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Resumo

A arara-azul-grande (Anodorhynchus hyacinthinus), maior psitacideo do mundo, é uma
espécie considerada em vulnerabilidade de extin¢do (IUCN) principalmente devido a perda de
habitat e ao trafico ilegal. Para estabelecer estratégias que visem a conservacao da espécie
considerar a composi¢cdo genética de suas populacdes é muito importante. Comumente para o
estudo da diversidade genética e estrutura genética populacional sdo utilizados marcadores
moleculares que podem ser prospectados no genoma, dentre 0s quais destacam-se 0s locos
microssatélites. Atualmente, entretanto, ndo ha locos microssatélites polimorficos espécie-
especificos identificados em A. hyacinthinus. Esta espécie pode ser encontrada em trés regides
possivelmente isoladas, 0 que evidencia a necessidade de medidas de manejo integradas para
a preservacao do pool génico 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-
especificos foram prospectados (AnH6, AnH10, AnH17, AnH33, AnH23 e AnH34), dos
quais cinco mostraram-se polimoérficos em A. hyacinthinus. Além disso, 0s seis pares de
primers mostraram potencial aplicabilidade para estudos populacionais em outras sete
espécies de psitacideos neotropicais. Nas analises populacionais, A. hyacinthinus apresentou
um baixo indice de variabilidade genética em comparacéo a reportada para outros psitacideos.
Esse resultado indica que a baixa variabilidade encontrada ndo deve ter relacdo com a
utilizacdo restrita de locos heter6logos em trabalhos anteriores, pois foram utilizados tanto
locos espécie-especificos quanto locos heter6logos nas analises do presente estudo, sugerindo
gue esta € uma caracteristica intrinseca da espécie. Além disso, considerando-se a analise de
estruturacdo genetica pelo agrupamento bayesiano dos dados de microssatélites, ndo foi
encontrada estruturacdo genética entre subpopulacées de quatro regides [Pantanal norte (PN),
Pantanal sul (PS), Para (PA) e nordeste (NE)]. Em contrapartida, os indices de R indicaram a
existéncia de alta diferenciacdo genética entre PN e NE, alem de moderada diferenciacéo
geneética entre PN e PS e entre PA e NE, baixa diferenciacdo entre PA e PS e auséncia de
diferenciacdo entre PS e NE. Entretanto, os valores dos indices de Fg evidenciaram,
diferentemente ao Ry, moderada diferenciacdo encontrada entre os grupos PS e NE, entre PA
e PS, e a auséncia de diferenciagéo entre PA e NE. Nesse sentido, os primers desenvolvidos
no presente trabalho e os dados da composicéo genética das subpopulactes analisadas podem
auxiliar na elaboracdo de programas de conservacao 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 F¢ indexes
evidenced (differently to Rs;) 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. Introducéo

1.1. Biodiversidade

Biodiversidade, de acordo com o Artigo 2 da Convencdo sobre Diversidade Bioldgica

(MMA, 2002), pode ser compreendida como a variabilidade de todos os organismos Vivos,
abrangendo os ecossistemas terrestres, marinhos, e outros ecossistemas aquéticos, incluindo
seus complexos, bem como a diversidade dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas.
Dessa maneira, o termo refere-se tanto a riqueza quanto a abundancia relativa das diferentes
categorias bioldgicas, incluindo a totalidade dos recursos bidticos, genéticos e de todos os
seus componentes.

Segundo Mora et al. (2011), estima-se a existéncia de 8,7 milhdes de espécies
eucarioticas em todo o mundo, sendo que cerca de 86% das espécies existentes na Terra ainda
necessitam ser descritas, ou seja , somente aproximadamente 1,24 milhGes de espécies de
eucariotos foram catalogadas até o momento. Considerando-se todos 0s paises, apenas
dezessete concentram aproximadamente 70% da biodiversidade conhecida do planeta. Dentre
esses paises, classificados como megadiversos, o Brasil apresenta uma das maiores taxa de
biodiversidade do planeta concentrando ao menos 9,5% do numero total de espécies
identificadas com uma estimativa em torno de 170 a 210 mil espécies. Quando somadas as
especies ainda ndo descritas o pais possui uma potencial estimativa de 13,1% da media da
biota mundial, o que corresponde a cerca de 1,8 milhdes de especies (Lewinsohn & Prado,
2005).

O Brasil possui sete biomas, o Pantanal, o Cerrado, a Caatinga, os Pampas, a Mata das
Araucarias, a Floresta Tropical Atlantica e a maior floresta tropical umida do mundo
(Amazonia). Esta ultima é considerada a maior reserva da diversidade bioloégica mundial.
Entretanto, os dois biomas mais ameacados atualmente e considerados hotspots de
biodiversidade sdo a Mata Atlantica e o Cerrado. A defini¢do de hotspot consiste em uma area
com ao menos 1.500 espécies endémicas de plantas, e que tenha perdido mais de 3/4 de sua
vegetacdo original (Primack & Rodrigues, 2002). Estas areas sdo consideradas prioritarias
para a conservagao pois caracterizam-se por abrigar um ndmero enorme da diversidade
biolégica com um alto indice de endemismo de espécies, e encontram-se nas regides mais
devastadas do planeta. Por isso, o fator endemismo é chave, uma vez que as espécies restritas
a uma determinada area estdo mais vulneraveis a extingdo do que aquelas distribuidas em
diferentes areas (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 mamiferos, 38% dos répteis e 54% dos anfibios,
embora ocupem uma area total que corresponde a apenas 1,4% da superficie terrestre
(Mittermeier et al., 1999).

1.2. Principais ameacas a Biodiversidade

A extingdo é um processo natural que ocorre em periodos de catéstrofes ambientais,
mudancas climaticas e alteracBes locais (introducdo de animais exdticos, doengas,
competicdo, etc.). A partir do século XVIII, na Primeira Revolucdo Industrial, a ciéncia
ingressou em um constante processo de evolucdo, que desencadeou uma série de novas
tecnologias que transformaram de forma réapida a vida do homem, sobretudo, no modo de
produzir mercadorias. Com a crescente ocupagcdo humana e 0 aumento no uso de
combustiveis fdsseis, 0s recursos naturais foram sendo utilizados de uma forma desordenada e
0 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 episddios de
extincdo em massa de espécies, causados quase sempre por eventos naturais cataclismicos,
mas o nivel de extin¢do provocada pelas atividades humanas atingiu um patamar que chega a
superar a taxa natural de extin¢do das espécies. Calcula-se que uma média entre 100 e 1.000
especies sdo extintas por século, sendo que a taxa de extingdo de aves e mamiferos atualmente
é de aproximadamente 10.000 espécies por século, superando em 100 a 1.000 vezes a taxa
natural de extingdo (Townsend et al., 2009). Com isso, as atividades humanas estdo
provocando um nivel de extingdes tdo elevado que uma sexta grande extin¢do global estd bem
encaminhada (Pimm et al., 1997).

A principal causa da extin¢do de espécies € a destruicdo de seus habitat naturais pela
acdo antropica (Primack & Rodrigues, 2002). Nesse contexto, os habitat tem sido afetados de
trés modos principais: (i) pelo desmatamento, provocado pelo desenvolvimento urbano ou
industrial e para a producéo de alimentos (agronegdcio e pecuaria) ou para outros fins como a
exploracdo de madeira, (ii) pela degradagdo dos habitat através da poluigdo (lixo e poluentes
atmosféricos) e (iii) pela perturbacdo direta atraves das mais variadas atividades humanas,
como por exemplo o trafico de animais.

Em relacdo ao desmatamento, as taxas atuais nos tropicos séo de cerca de 1% ou mais
por ano, e como consequéncia, mais da metade dos habitat dos animais silvestres foram
destruidos na maioria dos paises tropicais (Townsend et al., 2009). Além disso, os habitat
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remanescentes disponiveis para as espécies ficaram mais fragmentados do que em épocas
geolodgicas anteriores (fragmentacdo dos habitat). Esse processo pode contribuir para a
extincdo local de espécies, pois resulta na divisdo da populacdo original em uma
metapopulacdo de subpopulacdes semi-isoladas (Townsend et al., 2009). Dessa maneira, esse
processo, caso persista, pode culminar na diminui¢do do tamanho médio dos fragmentos, no
aumento da distancia 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 fragmentacdo sobre a diversidade das espécies
sd0 mais acentuados, pois as espécies que habitam o interior dos fragmentos encontram nas
bordas habitat desfavoraveis para sobreviverem. Em contrapartida, espécies especialistas de
bordas encontram habitat com condi¢cbes mais favordveis nessas regides (Stouffer &
Bierregaard 1995b, Brown & Hutchings 1997).

Do mesmo modo, a poluicdo pode afetar a biodiversidade de varias maneiras, desde a
mudanca climatica local através dos gases poluentes emitidos por industrias e automéveis até
fendbmenos como a chuva acida que impacta direta e indiretamente a sobrevivéncia de varias
espécies assim como o uso indiscriminado e continuado de pesticidas (Townsend et al., 2009).
Em contrapartida, a perturbacdo dos habitat, embora muito menos grave que os fatores
anteriores, pode afetar algumas espécies que sdo sensiveis ao simples contato provocado por
atividades humanas como a recreacdo, 0 ecoturismo e a pesquisa em ambientes naturais
(Townsend et al., 2009).

Além da perda de habitat, o trafico ilegal de animais silvestres, por retirar animais da
natureza, € uma das principais ameacas as espécies que possuem algum grau de ameaca de
extin¢do. Essa modalidade de trafico so € superada em movimentagédo de dinheiro pelo trafico
de drogas e o trafico 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 bilhdes por ano. No Brasil, estima-se que sejam retiradas anualmente cerca de 38
milhGes de espécimes de animais pertencentes a biodiversidade brasileira (RENCTAS, 2001).
Adicionalmente, algumas redes criminosas organizadas internacionais tém sido associadas ao
trafico 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 trafico de vida selvagem (Faiola, 2001). Além disso, o0 pais encontra-se
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em uma situagéo de risco nesse quesito, levando-se em consideracdo que, no ano de 2001, se
encontrou no terceiro lugar entre os paises com maior nimero de animais envolvidos no
trafico ilegal (Webb, 2001). Em consequéncia disso, 0 comércio de animais silvestres ilegal
atrai 0s criminosos pois é tdo ou mais rentavel do que o trafico de drogas ou de armas. Em
contrapartida, nessa modalidade de crime a taxa de apreensao € menor e as penas aplicadas ao
infrator sdo usualmente muito mais brandas para crimes de trafico de animais selvagens
quando comparado ao trafico de drogas ou de armas (Alacs et al., 2009). Segundo a IUCN
(2004) o trafico de animais silvestres tem incidéncia estimada de 33% sobre mamiferos, 30%
sobre aves e 6% sobre anfibios que possuem algum grau de ameaca de extin¢gdo. Ao mesmo
tempo, o trafico atua como facilitador na introducdo de espécies exdticas que podem levar
doencas as espécies nativas (Smith et al., 2006) ou podem ocasionalmente tornar-se espécies
invasoras (Weigle et al., 2005).

Além desses motivos, a introducdo de espécies invasoras mediadas pelo homem
podem ocorrer acidentalmente através do transporte através de navios, avibes, entre outros ou
intencionalmente com a finalidade de controlar pragas, servir de alimento, produzir novos
produtos agricolas ou criar novas oportunidades recreativas (Townsend et al., 2009). Nesse
sentido, a introducdo de espécies exoticas € um dos grandes problemas que pode afetar
diretamente a biodiversidade local, pois por ndo possuirem predadores naturais, podem
expandir em numero gradativamente. Caso se adaptem ao novo ambiente, essas espécies
exoticas podem levar a um declinio das populagdes naturais por ameacarem as espécies
locais, muitas vezes endémicas, ao obterem vantagem na competi¢cdo pelos mesmos recursos
(territorio, abrigo e alimentos). Dessa maneira, atualmente a invasao de especies exoticas é a
segunda maior causa de perda de biodiversidade em escala global, ficando somente atras da
destruicdo dos habitat (Pimentel et al., 2001).

1.3. Genética aplicada a conservacao bioldgica

Com a finalidade de minimizar o impacto dessas ameacas ¢ fundamental conhecer a
biodiversidade de espécies e todas as interacGes entre elas. A Biologia da Conservagéao surgiu
para tentar compreender 0s impactos da atividade antropica sobre as espécies, as comunidades
e 0s ecossistemas bem como criar formas praticas para previnir extingdes e para tentar a
reintegracdo das espécies ameacadas ao seu ecossistema funcional (Primack & Rodrigues,
2002). O estandarte principal da Biologia da Conservagéo € o estudo da diversidade biologica
que pode ser compreendida em trés niveis: espécies, variacdo genética e ecossistemas
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(Primack & Rodrigues, 2002). Assim, a diversidade de espécies animais e vegetais por si s0 ja
merece ser conservada, dada sua importancia para a alimentagéo e para a descoberta de novos
medicamentos e, por extensdo, para a manutencdo da vida humana. Dentre os fatores que
propiciam a diversidade dos organismos destaca-se a diversidade genética, sendo fundamental
para proporcionar uma maior adaptacdo a um meio ambiente que sofre alteragdes constantes e
para garantir o sucesso reprodutivo de espécies em longo prazo. Adicionalmente, a maioria
das populacgdes sdo impactadas por fatores genéticos antes de serem extintas (Spielman et al.,
2004; Frankham, 2005).

Nesse contexto, a area de Genética da Conservacao surgiu ha cerca de 20 anos e tem
sido fundamental para o estabelecimento de programas de conservacdo (Primack &
Rodrigues, 2002). Essa area de estudo alia teoria e técnicas da genética buscando reduzir os
riscos de extingcdo, sobretudo em espécies ameacadas (Frankham et al., 2002). Os dados
genéticos, quando combinados com estudos ecoldgicos, comportamentais e demograficos
podem ajudar a melhorar o conhecimento sobre a biologia de espécies ameacadas, de tal
modo que devem ser usados para dar suporte a outras areas do conhecimento (Sherwin et al.,
2000). Nesse sentido, podem ser utilizados diretamente em diversas praticas de conservacao,
como para auxiliar programas de reproducéo in situ e ex situ. A conservacdo ex situ pode ser
utilizada para promover reservas demogréaficas ou genéticas, para incrementar populagdes
naturais ja existentes ou para estabelecer novas populacfes ou ainda para providenciar um
refugio para espécies que ndo possuem condic¢Bes imediatas de sobrevivéncia na natureza
(Townsend et al., 2009). A conservagdo in situ consiste em conservar a espécie no seu habitat
especifico, tentando diminuir os impactos antrépicos (Primack & Rodrigues, 2002). Além
disso, existem ferramentas da genética molecular, como os marcadores moleculares, que
possibilitam varias estratégias de estudo como: estimar a diversidade genética e possiveis
diferencas entre populagdes, verificar a ocorréncia de estruturagdo genética entre populactes
de uma mesma espécie, identificar espécies cripticas, identificar o sexo de espécies que nao
apresentam dimorfismo sexual aparente, tracar a filogenia molecular ou a filogeografia de um
grupo especifico de organismos, identificar unidades evolutivamente significativas e unidades
de manejo e ainda identificar a origem geografica de um individuo, dando suporte ao controle
do trafico ilegal de animais, plantas e de outros organismos (Miyaki, 2001; Solé-Cava, 2001;
Presti, 2006; 2011; Gusmaéo et al., 2006; Tavares et al., 2006).



