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RESUMO

As espécies do género Amazona sao consideradas monogamicas sociais, ndo sendo identificado
até o momento casos de fertilizacdo extra-par (FEP). Outra caracteristica importante em relagdo ao
comportamento reprodutivo das espécies deste género é a fidelidade ao ninho, pois os individuos
geralmente selecionam locais mais seguros para nidificar, como por exemplo, locais com baixos
niveis de predacdo. O fato de que a maioria dos psitacideos, em particular as espécies deste género,
nao apresenta dimorfismo sexual dificulta a analise de diversos aspectos relacionados ao sistema de
acasalamento, exigindo do pesquisador a observacdo de comportamentos criticos. Uma das
alternativas que vem sendo aplicada para superar estas limitacdes em estudos de comportamento
reprodutivo em aves é o uso de marcadores moleculares co-dominantes e altamente polimdrficos
como os microssatélites. Neste contexto, ainda se conhece pouco a respeito da biologia reprodutiva
do papagaio-de-cara-roxa (Amazona brasiliensis), necessitando uma atencdo maior sobre esta
questdo. Neste trabalho nds contribuimos com mais informagdes para melhor compreensdo acerca
da biologia reprodutiva do papagaio-de-cara-roxa a partir da estimativa da relacdo de parentesco
entre ninhegos encontrados em ninhos naturais e artificiais na regido da Baia de Paranagud, no
estado do Parand, com oito loci de microssatélite. Os resultados obtidos mostraram que 76% dos
ninhegos analisados apresentaram relagao de parentesco de irmaos, 20% de meio-irmaos e 4% de
nao relacionados. Os casos de irmandade foram interpretados como evidéncia de monogamia do
casal, os de meio-irmdos como casos de FEP, enquanto os nao-relacionados como casos de
competicdo intra-especifica de ninho. Os resultados também mostraram que esta espécie apresenta
uma taxa de 83% de reocupagdo de cavidades, a maior ja descrita para o género, sendo que a
reocupag¢do pelo mesmo casal foi de 71%. Portanto, nds concluimos que Amazona brasiliensis nao
pode ser considerada monogamica genética ja que ha evidéncia de FEP. Por outro lado, apresenta
um padrao de fidelidade ao sitio reprodutivo, ja que a maior parte dos casais analisados ocuparam a
mesma cavidade nas estacdes reprodutivas seguintes, mesmo havendo perda de ninhada na estacdo

reprodutiva anterior.

Palavras-chave: Amazona brasiliensis, sistema de acasalamento, fertilizagdo extra-par, fidelidade ao

ninho.



ABSTRACT

The species of the genus Amazona are considered social monogamous, not being identified
yet cases of extra-pair fertilization (EPF). Another important feature in relation to the
reproductive behavior in species of this genus is fidelity to the nest, as a kind usually selects the
safest places to nest, for example, sites with low levels of predation. The fact that most parrots,
particularly species of this genus, do not show sexual dimorphism complicates the analysis of
various aspects related to the mating system, requiring the researcher to observe critical
behaviors. One alternative that has been applied to overcome these limitations in reproductive
behavior studies in birds is the use of co-dominant and highly polymorphic molecular markers as
microsatellites. In this context, little is known about the reproductive Red-tailed amazon biology
(Amazona brasiliensis), requiring greater attention on this issue. In this work, we contribute more
information to better understanding reproductive biology of Red-tailed amazon from the
estimate of the kinship relation between nestlings found in natural and artificial nests in the
region of Paranagua Bay, in Parana with eight microsatellite loci. The results showed that 76% of
nestlings analyzed showed kinship relation of full-sibs, 20% of half-sibs and 4% unrelated. Cases
of full-sibs were interpreted as evidence of couple monogamy, the half-sibs as cases of EPF, while
unrelated as cases of intraspecific competition nest. The results also showed that this species has
a rate of 83% cavity reoccupation, the largest ever reported to the genus, and the reoccupation
by the same couple was 71%. Therefore, we conclude that Amazon brasiliensis can not be
regarded as genetic monogamous since there is evidence of EPF. However, shows a pattern of
the nest site fidelity, since most of analyzed couples occupied the same cavity in the following
breeding seasons and the loss in previous breeding season does not seem to influence the cavity

reoccupation at next station.

