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Resumo

O Cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) € uma espécie de ave rara. Tem
distribuicdo geografica restrita ao Uruguai, Argentina e sul do Brasil, sendo
exclusiva do Bioma Pampa. A espécie é ameacada de extincdo em nivel global.
As principais ameacas sao a pressao de caga, a fragmentacéo e a destruicdo de
seu habitat. Este trabalho teve por objetivo identificar a variabilidade genética e
estimar as relagbes de parentesco em uma amostra de cardeais-amarelos
mantidos em cativeiro. Para isso foram utilizadas amostras de 190 animais,
destas 168 foram coletados em criadores amadoristas, 12 foram coletadas a
partir de individuos apreendidos e dez sdo provenientes do banco de amostras
do Laboratério de Citogenética e Evolugdo de Vertebrados. A variabilidade
genética foi acessada através do uso de dez marcadores moleculares do tipo
microssatélite, desenvolvidos para a espécie. Os niveis de diversidade foram
avaliados pelas medidas de heterozigosidade esperada e observada, nimero e
média de alelos por loco e pelo valor do conteudo de informacgdo polimorfica
(PIC). As analises de parentesco foram realizadas no programa ML-Relate, onde
foram estimados o grau de parentesco (estimativa r) e as provaveis relacdes
entre os individuos. Todos os locos foram altamente informativos de acordo com
os valores de PIC (média 0,68). O numero de alelos variou de cinco a 16, com
uma media de 8,7 alelos por loco. A heterozigosidade observada variou entre
0,226 e 0,793 (média de 0,544 + 0,208) e a heterozigosidade esperada variou
entre 0,578 a 0,875 (média de 0,726 = 0,097). As andlises de parentesco
indicaram a presenca de um grau de parentesco variando entre O e 0,84. Os
dados apresentados para 38 animais indicam que os pares formados por estes
individuos apresentam em sua maioria (88,5%) um baixo grau de parentesco (r =
0) e 88,8% destes sdo classificados como né&o relacionados. O nivel de
diversidade genética encontrado indica que a populacdo de cativeiro mantém
uma alta diversidade quando comparada a populacéo silvestre da espécie, ou a
outras espécies de aves ameacadas. Porém, apresenta desvios no niamero de
heterozigotos e no equilibrio de Hardy-Weinberg, provavelmente devido ao
manejo dos cativeiros. Os resultados indicam a necessidade de manejo dos
espécimes em cativeiro para evitar a erosao genética da populacéo cativa.



1. Introducao

1.1. O Cardeal-amarelo

A espécie Gubernatrix cristata, popularmente conhecida como cardeal-
amarelo, é um passeriforme endémico do Sul da América do Sul. Unico
representante do género, esta incluso na Familia Thraupidae, a qual possui 92
géneros, como por exemplo Diuca e Paroaria (Bencke 2001; Burns et al. 2014,
CBRO 2011).

Os individuos adultos apresentam dicromatismo sexual. O macho é
identificado pelo amarelo no peito, costas, sobrancelha e faixa malar, e pela
coloracédo preta na crista, linha dos olhos e garganta. A fémea possui faixa malar
e sobrancelhas brancas e o peito é cinzento (Sick 1997). Alimentam-se no chéo
de sementes, folhas, frutos e insetos, geralmente aos pares ou em pequenos
grupos. O casal defende o territério durante o periodo reprodutivo (Collar et al.
1992; Ridgely e Tudor 1997; Sick 1997). A reproducado ocorre entre hovembro e
fevereiro. Geralmente ocorre a postura de dois a trés ovos azuis esverdeados e
manchados de preto, com periodo de incubacdo de 13 dias (Belton 1994;
Dominguez et al. 2014).

O cardeal-amarelo € uma espécie rara, de distribuicdo restrita ao Bioma
Pampa, onde sua distribuicdo cobre diferentes zonas fitogeograficas. Ocupa
areas abertas com arvores esparsas, bosques, incluindo os bosques de Prosopis
sp., planicies, matagais e estepes arbustivas e depende desse ecossistema para
sobreviver. Ocorre no extremo sul da América do Sul, no Rio Grande do Sul, na
Serra do Sudeste e ao longo da fronteira com o Uruguai, na Argentina, desde o

norte até o centro do pais, e no Uruguai (Figura 1) (Collar et al. 1992; Ridgely e
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Tudor 1997; Di Giacomo 2005; Pillar et al. 2009).
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Figura 1: Figura com a distribuicdo de Gubernatrix cristata, com as possiveis areas de ocorréncia
da espécie. Fonte: http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=22721578.

No Rio Grande do Sul, a espécie é considerada rara desde os anos de
1970 e 1980 (Belton 1985). Ha registros de captura de Gubernatrix cristata nos
municipios de Piratini, Pinheiro Machado, Herval, Pedras Altas e Lavras do Sul.
S&o raros os avistamentos da populacdo da Serra do Sudeste, tanto no estado
do Rio Grande do Sul como no Uruguai, indicando que ela possa estar isolada ou

até mesmo extinta (Fontana et al. 2003; Martins-Ferreira 2007; Martins-Ferreira et



al. 2013). H& uma popula¢éo conhecida no Rio Grande do Sul, a qual se encontra
no Parque Estadual do Espinilho e arredores (Damiani et al. 2009). Ha relatos
recentes de avistamento de casal reproduzindo em Lavras do Sul e arredores,
sugerindo que ainda existam individuos reproduzindo nessa vasta regiao
(Martins-Ferreira et al 2013)

No Uruguai, esta espécie € uma das aves mais ameacadas. Os registros
historicos de sua ocorréncia geografica abrangiam 13 departamentos, porém
atualmente ocorre principalmente na regiao litoranea (BirdLife International 2000;
Azpiroz 2003). Ha registros atuais apenas para Paysandu, Rio Negro, Florida,
Rocha, Lavalleja e Artigas (BirdLife International 2000; Azpiroz 2003; Martins-
Ferreira 2007; Ghione e Martino 2008; Lapitz 2010). Estima-se que a populacao
atual em todo o Uruguai seja formada por 300 individuos. Recentemente, foi
descoberta uma populacdo importante nas Sierras del Este, com cerca de 50
individuos (A. Riccetto com. pess.; Azpiroz observ. pess in: Azpiroz et al. 2012).

Na Argentina, G. cristata € considerada ave rara dentro da maior parte de
sua area de distribuicdo (Fraga 1997). As populacdes tém sofrido reducéo
significativa em todo o norte de sua distribuicdo neste pais. Entretanto, esta
espécie € considerada localmente comum nas provincias que constituem o limite
meridional de sua distribuicdo, principalmente na provincia de La Pampa (BirdLife
International 1992; Collar et al. 1992). Ha registros de ocorréncia em Salta,
Tucuman, Santiago del Estero, Santa Fé, San Juan, Formosa, Chaco, La Roja,
San Luis, Buenos Aires, Rio Negro, Corrientes, Entre Rios, Cordoba, La Pampa

e Mendonza (Chebez 1996; Di Giacomo 2005; Ortiz 2008; Sosa et al. 2011).



1.2. Ameacas e acdes para a conservacao

O cardeal-amarelo esta ameacado de extingdo e seu status de
conservacao € definido mundialmente como “em perigo” (BirdLife International
2013). Na Argentina, no Uruguai e no Rio Grande do Sul também é classificado
como “em perigo” (Fontana et al. 2003; Lopez-Lanus et al. 2008; Azpiroz et al.
2012) e na Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de
Extincdo como “criticamente em perigo” (MMA 2003).