1.4. Aves

O Brasil é considerado um dos paises mais ricos em espécies de aves no mundo, ao
lado de Coldémbia e Peru, com uma estimativa de 1.901 espécies (CBRO, 2014). Isso equivale
a aproximadamente 57% das espécies de aves registradas em toda América do Sul, das quais
mais de 10% séo endémicas do Brasil (Sick, 1997). Apesar disso, as intervencfes humanas
afetaram muitas espécies de aves que habitam os ecossistemas naturais brasileiros. Dessa
forma, algumas espécies beneficiaram-se com as alteracfes dos seus habitat e conseguiram
expandir suas populacdes 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 regido
neotropical, o Brasil é o pais que apresenta 0 maior nimero de espécies de aves ameacgadas
(Collar et al., 1997) sendo que os biomas com o maior nimero de espécies de aves e 0S
maiores niveis de endemismo sdo a Amazonia (1.300 espécies e 20% de taxa de endemismo)
(Mittermeier et al., 2003) e a Mata Atlantica (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
especie é considerada endémica (Tubelis & Tomas, 2003) e aproximadamente 130 espécies de
familias tipicamente marinhas encontram-se nos ambientes costeiro e marinho, mas nenhuma
delas sdo endémicas do Brasil (Sick, 1997). Adicionalmente, 92% das aves brasileiras sdo

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

1.5. Os Psittacidae

Dentre as aves existentes destaca-se a Ordem Psittaciformes que compreendem
aproximadamente 360 espécies distribuidas em 92 géneros. Seus representantes mais
conhecidos sdo as araras, papagaios, periquitos, maritacas, tiribas, cacatuas, calopsitas, entre
outros (Sick, 1997; Collar, 1997; Rowley, 1997). A principal sinapomorfia compartilhada
pelos taxons 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 distribuidos praticamente por todo o globo com
concentracdo das espécies nas zonas tropicais. Provavelmente, a partir desse centro de origem,
as espécies se irradiaram até as areas subtropicais e frias como a Patagbnia (Sick, 1997).
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Morfologicamente, suas caracteristicas gerais sdo: cabeca larga e robusta com uma
musculatura mandibular e lingual muito desenvolvida, bico alto e recurvado e maxila bem
movel, tornando-os especialistas para quebrar e descascar sementes. Além disso, possuem um
tarso muito curto com o quarto dedo (dedo externo) deslocado para tras junto ao "halux" (pé
zigodéctilo) que auxilia na escalada de superficies e na manipulacdo dos alimentos. Possuem
uma visdo apurada com duas foveas para focalizar imagem na retina. Adicionalmente,
possuem plumagens com cores exuberantes e, no geral, apresentam auséncia de dimorfismo
sexual aparente (Sick, 1997).

A Ordem Psittaciformes é constituida por trés familias (Psittacidae, Strigopidae e
Cacatuidae). Em nivel taxonémico a familia Cacatuidae atualmente abrange 21 espécies e
caracteriza-se principalmente por possuir uma crista mével e tamanho superior a maioria dos
Strigopidae e Psittacidae. Além disso, as espécies estdo restritas a regido da Australasia
(exceto a Nova Zelandia), estendendo-se desde as Filipinas e o leste da Indonésia até a Nova
Guiné (White et al., 2011). Ja a familia Strigopidae é endémica da Nova Zelandia constituida
por trés géneros Nestor, Srigops e o fossil Nelepsittacus (Christidis & Boles, 2008).
Entretanto, com base em estudos filogenéticos recentes a familia Psittacidae ndo é
monofilética, mas pode ser considerada um grupo irmdo dos géneros Strigops e Nestor
exclusivos da Nova Zelandia (Barrowclough et al., 2004).

Dentre os Psittacidae destacam-se as diversas espécies de araras, seus maiores
representantes. As araras pertencem aos géneros Ara e Anodorhynchus (Sick, 1997). O género
Ara, compreende atualmente oito espécies (Collar, 1997; Oliveira-Marques, 2006) e
Anodorhynchus trés: A. glaucus (criticamente em perigo), apesar de ser considerada extinta
por muitos pesquisadores por nao ser avistada na natureza ha mais de 60 anos e ainda por nao
ser mais encontrado exemplares em cativeiro, A. leari (ameagada de extingdo) e A.
hyacinthinus (vulneravel a extingdo) (IUCN, 2014). Estudos filogenéticos utilizando
sequéncias nucleares e mitocondriais mostram que as araras provavelmente ndo formam um
grupo monofilético (Tavares et al., 2006), uma vez que o género Ara € mais préximo
filogeneticamente ao género que inclui a espécie Nandayus nenday (periquito-de-cabeca-
preta) do que em relacdo ao género Anodorhynchus.

O Brasil apresenta representantes somente da familia Psittacidae com uma estimativa
de 86 espécies distribuidas em 26 géneros (CBRO, 2014), o que torna o pais 0 mais rico do
planeta em nimero de espécies pertencentes a essa familia. Essa riqueza de espécies ratifica a
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denominacdo dada ao Brasil pelos portugueses, a época do seu descobrimento, de "Terra dos
Papagaios” (Sick, 1997).

Entretanto, em termos populacionais os Psittacidae sdo um dos grupos que possuem o
maior numero de espécies ameacadas de extincdo (BirdLife International, 2000). A principal
ameaca as espécies do grupo é a perda de habitat, embora haja outros fatores que influenciam
decisivamente na reducdo populacional das espécies, tais como o trafico ilegal de individuos,
a introducdo de espécies competidoras ou exdticas, a endogamia e o desmatamento das
arvores utilizadas para nidificacdo (Juniper & Parr, 1998; Presti, 2011).

Com base neste cenario, tornam-se prioritarios estudos que contribuam para o
desenvolvimento de estratégias visando a conservacdo desse grupo de aves e sua

sobrevivéncia em longo prazo.

1.6. A arara-azul grande

A arara-azul-grande (Anodorhynchus hyacinthinus) € considerada o maior
representante da familia Psittacidae, alcanca até um metro de comprimento da ponta do bico a
ponta da cauda e ndo apresenta dimorfismo sexual aparente (Sick, 1997; Guedes 1993). Além
disso, os individuos podem ser considerados sedentarios, isto €, permanecem no mesmo local
praticamente o0 ano inteiro e ndo fazem grandes migracGes. S80 aves com caracteristicas
muitos conspicuas, 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 familia, grupos ou bandos (Guedes, 1993).

Com relacéo a estratégia reprodutiva, o sistema de acasalamento de A. hyacinthinus é
predominantemente do tipo monogamico social, tendo em vista que o acasalamento extra-par
ja tenha sido relatado na espécie e a confec¢do dos ninhos é um aspecto fundamental (Guedes,
1993; Presti, 2011). Nesse contexto, a arara-azul-grande ndo é capaz de iniciar uma cavidade
para estabelecer um ninho, porém com a utilizacdo do bico pode aumenta-la rapidamente, a
partir de pequenas cavidades, geralmente iniciadas por espécies de pica-paus ou pela a quebra
de um galho que expde o cerne da &rvore ou até mesmo iniciadas pela acdo de fungos e
cupins. Dessa maneira, podem ser denominadas "engenheiras ambientais", pois possuem a
capacidade de confeccionar o seu proprio ninho, e por esta razdo, podem auxiliar
indiretamente 17 espécies que também utilizam as cavidades construidas pela arara-azul-
grande para se reproduzir (Guedes, 1993). A maioria dos ninhos no Pantanal e no Para sdo
encontrados em apenas um género de arvore (Serculia) e as espécies sdo Serculia apetala

8



(manduvi) e Serculia pruriens (axixa) respectivamente (Guedes, 1993; Pinho & Nogueira,
2003; Presti et al., 2009). Na regido nordeste nidifica em pareddes rochosos (Collar, 1997). A
sazonalidade reprodutiva dos casais pode ser anual ou bianual (Guedes, 1993). No Pantanal,
as fémeas das araras-azuis-grandes podem colocar de 1 a 3 ovos (em média dois ovos), mas
quase sempre s6 um dos filhotes consegue sobreviver, uma vez que a postura dos ovos é
assincronica, levando a uma alta taxa de eclosdo dos ovos, mas em contrapartida ocasiona
uma alta mortalidade dos filhotes (Guedes et al.,, 2000). Os filhotes sdo 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 periodo de crescimento sdo vulneraveis a predacdo
(baratas, formigas carnivoras, tucano, gavids, corujas, felinos, entre outros) e ao parasitismo
(sarna, piolho, &caros, entre outros) (Guedes et al., 2000). Depois de al¢ar voo 0s jovens ainda
dependem dos cuidados parentais para conseguirem se alimentar até a separacdo definitiva
dos pais que varia de 12 a 18 meses (Guedes, 1993). Adicionalmente, o nascimento de
machos e fémeas na natureza tem ocorrido proximo a proporg¢do de 1:1 (Miyaki et al., 1999).

No Brasil, estima-se a existéncia de 6.500 individuos em vida livre (Anon, 2004)
distribuidos em trés regibes: no Para (leste da regido amazonica e oeste de Altamira), no
nordeste do pais (regido de convergéncia entre Tocantins, Piaui, Maranhdo e Bahia) e no
Pantanal (Mato Grosso do Sul e Mato Grosso), regido na qual se encontra a maioria dos
individuos (Collar, 1997; Guedes et al., 2008). Recentemente também foram constatados
registros de individuos da espécie no noroeste de Minas Gerais e no nordeste de Goias.
(Birdlife International, 2013) (Figura 2).

No que tange a alimentacdo, 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 bocaitva (Acrocomia totai) e o acuri (Schelea phaleata). Na regido de encontro
do Piaui, de Tocantins, do Maranh&o e da Bahia, a espécie se alimenta do endosperma e do
mesocarpo da piacava (Atalea funifera) e do catolé (Syagrus cearensis). J& na regido de
Carajas e Altamira, 0 que se sabe até o momento é que a espécie se alimenta de inaja
(Maximiliana regia), de babacu (Orbignya phalerata), de tucum (Astocarym sp), de gueroba
(Syagrus oleracea), de poucos frutos de acuri ou bacuri (Scheelea phalerata) e de macauba ou

bocailva (Acrocomia aculeata) (Munn et al., 1989; Guedes, 1993; Presti et al., 2009).



Figura 1. Anodorhynchus hyacinthinus, a maior espécie de arara do mundo pousada sobre a abertura de um

provavel ninho localizado na regido do mosaico de Carajas no Para. Fotos: Jodo Marcos Rosa
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Figura 2. Mapa da distribuicdo de Anodorhynchus hyacinthinus. As regides de cor cinza indicam os registros
recentes de avistamento de individuos da espécie (adaptado Birdlife International, 2013).
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Em virtude de apresentar esse conjunto de caracteristicas bioldgicas intrinsecas
supracitadas, A. hyacinthinus é naturalmente mais susceptivel a mudanc¢as do seu habitat,
principalmente no que diz respeito a alteracdo de suas areas de alimentacao e dos seus sitios
reprodutivos. De acordo com a BirdLife International (2014), a espécie € considerada
ameacada e esta inclusa na categoria "vulneravel a extin¢do". Além disso, considerando-se as
trés regiGes de ocorréncia da espécie, somente no Pantanal hd 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 regido (Guedes, 2004), enquanto

as demais areas permanecem com pouca informacao disponivel.

1.7. Caracterizacio da area de estudo: 0 mosaico de Carajas

Embora no presente estudo tenham sido consideradas todas as regides de ocorréncia da
espéecie, uma énfase maior foi dada a regido do Para em relacdo as demais por estar sob
intensa pressdo antropica e pelo pouco conhecimento bioldgico disponivel até o presente
momento, especialmente no diz respeito a composicao genética dessa subpopulacdo. Além
disso, como a coleta das amostras ocorreu no mosaico de Carajas segue adiante uma descricédo
detalhada dessa &rea de estudo.

Na regido de Carajas, no estado do Para, encontra-se 0 mosaico de florestas de Carajas
que tem como principal cobertura florestal a “Floresta Ombroéfila Densa Aberta” com
variagoes locais, principalmente relacionadas a variagdes de relevo (Cavalcanti, 1986). Nessa
regido existe ainda uma peculiar cobertura vegetal: as areas de canga, com fisionomias de
savanas (Secco & Mesquita, 1983) também denominada “Savana Metalofila”, “Campo
rupestre” ou simplesmente "Vegetacdo de canga". Estdo localizadas no alto da serra formando
ilhas, entre as altitudes de 600 e 750 m e as areas de mata sdo interrompidas por clareiras
naturais onde ha afloramento rochoso de ferro. Situado na mesma altitude dos platos, a
Savana Metalofila apresenta um regime térmico diferente. Durante o dia, a superficie recebe
diretamente a incidéncia da radiacao solar e a temperatura torna-se mais quente do que sobre a
floresta. Durante a noite, a situacdo se inverte, pelo resfriamento mais rapido fazendo com que
a temperatura destas areas seja mais baixa na madrugada.

A Serra dos Carajas apresenta um clima tropical chuvoso tipo "Awi" (classificacdo de
Koppen) com seca de inverno e forte periodo de estiagem coincidindo com o inverno do
hemisfério sul e as precipitacdes flutuam entre 2.000 e 2.400 mm anuais. A temperatura
média anual estd em torno de 23°C a 25°C. O periodo mais quente do ano esta no terceiro
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trimestre (julho a setembro). O més mais frio é fevereiro. A umidade relativa média esta em

torno de 80 %. O més com menor precipitacdo é agosto.

