que a 

deriva genética tenha um papel importante na dinâmica populacional e na fixação de alelos 

preferenciais para cada subpopulação.  
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Em contrapartida, considerando-se o índice de Rst, não era esperada a ausência de 

diferenciação genética entre o Pantanal sul e o nordeste uma vez que as regiões são separadas 

por uma distância de mais de 1000 km e que, por essa razão, provavelmente são 

subpopulações que apresentam ausência ou limitado fluxo gênico. Isso pode ter ocorrido pela 

baixa amostragem para o Pantanal sul, mas principalmente para o nordeste que além de 

apresentar uma média amostral baixa também apresentou alta variação no número de 

amostras genotipadas dependendo de cada loco microssatélite (Tabela 8). Além disso, foi 

encontrada diferenciação genética entre todos os outros grupos. Para efeito de comparação 

Presti (2011) encontrou uma diferenciação moderada para os quatro grupos de ocorrência da 

espécie utilizando uma amostragem mais ampla (exceto para o Pará), porém utilizando menor 

número de locos microssatélites. Apesar do Rst indicar diferenciação genética entre quase 

todas as regiões de ocorrência da espécie esses resultados devem ser analisados com cautela, 

uma vez que o índice é muito mais sensível à variância amostral pois seu calculo está 

associado diretamente ao tamanho da amostras tanto que Gaggiotti et al.(1999) propuseram 

que esse índice tem o melhor desempenho possível em uma situação ideal (tamanho 

populacional acima de 50 indivíduos e mais de 20 locos analisados). Apesar disso, o índice 

poderia ser mais preciso (inclusive melhor que o Fst) se fosse reduzida a variância das 

amostras, através do aumento do número de populações amostradas, do número de indivíduos 

por população ou aumentando o número de loci microssatélites (Balloux & Goudet, 2002). 

Por outro lado, o Rst é o índice que melhor pode representar os dados por ser apropriado para 

a medição da estruturação genética populacional a partir da utilização de locos 

microssatélites, assumindo que a mutação ocorra nestes locos de acordo com o stepwise 

mutation model (Slatkin, 1995). Adicionalmente, o Rst pode refletir melhor a diferenciação 

populacional quando ocorre um baixo nível de fluxo gênico (Balloux & Goudet, 2002). 

Assim, por ser o índice mais adequado em estudos com microssatélites será necessário 

aumentar o número de amostras genotipadas para todos os locos e da amostragem para o PN, 

o PS e o NE a fim de obter resultados que melhor retratem a situação da estrutura genética da 

espécie. 

No que tange a história biogeográfica da espécie pouco se sabe até o presente 

momento. Durante o início do Plioceno (± 5 Ma) ocorreram eras glaciais que provocaram uma 

diminuição na média de temperatura global, o que pode ter favorecido a expansão de áreas de 

savanas e campos e, por conseguinte, o surgimento ou expansão de várias espécies que 

ocupam áreas abertas (Haffer, 1997). Nesse contexto, de acordo com datações moleculares, 
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foi estimado que as espécies A. hyacinthinus e A. leari se separaram há aproximadamente 3,8 

milhões de anos atrás no Plioceno (Tavares et al., 2004, 2006). Dessa maneira, como A. 

hyacinthinus surgiu durante desse período, a expansão de áreas abertas deve ter favorecido a 

dispersão da espécie por toda a região Central do país até a área que compreende atualmente a 

Floresta Amazônica. As oscilações no clima e na vegetação, sobretudo entre as eras glaciais, 

deve ter proporcionado o isolamento de grupos da espécie, tendo como fatores limitantes a 

distribuição dos recursos alimentares e a disponibilidade dos ocos para reprodução. 

Possivelmente, o período de expansão da espécie deve ter coincidido com as épocas de 

temperaturas mais altas, já que seus itens alimentares são mais abundantes nessas condições. 

Na última era Glacial, no final do Pleistoceno, entre 18.000 a 13.000 anos atrás, as regiões 

savânicas se estendiam por quase toda a área que compreende hoje a Floresta Amazônica 

(Haffer, 1987). Com a expansão das áreas florestais, esse tipo de vegetação deve ter regredido 

restando apenas fragmentos limitados a áreas específicas da região Amazônica. Assim, a área 

de ocorrência da arara-azul-grande possivelmente era bem maior do que se tem registro 

atualmente e o isolamento entre esses grupos de indivíduos em essencialmente três regiões 

deve ter ocorrido muito recentemente na história evolutiva da espécie .Segundo Presti (2011) 

a separação entre os grupos genéticos de A. hyacinthinus ocorreu entre 16 e 42 mil anos atrás, 

ao final do Pleistoceno.  