O canto melodioso e a beleza de suas cores faz com que o cardeal-
amarelo seja muito apreciado como passaro de estimacdo. Sua captura,
realizada com o auxilio de um chamariz, é facilitada pelo comportamento
agressivo do macho, principalmente na época reprodutiva. A retirada de
espécimes da natureza para o mercado de aves de gaiola juntamente com a
destruicdo e a fragmentacdo de seu habitat sdo as provaveis causas para a
diminuicdo de suas populacdes naturais (Chebez 1994; Pessino e Titarelli 2006;
BirdLife International 2013). Segundo Dominguez et al. (2014), também devem
ser considerados como importantes ameacas a espécie, o parasitismo de seus
ninhos por chupim (Molothrus bonarienses), o qual quebra os ovos dos cardeais-
amarelos, ocasionando reducdes significativas em seu sucesso reprodutivo e
aumento na taxa de abandono dos ninhos pelos casais reprodutivos. E ainda, os
autores consideram que o parasitismo dos filhotes por larvas de moscas do
género Philornis sp., reduz a taxa de sobrevivéncia dos mesmaos, pois 0S ninhos
infestados com estas moscas sdo abandonados, ocasionando a sua morte.

Os registros de hibridizagdo natural entre Gubernatrix cristata e Diuca

diuca, na Argentina, documentados para as provincias de Buenos Aires, La
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Pampa, San Luis e Rio Negro, inserem uma ameaca potencial a sua
conservacgao. Esses registros parecem ser consequéncia da reducao significativa,
em especial de machos, do cardeal-amarelo devido a captura ilegal (Bertonatti e
Guerra 1997; Bertonatti e Guerra 2001; Pessino et al. 2002; Pessino 2006).

Um dramatico declinio populacional vem sendo observado ao longo de
toda a area de distribuicdo do cardeal-amarelo e as populacdes restantes sao
pequenas e isoladas (BirdLife International 2013). Os registros de ocorréncia
recentes da espécie vém sendo obtidos em areas de dificil acesso ou em locais
protegidos (Di Giacomo 2005; Martins-Ferreira 2010). O declinio populacional
associado a perda e a fragmentacdo do habitat pode levar a extingdo local de
uma espécie. Pequenas populacdes estdo expostas a fatores associados a acéo
humana e a fatores estocasticos ambientais e genéticos (Gaines et al. 1997;
Frankham et al. 2008).

Com o objetivo de proteger e recuperar espécies ameacadas de extin¢ao,
o Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio)
desenvolveu o Plano de Acdo Nacional para a conservacdo dos passeriformes
ameacados dos Campos Sulinos e Espinilho (PAN dos Campos Sulinos), que
abrange a conservacdo do cardeal-amarelo e mais 21 espécies de
Passeriformes. Esse Plano tem como objetivo melhorar o estado de conservacao
das espécies-alvo através da reducdo da perda, fragmentagcédo e degradacéo do
habitat, do aumento do conhecimento cientifico das espécies-alvo e atuando na
implantagdo de medidas para impedir a captura ilegal das aves de interesse. Este
Plano surgiu da juncdo de duas iniciativas de conservacédo, o plano de acao
nacional especifico para o cardeal-amarelo e o Plano de Acao Internacional, o
gual conta com representantes da Argentina, Brasil, Bolivia, Paraguai e Uruguai,

que busca a conservacdo das espécies migratorias sul-americanas e seus
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habitats (Serafini 2013).

No ano de 2014, o ICMBio aprovou o Programa de Cativeiro do Cardeal-
amarelo, através da Portaria n°® 49, de 30 de Abril de 2014. Este programa
contempla uma das finalidades do PAN dos Campos Sulinos: a definicdo de
acOes ex-situ para a conservacdo e recuperacdo das espécies envolvidas,
referente a acdo 2.3. O programa de Cativeiro tem por objetivo a fundacdo e
manutencao de uma populacdo em cativeiro com a melhor variabilidade genética
possivel; a producéo, o aprimoramento e a divulgacédo sobre técnicas de manejo
alimentar, reprodutivo e sanitario; e ainda a realizacdo de experimentos de
reintroducéo da espécie na Serra do Sudeste (ICMBio 2014).

A criacdo e comercializacado de passeriformes da fauna silvestre no Brasil
sédo regulamentadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA). Segundo a Instrucdo Normativa n° 10/2011, o
criador amador de passeriformes da fauna silvestre nativa € quem mantém
individuos de espécies nativas em cativeiro sem fins comerciais, sendo permitida
a reproducéo das aves e a transferéncia entre criadores amadores. A venda de
espécimes ou ovos é proibida (IBAMA 2011).

Em territério gadcho, a populacdo de vida livre do cardeal-amarelo é
estimada em 50 individuos (Serafini 2013). Contudo, esse namero é muito inferior
ao da populagcdo em cativeiro que € estimada em mais de 1.500 animais,
segundo levantamento realizado no cadastro do programa de Gestdo de
Criadores de Passeriformes Silvestres durante essa pesquisa. Portanto, o estudo
genético desta populagdo cativa é fundamental para o delineamento do programa

de reproducéo em cativeiro do cardeal-amarelo.
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1.3. Diversidade Genética e Conservacao

A deteccdo da diversidade genética dos organismos pode ser alcancada
através do uso de inumeras técnicas moleculares. Essa diversidade é obtida em
sequéncias ligeiramente diferentes nos genes, os alelos. A média do numero de
alelos por locos e a heterozigosidade sdo algumas das medidas que
caracterizam a variabilidade genética dos individuos (Frankham et al. 2008).

Dentre os marcadores moleculares mais utilizados para a investigacdo da
diversidade genética estdo os microssatélites. Microssatélites sdo sequéncias de
nucleotideos moderadamente repetitivas encontradas ao longo do DNA,
formadas por repeticbes em tandem com 1 a 6 pares de bases de comprimento.
Formam conjuntos de 5 a centenas de repeticdes por locos e se encontram
geralmente em regides ndo codificantes do genoma. S&o marcadores
codominantes herdados de acordo com a heranca mendeliana (Tautz 1993;
Ferreira e Grattapaglia 1995; Frankham et al. 2002).

A taxa de mutacao dos microssatélites é alta. Um grande namero de alelos
séo variagcdes em tamanho de um unico loco. Os principais mecanismos que dao
origem as repeticbes em tandem sdo os deslizamentos (sllipage) da DNA
polimerase e o crossing over desigual, os quais criam constantes inser¢cées ou
delecbes de sequéncias simples no genoma (Tautz e Renz 1984; Small et al.
1998; Avise 2004).

Nos microssatélites, as unidades de repeticdo (alelos) sao altamente
variaveis, o que lhes confere um elevado nivel de polimorfismo. Devido a grande
diversidade e o tamanho reduzido, os microssatélites sao facilmente amplificados

pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), através do uso de primers

13



especificos desenhados para as sequéncias flanqueadoras das repeti¢cdes (Tautz
1989; Moore et al. 1991; Frankham et al. 2002; Avise 2004). A alta variabilidade
por locus associada a grande quantidade de loci distribuidos pelo genoma dos
organismos fazem dos microssatélites os marcadores mais utilizados em estudos
de mapeamento genético, fluxo génico, estrutura populacional e relacdes de
parentesco, podendo inclusive determinar a identidade individual (Goldstein e
Schlétterer 1999; Frankham et al. 2002; Rosel et al. 2005).