1.7.1. FLONAS (Florestas Nacionais) no mosaico de Carajas

De acordo com o ICMBio (Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade) a area de vegetacdo nativa continua encontrada na regido compreende um
conjunto de terras reconhecidas por lei como areas protegidas de diferentes categorias de
Unidades de Conservacdo (UCs), denominado mosaico de Carajas. Este esta representado
pelas seguintes UCs: FLONAs de Carajas, Tapirapé-Aquiri e Itacaitnas, Reserva Bioldgica
(REBIO) de Tapirapé e Area de Protecdo Ambiental (APA) do Igarapé Gelado. Adjunto a este

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

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

Floresta Nacional é uma area com cobertura florestal de espécies predominantemente
nativas e tem como objetivo basico o uso mdultiplo sustentavel dos recursos florestais e a
pesquisa cientifica, com énfase em método para exploracao sustentavel de florestas nativas de
acordo com a Lei Federal n®9.985, de 18/07/2000.
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Com base nesse cenario, no sudeste do Pard, a arara-azul-grande pode ser encontrada
nessas areas que sdo protegidas, sobretudo ao longo do rio Itacaiunas que € limitrofe entre a
FLONA Tapirapé-Aquiri e a FLONA Carajas, bem como em éareas bastante modificadas pela

atividade antrépica como a FLONA lItacailnas.

1.7.2. Canad dos Carajas

No entorno da Serra Sul na FLONA Carajas encontra-se 0 municipio de Canad dos
Carajas que nasceu a partir de um assentamento agricola e sua economia se baseia na cultura
do arroz, milho e feijao. Porém, sua populacdo estimada em 31.062 habitantes (IBGE, 2013)
usufrui da pecuaria como o seu principal sustento e, portanto, praticamente toda a area do

municipio foi desmatada dando lugar a plantagdes agricolas e pastos (Figura 4).

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

em Canad dos Carajas. Foto: Mayla Barbirato
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Nesse municipio também encontram-se areas particulares pertencentes a empresa
VALE S.A., nas quais esta sendo implantado o Projeto Ferro Carajas S11D. Esse é um projeto
que visa implantar um complexo minerario na regido da Serra dos Carajas, na subdivisao
denominada Serra Sul, para exploragdo do minério de ferro do bloco D do corpo geoldgico
S11 (S de Sul). Suas instalagfes estdo situadas na area do municipio de Canad dos Carajas no
Paré e outra parte esta situada em territério da FLONA Carajas (VALE, 2012). Por essa razéo,
sdo necessarios estudos que visem aliar o desenvolvimento econdmico com medidas de
conservacdo para essa regido. Dentro desse contexto esta inserida a arara-azul-grande que
ocupa uma area que coincide com éareas desmatadas para pastagem e com cercanias das
instalagdes do S11D. Assim, torna-se necessaria a execucdo de pesquisas e monitoramento

para demarcacdo de areas prioritarias para a conservagdo da espécie nessa regido.

1.8. Marcadores microssatélites

Marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer fendtipo
molecular proveniente de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA
correspondente a regides codificantes ou ndo codificantes do genoma (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Existem muitos tipos de marcadores moleculares que sdo utilizados de
acordo com os objetivos de uma pesquisa. Um exemplo € a técnica de RAPD, onde um Unico
primer que possui uma sequéncia arbitraria é utilizado para delimitar a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e amplificar regiGes desconhecidas no genoma da espécie em estudo.
Entretanto, para estudos que visam amplificar regides mais especificas do DNA séo utilizados
pares de primers mais especificos como os marcadores mitocondriais, SNPs e microssatélites.
Os marcadores em questdo sdo baseados em polimorfismos nas regides amplificadas que
contém as sequéncias do DNA. Por outro lado, os marcadores como o0 DNA mitocondrial que
apresentam heranca materna, e portanto, ndo possuem padrdo mendeliano sdo utilizados
principalmente para a elucidacdo de relagdes filogenéticas e da origem geografica de uma
espécie, estimagdo de tempo de expansdo populacional e de distancias genéticas, avaliacdo
dos efeitos de dispersdo preferencial sexo-especifica em relagbes populacionais e
discriminacao de subpopulac@es (Avise, 1995; 2000; Harpending & Rogers, 2000, Eriksson et
al., 2006). Em contrapartida, marcadores nucleares como 0s SNPs e os microssatélites séo
utilizados principalmente em estudos que visam determinar a composi¢do alélica de uma
populacdo, permitindo a identificacdo de individuos e para testes de parternidade.
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Adicionalmente, podem ser utilizados para estimar distancias genéticas e discriminacdo de
subpopulagdes (Garrigan & Hammer, 2006).

Os microssatélites sdo compostos por unidades de sequéncias de 1 a 6 pb repetidas em
tandem (Tautz, 1989) e estdo presentes tanto nas regides codificantes quanto nas nao-
codificantes do genoma (Zane et al., 2002). Essas regides gendmicas sdo conhecidas por
apresentarem na maioria das vezes o maior contetdo de informacdo de polimorfismo dentre
todos os marcadores moleculares (O’Reilly & Wright, 1995). Isso em funcéo das altas taxas
de mutacgdo encontradas nos locos microssatélites em relacdo a outras partes do genoma, que
variam de 10 a 10°® por geracdo (Dallas, 1992; Dib et al., 1996; Sia et al., 2000; Weber &
Wong, 1993).

Adicionalmente, esse tipo de marcador possui diversas caracteristicas intrinsecas que
facilitam a sua utilizacdo, tais como pequeno tamanho total (100 pb), permitindo sua
amplificacdo via PCR e apresentam um Unico loco padrdo com heran¢a co-dominante, o que
permite a comparacdo de populacdes com base nas suas frequéncias alélicas (Bruford et al.,
1996). Além disso, sdo também véariaveis quanto ao nimero de repeticGes de suas sequéncias
(Variable Number of Tandem Repeats - VNTRS).

Os microssatélites ndo sdo regularmente distribuidos no genoma e uma variagéo de sua
distribuicdo ocorre dependendo do tdxon analisado (Chambers & MacAvoi, 2000). De forma
geral, estes sdo encontrados principalmente nas regides ndo-codificantes do genoma, enquanto
que nas regides codificantes sua presenca é relativamente rara (Li et al., 2002). Nesse sentido,
nas regides ndo-codificantes do genoma as sequéncias de microssatélites sdo abundantes e
observa-se normalmente a auséncia de pressdo seletiva, sendo considerados marcadores
geneticos neutros. Em contrapartida, nas regides codificantes do genoma as sequéncias de
microssatélites sdo relativamente escassas e observa-se a presenca de pressdo seletiva, sendo
considerados marcadores genéticos funcionais, e por esta razdo mutagdes nas sequéncias
repetitivas dessas regifes comumente estdo associadas as doencgas (Li et al., 2004). Isso pode
ser atribuido a forte selecdo negativa contra mutacdes de frameshif nas regides codificantes
(Metzgar et al., 2000). Apesar disso, ao considerar regides reguladoras do genoma, sobretudo
nas regides 5’UTRs e 3’ UTRs, 0s microssatélites s&o mais abundantes do que em relagdo a
outras regides gendmicas nas plantas e bactérias (Li et al., 2004).

Para tentar explicar a presenca de repeticdes microssatélites nos genomas de todos os
eucariotos foram propostos varios modelos. O modelo que melhor explica a maioria das
mutagdes que acontece nos locos microssatélites é o Stepwise Mutation Model (SMM) (Ohta
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e Kimura, 1973), em que o mecanismo de mutacdo de um alelo se resume na perda ou no
ganho de apenas uma unidade de repeticdo. Outro modelo, 0 Two phase mutation model
(TPM) (Di Rienzo et al., 1994), incorpora o processo mutacional que ocorre no SMM, embora
também considera a ocorréncia de mutacfes de uma magnitude maior. Nesse modelo, uma
vez que a mutagdo ocorreu tém-se uma probabilidade p de ser uma mutacdo considerada de
uma Unica etapa, e uma probabilidade de 1-p de ser uma mutagdo considerada multi-passo
(apresenta varios passos). Adicionalmente, tém-se 0 modelo de alelos infinitos (Kimura &
Crow, 1964) que considera um cendrio extremo que as mutacdes pode proporcionar infinitas
possibilidades de estados alélicos para um determinado loco. Entretanto, um novo estado
alélico inexistente na populacdo é considerado para cada novo alelo mutante que possa
aparecer.

As principais aplicacdes desse tipo de marcador sdo estudos forenses, em estrutura
genética de populacGes e em conservacdo e/ou gestdo de recursos bioldgicos, analises de
paternidade e construcdo de mapas genéticos (Jarne & Lagoda, 1996). Nesse contexto,
conhecer a diversidade genética torna-se importante para garantir a preservacdo de uma
espécie, principalmente em populacGes que se encontram dispersas e/ou fragmentadas
(Primack & Rodrigues, 2002). Entretanto, para organismos que apresentam uma frequéncia
muito baixa de microssatélites no genoma, como as aves ou as plantas (Primmer et al., 1997;
Zane, 2002) torna-se necessario um grande numero de locos microssateélites, principalmente
em estudos para avaliar as distancias genéticas entre as populacGes (Parker et al., 1998;
Cooper et al., 1999). Portanto, a utilizagdo desses marcadores € bastante informativa para
genotipagem de individuos de uma populacdo e para a caracterizacdo da sua diversidade,
embora sejam marcadores neutros e, portanto, ndo podem ser utilizados para inferir as
pressoes por selecdo natural que atuam diretamente sobre as populagdes.

Em contrapartida, a principal limitacdo desse marcador é o fato de que precisam ser
isolados, sendo que na maioria das especies ndo ha microssatélites prospectados (Zane et. al.,
2002). Para que isso seja possivel, geralmente a prospeccdo de sequéncias candidatas a
microssatélites envolve o desenvolvimento de bibliotecas genémicas, que podem ser
enriquecidas ou ndo, com posterior clonagem e sequenciamento dos fragmentos. Em razdo
disso, todo o processo de prospeccédo trata-se de um trabalho laborioso e de elevado custo.
Dessa forma, utiliza-se muitas vezes primers desenvolvidos para uma espécie
filogeneticamente proxima da espécie de interesse (primers heter6logos), a fim de reduzir o
custo e o tempo das pesquisas (Parker et al., 1998). Além disso, ndo ha garantia de que o alto
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polimorfismo observado para uma espécie sera encontrado em espécies relacionadas, uma vez
que os niveis de polimorfismo normalmente diminuem quanto maior é a distancia filogenética
entre as espécies em questao (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 polimoérficos 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 polimorficos para
Eclectus roratus e Martins (2008) isolou seis locos polimdrficos para Ara chloropterus.
Adicionalmente, Chan et al. (2005) -caracterizaram 8 primers polimorficos para
Cyanoramphus forbesi, enquanto Kamara et al. (2006) isolou 12 locos polimorficos 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
polimorficos para a caturrita (Myiopsitta monachus), enquanto que Gebhardt & Waits (2008),
desenvolveram e testaram primers internos para varios locos microssatélites que ja foram
desenvolvidos para outros psitacideos. Finalmente, Klauke et al. (2009) caracterizaram sete
locos microssatélites polimorficos para a aratinga-da-Patagbnia (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 ultima geracdo 14 locos
microssatélites polimérficos para Neophema chrysogaster.

Dessa forma, como ndo ha descri¢do na literatura de primers para locos microssatélites
em A. hyacinthinus, o objetivo desse estudo foi desenvolvé-los para a utilizacdo em estudos
populacionais e para auxiliar em medidas de conservacdo da espécie. Adicionalmente, os
primers desenvolvidos nesse trabalho foram testados quanto a amplificagdo cruzada em outras
espécies de psitacideos neotropicais.

A prospeccdo de locos microssatélites especificos representa uma estratégia bastante
promissora para estimar a variabilidade genética da espécie. Nesse sentido, estudos que visem
investigar a diversidade e estrutura genética de populacbes da arara-azul-grande, através do
uso de microssatélites, serdo importantes para auxiliar em planos de manejo e aumentar o
conhecimento bioldgico da espécie.
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1.9. Estruturacdo Genética

Fatores como deriva genética, selecdo natural e mutacdo podem causar alteracGes nas
frequéncias alélicas e genotipicas entre populacbes isoladas, de tal maneira que, a longo
prazo, estas populacGes podem acumular mudancas selecionadas positivamente e que
culminam, por vezes, no surgimento de uma nova espécie (Ridley et al., 2006). Nesse sentido,
0 isolamento geografico promovido pelo surgimento de barreiras, pela fragmentacdo do
habitat ou pela auséncia de um habitat especifico pode reduzir o deslocamento de individuos,
dificultando o encontro entre as populacdes, o que tende a acentuar diferencas genéticas ja
existentes entre as mesmas. Em contrapartida, o fluxo génico favorece a homogeneizacéo da
composicdo genética, o que pode reduzir diferencas genéticas existentes entre populacdes
(Crochet, 1996). Desse modo, espécies que possuem mecanismos fisicos ou bioldgicos para
se dispersarem eficientemente e auséncia de filopatria (tendéncia de retornar ao local de
origem para a reproducdo) comumente apresentam elevadas taxas de fluxo génico e, por
conseguinte, uma homogenizacdo na composicdo alélica de suas populagdes. Entretanto,
espécies que possuem fatores fisicos ou biolégicos que limitam sua dispersdo e uma alta
filopatria, frequentemente apresentam baixos niveis de fluxo génico entre suas populacdes
(Presti, 2011). Essa condicdo pode favorecer a fixacdo de alelos preferenciais para cada
populacdo por meio da selecdo natural ou deriva genética (Slatkin, 1987). Com isso,
populagdes que apresentam fluxo génico quase nulo podem apresentar adaptacdes genéticas
locais que se perderiam caso fosse feito um manejo conjunto de suas subpopulacoes,
principalmente em espécies que se encontram ameacadas de extingdo e que ja 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 diferenciagdo
genética entre subpopulacbes de uma espécie e verificar se as mesmas se encontram
estruturadas.

Em estudos de populacbes naturais, a identificacdo da estrutura genética pode ser
realizada a partir da utilizacdo dos coeficientes de endogamia descritos por Wright (1951) Fj,
Fi e Fi. Esses coeficientes sdo baseados nos niveis de heterozigosidade presentes no
individuo, na subpopulacdo e na populagdo total, respectivamente. O Fj; corresponde a
endogamia total da espécie ou desvio de panmixia da populacdo total (devido ao sistema
reprodutivo somado ao subdivisdo populacional). Ja o Fis corresponde a endogamia
intrapopulacional ou ao desvio da panmixia dentro da subpopulagdo (devido somente ao
sistema reprodutivo). Finalmente o Fy corresponde a endogamia devido & subdivisdo
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populacional (independe do sistema reprodutivo). Por outro lado, o F € baseado no modelo
de alelos infinitos que consiste na criacdo aleatéria de um novo alelo a partir de uma
mutacdo,ou seja, ao aplicar esse modelo para os locos microssatélites as mutacdes sdo as
responsaveis por alterar o nimero de unidades de repeticdes (Oliveira et al., 2006). Todavia, 0
indice Ry € andlogo ao Fg, embora considere nas analises 0 modelo de mutacdo stepwise
mutation model (perda ou ganho de uma repeticdo de nucleotideo por vez) para explicar a
evolucdo dos microssatélites (Slatkin, 1995).