Keywords: Amazona brasiliensis, mating system, extra-pair fertilization, nest site fidelity.
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1. INTRODUGAO
1.1 Sistema de acasalamento

Desde a década de 1970 os trabalhos envolvendo fidelidade do casal e ao ninho em aves
vem aumentando consideravelmente, segundo levantamento realizado por Griffith e
colaboradores (2002). Porém, ainda se tem muitas questdes a serem resolvidas,
principalmente quando estdo envolvidas espécies que sdo consideradas monogamicas
sociais (Theuerkauf et al. 2009). Durante vérias décadas, os ornitélogos consideravam a
maior parte das espécies de aves como sendo monogamicas. Contudo, com o advento das
técnicas moleculares, esta visdo mudou radicalmente quando se encontrou evidéncia de
fertilizagcdo extra-par (FEP) em aproximadamente 90% das aves estudadas, sendo que 11%

eram de aves consideradas socialmente monogamicas (Griffith et al. 2002).

Em Passeriformes, a taxa de FEP pode ser bem alta. Kempenaers e colaboradores (1999)
encontraram 70% de FEP em Tachycineta bicolor, uma espécie socialmente monogamica. No
entanto, em outras familias como, por exemplo, em Sphenisciformes, sdo observadas taxas
baixas ou completa auséncia de FEP (Moreno et al. 2000). Em Strigiformes, Falconiformes
(aves de rapina) e nas espécies marinhas de Procellariiformes, também s3ao observadas taxas
baixas de FEP (Quillfeldt et al. 2001; Muller et al. 2001). Uma espécie de coruja endémica da
ilha Lanyu, em Taiwan, Otus elegans botelensis, apresenta frequéncia alta de cdpula extra-
par, apesar da fertilizacdo extra-par ser rara nesta espécie. No entanto, esta espécie é
considerada sexualmente monogamica, pois a FEP é extremamente rara (Hsu et al. 2006).
Bai & Severinghaus (2012) demonstraram que a fidelidade dos casais estd fortemente ligada
a tendéncia da fémea em reutilizar cavidades para nidificagdo nas quais elas tiveram maior
sucesso reprodutivo em estacOes anteriores. Os autores descrevem ainda que a fidelidade
do casal também foi influenciada pela duracdo da unido do casal nas estacdes reprodutivas
sucessivas, ou seja, 0s casais que reproduziram em duas ou mais estacdes juntos foram mais
fiéis a seus parceiros do que os casais que se juntaram pela primeira vez. Contudo, as taxas
baixas de FEP observadas nas espécies destes grupos podem estar associadas a histéria de

vida e a caracteristicas como o cuidado parental do macho (Birkhead & Mgller 1996) e a
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expectativa de vida dos reprodutores, onde espécies com maior longevidade apresentariam

maior tendéncia ao comportamento monogamico (Mauck et al. 1999).

Psittaciformes é outro grupo em que as espécies apresentam longevidade alta e também
um investimento parental muito grande pelo macho (Masello et al. 2002). Neste grupo,
alguns trabalhos tem demonstrado que a cépula extra-par ndo é tdo comum quanto em
outros grupos de aves (Heinsohn et al. 2007; Ekstrom et al. 2007; Theuerkauf et al. 2009;
Klauke et al. 2013). Em estudo realizado com Pyrrhura orcesi, foi observado taxa baixa de
FEP, mesmo sendo esta espécie considerada monogamica (Klauke et al. 2013). Outra espécie
de Psittacidae que apresenta FEP é Eclectus roratus macgillivrayi, com confirmacdo de
poliandria (onde uma fémea possui dois ou mais parceiros sexuais) e alto indice de poliginia
(onde o macho possui duas ou mais fémeas) (Heinsohn et al. 2007). Um aspecto interessante
é que estas duas espécies possuem um sistema de reproducdo cooperativa, sendo que a
maioria dos grupos reprodutivos é formada por um casal reprodutor e alguns auxiliares
(Brown 1987; Heinsohn et al. 2007). Nestas duas espécies, os casos de FEP foram atribuidos
aos respectivos auxiliares de cada casal reprodutivo. Desta forma, os casos encontrados de
FEP nesta ordem de Aves sdo geralmente em espécies que possuem sistema reprodutivo
cooperativo, as quais representam apenas 5% das espécies conhecidas (Wright et al. 2001,
Cockburn 2006). Por outro lado, segundo Theuerkauf e colaboradores (2009), esta baixa
porcentagem também pode ser o resultado de poucos estudos envolvendo o sistema de

acasalamento em psitacideos em comparacdo com outros grupos de aves.