As andlises de parentesco tém papel importante em estudos de
diversidade ecologica, selecdo sexual, padrbées de dispersdo e recrutamento,
estimativa de parrametros genéticos e na biologia da conservacéo (Jones et al.
2010). As estiamtivas de parentesco auxiliam programas de translocacdo entre
populacdes naturais e no manejo em cativeiro, podendo ser usadas para evitar
acasalamentos consanguineos (Lacy 1994; Miyaki et al. 1997; Caparroz et al.
2001; Russelo e Amato 2004; De Woody 2005). Quando ha auséncia de
informacdes sobre a genealogia dos individuos, o uso de marcadores
moleculares permite calcular o grau de parentesco entre os individuos envolvidos
e também atribuir a paternidade e a maternidade da progénie(Blouin 2003; Jones
e Ardren 2003).

Quando as amostras populacionais sao incompletas, ha dificuldade no uso
das técnicas de parentesco no que concerne a confianca do teste. Com a
finalidade de reduzir os problemas dos dados insuficientes, diferentes testes
estatisticos e programas computacionais tém sido desenvolvidos para estudos de
analises de parentesco, tanto em populagdes naturais como experimentais. Para
o célculo das relagcbes de parentesco, os métodos se baseiam nas diferentes
probabilidades com que dois individuos aparentados podem compartilhar alelos

idénticos por descendéncia. Estes métodos permitem atribuir a paternidade aos
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individuos testados através de comparacdes de seus genotipos (Jamieson e
Taylor 1997; Garcia et al. 2002; Jones e Ardren 2003; Blouin 2003; Jones et al.
2010).

Questdes genéticas sdo enfatizadas no manejo de populacbes em
cativeiro buscando a minimizacdo do endocruzamento e da depressao
endogamica e a retencédo da diversidade genética. Conhecer a diversidade e a
estrutura genética € vital para a administracdo de populacbes cativas e
fundamental para estratégias de manejo de metapopulacdes, incluindo a
reintroducédo de individuos reproduzidos em cativeiro em ambientes naturais
(Urano et al. 2013).

Os planos de conservacdo para espécies em perigo podem incluir o
manejo em sua area de ocorréncia natural e a reproducdo em cativeiro. A
manutencdo de espécimes em cativeiro pode servir como garantia contra a
extingdo na natureza, mantendo a diversidade genética existente e a viabilidade
populacional, gerando um banco de material genético que sirva de suporte para
acOes de conservacédo in situ das espécies (Gaines et al. 1997; IUCN 2002;
Frankham et al. 2008).

A diversidade genética origina e mantém o potencial evolutivo e a
adaptacdo das espécies. Conhecer o nivel e a maneira como essa diversidade
esta distribuida nas populagdes permite conhecer aspectos das histérias de vida
desses organismos. Padrdes de conectividade populacional, processos
demograficos, padrdes de dispersdo, entre outros, estdo envolvidos na
estruturacdo genética das espécies e nem sempre séo passiveis de identificacdo
na natureza (Wright 1978; Friesen et al. 2007). A andlise da variabilidade genética

com o uso de marcadores moleculares pode ajudar a esclarecer tais padrées.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Nosso objetivo geral foi identificar a composicdo genética de espécimes de
Gubernatrix cristata mantidos em cativeiro por criadores amadoristas do Estado
do Rio Grande do Sul, com base em marcadores moleculares do tipo

microssatélite.

2.2. Objetivos especificos

— Estimar os niveis de diversidade genética da populacdo amostrada,
— Estimar as relagdes de parentesco entre os individuos e
— ldentificar, de acordo com as relacfes de parentesco, possiveis matrizes para

o programa de reproducao em cativeiro do cardeal-amarelo.
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3. Capitulo |

Variabilidade Genética e Rela¢des de Parentesco da Populagédo Cativa do

Cardeal-amarelo - Gubernatrix cristata

Sandra Eloisa Biilau®”; Claiton Martins-Ferreira?; Thales R. O. de Freitas'?

'PPG Biologia Animal, Departamento de Zoologia/UFRGS, 91501-970, Porto
Alegre, RS, Brasil;

’PPG Genética e Biologia Molecular, Laboratério de Citogenética e Evolucdo de
Vertegrados, Departamento de Genética /UFRGS, Porto Alegre, RS,
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Resumo

O Cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata) € uma espécie de ave rara,
exclusiva do Bioma Pampa. E ameacada de extingdo em nivel global. As
principais ameacas sao a pressao de cacga, a fragmentacéo e a destruicdo de seu
habitat. Neste trabalho foram utilizadas amostras de 190 animais a fim de
identificar a variabilidade genética e estimar as relacbes de parentesco em
cardeais-amarelos mantidos em cativeiro. A variabilidade genética foi acessada
através de dez microssatélites desenvolvidos para a espécie. As analises de
parentesco foram realizadas no programa ML-Relate, foram estimados o grau de
parentesco (estimativa r) e provaveis relacdes entre os individuos. Todos os locos
foram altamente informativos de acordo com o valor do contetdo de informacéo
polimérfica (média 0,68). O niumero de alelos variou de cinco a 16, com média de
8,7 alelos por loco. A heterozigosidade observada variou entre 0,226 e 0,793
(média de 0,544 *+ 0,208) e a heterozigosidade esperada variou entre 0,578 a
0,875 (média de 0,726 £+ 0,097). O grau de parentesco variou entre 0 e 0,84. Os
dados apresentados para 38 animais indicam um baixo grau de parentesco para
88,5% deles (r = 0) e que 88,8% destes sdo nado relacionados. A diversidade
genética encontrada indica que a populacdo de cativeiro mantém alta
variabilidade quando comparada a populacdo silvestre da espécie, ou a outras
espécies ameacadas, porém apresenta desvios no niumero de heterozigotos e no
equilibrio de Hardy-Weinberg, provavelmente devido a falta de manejo genético,
0 que pode colocar em risco a conservacao do cardeal-amarelo.

Palavras chave: Cardeal-amarelo - Diversidade genética - Cativeiro -
Relacbes de parentesco - Espécie ameacada

Introducao

O Cardeal-amarelo (Gubernatrix cristata), Unico representante do género

Gubernatrix, € um passeriforme endémico do Bioma Pampa e classificado na
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categoria “Em Perigo” na lista de espécies ameacadas de extincdo em nivel
global. Sua populacdo de vida livre € estimada em 1.500 a 3.000 individuos
(BirdLife International 2013).
E considerada uma espécie rara com distribuicdo restrita. Ocorre no extremo sul
da América do Sul, no Rio Grande do Sul na Serra do Sudeste e ao longo da
fronteira com o Uruguai; na Argentina, desde o norte até o centro do pais, e no
Uruguai. Sua distribuicdo cobre diferentes zonas fitogeograficas. Ocupa areas
abertas com arvores esparsas, bosques, incluindo os bosques de Prosopis sp.,
planicies, matagais e estepes arbustivas e depende desse ecossistema para
sobreviver (Collar et al. 1992; Ridgely e Tudor 1997; Di Giacomo 2005; Pillar et
al. 2009).

Um dramatico declinio populacional vem sendo observado ao longo de
toda sua area de distribuicdo, e as populacbes restantes sdo pequenas e
isoladas. Os registros recentes da espécie vém sendo obtidos em areas de dificil
acesso ou preservadas (Fontana et al. 2003; Di Giacomo 2005; Martins-Ferreira
2010; BirdLife International 2013). A destruicdo e fragmentacéao de seu habitat e a
captura para o comeércio de aves de gaiola, sdo as provaveis causas para a
diminuicdo de suas populacdes naturais (Chebez 1994; Pessino e Titarelli 2006;
Ortiz 2008). Somam-se a essas ameacas, 0s crescentes registros de hibridizagao
natural entre G. cristata e Diuca diuca, na Argentina (Bertonatti e Guerra 1997;
Pessino 2006). E o parasitismo de seus ninhos, por chupim (Molothrus
bonarienses), que aumenta a taxa de abandono dos ninhos, e por larvas de
moscas do género Philornis sp., que ao infestarem os filhotes ocasionam a
abandono dos mesmos pelos pais, provocando reducdes significativas do
sucesso reprodutivo da espécie (Dominguez et al. 2014).