Apesar da importancia do conhecimento da estruturacdo genética populacional em
psitacideos neotropicais, poucos estudos sdo encontrados na literatura. Leite et al. (2008)
analisaram a estrutura genética entre cinco populacbes de papagaio-verdadeiro (Amazona
aedtiva) e a diferenciacdo populacional pode ser detectada apenas entre as populagdes mais
distantes entre si, enquanto que Caparroz et al. (2009) estudaram o padrdo de estruturacdo
genética populacional da arara-canindé (Ara ararauna) através de marcadores microssatélites
e mitocondriais encontrando um padréo de disperséo diferencial entre os sexos com 0 macho
dispersor responsavel pelo fluxo génico e com a fémea apresentando um comportamento
filopatrico. Por outro lado, Oliveira-Marques (2010) estudou a estruturacdo genética entre
subpopulacdes de duas espécies (Ara macao e Ara chloropterus) e encontrou uma baixa
estruturagdo para ambas. Adicionalmente, Faria et al. (2008) e Presti (2011) analisaram a
estrutura genética populacional em arara-azul-grande utilizando locos de microssatélites
heter6logos e uma amostragem restrita (destacado no préximo topico).

Nesse contexto, estudos que visem investigar os niveis de variabilidade genética e de
estruturacdo genética em A. hyacinthinus sdo importantes na tentativa de um melhor
entendimento dos processos evolutivos atuantes na historia recente da espécie bem como para

auxiliar em estratégias de conservacao.

1.10. Motivacoes
Estudos da histdria natural tém mostrado que as araras-azuis-grandes sdo filopatricas

(retornam para o local de origem para a reproducdo) (Guedes, 2004) e mesmo tendo uma
ampla capacidade de voo aparentemente deslocam-se pouco (Antas, comunicagdo 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 esta
inserida nesse contexto uma vez que se encontra em uma situacdo de vulnerabilidade a
extingdo e possui populacbes dispersas em diferentes areas de ocorréncia da espécie. Para
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estudar as caracteristicas genéticas de uma populacdo sdo 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 subpopulagbes do Pantanal de Miranda e Abobral/MS e do Piaui e Presti (2006)
que através dos valores de Fs obtidos a partir de seis locos polimorficos heterlogos
encontrou diferenciacdo genética entre quatro grupos estudados (Pantanal Norte, Pantanal Sul,
Norte e Nordeste). Neste mesmo trabalho foi realizado o teste de atribuicdo para tentar
atribuir individuos apreendidos de A. hyacinthinus para a sua correspondente regido de
ocorréncia bem como foram calculados os indices de similaridade genética de filhotes
pertencentes a0 mesmo ninho para indicar monogamia genética.

Além desses trabalhos, Presti (2011) obteve uma moderada estruturacdo genética entre
individuos de quatro regies geograficas (Pantanal norte, Pantanal sul, norte e nordeste) por
meio dos indices de Rs e da analise bayesiana dos dados de microssatélites heterélogos
enquanto que os indices de Fs e do DNA mitocondrial evidenciaram diferenciagdo genética
entre trés regides (norte e nordeste ndo diferenciados). Somando a isso, foi indicada a origem
de individuos apreendidos e de procedéncia desconhecida além da analise da similaridade
genética entre pares de filhotes.

Todos esses estudos utilizaram apenas locos microssatélites heterdlogos, tendo em
vista que ainda ndo ha locos especificos descritos na literatura para essa espécie. Dessa
maneira, o desenvolvimento de locos especificos para a espécie é estratégico para auxiliar em
analises populacionais da espécie em conjunto com locos heterélogos e também para detectar
possiveis diferencas significativas de eficiéncia entre eles. Além disso, popula¢Bes que
apresentam baixa variabilidade genética necessitam de mais locos disponiveis para obter
melhores resultados, principalmente em andlises de estruturacdo genética entre populacées.

Com isso, devido ao aparente isolamento da espécie em essencialmente trés grupos
geograficos somado as caracteristicas intrinsecas de cada regido, como relevo, vegetacdo e
clima, diferencas na composicao genética podem ser encontradas dependendo de cada regido.
Também, a regido foco desse estudo, o mosaico de Carajas, ndo foi avaliada por estudos
prévios quanto a uma possivel diferenciacdo populacional em funcdo do relevo bastante
acidentado desta regido e a presenca de extensas areas de florestas, que potencialmente
podem constituir uma barreira ao deslocamento de individuos. Assim, o conhecimento sobre
como as populacdes estdo estruturadas geneticamente e o nivel de variabilidade que
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apresentam é fundamental na busca por um melhor entendimento da historia evolutiva e pela
preservacao da espécie em longo prazo na natureza, principalmente em regifes de risco como

0 mosaico de Carajas no Para.
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2. Objetivos

2.1. Gerais

v" Desenvolver primers para locos microssatélites em Anodor hynchus hyacinthinus.

v" Analisar a diversidade e a estruturacdo genética populacional entre todas as regides

geogréficas de ocorréncia da espécie.

2.2. Especificos

= Testar a amplificacdo cruzada para outras espécies de psitacideos neotropicais através

dos locos prospectados para a arara-azul-grande.

= Analisar a eficiéncia dos locos microssatélites prospectados em comparacdo aos locos

heterdlogos utilizados para estudos populacionais em A. hyacinthinus.

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

= Verificar a possivel ocorréncia de estruturacdo genética entre individuos de A.

hyacinthinus na regido do mosaico de Carajas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Amostragem
Para o registro de individuos da espécie foi utilizado o método de busca ativa. Tal

método consistiu em percorrer trilhas e estradas que passavam pela area de estudo, com
auxilio de bindculos procurando por individuos da espécie ou por vestigios, como restos de
alimentacéo e atividades recentes nos ninhos.

Os ninhos foram acessados através da técnica de alpinismo com auxilio de estilingue,
chumbada, linhas de nylon, corda fina, cordas de alpinismo, fitas de ancoragem, cadeirinhas,
colete, mosquetdes, oito e ascensores.

Para as analises 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 descartaveis.
Apo6s a coleta, as amostras de sangue foram transferidas para microtubos contendo
aproximadamente 0,5 ml de etanol absoluto e mantidos a temperatura ambiente. Depois da
triagem, os filhotes foram devolvidos ao ninho com seguranca (Figura 5).

A campanha de coleta das amostras em campo correspondente a época reprodutiva da
especie (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 Canad dos Carajas, na FLONA
Itacailnas e ao longo da mata ciliar do rio Itacailinas que estabelece o limite entre a FLONA
do Carajas e a FLONA do Tapirapé-Aquiri (Figura 6). Para as andalises populacionais foram
incluidas amostras coletadas em campanhas anteriores cedidas para o presente trabalho
(Tabela 1).

Figura 5. Filhote de A. hyacinthinus passando por uma analise biométrica que inclui medic6es do bico, cauda,

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

mosaico de Carajds no Pard. A) FLONA Itacailnas (Foto: Grace Ferreira da Silva), B) propriedade rural
localizada na cidade de Canad dos Carajas (Foto: Grace Ferreira da Silva) e C) Rio Itacailinas (Foto Jodo Marcos

Rosa).

3.2. Extracdo de DNA

O DNA foi isolado seguindo o protocolo de extracdo utilizando proteinase K e fenol-
cloroféormio segundo Bruford et al. (1992). Foram misturados 300 pl de TNE (50 mM de Tris,
100 mM de NaCl e 5 mM de EDTA, pH 7,5), 30 ul de Tris HC1 1M pH7,5, 8 ul de SDS 25%

e 20 ul de proteinase K (20mg/ml) e acrescentado aproximadamente 2mm? de sangue. O
material foi incubado a 37°C durante a noite ou a 55°C por 4 horas. Apos a incubacéo, foi
acrescentado um volume de fenol: clorofémio: alcool isoamilico (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. Ap0s essa etapa, o tubo foi
centrifugado por cinco minutos a 12000 rpm. Descartado o sobrenadante, o precipitado foi
lavado com 300 pl 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 agua miliQ autoclavada.
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Tabela 1. Dados da amostragem total utilizada nas analises populacionais do presente trabalho.

Subpopulagao Localizagao N Coletor Ano
Para (N=33) Rio Itacailnas 1 G.F. Silva, H.E. Silva 2013
Canaa dos Carajas 2 G.F. Silva, H.E. Silva 2013

14 F.T. Presti, A. Marques 2007-2008

Redencdo 1
Rio Iriri 1
Serra Norte 1
Pg. Zoobotanico (Parauapebas) b G.F. Silva, H.E. Silva 2013
2 ET. Presti, A. Marques 2007
2
Fundagdo Zoobotanica (Maraba) 1 FT. Presti, A. Marques 2007
Capitdo Pogo (Zoologico Dr. Aldomar) 1
? 1
Pantanal Sul (N=7) Abrobal 3 N.M.R. Guedes
Nhecolandia 2 N.M.R. Guedes 2001-2002
1 N.M.R. Guedes
Rio Negra 1 N.M.R. Guedes 2001-2002
Pantanal Norte (N=9) Bardo do Melgaco 5 P. Antas 2002-2004
4 - 2008
Mordeste (N=6) Sao Gongalo de Gurgueia, Pl 2 P.Martuscelli, C. Yamashita. 1999
Regido de Peixes e Estreito ,TO 4
Total 55

Legenda: ? Procedéncia da amostra ndo disponivel; - dados ndo encontrados

3.3. Quantificacdo e analise da qualidade e integridade do DNA amostral

A quantificacdo e a verificacdo de contaminacdo 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 wverificar se h& contaminacdo por proteinas e/ou solventes organicos como
alcool/cloroférmio/fenol, através da comparacdo das razdes de absorbancia da luz na faixa de

260/280nm e 230/280nm, respectivamente.
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3.4. Construcdo da biblioteca enriqguecida em microssatélites

A metodologia utilizada para a construcdo da biblioteca enriquecida em
microssatélites utilizando beads magnéticas foi a mesma descrita por Billotte et al. (1999),
com algumas modificacdes. Para os procedimentos foi utilizada amostra de sangue coletada
na regido do Pard cedida pelo Laboratério de Genética e Evolucdo Molecular de Aves
(LGEMA) do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo. A seguir estdo descritas

todas as etapas necessarias em sequéncia:

Purificacdo da amostra

Para fazer a purificacdo da amostra foi feito um tratamento com RNAse apds a
extracdo do DNA e utilizado uma pequena quantidade do DNA extraido com a enzima
ExXoSAP-IT (Affymetrix) para fazer a digestdo, eliminando as possiveis impurezas da

amostra.

Digestdo do DNA

A digestdo do DNA genbémico total foi realizada com a enzima de restricdo Afa |
(Invitrogen) para gerar fragmentos menores do DNA cujo sitio de restricdo é a sequéncia
5"...GT|AC...3. Para cada reagdo foram utilizados os seguintes reagentes:

50 ul de agua MilliQ autoclavada
10 pl de tampéo

10 pl de espermidina (40 mM)

5 ul da enzima Afal (10 u/uL)

YV V. V VYV V

25 ul de DNA em uma concentracdo de 250 ng/pl

Posteriormente, cada tubo de 1,5 ml contendo os reagentes foram incubados por 3h a
37°C em estufa. Para a obtencdo de um melhor resultado, foi incubado primeiramente por 1h
metade do volume da enzima (2,5 ul) e posteriormente foi adicionado igual volume da enzima
para terminar o processo de incubacgdo por mais 2h. Em seguida, foi realizado aplicagdes de
cada tubo em gel de agarose a 1% para visualizar qual deles apresentou a melhor digestéo.
Para isso, o parametro utilizado foi a reacdo que apresentou um arraste uniforme entre 700 e
1200pb.
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Ligacdo 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 terminacdo Unica e conhecida. Para essa reacao foram

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

12 ul de agua MilliQ

5 ul de tampdo 5X (Invitrogen)

1,5 ul de Rsa21 (10uM)

1,5 pl de Rsa25 (10uM)

2 ul de T4 DNA ligase (Invitrogen) (1u/pL)
3 ul do produto de DNA digerido

YV V V V V V

Depois de adicionar os reagentes o tubo foi colocado no termociclador e incubado por
cerca de 2h a 20°C. Posteriormente, Rsa2l foi utilizado como primer para uma pré-
amplificacdo via PCR a fim de garantir a ligagdo dos adaptadores e produzir uma maior

quantidade de DNA para a etapa de selecéo.

Purificacdo
Para preparar o DNA para a etapa de sele¢do de fragmentos de interesse foi utilizado o

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

Selecdo dos fragmentos que contém as sequéncias microssatélites

Para a selecdo dos fragmentos de DNA contendo sequéncias microssatélites foram
utilizadas esferas magnetizadas (beads) cobertas por estreptavidina, a qual apresenta alta
afinidade pela biotina. Assim, os fragmentos digeridos foram hibridados atraves de repeticdes
de dinucleotideos (GT e CT) ligados quimicamente a biotina, selecionando fragmentos
contendo sequéncias repetitivas do tipo CA e GA por complementariedade. Em seguida, por
meio do emprego de um aparato com imad promoveu-se a separacdo e recuperacao apenas dos
fragmentos que continham essas sequéncias, através da atracdo das particulas magneticas.
Além disso, para aumentar a eficiéncia das beads foi realizada uma série de lavagens
utilizando solucdes de SSC diluidas em diferentes concentracdes dependendo da etapa. A
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solugéo 0,5 X foi utilizada para a preparacédo das beads, enquanto a solucdo 20 X foi utilizada
como solucdo de hibridizacdo dos dinucleotideos biotinilados e a 0,1 X foi utilizada para
ressuspender a solucdo de hibridizacdo ap6s magnetizacdo das beads. Para a solugdo de SSC
20X utilizou-se de 87,7g de NaCl e 44,1g de Citrato Trisodico Di-hidratado para completar
500 mL de H,0 MilliQ.