Em Psittaciformes socialmente monogamicos ja foi demonstrado que existe cépula extra-
par, porém sem evidéncia de FEP. Spoon e colaboradores (2007) observaram que 10% dos
individuos de Nymphicus hollandicus monitorados em cativeiro tiveram comportamento de
copula extra-par, porém ndo foi possivel comprovar a filiacdo dos filhotes. Segundo os
autores, este comportamento pode estar relacionado tanto com a hipdtese de
incompatibilidade genética (Colson et al. 1972), quanto com a hipdétese de “melhores

opcOes” (better-options hypothesis) ( Davies 1989).

Em outros Psittaciformes socialmente monogamicos, a ocorréncia de FEP ndo pode ser

completamente descartada. Em Ara chloropterus foi encontrado que a maioria dos ninhegos
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do mesmo ninho apresentou indices de similaridade genética préximos ao esperado entre
irmaos, porém em um dos ninhos os indices observados sugerem que os ninhegos nao sao
irmdos (Caparroz et al. 2001). De forma semelhante, Caparroz e colaboradores (2010)
encontraram que cerca de 9% dos ninhegos de mesma ninhada de arara canindé (Ara
ararauna) analisados apresentaram indices de similaridade genética abaixo do esperado
entre irmdos. No entanto, nestes dois estudos, a baixa similaridade genética observada
entre os ninhegos do mesmo ninho pode ser explicada tanto por disputa intraespecifica por
cavidade quanto por fertilizacdo extra-par, ja que nao foi possivel a comparagdao com os

individuos parentais.

As espécies do género Amazona sao consideradas monogamicas sociais (Forshaw 1977).
No entanto, existe apenas um Unico trabalho que avaliou este comportamento no papagaio-
verdadeiro (Amazona aestiva), nao sendo identificada a ocorréncia de FEP (Caparroz et al.

em preparacgdo).

1.2 Ocupacao de cavidade

O sucesso reprodutivo em aves pode ser influenciado pela selecdo de ninhos.
Geralmente, os individuos selecionam locais mais seguros para nidificar, como por exemplo,
locais com baixos niveis de predacdo (Goodnow & Reitsma 2011). Bonebrake & Beissinger
(2010) registraram em seu estudo de monitoramento de ninhos naturais e artificiais com
Forpus passerinus que ha uma competicao tanto interespecifica quanto intraespecifica por
ninhos de maior qualidade, inclusive com registros de infanticidio. Neste estudo foi
verificado que os ninhos localizados sob menor cobertura vegetal tiveram um nimero maior
de filhotes por ninho quando comparados com os ninhos localizados sob dossel fechado.
Embora os ninhos com menor cobertura vegetal sejam de alta qualidade, houve um custo
competitivo por estes ninhos apresentando maior evento de infanticidio. Alguns trabalhos
mostram também que a reocupacao de cavidades pode ser baixa devido as altas taxas de
predacdo (Sonerud 1989, Miller 2002) ou altos niveis de ectoparasitas nas cavidades velhas

se comparados com as cavidades novas (Mazgajski 2007).

A dindmica de ocupacdo de cavidades para nidificacdo em espécies do género Amazona

ainda é muito pouco conhecido. As espécies deste género, assim como a maioria dos
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psitacideos, ndo constroem seus proprios ninhos. Elas utilizam cavidades pré-existentes para
nidificar (Brightsmith 2005). Estas cavidades tornam-se disponiveis a partir da degradacao
natural dos troncos ou galhos das arvores ou pela acdo de escavadores primarios como o
pica-pau (Seixas & Mourdao 2002; Aitken et al. 2002; Correa Dias 2011). Esta caracteristica
torna estas espécies dependentes da disponibilidade de cavidades para nidificacdo, o que
pode levar a competi¢cdo por cavidades e sua reocupagdo pelos mesmos ou por diferentes
individuos (Tortato & Bonanomi 2012). Dentre os fatores que influenciam a frequéncia de
reocupacdo de cavidades incluem a qualidade das cavidades, duracdo da fidelidade ao
ninho, grau de competicao por cavidades com outros utilizadores de cavidades para nidificar

e disponibilidade de novas cavidades (Ingold 1991).