Dessa maneira, para tentar explicar a não diferenciação entre os grupos Norte e 

Nordeste evidenciada pelo Fst, Presti (2011) sugeriu a existência de um isolamento recente 

desses grupos de uma maneira que ainda não foi possível verificar através de marcadores 

genéticos a diferenciação entre essas subpopulações. Outra hipótese é que possa existir 

indivíduos jovens que consigam se deslocar por um corredor entre os rios ou bordas da 

Floresta Amazônica e a região do nordeste contribuindo para a existência, ainda que baixa, de 

fluxo gênico entre as duas subpopulações. Além disso, a baixa amostragem utilizada para a 

região nordeste e o fato das amostras serem provenientes de coletas de estações reprodutivas 

diferentes, uma vez que idealmente os indivíduos amostrados devem pertencer a mesma 

geração (Baloux & Lugon-Moulin, 2002), também pode ter contribuído para esse resultado. 

A diferenciação genética observada pelo Fst e Rst entre os grupos Pantanal Norte e 

Pantanal Sul não era esperada pela distância relativamente pequena entre eles . Apesar disso, 

Presti (2011) também encontrou a mesma situação e sugeriu que a fidelidade ao sítio de 

nidificação em conjunto com uma possível área de ausência de ocorrência de A. hyacinthinus 

entre as regiões amostradas poderia restringir o fluxo gênico entre os grupos. Embora isso seja 
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possível, outra hipótese interessante que poderia ajudar a explicar essa situação é que a 

espécie deve ter surgido em uma região perto do Pantanal sul do Brasil. Dessa forma, a 

espécie poderia ter expandido sua população sempre em direção ao Norte e as mudanças 

climáticas que ocorreram entre os períodos glaciais fizeram com que os indivíduos fossem se 

isolando em regiões com nichos mais favoráveis, deixando regiões inocupadas pelo caminho. 

Isso poderia explicar a possível ausência de A. hyacinthinus entre essas duas regiões e a 

diferenciação genética encontrada. Em contrapartida, em espécies mais próximas como Ara 

chloropterus, Ara macao e Ara ararauna que possuem uma distribuição mais ampla e 

homogênea foi encontrada uma baixa estruturação genética (ou nenhuma no caso de Ara 

macao) e um alto fluxo gênico mesmo entre indíviduos localizados nos extremos geográficos, 

mas ao contrário da A. hyacinthinus essas espécies se deslocam mais e possuem uma ampla 

distribuição geográfica que facilita o fluxo gênico entre indivíduos (Oliveira-Marques, 2010; 

Caparroz et al., 2009a). No caso de Ara ararauna interessantemente ainda têm-se evidências 

que a fêmea possui um comportamento filopátrico e o macho contribui diretamente para o 

fluxo gênico, principalmente entre as regiões mais distantes (Caparroz et al., 2009a). Essa 

condição também foi sugerida por Presti (2011) em A. hyacinthinus por ter encontrado uma 

maior estruturação genética utilizando DNA mitocondrial em comparação com os locos 

microssatélites. Apesar disso, mesmo em um cenário que os machos exerçam um papel 

importante na dispersão, provavelmente, não seria o suficiente para estabelecer níveis de 

fluxo gênico considerado alto entre as subpopulações, uma vez que as mesmas são 

possivelmente desconexas espacialmente, os indivídos da espécie parecem não se deslocar 

muito (Antas, comunicação pessoal) e os machos permanecem próximos ao ninho durante 

toda a época reprodutiva (Guedes, 1993) dificultando, assim, o fluxo gênico propiciado pela 

dispersão de indivíduos. Portanto, a dispersão deve ser exercida majoritariamente por jovens 

que podem formar bandos quando ainda não estão unidos a uma fêmea como já foi relatado 

por Guedes (1993). Por fim, no caso da arara-azul-grande, a possível ocorrência de dispersão 

preferencial de machos pode ser importante para aumentar a variabilidade genética local e 

ajudar a diminuir os efeitos da endogamia em longo prazo. 

Adicionalmente, a razão de não ter sido encontrada estruturação genética ou ter sido 

encontrada uma baixa estruturação não implica que seja necessário concentrar esforços para 

apenas um local de ocorrência específico da espécie. Nem sempre é notado imediatamente os 

efeitos da seleção natural ou da deriva genética atuando sobre as populações, já que a 

evolução é um processo contínuo e A. hyacinthinus por possuir uma história evolutiva recente 
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e pode não ter acumulado divergências genéticas suficientes para serem sensíveis aos índices 

e métodos de agrupamento empregados nesse presente trabalho. Essa constatação é relevante, 

uma vez que em cada região os indivíduos podem portar adaptações locais que se perderiam 

caso ocorresse um manejo conjunto de todas as subpopulações, provocando a diminuição do 

valor adaptativo da espécie à longo prazo. 