Finalmente, as sondas e as particulas magnéticas foram retiradas permanecendo
apenas fragmentos de fita Unica, contendo as sequéncias repetitivas. Em seguida, foi realizada

uma reacdo 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 nimero de cépias do fragmento do DNA alvo.
Para essa reacdo foram necessarios 5 pl de tampdo 2X, 1 pl de plasmideo pGEM-T, 3 ul do
produto de amplificacdo e 1 pul de DNA ligase para completar 10 ul de reacdo. Posteriormente

0 produto foi incubado overnight a 4°C ou por no minimo 12h.

Eletroporacéo
Para a transformacao foi utilizado o método de eletroporacdo em células competentes

de Escherichia coli (XL1-Blue), plaqueadas em meio LB sélido 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 colonias. Os clones recombinantes foram selecionados
diretamente, através da atividade do gene da B-galactosidase (Lac Z). Quando o gene foi
expresso (colbnia azul) significa que estes clones ndo foram ligados ao vetor de clonagem e,

portanto, devem ser excluidos.

Manutencado dos clones

Para manter o banco de microssatélites para analises 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 conservacdo dos clones
denominado 2YT-HMFM com a ampicilina contida respectivamente em cada poco. As
coldnias 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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Amplificacido dos fragmentos clonados

Para comprovar que os clones continham os insertos foi realizada uma reagéo 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 rea¢do foram necessarios: 13,25
ul de agua MilliQ, 2,5 ul de tampdo 10X, 2,0 ul de MgCI2 (25mM), 2,0 ul de dNTP (2,5mM),
1,25 pul de Rsa21 (10uM), 2,0 ul de Taqg DNA polimerase e 2,0 ul do inserto clonado para

completar um total de 25 ul de reacéo.

Extracdo plasmidial

Depois, foi realizada a extracdo 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 coldnias recombinantes
para preparo das amostras a serem sequenciadas. Posteriormente, através de pré-coloracdo 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 comprovagdo do sucesso dessa

etapa.

Reaces de Seqguenciamento

Os DNA plasmidiais foram sequenciados conforme indicado para o Kit Big Dye
Terminator (Applied Biosystems, CA, USA). Para a obtencdo 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 reagdo foram necessarios: 3,1 ul de agua
MilliQ, 2 ul de tampéo Save Money, 0,4 ul de Big Dye (v3.1), 0,5 ul de primer (5pmol/ul) e
4,0 ul de DNA (200 a 500ng para completar um total de 10 ul de reagdo. 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 purificacdo das amostras com EDTA/Etanol para

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

Analises das sequéncias

Para a identificacdo, caracterizacdo das regides de microssatélites e exclusdo das
sequéncias 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 sequéncias finais obtidas em formato FASTA. Apos esse
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procedimento verificou-se no VecScreen (NCBI) - banco de dados que permite a comparagéo
de sua sequéncia com sequéncias de vetores — com o propdsito de confirmar se a sequéncia
amplificada era semelhante a do vetor de clonagem. Para gerar a sequéncia consenso (obtida
pela comparacdo das sequéncias 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 sequéncia obtida possuia similaridade com sequéncias de
organismos filogeneticamente relacionados. Sequéncias semelhantes a de organismos
distantes filogeneticamente poderiam indicar contaminacdo da colénia ou auséncia de
especificidade do fragmento amplificado, ndo devendo ser selecionadas.

Selecionadas as sequéncias, utilizou-se o programa SSRIT (Temnykh et al., 2001)
para encontrar as regibes 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 repeticdes de
microssatélites. O programa OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies) foi utilizado
para mensurar todas as propriedades de cada primer e para verificar a ocorréncia de hairpins
(formacdo de grampo na estrutura do primer), self-dimeros (pareamento entre primers

homologos) e heterodimeros (pareamento do primer senso com o primer antisenso).

3.5. Teste de amplificacdo e de polimorfismo

3.5.1. Locos desenvolvidos para A. hyacinthinus

Para o teste de amplificacdo e da melhor temperatura de anelamento dos primers
desenvolvidos para A. hyacinthinus as condicGes utilizadas na PCR foram: desnaturacao
inicial de 95°C porl0 min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 1 min, 45°C a 65°C (9
temperaturas) por 40 seg, 72°C por 40 seg, e extensdo final de 72 °C por 10 min. Cada reagéo
possuia: 0,2 ul de Taq polimerase (5 U/ ul), 1 pl de cada primer (10 uM), 0,4 ul de MgCl12 (25
mM), 1 ul de dNTPs (2,5 mM), 1,2 ul de tampao (10x), 1pn de DNA e 4gua para completar 12
ul. As temperaturas de anelamento testadas para cada primer foram: 45°C, 53°C, 55°C, 57°C,
59°C, 60°C, 61°C, 63°C e 65°C. Aproximadamente 3 pl do produto amplificado foi carregado
em gel de agarose a 1,5% para testar a amplificacao.

Para a deteccdo do polimorfismo dos locos foi utilizado o método proposto por
Schuelke (2000) para gerar os produtos de amplificacdo 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
confirmacéo dos tamanhos dos picos dos alelos para cada sequenciador. Cada reacdo continha
0,1 pl de Taq polimerase (5 U/ ul, Pharmacia), 0,1 pl do primer forward marcado com cauda
M13 (10 uM), 0,3 pl do primer reverse (10 uM), 0,2 ul da fluorescéncia HEX (10 uM), 0,4 ul
de MgCl; (25 mM), 1 ul de ANTPs (4 mM), 1,2 ul de tampdo (10x), 1,5 ul de DNA e agua
miliQ autoclavada para completar 12 pl. As condigdes da PCR foram: desnaturacgdo inicial de
95°C por 10 min, 35 ciclos a 95°C por 1 min, 57°C a 60°C por 40 seg e 72°C por 40 seg,
seguidos de 10 ciclos da cauda M13 a 95°C por 1 min, 55°C por 40 seg e 72°C por 40 seg, e

extensdo final de 72 °C por 10 min.

3.5.2. Locos heterdlogos

Para testar a amplificacdo cruzada e o nivel de polimorfismo em amostras da arara-
azul-grande foram utilizados os primers heter6logos desenvolvidos para arara-vermelha (Ara
chloropterus) (Martins, 2008). Os primers de arara-canindé (Ara ararauna) (Caparroz et al.,
2003; Gebhardt & Waits, 2008), papagaio-de-Sao-Vicente (Amazona guildingii) (Russello et
al., 2001) e papagaio-do-congo (Psittacus erithacus) descritos por Taylor & Parkin (2006a) ja
foram anteriormente testados quanto a amplificacdo e o polimorfismo em Presti (2006; 2011).

Assim, para os primers de Ara chloropterus (Ach8, Ach9, Achl10, Achl4 e Ach15) foi
padronizada a temperatura de 56°C para anelamento dos primers. O termociclador
Mastercycler® pro (Eppendorf) foi utilizado para as reagbes de PCR com as seguintes
condicdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 seg,
56°C por 30 seg e 72°C por 30 seg, seguido de 10 ciclos da cauda M13 a 94 °C por 30 seg,
53°C por 45 seg e 72°C por 45 seg e extensao final de 72 °C por 10 min e término a 4 °C.
Cada reagdo continha 0,2 ul de Taq polimerase (5 U/ ul), 0,5 ul de cada primer e da cauda
M13 (10 uM), 0,3 ul de MgCl, (25 mM), 0,8 ul de ANTPs (2,5 mM), 1,0 ul de tampao (10x),
1 ul de DNA (aproximadamente 20 ng/ul) e 4gua miliQ para completar 10 pl.

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 proximas, sendo que seis deles
(UnaCT21, UnaCT32, UnaCT43int, UnaCT74, AgGT19 e Peenl6) também ja tinham sido
testados quanto ao polimorfismo (Presti, 2006; Presti, 2011) (Tabela 2). Para esse conjunto de
primers cada reagdo possuia 4 ul de GoTaq® Hot Start (Promega), 0,2 pul do primer forward
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com cauda M13 (10 uM), 0,6 ul do primer reverse (10 uM) e 0,4 ul da fluorescéncia HEX ou
FAM (8 uM), 1 ul de DNA (20ng/ul) e d4gua miliQ autoclavada para completar 10 pl.

Tabela 2. Lista dos primers heter6logos, motifs correspondentes, espécie e 0s respectivos autores que

descreveram os primers.

Primer Motif Espécie Autor
Achs (AGAT) Ara chloropterus Martins, 2008
Ach9 (AC)n Ara chloropterus Martins, 2008
Ach10 (GTG)n Ara chloropterus Martins, 2008
Achl4 (GTN..(GTTTn Ara chloropterus Martins, 2008
Ach15 (GACA)N(CA)n Ara chloropterus Martins, 2008
Peepl6** (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 Araararauna Caparroz et al., 2003
UnaCTALINt™*  (GT)n(ATGTT)(GT)n Araararauna Gebhardt & Wiaits, 2008
UnaCT43* (TG)x12 Araararauna Caparroz et al., 2003
UnaCT55* (GT)n(AT)n Araararauna Caparroz et al., 2003
UnaCT74* (TG)x12 Araararauna Caparroz et al., 2003

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

Em contrapartida, para Ach8, Ach9 Achl0, Ach14 e Achl5 a temperatura padronizada

para esse conjunto de primers foi de 56°C e cada reagdo continha 4 pl de GoTaq® Hot Start

(Promega), 1 ul do primer forward marcado com cauda M13 (8 uM), 1 ul do primer reverse
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(2 uM), 1 pl da fluorescéncia FAM (8 uM), 1,2 ul de DNA (aproximadamente 20 ng/ pl) e 3,6
ul de 4gua miliQ para completar 10 pl de reacdo. As condi¢cdes da PCR foram: desnaturag@o
inicial a 95 °C por 10 min, 35 ciclos a 95 °C por 1 min, 52°C a 58°C por 30 seg e 72 °C por
40 seg, seguidos de 8 ciclos da cauda M13 a 95 °C por 40 seg , 53°C por 40seg, 72 °C por 40
seg, e extensao final de 72 °C por 10 min.

3.6. Amplificacdo cruzada em outras espécies de psitacideos

Para o teste de amplificacdo cruzada para amostras de outras espécies de psitacideos
(Amazona guildingii, Amazona ochrocephala, Ara severus, Ara macao, Ara ararauna, Ara
chloropterus e Anodorhynchus leari) as condi¢des utilizadas na PCR foram: desnaturacdo
inicial de 95°C por 10 min, 10 ciclos a 95°C por 1 min, touchdown de 60°C decrescendo a
cada ciclo 0,5°C e 72°C por 40 seg, seguidos de 25 ciclos a 95°C por 1 min, 55°C por 40 seg e
72°C por 40 seg, e extensdo final de 72°C por 10 min. Cada reag@o possuia 0,2 pl de Taq
polimerase (5 U/ ul), 1 ul de cada primer (10 uM), 0,4 ul de MgCl, (25 mM), 1 ul de dNTPs
(2,5 mM), 1,2 pul de tampao (10x), Ilp de DNA e d4gua para completar 12 pl.
Aproximadamente 3 pl do produto amplificado foi carregado em gel de agarose a 1,5% para

testar a amplificacgéo.

3.7. Caracterizacdo dos locos especificos e heterélogos

Apo6s a checagem do produto quanto a quantidade e a qualidade, cerca de 0,2 pl do
marcador molecular GeneScan™ -500 ROX™ STANDARD (Applied Biosystem) (2fmol) e
uma aliquota de 1,0 ul de cada amostra amplificada foram misturados a Hi-Di™ Formamida
(Applied Biosystems®) para completar 10 pl de reagdo. A mistura foi analisada em
sequenciador automatico ABIPrism 3100 e 3500 (Applied Biosystems®). Para analisar 0s
picos e obter os tamanhos dos fragmentos repetitivos para cada alelo foi utilizado o software
GeneMarker V2.6.3 (Softgenetics). A verificagdo do numero de alelos por loco, do
desequilibrio de ligacdo entre os locos, da heterozigozidade esperada (He), da
heterozigosidade obtida (Ho) e do equilibrio de Hardy-Weinberg foi obtida pelo programa
Genepop 4.2 (Raymond & Rousset, 1995). O programa Cervus (Field Genetics) foi utilizado
para estimar o PIC (conteido de informacdo polimorfica) de cada loco. Para avaliar a
presenca de alelos nulos, erros de genotipagem e allele dropout foi utilizado o programa
Micro-checker (Brookfield, 1996).
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3.8. Andlise de estruturacdo populacional

Para a analise da estrutura genética populacional foi utilizado o programa
STRUCTURE 2.3.3 (Prichard et al., 2000) para inferir o nimero de populacfes (k) que
melhor explica os dados através de um método de agrupamento bayesiano baseado na
composicao alélica dos locos microssatélites. Os parametros utilizados nas analises foram
5.000 passos de burn-in e 1.000.000 de interacdes de MCMC. Cada simulacéo foi repetida 20
vezes como recomendado por Evanno et al. (2005). Diferentes probabilidades a priori para a
ocorréncia de populagdes (k variando de 1 a 10) foram testadas para inferir a ocorréncia 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 nudmero atribuido de subpopulagdes nas analises foi quatro correspondente ao
namero das regiGes que sdo provenientes os individuos amostrais (Pantanal Sul, Pantanal
Norte, Nordeste e Pard), o grau de diferenciacdo entre elas foi avaliado pela estimativa dos
indices de fixacdo Fs e Rg. Os valores de Fg¢ e Ry podem variar de 0 a 1. Quanto mais
préximo de 1 implica um consideravel grau de diferenciacdo entre as populagdes. Os valores
de F¢ foram estimados de acordo com Weir & Cockerham (1984), através da anélise da
variancia molecular (AMOVA) das frequéncias génicas observadas entre as diferentes
populagdes com base no modelo de mutacdo de alelos infinitos (Kimura & Crow, 1964). Para
as andlises dos indices mencionados e 0 numero de migrantes (Nn,) foi utilizado o programa
Genealex 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). Para os valores dos indices de Fg e Ry 0s resultados
foram considerados dessa forma: indices entre 0 e 0,05 - pouca diferenciacdo genética, entre
0,05 e 0,15 - diferenciagcdo genética moderada, entre 0,15 e 0,25 - alto nivel de diferenciacao

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

4.1. Coleta de amostras

Embora a campanha para coleta de amostras no sudeste do Paréa tenha compreendido
um periodo relativamente longo (um més), o nimero 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 més bem ou filhotes maiores que ja haviam
abandonado o ninho. Adicionalmente, em alguns ninhos foram encontrados somente ovos,
enguanto em outros o forro do ninho ainda estava sendo preparado pelos pais para a provavel
postura dos ovos. Esses dados sugerem que na regido do mosaico de Carajas possivelmente as
fémeas que ocupam essa area na época reprodutiva facam a postura dos ovos em periodos
distintos. Esses dados divergem do cenario encontrado no Pantanal, em que ocorre uma maior
sincronizacao na postura de ovos entre as fémeas em um mesmo periodo reprodutivo (Grace

Ferreira da Silva, comunicacgéo pessoal).