Trabalhos a respeito do sistema de ocupacdo de cavidade tém demonstrado que a taxa
de reocupacdo em espécies do género Amazona varia bastante. Em algumas espécies, as
taxas de reocupagdo observadas sdo baixas, oscilando entre 2% a 13% (Enkerlin-Hoeflich
1995; Renton & Salinas-Melgoza 1999; Koenig 2001). Por outro lado, em outras espécies as
taxas sdo elevadas, variando entre 35% e 74% (Enkerlin-Hoeflich 1995; Koenig 2001; Seixas &
Mourdo 2002; Berkunsky & Reboreda 2009; White et al. 2005; Castillo & Eberhard 2006).
Contudo, a maior parte destes trabalhos foi realizada com aves ndo anilhadas e, portanto,
ndo se pdde determinar se a reocupacdo foi feita pelos mesmos individuos ou se por
individuos diferentes. Dentre os poucos trabalhos realizados com psitacideos envolvendo
individuos anilhados, foi encontrado que as taxas altas de reocupacdo de cavidades estavam
associadas com elevada taxa de fidelidade ao ninho (Snyder et a/.1987, Waltman &
Beissinger 1992). Em Amazona, o Unico trabalho com individuos anilhadas foi feito por
Berkusky & Reboreda (2009) com Amazona aestiva, os quais encontraram taxas altas de

reocupagao de cavidade de 62% e fidelidade ao ninho pela mesma fémea de 63%.

O fato de que a maioria dos psitacideos, em particular as espécies de Amazona, nao
apresenta dimorfismo sexual, dificulta a andlise de diversos aspectos relacionados ao
sistema de acasalamento, exigindo do pesquisador a observacdo de comportamentos
criticos (Carvalho et al. 2013). Além disso, o anilhamento de aves adultas deste grupo é um
trabalho perigoso e pode causar danos tanto nas aves quanto nos pesquisadores. Desta

forma, o estudo de diversos aspectos relacionados ao comportamento reprodutivo em
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psitacideos pode apresentar diversas limitagGes quanto baseado exclusivamente em

observagdes de campo.

Uma das alternativas que vem sendo aplicada para superar estas limitagdes em estudos
de comportamento reprodutivo em aves é o uso de marcadores moleculares,
particularmente os microssatélites (Tautz & Renz 1984; Tautz & Schlotterer 1994; Sobotka
2011). Inclusive, estes marcadores ja foram utilizados para verificar a fidelidade ao ninho em
algumas espécies de Psittacidae (Heinsohn et al. 2007; Theuerkauf et al. 2009; Klauke et al.
2013). Os microssatélites sdao marcadores co-dominantes e altamente polimdrficos, o que
torna estes marcadores bastante informativos em estudos de parentesco (Tautz & Renz

1984; Frankham et al. 2008).

Até o momento, apenas Caparroz e colaboradores (em preparacdo) desenvolveram um
trabalho utilizando marcadores microssatélite para avaliar o sistema reprodutivo e a
fidelidade ao ninho em Amazona. Neste trabalho, os autores encontraram que a taxa de
reocupacdo de cavidade pelo mesmo casal foi de 33%. No entanto, as reocupacdes nao
foram em anos consecutivos. Ainda neste trabalho, os autores sustentam que esta espécie

além de ser monogamica social também parece ser monogamica genética.
1.3 Espécie em estudo

O papagaio-de-cara-roxa (Amazona brasiliensis) é endémico dos ultimos remanescentes
da Mata Atlantica. A distribuicdo geografica desta espécie se estende desde o litoral sul de
S3do Paulo até o litoral sul do Parand (Scherer-Neto 1989; Martuscelli 1995; Sipinski et al.
2014). E uma espécie considerada monogamica social (Scherer-Neto 1989; Abbud 2013).
Essa espécie ainda é classificada como vulnerdvel pela Unido Internacional para Conservagao
da Natureza (IUCN 2014) e até pouco tempo recebia essa mesma classificacdo pela lista de
espécies ameacadas de extingdo do Ministério do Meio Ambiente, no Brasil (MMA/IBAMA
2014). No entanto, com a ultima revisdo de 2014, o papagaio-de-cara-roxa foi retirado da
lista de espécies ameacadas de extincdo (MMA 2014). Um dos principais fatores que
proporcionaram esta ascensdo esta diretamente ligado ao aumento da populagcdo que até
um dos primeiros levantamentos era de 813 papagaios (Scherer-Neto 1989). Até 2008 a

populacdo de papagaio-de-cara-roxa estava estimada em aproximadamente 6.670
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individuos na natureza é considerada estavel e, porém este nUmero ainda é relativamente

pequeno (Sipinski & Bégon 2008).