Conhecer a diversidade genética e como ela esta estruturada em uma
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espécie é vital para a manejo de populacdes cativas (Wright 1978; Friesen et al.
2007; Urano et al. 2013). O estudo da variabilidade genética através de técnicas
moleculares associado a analise de parentesco permite inferir a estrutura
populacional, o nivel de fluxo génico, padrdes de dispersao, de recrutamento e
selecdo sexual. E quando aplicados no manejo de populacdes ameacadas
podem evitar pareamentos consanguineos, auxiliar a minimizar o0
endocruzamento e a depressdo endogamica, além de auxiliar programas
reintroducdo ou de translocacdo de entre populacdes naturais (Lande e
Barrowclough 1987; Lacy 1994; Miyaki et al. 1997; Dewood 2005; Presti 2006;
Jones et al. 2010).

A manutencdo de espécimes em cativeiro pode servir como garantia
contra a extingdo na natureza. Esta acao ex-situ possibilita a manutencdo da
diversidade genética existente e a viabilidade populacional, gerando um banco de
material genético que sirva de suporte para acdes de conservacao in situ das
espécies (Gaines et al. 1997; IUCN 2002; Frankham et al. 2008).

Com o objetivo de proteger e recuperar espécies ameacadas de extin¢ao,
o Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio)
desenvolveu o Plano de Acdo Nacional para a conservacdo dos passeriformes
ameacados dos Campos Sulinos e Espinilho (PAN dos Campos Sulinos). Uma
das acdes prioritarios deste PAN (a¢do 2.3) envolve a reproducdo em cativeiro do
cardeal-amarelo (Serafini 2013). O programa de reprodugdo em cativeiro foi
aprovado pelo governo brasileiro através da Portaria n° 49, de 30 de Abril de
2014 e objetiva a fundacao e manutencao de uma populacdo em cativeiro com a
maior variabilidade genética possivel (ICMBio 2014). Embora seja um plano
nacional brasileiro, houve também um grande envolvimento dos governos do

Uruguai e da Argentina, e da comunidade cientifica desses paises. Visando a
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realizacdo de algumas acdes, fortalecendo o esforco internacional para a
conservacao da espécie (Serafini 2013).

No Rio Grande do Sul, a populacdo de vida livre do cardeal-amarelo é
estimada em 50 individuos (Serafini 2013). Esse namero € muito inferior ao da
populacdo em cativeiro que é estimada em mais de 1.500 animais, numero obtido
no levantamento realizado no cadastro do programa de Gestao de Criadores de
Passeriformes Silvestres (SISPASS) durante essa pesquisa. Em discussfes
durante a elaboracao do programa de reproducdo em cativeiro, surgiu a hipotese
de usar esses animais de cativeiro para incrementar o plantel monitorado pelo
programa. Levando isto em consideracdo, este trabalho buscou amostrar
individuos de cardeal-amarelo em criadores amadoristas no estado do Rio
Grande do Sul, para investigar a variabilidade genética desta importante
populacédo e estimar o nivel de parentesco da mesma a fim de fomentar as acdes

do Programa de Reproducédo em Cativeiro do Cardeal-amarelo.

Material e Métodos

Coleta das amostras e Genotipagem

Para contemplar os objetivos deste estudo foram analisadas amostras de
190 individuos (Anexo 1). Parte desta amostragem (12 amostras) foi coletada no
Centro de Triagem de Animais Silvestres (Cetas) em Porto Alegre, provenientes
de apreensdes realizadas no estado pela Policia Ambiental no ano de 2014.
Outras dez amostras usadas séo provenientes do banco de DNA do Laboratério

de Citogenética e Evolucao, as quais se originaram a partir de amostras enviadas
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por criadores amadoristas para sexagem. As 168 amostras restantes foram
coletadas em 18 municipios, entre dezembro de 2013 e agosto de 2014, do
plantel de criadores amadoristas do estado do Rio Grande do Sul cadastrados
SISPASS. As coletas de material biolégico para este estudo foram realizadas com
licenca das autoridades ambientais brasileiras (IBAMA — SISBIO 40312-2).

Os procedimentos adotados durante a coleta seguiram as recomendacoes
de manuseio presentes no Manual de Anilhamento de Aves Silvestres (IBAMA,
1994). A coleta de material biologico se deu através de sangue ou pena. Quando
disponiveis, foram retiradas 3 a 4 penas de muda, e armazenadas em papel filtro.
O sangue foi coletado na veia ulnar cutanea com o auxilio de uma seringa estéril
e estocado em papel filtro ou FTA Cards (Whatman). Antes da coleta, o local era
esterilizado com alcool 70%, e ap0s a coleta o sangramento era estancando com
auxilio de algodao, por alguns minutos. Foram anotadas as informacdes
referentes ao nimero da anilha e data de nascimento do animal, e possiveis
relacbes de parentesco. O material coletado e o DNA extraido foram depositados
no banco de DNA do Laboratério de Citogenética e Evolucdo da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

A extracdo do DNA total foi realizada pelo método de CTAB conforme
protocolo Doyle e Doyle (1987) com modificagbes. O DNA foi quantificado em
espectofotometro UV-visivel (Nanodrop, Thermo System). Para as genotipagens,
foram usadas aliquotas do DNA total com concentracéo igual a 10 ng/ul.

A variabilidade genética foi acessada usando dez pares de primers
(GerisC02; GcerisC08; Gcerise02; GcerisG10; GerisF02; GcerisF12;  GcerisHO6;
GcrisHO7; GcerisH09 e GcerisH12) desenvolvidos para a espécie por Martins-
Ferreira et al. (2010). A amplificacdo destes loci foi feita atravées da Reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR). As reacdes de PCR seguiram o protocolo
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estabelecido no artigo de descricdo dos primers. Os produtos de PCR foram
verificados em gel de poliacrilamida e as genotipagens realizadas em
sequenciador automatico (3730 XL DNA Analyzer da Applied Byosistems) na
empresa Macrogen e no Centro de Pesquisa Renné Rachou (Rede de
Plataformas Tecnologicas do Programa de Desenvolvimento Tecnholdgico em
Insumos para a Saude). O escore dos alelos e genotipos foi conduzido no

programa Peak Scanner v 1.0.

Analise dos dados

Para avaliar a presenca de alelos nulos e possiveis erros de genotipagem foi
utilizado o programa Micro-checker (Van Oosterhout et al. 2004), com um
intervalo de confianca de 95% e 1.000 replicacdes. A diversidade genética foi
avaliada segundo o numero de alelos por loco e as estimativas de
heterozigosidades esperada e observada. Tais parametros foram estimados com
auxilio do programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005). O coeficiente de
endogamia, equilibrio de Hardy-Weinberg para cada loco e o desequilibrio de
ligacdo entre os locos foram estimados usando o método de simulacdo de Monte
Carlo via Cadeia de Markov (MCMC) também no programa Arlequin 3.11. Os
valores do nivel de significancia destes testes de equilibrio de Hardy-Weinberg e
desequilibrio de ligacao foram corrigidos pela corre¢do de Bonferroni (a = 0,005;
a= 0,01 respectivamente).