Tabela 3. Relacdo de amostras de A. hyacinthinus, e informacdes acerca dos locais e datas de coleta, bem como
dados sobre a fase de crescimento e idade dos individuos amostrados em campanha realizada durante a época

reprodutiva da espécie na regido do mosaico de Carajéas no Para.

Amostra Local Individuo  Idade (dias) Data
AA36 Canda dos Carajas Filhote 45 24/10/2013
AA38 Canda dos Carajas Filhote 30 24/10/2013
LGAl Zoobotanico/Parauapebas Adulto X 14/10/2013
LGA2 Zoobotdnico/Parauapebas Adulto X 14/10/2013
LGA3 Zoobotdnico/Parauapebas Adulto X 14/10/2013
LGA4 Zoobotanico/Parauapebas Adulto X 14/10/2013
LGAS Zoobotdnico/Parauapebas Adulto X 14/10/2013
LGA9 Zoobotdnico/Parauapebas Adulto X 14/10/2013
LGA10 Rio Itacaitinas Filhote 35 02/10/2013

Em funcdo desse cenério, 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 regido de Canad dos
Carajas/PA, uma amostra de sangue de filhote correspondente a regido da mata ciliar do rio
Itacailinas e seis amostras de sangue de adultos coletados no Parque Zooboténico em
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Parauapebas/PA), enquanto na FLONA Itacaiinas ndo foi possivel a obtencdo de amostras
(Tabela 3).

Além das amostras obtidas na campanha no mosaico de Carajas de setembro a
novembro de 2013 (Tabela 3), outras amostras de sangue coletadas por pesquisadores
colaboradores foram utilizadas para as analises populacionais. Essas perfizeram 24 amostras
do Parg, 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. Andlises das sequéncias candidatas a microssatélites

Na construcdo da biblioteca de microssatélites foram gerados 96 clones, sendo que
destes apenas 52 colbnias (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 repeticdo de dinucleotideos por sequéncia e
foram descartados pela menor probabilidade de apresentarem polimorfismo. Além disso, 10
clones foram descartados por apresentarem repeti¢fes localizadas no inicio ou no fim da
sequéncia 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, trés fragmentos foram preteridos devido a
formacdo de estrutura hairpin proximo a extremidade 3’ dos primers, jA que essa condi¢do
pode comprometer a integridade destes. Por outro lado, foram escolhidas duas das sete
melhores sequéncias entre as obtidas de fragmentos contendo sete ou oito unidades de
repeticdo e testados 0s seus respectivos primers, porem néo foi possivel a amplificacdo em
amostras da arara-azul-grande. Dessa forma, foram consideradas nas analises do presente
estudo sequéncias que apresentaram regides com nove ou mais unidades de repeticdo. Com
IS0, restaram seis fragmentos (11,53% do total de 52 clones) que apresentaram nove ou mais

unidades repetitivas de dinucleotideos (motifs de repeticdo) (Tabela 4).

4.3. Caracterizacdo dos locos especificos prospectados para A. hyacinthinus

Todos os seis pares de primers desenvolvidos para a arara-azul-grande (AnH®6,
AnH10, AnH17, AnH23, AnH33 e AnH34) produziram fragmentos nas reacdes de
amplificacdo, os quais foram visualizados em geis de agarose. Esses fragmentos foram entéo
sequenciados para a confirmacédo da presenca dos microssatélites e, ao final, genotipados para
determinacdo dos niveis de polimorfismo e de diversidade genética.
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Quanto a avaliacao de polimorfismo apenas o primer AnH23 mostrou-se monomorfico
(Tabela 5). O niamero de alelos por loco variou de dois (loco AnH6 e AnH33) a 12 (loco
AnH34), levando-se em consideracdo a variacdo de amostras utilizadas para cada primer
avaliado (43 a 57 amostras) (Tabela 5). O primer AnH23 considerado monomorfico foi
testado para 18 amostras provenientes de diferentes locais de ocorréncia 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 polimérficos analisados ndo mostraram evidéncia de desequilibrio de ligacdo, (p >
0,05). Dessa maneira, todos esses locos devem ser considerados como marcadores
independentes. Nenhum loco encontrou-se em desequilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,01), e
na analise pelo programa Micro-checker (Brookfield, 1996), ndo foi verificada a presenca 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. Amplificacdo cruzada em outras espécies de psitacideos utilizando primers desenvolvidos

para A. hyacinthinus

Como resultado da amplificacdo cruzada para os seis primers desenvolvidos para a
arara-azul-grande constatou-se amplificagdo em: Amazona guildingii (trés 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).

45. Amplificacdo cruzada em A. hyacinthinus utilizando primers desenvolvidos para outras

espécies de psitacideos

Os primers desenvolvidos para Ara chloropterus (Martins, 2008) foram testados em
amostras de A. hyacinthinus para checagem quanto ao polimorfismo, n° 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
polimorficos. Vale ressaltar que os primers AgGT19, UnaCT21, UnaCT32, UnaCT4lint,
UnaCT43, UnaCT55, UnaCT74 e Peepl6 ja haviam sido testados quanto ao polimorfismo em
A. hyacinthinus (Presti, 2006 e 2011) (Tabela 2).
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4.6. Anélise da variabilidade genética

Os primers Ach10, Achl4, Achl5 e UnaCT74 apresentaram-se em desequilibrio de
Hardy-Weinberg para p < 0,01 e foram descartados das analises populacionais.

Com isso os locos utilizados para analise foram: AnH6, AnH10, AnH17, AnH33 e
AnH34 (locos prospectados no presente trabalho); Ach8 e Ach9 (Martins, 2008); AgGT19
(Rusello et al., 2005); Peeul6 (Taylor & Parkin, 2006a); UnaCT21, UnaCT41, UnaCT32 e
UnaCT55 (Caparroz et al., 2003), UnaCT4lint (Gebhardt & Waits, 2008), perfazendo um
total de 14 locos.

Na genotipagem de todos estes locos em A. hyacinthinus verificou-se que o nimero de
alelos por loco variou de dois (loco AnH6, AnH33 e UnaCT32) a 12 (loco AnH34), levando-
se em consideracdo a variagdo no numero de amostras utilizadas para cada loco avaliado tanto
para uma mesma regido quanto entre as regides (Tabela 8). Todos os locos polimérficos
analisados ndo mostraram evidéncia de desequilibrio de ligacdo considerando p > 0.05. Dessa
maneira, todos esses locos devem ser considerados como marcadores independentes.

A heterozigosidade observada por loco teve a variagdo 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 regido podemos notar que o loco AnH17
mostrou-se monomdarfico para o Pantanal Sul (temos N=4) enquanto os locos UnaCT32,
UnaCT4lint e AgGT19 mostraram-se monomorficos para o Pantanal Norte (temos um N
amostral de quatro, quatro e sete individuos respectivamente). Em contrapartida, o loco
UnaCT43 mostrou-se monomorfico para grupo do nordeste (temos N=3 individuos).

Considerando-se a média total do nimero de alelos e da heterozigosidade observada é
possivel notar que a populacdo do Pard apresentou maior variabilidade genética entre as
regides de ocorréncia da espécie (Ho=0,488 e meédia de 4 alelos), embora apresente um N
amostral médio de 20,21. Em contrapartida, as populacdes do Pantanal Norte e Pantanal Sul
demonstraram possuir 0s menores indices de variabilidade genética entre as regifes de
ocorréncia da espécie (Ho=0,354 e 0,386) respectivamente e média de 2,357 alelos), embora
apresentem um namero amostral médio por loco de 5,78 e 6,57 respectivamente.

Além disso, ndo foi observada uma melhor eficiéncia em termos de informacdo de
polimorfismo dos locos prospectados para A. hyacinthinus quando comparados aos locos
heterdlogos utilizados no presente estudo.
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4.7. Estruturacdo genética

A partir da analise bayesiana, utilizando 14 locos microssatélites, verificou-se uma
maior probabilidade dos individuos das quatro diferentes regides analisadas constituirem uma
Unica populacédo (Figura 8). Do mesmo modo, considerando-se apenas a analise de individuos
provenientes do Para a fim de verificar uma possivel estruturacdo dentro dessa regido, o maior
valor de probabilidade encontrado também sugere a ocorréncia de uma unica populacdo
(Figura 7).

Dessa forma, o indice Fg indicou um alto nivel de diferenciacdo genética entre o
Pantanal Norte e o nordeste (0,150), um moderado grau de diferenciacdo genética entre o
Pantanal Norte e o Pantanal Sul (0,109), entre o estado do Para e o Pantanal Norte (0,082),
entre o Pard e o Pantanal Sul (0,143) e entre o Pantanal Sul e o nordeste (0,086), exceto na
comparacgdo entre os indices de Fg entre a amostragem do Pard e o nordeste, onde néao foi
evidenciada diferenciacédo (Tabela 9).

Em contrapartida, os indices de Ry indicaram pouca diferenciacdo genética entre o
estado do Pard e Pantanal Sul (0,037) entre o estado do Parad e Pantanal Norte (0,018), um
moderado grau de diferenciacdo genética entre o estado do Para e o Nordeste (0,086) e entre o
Pantanal Sul e o Pantanal Norte (0,089) e um alto nivel de diferenciacdo genética entre
Pantanal Norte e Nordeste (0,159), exceto para 0 R entre o nordeste e o Pantanal Sul que néo
indicou diferenciacdo (Tabela 10). O numero de migrantes por geracdo estimado a partir do
indice de Fst estd representado na Tabela 9. Vale ressaltar que o numero de amostras
utilizadas para essas analises variaram conforme o loco e entre as diferentes regides, sendo
que a amostragem para o Pantanal Norte, Pantanal Sul e nordeste utilizada foi menor do que a
do Para (Tabela 8).
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Tabela 6. Espécies testadas e presenca ou auséncia de amplificacdo cruzada para os seis primers desenvolvidos

para arara-azul-grande.

Locos

Espécie AnH6 AnH10 AnH17 AnH23 AnH33 AnH34
Amazona guildingii - + - + - +
Amazona ochrocephala - - - + - -
Ara severus - + + + + +
Ara macao - + + + - +
Ara ararauna + + + + - +
Ara chloropterus + + + + + +
Anodorhynchus leari - + + + + +

Legenda: +amplificou com sucesso ; - ndo amplificou

Tabela 7: Nome dos locos, tamanho dos fragmentos, temperatura de anelamento (T,°C), nimero de amostras
utilizadas (N) , nimero de alelos (n), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He),
frequéncia relativa ao PIC (conteldo de informacdo polimérfica) para os primers heter6logos de Ara

chloropterus testados em A.hyacinthinus.

Locus Tamanho T.C N N Ho He PIC

Ach8 214-228 56°C 46 8 0.696 0.735 0.683
Ach9 260-264 56°C o1 3 0.314 0.407 0.342
Achl0 195-215 56°C 24 4 0.667 0.712 0.641
Achl4 314-360 56°C 39 6 0.385 0.577 0.519

Achl5 295-315 56°C 49 9 0.490 0.776 0.738

42



15174

*91S9pJOU (N ‘810U [euRluRd :Nd'INS [euRlURd :Sd ‘Bied (W d :Sepusha

9T¥'0| ¢250 €0v0 V¥6Y0 G.TO ETF0 ZPTO 8Y90 8ZE0 /890 G890 620 860 EYT'O GOSO| OH
TEV0| ¥Ov'0  €9€0 /[Zy0 89T0 [Zv0 /8E0 +890 6SE0 ¥EYQ0 L1280 L0 €Z¥0 9ST0 €Sy0| °H
eIPAN
98¢Z'¥ € € € % g Z g € 8 T Z g € Z [(u)eoL
LEV'O T 9990 €£€0 0 0S.°0 0 9990 ¥ST'0 0090 0020 2/20 9990 €¥T0 9990| OH
0Z7'0| 0090 €S0 €£€0 0 0SY'0  €€50 0080 8YT0 €£L0 0090 8950 0990 LET0 G¥SO| @H
1S€°T Z 4 Z T Z Z 4 Z 4 € Z € 14 Z u
L0'9 € € € ) 4 € € €T g g 1T 6 vT 9 N
anN
¥S€'0] 00G0 0S¢0 00S0 0SC0 0 0 0S.0 G290 0050 /G880 99T0 ¢€€£0 TITO0 TITO| OH
95¢'0| 62v'0 0520 8ZF0 0SZ0 0 0 0S.°0 8090 00¥0 T 99T'0 €0€0 TTT0 ¥620| °H
1S€°T Z 4 Z 14 T T € € 4 L Z 14 14 Z u
81§ % v v % v % v 8 8 L 9 9 6 6 N
Nd
98¢0 0 evT0 TG0 €YT0  TZS0 8YT0 G290 0020 €£8°0 T G/E0 0 GZT'0 9990| OH
89€°0 0 eVT'0  6EY0  EYT0  85.°0 8ES0 8050 0020 TZ90 /980 SZEO 0 GZT'0 G870| °H
1S€T T Z Z Z v Z € Z € L Z T Z Z u
1S9 L L L L L L 8 g 9 g 8 % 8 9 N
Sd
88v'0] 88G0 GG50 T1/G50 80€0 €£€0 Tcv0 0SS0 €660 GI80 ¢890 ¥0E0 <650 0020 6.G0| OH
9¢G°'0| 98G°0 /250 8050 0820 TOSO 6.0 L1290 T80 T8L0 Z¥80 6¥YO TEL0 €S20 06v0| °OH
% € € Z € g Z g € L 1T Z g ) Z u
120Z| T 8T T €T qT 6T 0C 144 1T 44 €C 1T ¥4 6T N
eIPIIN vd
6TLOBY 9TNdad GGeun gpyeun WITPUN ZE€eun TZeun 6HOV  8HOV PEHUY EEHUV /THUY OTHUY 9HUVY| 0007
jog1bay

'snuiyiuoeAYY ap steuoiaendod sasijeue ered sopezijin weloy anb 020 eped eied sH 8 oH ‘() soja|e ap oJawnu ‘(N) [2J1SOWE 0JaLNU O 3100S Sagdewlofu| ‘g ejage.L



Tabela 9. Andlise da estruturacdo genética atribuida pelo indice Fg entre todas as regifes de ocorréncia de A.

hyacinthinus.