Nos ultimos anos, estratégias de conservagao vém sendo adotadas com o intuito de
minimizar o impacto da destrui¢cdao das dreas naturais e do trafico ilegal sobre a populagdo
do papagaio-de-cara-roxa. A politica nacional de conservacdo de espécies ameacadas de
extincdo conduzida pelo Ministério do Meio Ambiente vem adotando como instrumento
principal de gestdo a elaboracdo de Planos de A¢do Nacionais (PANSs). Estes sdo instrumentos
de politicas publicas, pactuadas com a sociedade, que identificam e orientam as agdes
prioritarias para combater as ameacas que pdem em risco populacdes de espécies e os
ambientes naturais e assim protegé-los (ICMBio, 2013). Em 2011, foi publicado o PAN para a
conservacdo dos papagaios ameacados de extincdo, sendo contemplado neste plano o
papagaio-de-cara-roxa e outras quatro espécies de Amazona. Dentre as acbes tracadas
conforme a Portaria 130/2010 para atingir o objetivo do Plano em cinco anos, uma delas
(acdo 3.16) aponta a necessidade de ampliar o conhecimento sobre a reproducdo do

papagaio-de-cara-roxa.

Pouco se conhece a respeito da biologia reprodutiva do papagaio-de-cara-roxa,
necessitando uma atencdo maior sobre esta questdo. Desta forma, na presente dissertacao,
procuramos contribuir com mais informagdes sobre o sistema de acasalamento e a
fidelidade ao ninho nesta espécie, para melhor compreensdo acerca de sua biologia
reprodutiva. Além disso, as informacBes obtidas para esta espécie poderdo servir para
ampliar o conhecimento sobre os aspectos que compde estes comportamentos em
psitacideos e, em geral, nas Aves. Por fim, os resultados obtidos também poderdo auxiliar na
elaboracdo de estratégias de conservacdo para esta espécie, uma vez que a a¢do 3.16 do
Plano de Acdo Nacional (PAN) dos papagaios ameacados de extin¢do ressalta a necessidade

de estudo sobre a biologia reprodutiva do papagaio-de-cara-roxa (Schunk et al. 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho procurou preencher algumas lacunas de
conhecimento sobre o comportamento reprodutivo do papagaio-de-cara-roxo com relacdo a

dois aspectos: o sistema reprodutivo e a fidelidade do casal ao ninho.
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2. Objetivo

2.1 Geral

O objetivo geral deste trabalho foi compreender alguns aspectos do comportamento
reprodutivo do papagaio-de-cara-roxa enfocando o sistema reprodutivo e a fidelidade ao

ninho.

2.2 Especificos

e Realizar a caracterizagdo genética da populacao de A. brasilienses na regido da Baia

de Paranagu3d, PR;

e Estimar a taxa de fertilizagdo extra-par e/ou disputa intraespecifica por cavidade;

e Estimar a taxa de reocupagao de cavidade;

e Estimar a taxa de reocupagdo de cavidades pelo mesmo casal;

e Testar se a taxa de reocupacdo de cavidade diminui pela influéncia do insucesso na

estacdo reprodutiva anterior.

3. METODOS

3.1 Area de estudo

Os ninhos selecionados para a realizacdo deste estudo estdo localizados nas ilhas Rasa,
Grande, de Pegas e das Gamelas, no municipio de Guaraquegaba (25°18'25" S / 48°19'44" O),
regido da Baia de Paranagud situada na costa norte do estado do Parand. Estes ninhos vém
sendo monitorados regularmente, desde a criacdo do projeto “Conservacdo do Papagaio-de-
cara-roxa”, em 1998, por funciondrios e pesquisadores do projeto, coordenado pela bidloga
Elenise Sipinski, da ONG Sociedade de Pesquisa em Vida Selvagem e Educacdo Ambiental

(SPVS).
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3.2 Amostragem

As amostras de tecido (sangue ou penas em canhdo) vém sendo coletadas de ninhegos
encontrados em cavidades naturais ou ninhos artificiais de PVC/Madeira (Figura 1), ao longo
de 17 anos de monitoramento. No entanto, para este trabalho foram selecionados 54 ninhos
em um periodo de 15 anos, os quais tinham mais de um filhote por ninho para o teste de
monogamia, assim como os mais utilizados ao longo do monitoramento para testar se ha

fidelidade ao ninho pelo casal em estacdes reprodutivas sucessivas (Tabela 1 e 2).