O conteudo de informacao polimérfica (PIC) de cada loco foi estimada no
programa Cervus 3.0 (Kalinowski et al. 2007), a partir dos genoétipos e
frequéncias alélicas. Marcadores com valor de PIC superiores a 0,5 sao

considerados muitos informativos, com valores entre 0,25 e 0,50 mediamente
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informativos, e com valores inferiores a 0,25 pouco informativos (Botstein et al.
1980).

Para avaliar as medidas de diversidade encontradas neste trabalho
fizemos uma comparacéo entre os dados obtidos neste estudo, com os dados
obtidos por Martins-Ferreira et al. (2010), que utilizou em suas analises um total
de 72 amostras de individuos de vida livre, das quais 59 foram de amostras
contemporaneas e 13 amostras provenientes de espécimes do Museu de
Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia da Argentina.

O método Bayesiano implementado no programa STRUCTURE 2.3.4
(Pritchard et al. 2000) foi usado para inferir o numero (K) de conjuntos génicos,
gue podem ser traduzidos em populacoes. Ele infere 0 nimero de populacdes
presentes em uma amostra buscando por clusters gue maximizem os niveis de
equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo cada populacdo caracterizada por um
conjunto distinto de frequéncias alélicas em cada loco. Foram realizadas cinco
rodadas independentes para cada K, variando este de 1 a 10 com, 1.000.000 de
iteracdes para MCMC e 500.000 itera¢gBes de burn-in. Nas andlises foi utilizado o
modelo que assume ancestralidade multipla (admixture model) e o modelo de
frequéncias alélicas independentes (Pritchard et al., 2000). A partir dos logaritmos
das probabilidades dos dados (Ln P (D)) obtidos com o programa Structure, foi
estimado o melhor k com uma estatistica ad hoc denominada DeltaK, que se
baseia na taxa de mudanca do logaritmo da probabilidade dos dados entre
sucessivos valores de K (Evanno et al. 2005), usando o Structure Harvester (Earl
e vonHoldt 2012). As replicas geradas durante as sucessivas corridas para cada
K foram combinadas com Clumpp 1.1.2 (Jakobsson e Rosenberg 2007). Os
graficos de probabilidade de atribuicdo foram construidos no Distruct 1.1

(Rosenberg 2004).
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Para estimar o grau de parentesco genético (estimativa r, Blouin 2003)
entre os individuos foi utilizado o programa ML-Relate (Kalinowski et al. 2006). O
coeficiente de parentesco estimado por este programa leva em consideracdo a
frequéncia alélica da populacao para sugerir o valor de parentesco entre pares de
individuos (MLr), e permite testar qual relacdo entre as quatro possiveis: ndo
relacionado (NR), meio-irmdo (MI), irmdo completo (IC) e pais/filhos (PF), é a
mais verossimil para cada par (Queller e Goodnight 1989). O programa ML
Relate foi escolhido porque possuimos pouca informacdo a respeito do
parentesco entre o0s cardeais-amarelos amostrados. Nesse programa, ao
contrario de outros largamente utilizados em analises de parentesco, ndo é
necessario informar a propor¢cdo de parentes candidatos amostrados (Woltmann
et al. 2012).

Nas analises de parentesco devem ser consideradas a ocorréncia de dois
tipos principais de erros. O erro Tipo |, quando os individuos nao séo
relacionados mas as estimativas indicam a existéncia de relacdo, e o erro Tipo |I,
guando os individuos séo relacionados mas as estimativas indicam que a relacéo
nao existe. Os erros do tipo | podem ser causados por presenca de desequilibrio
de ligacdo nos marcadores utilizados. Ja a presenca de alelos nulos e escores
errados podem levar a erros do tipo Il (Christie 2010). Tentamos minimizar os
erros do tipo Il seguindo as recomendacdes de Kalinowski et al. (2006) e Wagner
et al. (2006).

O indice MLr e as relacdes de parentesco foram estimados para as 190
amostras coletadas. Entretanto, neste trabalho, sdo discutidos apenas as
relagbes de parentesco entre machos e fémeas nascidos entre 2012 e 2014, pois
consideramos estes como possiveis candidatos ao programa de reproducdo em

cativeiro. O numero de animais nascidos nesse periodo foi 38 (26 machos e 12
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fémeas). Ao parearmos 0s 26 machos contra as 12 fémeas obtivemos 312
possiveis pares. O indice obtido para os valores de parentesco (MLr) foi dividido
em trés categorias. Foram considerados: valor de parentesco baixo (MLr < 0,25),
intermediario (0,25 =2 MLr < 0,50) e alto (MLr = 0,50) de acordo com os valores

tedricos médios esperados (Russelo e Amato 2004).

Resultados

Dentre os dez pares de primers utilizados para indentificar a variabilidade
genética, o loco GcerisG10 se mostrou monomorfico para esta populacdo e por
isso nao foi usado nas analises. Oito dos nove locos apresentaram evidéncias de
presenca de alelos nulos (GcerisC02; GcerisC08; Gcerise02; GerisF02; GcerisF12;
GcrisHO6; GcerisHO9 e GerisH12) devido ao excesso de homozigotos (Anexo 2).
Todos os pares apresentaram evidéncias de desequilibrio de ligacao (Anexo 3). O
teste para o equilibrio de Hardy-Weinberg indica um déficit de heterozigotos
sendo que sete dos nove locos apresentaram desvios significativos. Os nove
locos foram mantidos nas analises, porque quando testados para outra
populacéo por Martins-Ferreira et al. (2010) todos se apresentaram em equilibrio
de ligacdo, e também porque a amostra utilizada neste estudo é composta
primariamente de animais reproduzidos e mantidos que eventualmente possam
ser aparentados, em cativeiro o que pode levar a desvios no equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Todos os locos foram altamente informativos de acordo com os valores de
PIC que variaram de 0,53 (GcrisC02) e 0,78 (GcrisHO7) com valor médio de 0,68.

O numero de alelos por loco variou entre cinco (Gcrise02) e 16 (GcerisF02), com
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um numero meédio de 8,7 alelos por loco. A heterozigosidade observada variou
entre 0,226 (GcrisH12) e 0,793 (GcerisF02) com uma média de 0,544 (desvio
padrdo = 0,208). A heterozigosidade esperada variou entre 0,578 (GcrisC02) a
0,875 (GcrisF02) com média de 0,726 (desvio padrédo + 0,097). Estes resultados
sao apresentados e comparados com os obtidos por Martins-Ferreira et al. (2010)
na Tabela 1.

O coeficiente médio de endogamia FIS 0,251 (p <0,001) estimado para
essa populacdo indica um excesso de homozigotos.

Tabela 1. Comparacdo das estimativas de diversidade genética obtidas

para a populacdo deste estudo (populacao cativa) composta por 190 amostras e
as encontradas por Martins-Ferreira et al. (2010) ao analisar 72 amostras.