Popl Pop2 F: N,
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: Populagdo; PA- Parg; PS- Pantanal Sul; PN- Pantanal Norte; NE-
nordeste; N fluxo génico representado pelo nimero de migrantes por geracdo

entre cada populacéo.

Tabela 10. Andlise da estruturacdo genética atribuida pelo indice Rst entre todas as regiGes de ocorréncia de A.

hyacinthinus.

Popl 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: Populagdo; PA- Para; PS- Pantanal Sul; PN- Pantanal
Norte; NE- nordeste.
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Figura 7. Grafico do log de probabilidade que melhor mostra o agrupamento bayesiano para individuos apenas

da regido do mosaico de Carajas
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Figura 8. Grafico do log de probabilidade que melhor mostra o agrupamento bayesiano para os individuos de

todas as regides de ocorréncia da espécie.
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5. Discussao

5.1. Prospeccdo e caracterizacdo dos marcadores microssatélites

No presente estudo foram isolados cinco locos polimdrficos para A. hyacinthinus com
contetdo informativo varidvel, sendo considerado alto para dois locos, razodvel para outros
dois locos e considerado baixo para apenas um dos locos. Nesse contexto, a propor¢do de
locos polimdrficos por numero total de locos avaliados nesse trabalho foi de 5/6 levando-se
em consideracdo que foram selecionados apenas fragmentos contendo nove ou mais unidades
de repeticdo. Ao comparar esses dados com outros trabalhos da literatura como Russello et al.
(2005; 2007), por exemplo, estes obtiveram a proporcéo de 7/8 e 12/14, respectivamente, para
0 papagaio de St. Vicente (Amazona guildingii) e a caturrita (Myiopsitta monachus) e o
critério de escolha de fragmentos foi no minimo 10 e 7 repeticdes, respectivamente. Caparroz
et al. (2003) obtiveram a proporcdo de 5/6 locos polimdérficos para a arara-canindé (Ara
ararauna), porém ndo foi revelado o critério da escolha do nimero de unidades de repeticao
por loco. Martins (2008) encontrou a propor¢do de 6/14 de locos polimérficos para a arara-
vermelha (Ara chloropterus) considerando fragmentos com no minimo cinco repeticdes.
Entretanto, de acordo com o mesmo autor, se fosse considerado apenas os locos com sete ou
mais unidades de repeti¢es o rendimento teria sido na proporcéo de 6/7 locos polimorficos.
Nesse sentido, essas constatagdes sugerem que a escolha de locos que apresentem um maior
nimero de unidades de repeticdo pode favorecer o aumento do rendimento dos locos
polimorficos. Dessa forma, o fato de que no presente trabalho serem utilizados primers para
sequéncias de nove ou mais unidades de repeticdo pode ter contribuido para a obtencdo de um
alto rendimento dos locos. Assim, mostra-se um bom critério a escolha de locos que
apresentem nove ou mais unidades de repeticdo para estudos populacionais de psitacideos
neotropicais.

Em contrapartida, se for levado em consideracdo que dos 52 clones positivos obtidos
nesse trabalho, apenas seis clones continham nove ou mais unidades de repeticdo e permitiam
0 desenho dos primers (11,54%), podemos concluir que o rendimento dessa técnica ndo foi
eficiente. Padrdo semelhante também foi encontrado para estudos que desenvolveram locos
para espécies de psitacideos 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 frequéncia de microssatélites no genoma de aves em comparacdo a
outros organismos, como por exemplo os mamiferos. Isso pode ser explicado pela razdo do

46



genoma de aves conter uma propor¢cdo menor de DNA ndo-codificante (genoma mais
compacto) em relacdo ao genoma da maioria dos mamiferos (Primmer et al., 1997). Assim,
esse cendrio pode estar associado ao nimero relativamente baixo de repeti¢cdes dinucleotidicas
de microssatélites encontradas no presente trabalho, embora ainda existam as limitacdes
intrinsecas da técnica de enriquecimento de beads magnéticas que também pode ter
influenciado esses resultados. Outros fatores que poderiam justificar o baixo numero de
microssatélites seriam a relativa baixa eficiéncia de crescimento das col6nias contendo 0s
clones, a aleatoriedade da selecdo dos fragmentos e a impossibilidade de desenhos dos
primers nas regides flanqueadoras para algumas das sequéncias obtidas.

Ainda que os fatores supracitados limitem a prospeccdo de locos microssatélites, as
regifes analisadas mostraram-se bastante informativas. De fato na andlise populacional a
média de heterozigosidade observada para os locos foi de 0,440 e o nimero de alelos variou
de dois a doze para um numero 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 nimero de alelos variou de trés a 11 alelos
em 49 individuos (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 nimero de alelos variou de dois a 14 para um namero 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 nimero de alelos variou de dois a 15 alelos para um numero de amostras
variando entre 55 a 58. Dessa forma, o grau de diversidade genética encontrada na
caracterizag@o de locos prospectados para Ara ararauna e Ara chloropterus foi maior do que
a observada para locos de A. hyacinthinus.

Apesar disso, 0 genéro Ara ndo é um grupo proximamente relacionado ao género
Anodorhynchus (Tavares et al., 2006) e tanto A. ararauna e A. chloropterus ndo se encontram
ameacadas de extin¢do, enquanto que A. hyacinthinus se encontra vulnerdvel a extingéo.
Nesse sentido, as espécies possuem uma baixa diversidade genética por diversas raz6es por
apresentar: um rapido declinio populacional, popula¢fes pequenas e/ou fragmentadas e
acasalamento endogamico. Presti (2011) obteve resultado similar na comparacdo entre essas
espécies, porem utilizando apenas primers heter6logos e sugeriu que o0 menor grau de
variabilidade nos microssatélites de A. hyacinthinus em comparagdo com Ara ararauna
poderia ter sido resultado da auséncia de dados gerados para locos espécie-especificos de A.
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hyacinthinus ou ser uma caracteristica intrinseca da espécie. Na anélise, utilizando somente
locos heterdlogos, esse autor encontrou para 98 individuos de A. hyacinthinus uma média da
heterozigosidade observada de 0,438. Dessa forma, mesmo com o uso de primers especificos,
foi encontrada heterozigosidade observada similar para A. hyacinthinus (0,440). Portantoo, a
baixa variabilidade deve ser uma caracteristica intrinseca da espécie.

Apesar de alguns autores afirmarem que o polimorfismo esté diretamente associado a
proximidade filogenética entre as espécies, 0s primers heter6logos tém sido utilizados com
sucesso em diversos trabalhos e geralmente apresentam um alto polimorfismo (Primmer et al.,
2005). Por ser possivel a utilizacdo de primers heterélogos em estudos genéticos, 0s primers
prospectados para A. hyacinthinus também mostraram-se Uteis para analises em outras
espécies de psitacideos neotropicais. Dessa maneira, o0 teste de amplificacdo cruzada
demonstrou que esses locos podem ser potencialmente utilizaveis em Amazona guildingii,
Amazona ochrocephala, Ara severus, Ara macao, Ara ararauna, Ara chloropterus e
Anodorhynchus leari (Tabela 6), ainda que os niveis de polimorfismo para essas espécies
ainda necessitem ser avaliados. Adicionalmente, Anodorhynchus leari se encontra na
categoria em perigo de extin¢cdo e Amazona guildingii na categoria vulneravel (IUCN, 2014).
Dessa forma, os primers desenvolvidos podem servir como ferramentas importantes para a
determinacéo da variabilidade e estrutura genética de populacGes naturais e de cativeiro de A.
hyacinthinus e de outros psitacideos neotropicais bem como auxiliar em medidas de

conservacao in-situ e ex-situ para as espécies que apresentam algum grau de risco de extingéo.

4.2. Variabilidade genética

A analise de variabilidade genetica geral entre as amostras de diferentes regides de
ocorréncia da espécie teve uma média de 0,431 de heterozigosidade observada entre todos 0s
14 locos utilizados nesse trabalho (5 locos espécie-especificos e 9 locos heter6logos) (Tabela
8) sendo semelhante a encontrada por Presti (2011) (0,438) utilizando dez locos heterdlogos.
Levando-se em consideracdo cada regido isoladamente, o Para foi a que apresentou a maior
heterozigosidade observada (0,488), seguido do nordeste do pais (0,437), do Pantanal Sul
(0,386) e do Pantanal Norte (0,354). Embora os dados possam indicar uma maior diversidade
geneética para a regido do Para, o nivel da diversidade genética nas outras regides pode ter sido
subestimado justamente por serem utilizadas nas analises poucas amostras para o Pantanal
Sul, Pantanal Norte e o nordeste do pais, 0 que pode ndo representar fielmente o nimero e a
frequéncia dos alelos que existem nessas populagdes.
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Entretanto, apesar da pouca amostragem utilizada para as outras regides foi observada
uma maior variagdo genotipica nos individuos pertencentes a regido do Para como
demonstrado pela presenca de alelos exclusivos nessa populacdo. Apesar disso, o fato da
regido do Para apresentar caracteristicas muito diferenciadas na fisionomia da vegetacéo, do
clima e do relevo pode se refletir em diferengas na composicao genética dessa subpopulacao.
Desse modo, essas caracteristicas podem afetar diretamente a composicdo alélica, e por
consequéncia, favorecer a fixacdo de alelos privados nessa subpopulacdo. Dessa maneira, esta
hipdtese ndo pode ser descartada. Assim, para poder confrontar esses dados sera necessario
refazer as analises utilizando-se uma amostragem mais ampla e equitativa entre todas as
regides de ocorréncia da espécie.

Por outro lado, o nivel de variabilidade genética da espécie mostrou-se menor quando
comparado ao previamente reportado para outras espécies de psitacideos 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), 0 papagaio
da Patagbnia (Cyanoliseus patagonus) (Klauke et al., 2009) e a arara-vermelha (Ara
chloropterus) (Martins, 2008).

Nesse contexto, de forma geral, as espécies de aves consideradas ameagadas tendem a
apresentar uma menor diversidade genética em relacdo as espécies ndo ameacadas, apesar de
algumas excecOes, como a ave marinha Pterodroma magentae que possui alta diversidade
genética e esta criticamente ameacada de extingdo (Lawrence et al., 2008). A arara-azul-
grande encontra-se vulneravel a extingdo apesar de sua populacdo ter se expandido nos
altimos 20 anos na regido do Pantanal, devido as acGes conservacionistas encabecgadas pelo
Projeto Arara Azul (Guedes, 2004). Entretanto, a expansdo por si sé ndo € suficiente, pois ha
que se considerar o fato de que para um individuo alcangar sua maturidade reprodutiva séo
necessarios cerca de trés 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 recuperacdo devera
ser lento e esta diretamente associado a taxa de migracdo ou de mutagdo. Assim, mesmo se
fossem tomadas providéncias para aumentar o tamanho populacional de uma espécie, ela pode
continuar ameacada de extincdo (Avise, 1994). Ainda assim, A. hyacinthinus possivelmente
pode ter passado por um gargalo populacional recente e ainda ndo houve tempo suficiente
para recuperacdo de parte de sua variabilidade genética. Nesse cendrio, a espécie tem uma
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maior possibilidade de apresentar maior vulnerabilidade caso ocorra mudangas ambientais
desfavoraveis ou epidemia de uma doenca por apresentar baixa variabilidade genética. Em
contrapartida, Silva (2014) encontrou com base em programas que simulam cenarios futuros
para A. hyacinthinus uma probabilidade consideravel de expansdo populacional pelo aumento
dos nichos disponiveis para a espécie, devido ao aumento da média de temperatura global nos
préximos anos causado pelo aquecimento global.

Portanto, para a conservacdo da espécie a longo prazo sera necessario conhecer
melhor a biologia, a dinamica populacional e a composicdo genética da espécie, a fim de
garantir que estratégias de manejo sejam implementadas de acordo com as adaptacdes locais
de cada subpopulacdo, o que devera garantir a escolha do melhor nicho disponivel. Assim,
com o aumento do valor adaptativo pela selecdo de alelos favoraveis, a variabilidade genética

de A. hyacinthinus podera ser, a longo prazo, recuperada.

5.3. Estruturacdo Genética

A andlise bayesiana ndo foi capaz de detectar agrupamento entre todos os grupos
amostrados (Figura 8) e entre individuos da regido do Para (Figura 7). Essa auséncia de
estruturacdo entre 0s quatro grupos ndo era esperada uma vez que as regides amostradas
localizam-se a muitos quildmetros de distancia entre si. Além disso, foi reportado que A.
hyacinthinus apresenta alta filopatria (volta ao local de origem para reproducdo) (Guedes,
2004), o que reforca a tendéncia a estruturagdo populacional. Presti (2011) encontrou uma
moderada diferenciacdo genética entre quatro grupos com tendéncia de mistura entre norte e
nordeste utilizando dez locos heterdlogos de microssatélites: Pantanal norte (PN), Pantanal sul
(PS), norte (N) e nordeste (NE).

A principal explicacdo 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 ndo ter contribuido o suficiente para a
atribuicdo dos individuos para um grupo especifico. Todavia, a auséncia de agrupamento
entre individuos da regido do mosaico de Carajas (PA) era esperada uma vez que a
amostragem era quase exclusiva de uma mesma regido (Canad dos Carajas) e somente uma
era proveniente do rio Itacailnas.

Apesar disso, ndo podemos descartar totalmente a hipotese de ndo haver estruturacéo
genética entre todas as regifes. Dessa maneira, para tentar explicar essa possivel situacdo
podemos recorrer ao trafico de animais. Em um cenario em que individuos de A. hyacinthinus
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sdo capturados e vendidos no mercado ilegal e depois soltos na natureza, ndo ha atualmente
um controle sobre a composicdo genética para determinar o local de origem para a
reintroducdo adequada dos individuos. Assim, a soltura dos individuos em regido distinta de
sua subpopulacdo de origem poderia contribuir para homogeneizar as composi¢des alélicas
entre todas as subpopulacdes.

Os indices de Ry (Tabela 10) evidenciaram a existéncia de alta diferenciacdo genética
entre dois principais grupos: Pantanal norte (PN) e nordeste (NE), além de moderada
diferenciacdo genética entre quatro principais grupos: Pantanal norte (PN) e Pantanal sul (PS);
Para (N) e nordeste (NE) e baixa diferenciacdo entre Para (PA) e Pantanal sul (PS), exceto
para Pantanal sul (PS) e nordeste (NE).

Os valores dos indices de Fg evidenciaram analogamente ao Rst a existéncia de alta
diferenciacdo genética entre dois principais grupos: PN e NE, além de moderada
diferenciacdo genética entre PN e PS. As diferencas encontradas pelo Fs; em comparagdo ao
Rs foram a moderada diferenciagdo encontrada entre os grupos PS e NE e entre PAe PSe a
auséncia de diferenciacao entre os grupos do PA e NE.