Figura 1. Diversos tipos de cavidades ocupadas por papagaios-de-cara-roxa (Amazona
brasiliensis) nas ilhas Rasa, Gamelas, Pecas e Grande, no Estado do Parana: a) ninho natural; b) ninho

artificial de madeira; c) ninho artificial de PVC (Fonte: Abbud 2013).

Tabela 1. Nimero de ninhos, ninhadas e ninhegos utilizados em cada andlise. A rela¢do de todos os
individuos utilizados em cada abordagem e seus respectivos gendtipos esta disponivel no Anexo 2.

Abordagem Ninhos Ninhadas Ninhegos
Caracterizagdo genética da populacdo 41 - 41
Monogamia 43 71 193
Reocupacao de cavidade 19 122 287
Fidelidade ao ninho 13 29 55
Influéncia na reocupacdo 13 27 52
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Tabela 2. Relagdo dos ninhos e os respectivos nimeros de ninhegos/amostras de tecido que foram analisados no estudo de reocupacdo de cavidade. As
siglas em parénteses indicam a categoria de sucesso de cada ninhada (para detalhes veja a secdo 3.5.4 de Material e métodos).

Estacdo reprodutiva Localidade
o < n (] ~ 2] (+2) o i (o] o <
g & s & 8% & § § §8 § 8§
3 3 S 3 S S a8 3 S = i a
Ninho ] ] ~ ~ 8 & S ~ S 8 S S
CN1 3/3 2/0(PT) 3/1(PP) 3/3(ST) ?/1(?) 1(?) 1(?) Ilha Rasa
CN2 1/1  3/2(SP) 3/1(PP) 3/2 (PP)
CN 8 3/2(PT) 0 3/3(ST) 3/0 (PT) 0 3/3(ST) 0 3/0(PT) 2/2(ST)
CN 10 3/2 (PP) 2/2 (ST) 3/3(ST)
CN 17 2/2(?) 3/3(ST) 2/1(ST) 0 3/0(PT) 1/0(PT)
CN19 3/2 (ST) 3/3(ST) 3/2(ST) 2/0(PT) 1/0(ST) 1/0(PT) 2/2(?) 2/0(PT)
CN 25 0 3/3(PP) 3/0(PT) 1/1(ST) 3/3(ST) 3/3(ST) 2/0(ST) 3/3(ST)
CN 27 3/0 (PT) 3/2(PP) 2/2 (ST) 3/0(ST) 2/2(ST) 2/0(PP) 3/0(PT) 2/1(PT)
CN 29 1/0(PT) 3/0(?) 1 2/1(ST) 3/1(?) 1/0 (PT) 3/3(ST) 3/0(PT) 1/1(PT)
CN 57 4/1 (PP) 2/1(PP) 3/3(ST) 2/0(PP) 0 2/0(ST)
N 4 2/1(SP) 2/2(ST) 1/0 (PT7) 3/1(PP) 3/3(ST) 3/2(?) 3/2(ST) 2/1(ST) 0 0 3/3(ST)
N25 1/0(PT) 2/0  3/2(PT) 2/1(?) 2/0(PT)
N82  2/0(PT) ?/2 0 3/1(?) 3/2(PP) 0
N99  2/2(ST) 2/2(pP) 3/0(PT) 3/0(PT) 3/0 (PP) 2/1(PP) 1/0(PT) 3/0(ST) 1/0(?) 0 3/0(SP)
N 123 3/0(PT) 3/3(PP) 2/2(ST) 3/0(PT) 3/2 (PP) 1/0 (PT) 2/1(ST) 5/0(?) 2/0(PT)
N 188 2/2(ST) 3/1(?)
PVC 20 3/1(PP) 3/2(PP) 2/0(PP) 2/1(PP) 2/2(?) 3/2(PP)
CN 4 2/0(ST)  2/0(PT) 3/2(PP) 3/0(PT) 3/3(?) 0 2(?) 1/0(PT) 1/0(PT) Ilha das Gamelas
CN9 0 3/1(PP) 4/4(ST) 3/3(?) 2/0(ST) 3(?) 2/0(PT)