Loco Populacéo cativa Dados de Martins-Ferreira et al. 2010
NA Ho He PIC NA Ho He PIC

GcrisC02 8 0,368 0,578 0,536 4 0,267 0,438* 0,373
GcrisC08 6 0615 0,701 0,655 6 0,911 0,791 0,748
Gcerise02 5 0489 0,616* 0,556 4 0,229 0,710* 0,648
GcrisF02 16 0,793 0,875 0,860 14 0,833 0,893 0,873
GcrisF12 6 0,308 0,680* 0,620 6 0,600 0,784* 0,734
GcrisH06 10 0,600 0,811* 0,783 10 0,735 0,830 0,799
GcerisHO7 9 0,789 0,810* 0,784 6 0,739 0,755 0,709
GcerisH09 12 0,705 0,771* 0,731 10 0,702 0,834* 0,802
GcerisH12 7 0,226 0,693* 0,635 5 0,232 0,700 0,637
Médias 8,7 0544 0,726 0,684 7.2 0,583 0,748 0,703

NA - nimero de alelos (), Ho - heterosigozidade observada (), He - heterozigosidade esperada e
os valores do Contetdo de Informacao Polimorfica (PIC); * indicam locos que estdo fora do
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os resultados gerados pelo programa Structure, conforme apresentado na
Figura 1, permitiram inferir a presenca de trés clusters (K = 3), de acordo com o
maior valor de Delta K. A distribuicdo da variabilidade genética dos individuos

conforme essa estrutura pode ser observada na Figura 2.
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Figura 1. Estimativa do melhor K pela estatistica Delta K inferida pelo programa Structure.

Figura 2. Distribuicdo da estrutura genética dos gendétipos dos individuos avaliados neste estudo
com o programa Structure para K=3.

O grau de parentesco (MLr) estimado para todas as amostras variou entre
0 e 0,85. Encontramos individuos fortemente relacionados. Este resultado era
esperado, pois em alguns criadores, coletamos amostras de pais e filhotes. Esta
relacdo também foi verificada na observacao direta dos genotipos. Para facilitar a
apresentacao dos resultados das andlises das relacdes de parentesco para 0s
312 pares testados, formados pelos 38 cardeais-amarelos nascidos entre 2012 e
2014, foi construida uma matriz pareando as fémeas com os machos (Tabela 2).
O valor maximo de grau de parentesco obtido para esses animais foi 0,55.

Os valores de parentesco (MLr) obtidos para os 312 pares testados
indicam que 276 (88,5%) destes pares estdo na categoria com valores de relacéo
baixa e valor de parentesco baixo (MLr < 0,25). E ainda, destes ultimos, 245
pares (88,8%) foram classificados como nao relacionados (NR) e os 31 pares

restantes foram classificados como meio-irmédos. Na categoria de valores
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intermediarios (0,25 = MLr < 0,50) foram encontrados 26 possiveis pares, destes
cinco séo classificados na relacéo pais/filhos (PF), quatro como irméaos completos
(IC), dois como néo relacionados (NR) e 15 como meio-irméos (Ml). Os 10 pares
gue estdo na categoria de relacao classificada como alta (MLr = 0,50), tiveram
suas relacbes estimadas como PF para nove pares e como IC para um par.
Portanto, os valores de parentesco indicam principalmente individuos nao
relacionados para a categoria de relacéo baixa; MI, IC e PF para a categoria de
relacdes intermediarias e possiveis pais e filhos na categoria alta.

A fémea PE14 nao esta relacionada a nenhum dos machos, e todos os
valores de parentesco estimados estdo na categoria baixa. Os machos NHO3 e
CA26 nao estao relacionados a nenhuma fémea e assim como PE14 todos os
valores para MLr estdo na categoria baixa.

Os pares formados por PEO7 com CA01 e SM06; CA06 com CAQ9; CA16
com CA15 e SM06; CA21 com CA15; CA27 com CAO07; SV02 com CA03; GUO5
com CA1l e GUO7 com GUO6 apresentaram valores de parentesco na categoria
alta (MLr = 0,5) e séo relacionados como possiveis PF, com excec¢do do par
CA16 com CA15 para o qual o programa estimou a relacéo IC. Enquanto que os
pares formados por CA05 com GU06; CA08 com GUO06; CA23 com CA15 e SM06
e o par CA25 com CAQ07, séo relacionados como PF e apresentacéo valores de
parentesco na categoria intermediaria.

Levando em consideracdo somente as relacdes de parentesco avaliadas,
podemos indicar como interessantes para 0 programa de Reproducdo em
Cativeiro do Cardeal-amarelo as fémeas PE14, SC03, CAl1l e SM15 e os
machos NH03, CA26, PE08, EV08, CA10, UR5, UR12 e UR15, devido a pouca
relagdo que possuem com 0s outros animais testados podendo ser considerados

como matrizes em potencial.
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Tabela 2. Resultados para os pareamentos testados no programa ML Relate entre machos (M) versus fémeas (F); de cardeal-amarelo
nascidos entre 2012 e 2014.

PE14 Sco3 NHO5 CA01 CAO03 CAO07 CA09 CA11 CA15 GUO06 SM06 SM15
F F F F F F F F F F F F
MLr R Mr R Mur R Mur R Mr R Mr R Mur R Mur R MLr R MLr R MLr R  MLr R
PEO3 M 0 NR 039 IC 02 IC 0 NR 0 NR 0 NR 033 NR 013 NR 0 NR 021 NR 01 NR O NR
PEOE M 0 NR 018 M 039 IC 015 M 019 M 0 NR 0 NR 011 NR O NR 0 NR 001 NR O NR
PEO7 M 0 NR 012 NR 02 M 05 PF 019 M 015 NR O NR 0 NR 0 NR 014 M 05 PF 003 NR
PEOB M 019 NR O NR 001 NR 002 NR 006 NR 0 NR 016 M 01 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR
EVOL M 0 NR 0 NR 0 NR 042 IC 031 M 0 NR 0 NR 004 NR O NR 0 NR 012 NR O NR
EVO2 M 0 NR 007 NR 001 NR 03 M 015 NR 001 NR 0 NR 006 NR O NR 0 NR 017 Ml 0 NR
EVO8 M 004 NR 011 NR 017 M 0 NR 0 NR 012 M 0 NR 0 NR 011 NR O NR 003 NR O NR
EVO9 M 009 NR O NR 025 M 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR 016 M 0 NR
EVI3 M 0 NR 018 M 019 M 025 M 0 NR 018 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR
NHO3 M 0 NR 0 NR 016 NR 0 NR 0 NR 0 NR 002 NR 008 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR
CAO5 M 008 NR 009 NR O NR 026 M 014 M 022 M 037 M 022 M 0 NR 043 PF 006 NR O NR
CAO6 M O NR 024 M 0 NR 0 NR 0 NR 03 M 05 PF 009 NR 0 NR 018 M 0 NR 0 NR
CAO8 M 018 NR 0 NR 005 NR 015 M 0 NR 0 NR 023 M 0 NR 02 M 039 PF 015 NR 036 M
CAI0 M O NR 0 NR 0 NR 015 Ml 002 NR 002 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR
CAl6 M O NR 0 NR 007 NR 004 NR 004 NR 0 NR 02 NR 009 NR 055 IC 015 MI 05 PF 0 NR
CA21 M O NR 0 NR 006 NR 004 NR O NR 0 NR 0 NR 0 NR 05 PF 008 NR 006 NR 0 NR
CA22 M 01 NR 009 NR 003 NR 002 NR 002 NR 03 M 0 NR 0 NR 041 PF 008 NR 039 PF 0 NR
CA25 M 0 NR 0 NR 003 NR 0 NR 023 NR 046 PF 002 NR 0 NR 0 NR 017 M 022 M 0 NR
CA26 M 0O NR 015 NR 0 NR 01 NR O NR 0 NR 0 NR 0 NR 005 NR 0 NR 0 NR 0 NR
CA27 M 0 NR 01 NR O NR 007 NR 003 NR 05 PF 03 M 012 NR 008 NR 0 NR 0 NR 0 NR
SV02 M 0 NR 0 NR 004 NR 01 NR 05 PF 03 M 007 NR 003 NR 009 NR O NR 0 NR 0 NR
GUO5 M 0 NR 0 NR 0 NR 004 NR 007 NR 006 NR 016 NR 051 PF 025 M 027 M 012 NR O NR
GUO7 M 005 NR 009 NR 0 NR 003 NR 013 NR 037 M 032 M 0 NR 0 NR 055 PF 02 M 025 NR
UROS M 004 NR 024 M 0 NR 005 NR O NR 019 M 0 NR 013 NR 0 NR 01 NR O NR 0 NR
UR12 M O NR 024 M 003 NR 0 NR 0 NR 005 NR 002 NR 01 NR 0 NR 0 NR 0 NR 0 NR
URI5 M O NR 002 NR 0O NR 002 NR O NR 0 NR 022 M 012 NR 0 NR 017 NR 018 M 003 NR