 

5.4. Implicações para conservação 

Os locos microssatélites desenvolvidos para A. hyacinthinus constituem-se numa 

ferramenta promissora para auxiliar em estratégias de conservação da espécie bem como 

apresentam aplicabilidade potencial no estudo de outras espécies de psitacídeos neotropicais. 

Um exemplo disso foi um estudo de Presti (2011) que conseguiu atribuir a origem de 

indivíduos provenientes de apreensões utilizando locos microssatélites heterólogos, 

auxiliando dessa forma, no combate ao tráfico ilegal de animais e na soltura correta das aves 

apreendidas na natureza. Com base nisso, o aumento de locos disponíveis para análise dos 

indivíduos apreendidos (como os locos desenvolvidos no presente trabalho) contribuirá para 

elevar o nível de confiabilidade desse tipo de análise forense. 

Outra aplicação igualmente importante é o uso dessses marcadores para análises de 

parentesco entre casais, sendo possível atribuir a dinâmica de cruzamento na natureza ou em 

cativeiro e inferir processos que podem afetar a variabilidade genética da espécie, como o 

cruzamento entre indivíduos aparentados e também auxiliar programas de reprodução em 

cativeiro. Além disso, esses marcadores prospectados podem, em conjunto, ser utilizados para 

estimar a ocorrência de monogamia e o nível de fidelidade ao ninho, como relatado no 

trabalho de Presti (2011).  

No presente trabalho, foi encontrado um baixo índice de variabilidade genética para A. 

hyacinthinus. Além disso, foi possível verificar níveis de estruturação genética diferentes 

entre regiões para os índices Fst e Rst e ausência de estruturação através do método de 

agrupameneto bayesiano. Assim, considerando-se que as populações da arara-azul-grande 

estão distribuídas em três áreas aparentemente isoladas e com características diferentes entre 

si quanto à vegetação, relevo e clima, é importante a utilização desses marcadores 

microssatélites desenvolvidos em associação com marcadores heterólogos para estimar a 

composição genética dessas populações com uma amostragem mais ampla para entender os 

processos evolutivos e de dinâmica populacional que permeiam essas populações. Assim, tal 

condição pode garantir que futuros planos de manejo levem em consideração as 
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particularidades genéticas de cada região, permitindo a preservação de todo o pool genético 

da espécie. 
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6. Conclusões Gerais 

 

Os resultados obtidos pela análise de amostras de A. hyacinthinus provenientes de diferentes 

regiões do Brasil e a partir da utilização de locos microssatélites prospectados para a espécie e 

de locos heterólogos permitem-nos concluir que: 

 

� os locos microssatélites isolados apresentaram níveis de polimorfismo adequados para 

a realização de estudos de estrutura populacional em A. hyacinthinus e poderão ser 

potencialmente úteis para a realização de novos estudos populacionais em outras 

espécies de psitacídeos neotropicais; 

 

� os primers prospectados para A. hyacinthinus em conjunto apresentaram índices de 

variabilidade genética equiparavéis aos primers heterólogos utilizados nas análises 

populacionais; 

 
� os primers  microssatélites heterólogos e espécie-específicos desenvolvidos no 

presente trabalho foram informativos nas análises de variabilidade e estrutura genética 

populacional; 

 
� a variabilidade genética encontrada para A. hyacinthinus foi baixa quando comparada 

a várias espécies de psitacídeos neotropicais não ameaçadas de extinção;  

 
� apesar de ser encontrada, no geral, moderada diferenciação genética populacional em 

A. hyacinthinus para o índice Fst, exceto entre as regiões do Pará e nordeste, o índice 

Rst e a análise bayesiana apresentaram resultados que possivelmente estão associados 

com a baixa amostragem ou gaps existentes para alguns locos utilizados e podem ter 

sido superestimado e subestimado, respectivamente; 

 

� a maior variabilidade genética encontrada para a região do mosaico dos Carajás em 

relação as outras regiões (PN, PS e NE), pode ter relação com a baixa amostragem 

utilizada para estas últimas regiões, mas também pode ter relação com as 

características intrínsecas dessa região; 
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� a análise de um número maior de indivíduos para algumas das localidades estudadas, 

torna-se necessária para a confirmação e confrontamento de dados dos resultados 

obtidos no presente trabalho, o que poderá garantir a ampliação do conhecimento e 

auxiliar medidas de conservação desta espécie. 
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