ST= sucesso total; SP= sucesso parcial; PP= perda parcial; PT= perda total; ?= sem informacdes.
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No caso das penas, foram coletadas trés a quatro penas da regido dorsal dos ninhegos.
As amostras de sangue foram coletadas do sangue periférico (0,1ml) de cada ninhego por
meio de punc¢do da veia braquial, com o uso de seringas e agulhas descartaveis. As coletas
foram feitas com autorizagdo do ICMBio (Licenga nimero 35621-2). Apds a coleta, as penas
e as amostras de sangue foram transferidas para microtubos contendo 0,5ml de etanol
absoluto e mantidos a temperatura ambiente. Apds o término do projeto, o restante das
amostras de tecido serdo depositadas no acervo de tecidos do Laboratério de Genética e
Evolucdo Molecular de Aves (LGEMA), do instituto de Biociéncias, da Universidade de Sado

Paulo, sob a coordenacado da Dra Cristina Y. Miyaki.

3.3 Extragdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir do sangue e do calamo das penas utilizando o
método padrdo de digestdo com proteinase K/SDS (Anexo 1). As amostras de DNA foram
quantificadas em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, utilizando como

referéncia o marcador molecular Lambda a 100 ng/ul (Jena Biosciences).

3.4 Amplificagéio e genotipagem

Cada ninhego foi genotipado pela amplificacdo via Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para oito locos de microssatélite: AgGT07, AgGT08, AgGT12, AgGT21, AgGT22,
AgGT29, AgGT72 e AgGT83 (Tabela 3). As amplificacGes foram feitas segundo condicdes e
parametros previamente estabelecidos para a espécie alvo deste estudo por Caparroz e
colaboradores (2007) . As amostras foram amplificadas com 10ul de reacdo contendo 1,5ul
de DNA diluido a 20ng/ul, a esta reacdo foi adicionado 1ul de tampdo da enzima 10X
(500mM KCI, 100mM TrisHCI pH 8,4, 1% Triton X-100; Phoneutra), 1ul de dNTPs (2,5 umol de
cada dNTP), 1ul de cada par de iniciador, 0,4ul de MgCl2 (50mM), 0,1ul da enzima Tag DNA
polimerase (5U/ul) e dgua Mili-Q autoclavada deionizada até completar o volume final. Um

dos iniciadores de cada par foi marcado com um elemento fluorescente para analise em
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sequenciador automatico. As amplificacées foram realizadas em um termociclador Veriti 96
(Applied Byosistems) nas seguintes condi¢des: 95°C por 7 min; 35 ciclos de: 95°C por 1 min, 1
min para hibridizac3o do iniciador (temperatura de acordo com o iniciador), 72°C por 1 min;
e um ciclo final a 72°C por 10 min. O sucesso de amplificacdo foi aferido em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio, utilizando com referéncia o marcador Ladder 100ng
(Invitrogen). Os produtos amplificados foram analisados em sequenciador automatico ABI
3130 (Applied Biosystems). A identificagdo do tamanho dos alelos foi feita com o programa

Geneious 6.1.6 (Biomatters).

3.5 Andlises genética
3.5.1 Caracterizagdo dos loci

A caracterizacdo dos loci e a estimativa das frequéncias alélicas da populagdo foram
realizadas a partir do programa Identity 4 (Wagner & Sefc, 1999). Para estas analises foi
selecionado um ninhego de cada ninho dentro de um intervalo de cinco anos, pois 0s
individuos dessa espécie atingem a maturidade sexual por volta dos seis anos de idade. Essas
medidas foram tomadas para ndo ocorrer reamostragem do mesmo alelo e nem

sobreposicdo de geracdo que sdo premissas para testar o Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para avaliar se os locos utilizados encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg foram
utilizados trés testes distintos implementados no programa ML-RELATE (Kalinowski et al.
2006). Para este teste foram utilizadas 10.000 aleatorizacdes de Monte Carlo, como descrito
por Guo & Thompson (1992) e o teste estatistico “U” como descrito por Raymond e Rousset
(1995). Os valores de heterozigose esperada (He) e observada (Ho) foram obtidos com o

programa ldentity 4.