MLr valor da relagdo de parentesco. Valores de MLr < 0,25 foram considerados baixo, valores = 0,25 e < 0,50 intermediario e MLr = 0,50 alto; R tipo de
relacdo estimada: NR — ndo relacionado; Ml — meio-irmao; IC — irméo completo e PF — pais/filhos.
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Discussao

As amostras utilizadas nesse estudo sdo de animais reproduzidos e
criados em cativeiro. Populacbes de cativeiro podem estar sujeitas a
cruzamentos direcionados, a fim de fixar uma determinada caracteristica. As
informacdes coletadas durante este trabalho com os criadores amadores
denotam que muitos buscam manter em seu plantel determinada cor ou tipo ou
timbre de canto.

As andlises realizadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg e para o
coeficiente de endogamia indicam um excesso de homozigotos na populagéo. Os
cruzamentos direcionados e o0 endocruzamento podem levar a reducdo da
frequéncia de heterozigotos e aumento dos homozigotos em relacdo as
expectativas de Hardy-Weinberg, pois quebram a base que comple seus
principios. O excesso de homozigotos também influencia os resultados para a
presenca de alelos nulos (Frankham et al. 2002). O cruzamento direcionado pode
interferir no equilibrio de ligagédo entre os locos gerando o desequilibrio de ligacédo
(Barton 2000),

Através da comparacdo das medidas de diversidade genética encontradas
neste trabalho com as encontradas por Martins-Ferreira et al. (2010) podemos
inferir que a populacéo de cativeiro mantém uma diversidade muito semelhante a
encontrada nas populacdes naturais de G. Cristata. Os locos que néao
apresentaram desvios neste estudo também ndo apresentaram desvios na
populacao testada por Martins-Ferreira et al.(2010). Porém, um numero maior de
alelos foi observado na populagao cativa, o que pode ser resultado do tamanho

amostral que nesse estudo foi superior.
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Pelo fato de o cardeal-amarelo ser uma espécie ameacada de extincéo,
era esperado que a diversidade genética encontrada seja baixa. Porém, o fato de
uma espécie estar ameacada nem sempre esta associado a baixa variabilidade.
Isso é evidenciado quando comparamos os dados obtidos neste trabalho com os
obtidos por Martins-Ferreira et al. (2010). Em ambos os estudos, foi identificado
um elevado numero de alelos por loco e altos niveis de heterozigosidade quando
comparados com outras espécies de aves ameacadas (Zhang et al. 2004; Li et al.
2014; Kvist 2011; Presti et al. 2011; Chan et al. 2011, Davancgo, 2012). Lawrence
et al. (2008) ao estudarem os niveis de diversidade genética em uma espécie de
ave marinha (Pterodroma magentae) criticamente ameacada de extingdo também
encontraram uma alta diversidade nos genomas mitocondrial e nuclear em
relacdo a outras aves proximamente relacionadas e com graus de ameacas
diversos.

Como apresentado nos resultados, animais com valores baixos de grau de
parentesco (MLr) apresentaram relagdes esperadas em individuos com um nivel
maior de valor de parentesco, e alguns individuos com valores de MLr alto séo
tidos como néo relacionados. Esse fato pode estar relacionado ao numero de
locos utilizados na analise, nesse caso nove, e também pelos desvios de
equilibrio de Hardy-Weinberg, presenca de alelos nulos apresentados e
desequilibrio de ligagdo. Entretanto, o uso de locos com alelos nulos, com o0s
devidos ajustes no célculo para o valores de parentesco, permitem a obtencéo de
resultados robustos (Wagner et al. 2006).

Como é sugerido em diferentes estudos (Blouin et al. 1996; Alderson et al.
1999; Presti 2010), seria adequado ter um namero maior de locos para aumentar
a eficiencia na determinacdo das relacdes de parentesco e para diminuir a

variancia dos indices. Presti (2010) verificou que ao dobrar o niumero de locos
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(de sete para 14), nas analises de parentesco para a arara-azul-grande
(Anodorhynchus hyacinthinus), o intervalo de confianca para os valores
estimados diminui consideravelmente. Para o camundongo Mus musculus, Blouin
et al. (1996) afirmam que seria necessario o uso de 20 microssatélites para
discriminar todos os individuos néo-relacionados de irmaos, 80% dos individuos
meio-irméaos de irméos inteiros e 80% de individuos meio-irméos de individuos
nao-relacionados. Resultados similares a esses foram obtidos por Alderson et al.
(1999) ao testar as relacdes de parentesco para a ave Molothrus ater.

As relacdes e valores de parentesco serviram para estimar que os 312
pares com os valores apresentados, sdo em sua maioria nao relacionados e tem
baixo valor de MLr. Essas relagbes permitiram a indicagcdo de quatro fémeas e
oito machos como possiveis matrizes para reproducdo em cativeiro. Valores
muito baixos de MLr indicam que esses animais avaliados n&o sao relacionados,
e também que podem carregar alelos novos (Kalinowski et al. 2006; Konovalov e
Heg, 2008).

Ao longo da distribuicdo do cardeal-amarelo existem relatos e registros de
exemplares capturados na natureza para serem mantidos em cativeiro (Fontana
et al. 2003; Pessino e Titarelli, 2006). Os animais capturados na natureza
poderiam estar introduzindo alelos novos, o que reduziria os valores das relacdes
de parentesco com o0s outros individuos de cativeiro. Em espécies que
apresentam populacdes geneticamente estruturadas € possivel inferir a
localidade provavel onde esse animal foi capturado, como ocorre com a Arara-
azul-grande (Presti 2010). Os resultados obtidos por Martins-Ferreira (2010)
indicam a presenca de uma Unica populacdo, ao longo da distribuicdo de G.
cristata, com pouca diferenciacdo populacional e fraca estruturacdo, o que nao

permite que sejam feitas inferéncias a respeito da procedéncia geografica de um
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determinado animal.

Os resultados gerados pelo Structure sugerem que a populacdo de
cativeiro tem uma estruturacdo genética bastante fraca, distribuindo os genétipos
dos individuos avaliados em trés clusters diferentes. Como as analises realizadas
por Martins-Ferreira (2010) ndo cobriram a distribuicdo completa da espécie, nédo
sabemos se a estruturacdo observada nesse estudo € resquicio de uma
estruturacdo populacional presente na populacdo silvestre e que esta sendo
misturada pelos cruzamentos realizados em cativeiro, ou se ela seria resultado
de uma diferenciacdo genética provocada pela reproducdo em cativeiro. Também
ndo nomeamos populacbes porque amostras do mesmo municipio estédo
representadas em clusters diferentes, o que demonstra a realizacdo de trocas de
animais entre os criadores, como comentado pelos mesmos durante a coleta de
dados. Se levarmos em consideracdo o fato de que muitos espécimes sao
capturados na natureza, como mencionado acima, essa estruturacdo pode
indicar que existem populacdes naturais ainda ndo amostradas. Portanto, a
realizacdo de coletas no ambiente natural que aumentem a cobertura da
distribuicdo avaliada continua sendo importante para o entendimento da
variabilidade genética da espécie como ja apontado por Martins-Ferreira (2010).