Em estudos anteriores, Faria et al. (2007) através do Fg encontraram significante
diferenciacdo entre as populagdes de A. hyacinthinus do Piaui 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 indice Fg entre 0s mesmos grupos analisados no
presente estudo.

A razdo dos resultados mais homogéneos terem sido obtidos pelo F¢ € que o0 baixo
numero amostral parece ndo interferir tanto quanto o Rg nas analises. Em contrapartida, o
principal problema que afeta a estatistica Fs quando se trabalha com microssatélites, é que
este apresenta alta sensibilidade & taxa de mutagdo dos microssatélites quando a taxa de
migracdo é baixa entre as populagdes (Baloux & Lugon-Moulin, 2002). Assim, como foi
encontrado um baixo numero de migrantes por geracdo a partir do F, talvez a diferenciagédo
entre as regides possa ter sido superestimada (Tabela 9). Apesar disso, o Fs pode ser Gtil para
medir a distancia genética quando a divergéncia genética entre as subpopulacdes é causada
pela deriva genética (Reynolds et al., 1983). Como as subpopulacdes de A. hyacinthinus estao
aparentemente isoladas e o fluxo génico entre elas mostrou-se limitado é bem possivel que a
deriva genética tenha um papel importante na dindmica populacional e na fixacdo de alelos
preferenciais para cada subpopulacéo.
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Em contrapartida, considerando-se o indice de Ry, ndo era esperada a auséncia de
diferenciacdo genética entre o Pantanal sul e o nordeste uma vez que as regifes sdo separadas
por uma distancia de mais de 1000 km e que, por essa razdo, provavelmente sdo
subpopulac@es que apresentam auséncia ou limitado fluxo génico. 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 variagdo no ndmero de
amostras genotipadas dependendo de cada loco microssatélite (Tabela 8). Além disso, foi
encontrada diferenciacdo genética entre todos os outros grupos. Para efeito de comparacéo
Presti (2011) encontrou uma diferenciacdo moderada para 0s quatro grupos de ocorréncia da
espécie utilizando uma amostragem mais ampla (exceto para o Pard), porém utilizando menor
nimero de locos microssatélites. Apesar do Ry indicar diferenciacdo genética entre quase
todas as regides de ocorréncia da espécie esses resultados devem ser analisados com cautela,
uma vez que o indice € muito mais sensivel a variancia amostral pois seu calculo esta
associado diretamente ao tamanho da amostras tanto que Gaggiotti et al.(1999) propuseram
que esse indice tem o melhor desempenho possivel em uma situacdo ideal (tamanho
populacional acima de 50 individuos e mais de 20 locos analisados). Apesar disso, o indice
poderia ser mais preciso (inclusive melhor que o Fg) se fosse reduzida a variancia das
amostras, através do aumento do nimero de popula¢bes amostradas, do nimero de individuos
por populacdo ou aumentando o numero de loci microssatélites (Balloux & Goudet, 2002).
Por outro lado, 0 R € 0 indice que melhor pode representar os dados por ser apropriado para
a medicdo da estruturagdo genética populacional a partir da utilizacdo de locos
microssatelites, assumindo que a mutacdo ocorra nestes locos de acordo com o stepwise
mutation model (Slatkin, 1995). Adicionalmente, o Ry pode refletir melhor a diferenciagéo
populacional guando ocorre um baixo nivel de fluxo génico (Balloux & Goudet, 2002).
Assim, por ser o indice mais adequado em estudos com microssatélites serd necessario
aumentar o nimero de amostras genotipadas para todos os locos e da amostragem para o PN,
0 PS e o NE a fim de obter resultados que melhor retratem a situacéo da estrutura genética da
espécie.

No que tange a histdria biogeografica da espécie pouco se sabe até o presente
momento. Durante o inicio do Plioceno (+ 5 Ma) ocorreram eras glaciais que provocaram uma
diminuicdo na media de temperatura global, o que pode ter favorecido a expansao de areas de
savanas € campos e, por conseguinte, 0 surgimento ou expansdo de varias espécies que
ocupam areas abertas (Haffer, 1997). Nesse contexto, de acordo com datacbes moleculares,
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foi estimado que as espécies A. hyacinthinus e A. leari se separaram ha aproximadamente 3,8
milhdes de anos atrds no Plioceno (Tavares et al., 2004, 2006). Dessa maneira, como A.
hyacinthinus surgiu durante desse periodo, a expansdo de areas abertas deve ter favorecido a
dispersdo da espécie por toda a regido Central do pais até a area que compreende atualmente a
Floresta Amazonica. As oscilagfes no clima e na vegetacdo, sobretudo entre as eras glaciais,
deve ter proporcionado o isolamento de grupos da espécie, tendo como fatores limitantes a
distribuicdo dos recursos alimentares e a disponibilidade dos ocos para reproducéo.
Possivelmente, o periodo de expansdo da espécie deve ter coincidido com as épocas de
temperaturas mais altas, ja que seus itens alimentares sdo mais abundantes nessas condicdes.
Na dltima era Glacial, no final do Pleistoceno, entre 18.000 a 13.000 anos atras, as regides
savanicas se estendiam por quase toda a area que compreende hoje a Floresta Amazo6nica
(Haffer, 1987). Com a expanséo das areas florestais, esse tipo de vegetacdo deve ter regredido
restando apenas fragmentos limitados a areas especificas da regido Amazonica. Assim, a area
de ocorréncia da arara-azul-grande possivelmente era bem maior do que se tem registro
atualmente e o isolamento entre esses grupos de individuos em essencialmente trés regies
deve ter ocorrido muito recentemente na histéria evolutiva da espécie .Segundo Presti (2011)
a separacao entre os grupos genéticos de A. hyacinthinus ocorreu entre 16 e 42 mil anos atrés,
ao final do Pleistoceno.

Dessa maneira, para tentar explicar a ndo diferenciacdo entre os grupos Norte e
Nordeste evidenciada pelo Fg, Presti (2011) sugeriu a existéncia de um isolamento recente
desses grupos de uma maneira que ainda ndo foi possivel verificar através de marcadores
geneticos a diferenciacdo entre essas subpopulacfes. Outra hipOtese é que possa existir
individuos jovens que consigam se deslocar por um corredor entre os rios ou bordas da
Floresta Amazénica e a regido do nordeste contribuindo para a existéncia, ainda que baixa, de
fluxo génico entre as duas subpopulagdes. Além disso, a baixa amostragem utilizada para a
regido nordeste e o fato das amostras serem provenientes de coletas de estacfes reprodutivas
diferentes, uma vez que idealmente os individuos amostrados devem pertencer a mesma
geracgdo (Baloux & Lugon-Moulin, 2002), também pode ter contribuido para esse resultado.

A diferenciacdo genética observada pelo Fs e R entre os grupos Pantanal Norte e
Pantanal Sul ndo era esperada pela distancia relativamente pequena entre eles . Apesar disso,
Presti (2011) também encontrou a mesma situacdo e sugeriu que a fidelidade ao sitio de
nidificacdo em conjunto com uma possivel area de auséncia de ocorréncia de A. hyacinthinus
entre as regides amostradas poderia restringir o fluxo génico entre os grupos. Embora isso seja
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possivel, outra hip6tese interessante que poderia ajudar a explicar essa situacdo € que a
espécie deve ter surgido em uma regido perto do Pantanal sul do Brasil. Dessa forma, a
espécie poderia ter expandido sua populacdo sempre em dire¢cdo ao Norte e as mudancas
climaticas que ocorreram entre os periodos glaciais fizeram com que os individuos fossem se
isolando em regides com nichos mais favoraveis, deixando regides inocupadas pelo caminho.
Isso poderia explicar a possivel auséncia de A. hyacinthinus entre essas duas regides e a
diferenciacdo genética encontrada. Em contrapartida, em espécies mais proximas como Ara
chloropterus, Ara macao e Ara ararauna que possuem uma distribuicdo mais ampla e
homogénea foi encontrada uma baixa estruturacdo genética (ou nenhuma no caso de Ara
macao) e um alto fluxo génico mesmo entre individuos localizados nos extremos geograficos,
mas ao contrério da A. hyacinthinus essas espécies se deslocam mais e possuem uma ampla
distribuicdo geografica que facilita o fluxo génico entre individuos (Oliveira-Marques, 2010;
Caparroz et al., 2009a). No caso de Ara ararauna interessantemente ainda tém-se evidéncias
que a fémea possui um comportamento filopatrico e o macho contribui diretamente para o
fluxo génico, principalmente entre as regides mais distantes (Caparroz et al., 2009a). Essa
condicdo também foi sugerida por Presti (2011) em A. hyacinthinus por ter encontrado uma
maior estruturacdo geneética utilizando DNA mitocondrial em comparagdo com o0s locos
microssatelites. Apesar disso, mesmo em um cenario que 0s machos exercam um papel
importante na dispersdo, provavelmente, ndo seria o suficiente para estabelecer niveis de
fluxo génico considerado alto entre as subpopulagdes, uma vez que as mesmas S&o
possivelmente desconexas espacialmente, os individos da espécie parecem ndo se deslocar
muito (Antas, comunicagdo pessoal) e os machos permanecem préximos ao ninho durante
toda a época reprodutiva (Guedes, 1993) dificultando, assim, o fluxo génico propiciado pela
dispersdo de individuos. Portanto, a dispersdo deve ser exercida majoritariamente por jovens
que podem formar bandos quando ainda ndo estdo unidos a uma fémea como ja foi relatado
por Guedes (1993). Por fim, no caso da arara-azul-grande, a possivel ocorréncia de dispersao
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 razdo de ndo ter sido encontrada estruturacdo genética ou ter sido
encontrada uma baixa estruturacdo nao implica que seja necessario concentrar esfor¢os para
apenas um local de ocorréncia especifico da espécie. Nem sempre é notado imediatamente 0s
efeitos da selecdo natural ou da deriva genética atuando sobre as populagdes, ja que a
evolucdo é um processo continuo e A. hyacinthinus por possuir uma histéria evolutiva recente
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e pode ndo ter acumulado divergéncias genéticas suficientes para serem sensiveis aos indices
e métodos de agrupamento empregados nesse presente trabalho. Essa constatacdo é relevante,
uma vez que em cada regido os individuos podem portar adaptacdes locais que se perderiam
caso ocorresse um manejo conjunto de todas as subpopulac@es, provocando a diminuicdo do

valor adaptativo da espécie a longo prazo.

5.4. Implicacdes para conservacao

Os locos microssatélites desenvolvidos para A. hyacinthinus constituem-se numa
ferramenta promissora para auxiliar em estratégias de conservacdo da espécie bem como
apresentam aplicabilidade potencial no estudo de outras espécies de psitacideos neotropicais.
Um exemplo disso foi um estudo de Presti (2011) que conseguiu atribuir a origem de
individuos provenientes de apreensbes utilizando locos microssatélites heterélogos,
auxiliando dessa forma, no combate ao trafico ilegal de animais e na soltura correta das aves
apreendidas na natureza. Com base nisso, 0 aumento de locos disponiveis para analise dos
individuos apreendidos (como os locos desenvolvidos no presente trabalho) contribuird para
elevar o nivel de confiabilidade desse tipo de analise forense.

Outra aplicacdo igualmente importante é o uso dessses marcadores para analises de
parentesco entre casais, sendo possivel atribuir a dindmica de cruzamento na natureza ou em
cativeiro e inferir processos que podem afetar a variabilidade genética da espécie, como 0
cruzamento entre individuos aparentados e também auxiliar programas de reproducdo em
cativeiro. Além disso, esses marcadores prospectados podem, em conjunto, ser utilizados para
estimar a ocorréncia de monogamia e o nivel de fidelidade ao ninho, como relatado no
trabalho de Presti (2011).

No presente trabalho, foi encontrado um baixo indice de variabilidade genética para A.
hyacinthinus. Alem disso, foi possivel verificar niveis de estruturacdo genética diferentes
entre regides para os indices Fg e Rg e auséncia de estruturacdo através do método de
agrupameneto bayesiano. Assim, considerando-se que as populacdes da arara-azul-grande
estdo distribuidas em trés areas aparentemente isoladas e com caracteristicas diferentes entre
si quanto a vegetacdo, relevo e clima, é importante a utilizacdo desses marcadores
microssatélites desenvolvidos em associagdo com marcadores heterélogos para estimar a
composicao genetica dessas populagbes com uma amostragem mais ampla para entender os
processos evolutivos e de dinamica populacional que permeiam essas populacfes. Assim, tal
condicdo pode garantir que futuros planos de manejo levem em consideracdo as
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particularidades genéticas de cada regido, permitindo a preservacdo de todo o pool genético

da espécie.
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6. Conclusdes Gerais

Os resultados obtidos pela analise de amostras de A. hyacinthinus provenientes de diferentes
regides do Brasil e a partir da utilizacdo de locos microssatélites prospectados para a espécie e

de locos heter6logos permitem-nos concluir que:

= 0s locos microssatélites isolados apresentaram niveis de polimorfismo adequados para
a realizacdo de estudos de estrutura populacional em A. hyacinthinus e poderdo ser
potencialmente Uteis para a realizacdo de novos estudos populacionais em outras

espécies de psitacideos neotropicais;

= 0s primers prospectados para A. hyacinthinus em conjunto apresentaram indices de
variabilidade genética equiparavéis aos primers heter6logos utilizados nas analises

populacionais;

= 0s primers microssatélites heterdlogos e espécie-especificos desenvolvidos no
presente trabalho foram informativos nas analises de variabilidade e estrutura genética

populacional;

= a variabilidade genética encontrada para A. hyacinthinus foi baixa quando comparada

a varias espécies de psitacideos neotropicais ndo ameacadas de exting&o;

= apesar de ser encontrada, no geral, moderada diferenciacdo genética populacional em
A. hyacinthinus para o indice Fg, exceto entre as regides do Para e nordeste, o indice
Rs € a andlise bayesiana apresentaram resultados que possivelmente estdo 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 regido do mosaico dos Carajas em
relagcdo as outras regides (PN, PS e NE), pode ter relacdo com a baixa amostragem
utilizada para estas Ultimas regifes, mas tambem pode ter relacdo com as

caracteristicas intrinsecas dessa regido;
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a analise de um nimero maior de individuos para algumas das localidades estudadas,
torna-se necessaria para a confirmacdo e confrontamento de dados dos resultados
obtidos no presente trabalho, o que podera garantir a ampliacdo do conhecimento e

auxiliar medidas de conservacao desta espécie.
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