A falta de manejo em cativeiro pode expor a populacéo a diversos fatores
de risco. Como parametro para a hecessidade de manejo genético em
populacdes cativas, podemos tomar como exemplo o mutum-de-alagoas (Pauxi
mitu). A espécie existe hoje apenas em cativeiro, passou por um severo gargalo
populacional, e analises de similaridade genética indicam que os individuos
restantes sdo aparentados, sendo primos de primeiro grau, € que sofreram
grande perda de variabilidade genética. Nessa espécie, a falta de manejo tem

acentuado a perda de variabilidade genética, o que pode estar causando 0s
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recentes registros de nascimento de animais com anomalias morfologicas
(Davanco 2012). Como verificado para o mutum-de-alagoas, a falta de manejo no
cativeiro pode trazer perdas de variabilidade genética, pois expde a populacéo
aos efeitos da deriva genética, endocruzamentos e efeitos fundadores (Lande e
Barrowclough 1987; Frankham et al. 2002). Portanto, para evitar que a populacao
cativa do cardeal-amarelo sofra com a perda variabilidade genética e de
heterozigose e, por consequéncia, sua capacidade de se adaptar as mudancas
no ambiente natural, é essencial que se faca 0 manejo genético.

No Brasil existe um forte “lobby” politico em favor da criacdo de aves
silvestres em cativeiro. A bandeira levantada por esses criadores € que com a
reproducao em cativeiro estariam contribuindo para a conservagao das espécies.
Isso também ficou claro nas conversas com os criadores contatados neste
estudo, principalmente quando muitos se ofereceram para contribuir com o
programa de reproducdo em cativeiro do cardeal-amarelo. Porém, os resultados
obtidos nesse trabalho contradizem este pensamento. Eles indicam que a criacéo
em cativeiro, sem o devido controle e manejo genético, pode estar colocando em
risco a conservacdo do cardeal-amarelo, principalmente no que tange as
guestdes genéticas. A criacdo amadorista neste caso tem exposto a populacdo a
cruzamentos direcionados e a endogamia. A endogamia pode levar a deriva
genética, tendo como consequéncia a perda de diversidade genética, a fixagdo
de alelos dentro da populacgéo, a diversificagcao entre as populacdes replicadas e
ainda a depressdo endogamica, onde ocorre um aumento no numero de
homozigotos para alelos recessivos deletérios provocando a reducdo no valor
adaptativo e no sucesso reprodutivo (Frankham et al. 2002). Segundo dados
obtidos por Martins-Ferreira (2010), a populagédo natural do cardeal-amarelo

apresenta um decréscimo de tamanho e sugerindo um gargalo de garrafa.
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Portanto, a reproducédo em cativeiro de aves silvestres por criadores amadores,
onde o0s animais estdo expostos a tantos fatores de risco, deve ser olhada com
muita cautela, principalmente porque podem prejudicar as intencdes do Programa
de Reproducédo em Cativeiro do Cardeal-amarelo na formacéo de uma populagcéao
representativa da diversidade genética em cativeiro para promover o0
revigoramento populacional em areas naturais ao “por em xeque” a conservacao

da espécie.
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4. Conclusao

Os resultados obtidos pela anédlise de microssatélites para Gubernatrix
cristata permitem concluir que:

Os niveis de diversidade genética encontrados na populacdo de cativeiro
podem ser considerados altos em comparagao com a diversidade encontrada em
outras espécies de aves ameacadas.

Os espécimes mantidos em cativeiro retém uma diversidade genética
comparavel aquela da populacao silvestre.

As analises estatisticas revelam que para os locos testados existe um
excesso de homozigotos. Esse excesso de homozigotos pode ser atribuido ao
endocruzamento e cruzamento direcionado a que estdo sujeitos os individuos
mantidos em cativeiro.

Devido ao elevado coeficiente de endogamia encontrado, é essencial que
se adotem medidas de manejo para a populacéo cativa a fim de evitar a perda da
diversidade genética.

Alguns individuos encontrados nos criadouros amadoristas poderiam ser
considerados, de acordo com as analises de parentesco, possiveis matrizes para
o programa de reproducao em cativeiro.

E, finalmente, que é necessario o aumento do nimero de marcadores para
esta espécie para que as analises de parentesco sejam mais robustas, pois as
informacdes quanto a variabilidade genética e parentesco sdo essenciais para o

manejo de uma populacdo cativa como a do cardeal-amarelo.
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6. Anexos

Anexo 1. Relagdo dos municipios onde foram coletados as amostras utilizadas
neste trabalho.

Local Fémeas Machos Total
Cetas Porto Alegre (CE) 4 8 12
Laboratério de Citogenética (CT) 9 1 10
Alvorada (AL) - 2 2
Cachoeirinha (CC) 1 1 2
Canoas (CA) 11 16 27
Estancia Velha (EV) 3 12 15
Esteio (ES) 2 1 3
Guaiba (GU) 6 7 13
Lajeado (LA) - 1 1
Novo Hamburgo (NH) 4 7 11
Pelotas (PE) 10 13 23
Porto Alegre (PA) 1 1 2
Rio Grande (RG) 3 4 7
Santa Cruz do Sul (SC) 5 4 9
Santa Maria (SM) 7 9 16
Santa Vitoria do Palmar (SV) 4 4 8
Sé&o Leopoldo (SL) 4 3 7
Sapucaia do Sul (SP) 2 3 5
Taquara (TA) - 1 1
Uruguaiana (UR) 5 11 16
Total 81 109 190

Relacdo dos locais amostrados e numero de amostras obtidas em cada
localidade utilizadas neste estudo.
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Anexo 2. Estimativas da presenca de alelos nulos.

Loco

GcrisC02
GcrisC08
Gcrise02
GcrisF02
GcrisF12
GcrisHO6
GcrisHO7
GcrisHO09
GcrisH12

Alelo nulo
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim

Sim

Oosterhout
0,1652
0,0585
0,1033
0,0446
0,2575
0,1269
0,0045
0,0441

0,314

Chakraborty Brookfield 1

0,2204
0,0634
0,1135
0,0477
0,3749
0,1484
0,0118
0,0435
0,507

0,1321
0,0491
0,0776
0,0425
0,2205
0,1156
0,0104
0,0363
0,2752

Resultados para a presenca de alelos nulos para os noves locos testados usando
trés métodos de estimativa de alelos nulos inferidos no programa Micro-checker.
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Anexo 3. Locos com evidéncias de desequilibrio de ligacao

Locos # GcerisC02 GcerisC08 Gcerise02 GcerisF02 GcerisF12 GcerisH06 GcerisHO7 GcerisH09 GcerisH12
GcrisC02 * - + - - - + + +
GcrisCO08 - * - - + + - - +
Gcrise02 + - * - - - + . +
GcerisF02 - - - * + - + - +
GcerisF12 - + - + * + + + -
GcrisHO6 - + - - + * - - +
GcrisHO7 + - + + + - * + -
GcerisH09 + - - + + - + * +
GerisH12 + + + + - + - + *

Resultados para o equilibrio de ligagao para os nove locos usados neste estudo testados no programa Arlequin 3.11.
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