O desequilibrio de ligacdo entre os locos foi avaliado com o programa GENEPOP 3.3
(Raymond & Rousset 1995). O GENEPOP considera como hipdtese nula que os gendtipos de
um Jocus sejam independentes dos gendtipos de outro locus e o teste estatistico padrao

utilizado neste programa é o G-test, o qual utiliza valores do log de verossimilhanca.

24



A possivel ocorréncia de alelos nulos e outros erros de genotipagem nos /oci analisados
foi verificada com o programa Identity 4. Contudo, erros associados a genotipagem podem
ser devido a presenca de mutacdes nos sitios de ligacdo dos iniciadores podendo gerar alelos
nulos (Jones et al. 2010) ou amplificagdo preferencial de alelos menores, evento
denominado short allele dominance (Wattier et al. 1998), ou também conhecido por allele

dropout.

3.5.2 Relagbes de parentesco

Para andlise de relacdo de parentesco foram analisados 193 ninhegos de 43 ninhos
(Tabela 1), com mais de um filhote por ninhada. As relacdes de parentesco entre os ninhegos
foram estimadas utilizando os valores de maxima verossimilhanca do coeficiente de
parentesco (r, Blouin 2003) com o programa ML-RELATE (Kalinowski et al. 2006). O ML-
RELATE usa uma rotina de calibragdao do algoritmo simplex downhill para encontrar a
estimativa de maxima verossimilhanga de r. Uma vez que a superficie de verossimilhanga
para r pode ter varios picos, a rotina simplex downhill é iniciada a partir de 11 conjuntos de
pontos, um dos quais é {ndo relacionados (U), meio-irmdos (HS), irm3os (FS) e Pais / Filhos
(PO)}. Os outros dez sao valores aleatorios (Kalinowski 2008). As relacdes entre os ninhegos
sdao representados matematicamente como a probabilidade de que seus gendtipos
compartilhem zero, um ou dois alelos idénticos por descendéncia (Lynch & Walsh 1998;
Blouin 2003; Buckleton et al. 2005). Uma vez que ko, ki e k2 representam as probabilidades
de que dois individuos compartilhem zero, um ou dois alelos num determinado locus,

respectivamente, entdo dois individuos serao:

Irmaos (Full Sibs - FS), se ko= 0.25, k1=0.5 e k,=0.25;

Meio-irmaos (Half Sibs - HS), se ko= 0.5, k1=0.5 e k;=0;

N3o relacionados (Unrelated - U), se ko= 1, ki=0 e k,=0.

3.5.3 Reocupacgdo de cavidade
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Para estimar a reocupacdo de cavidades foram analisados 19 ninhos durante 12 estac¢des
reprodutivas, entre 2002 a 2014, com exce¢ao da estacao de 2007-2008 devido a escassez
de dados do monitoramento neste periodo. Para esta analise foram consideradas ocupacées
de cavidade sempre que uma ninhada foi iniciada, ou seja, toda vez que houve postura na
cavidade durante cada estacdo reprodutiva, mesmo que houvesse predacdo ou ovo nao

eclodido (Tabela 2).

A taxa de reocupacao de cavidade entre os anos consecutivos foi estimada pelo nimero de
cavidades com postura no ano n e n-1, dividido pelo nimero de cavidades com postura no
ano n-1 que ainda estavam disponiveis no ano n como descrito por Berkunsky e Reboreda

(2009).

3.5.4 Fidelidade ao ninho

A taxa de fidelidade ao ninho foi estimada da mesma forma que a reocupacdo de cavidade,
porém, foram utilizados 13 dos ninhos da andlise de reocupacdo de cavidade, pois somente
para estes ninhos foi possivel saber qual casal reocupou a cavidade. Dentre as 79
reocupacoes, 45 ndo foram analisadas porque nao havia amostra de tecido para as anadlises
genéticas devido a perda dos ovos antes da eclosdo ou a perda da ninhada antes do periodo
de coleta. Para esta abordagem foi considerada reocupa¢ao pelo mesmo casal quando os
ninhegos de uma estacdo reprodutiva apresentaram relacdo de parentesco correspondente

a FS ou HS com os ninhegos de mesmo ninho, mas de estagdes reprodutivas sucessivas.

3.5. Influéncia da perda de ninhada na reocupacgdo de cavidades

Para analisar a Influéncia do insucesso ou sucesso da ninhada sobre a fidelidade ao ninho
foram cruzadas as informacgdes obtidas do monitoramento dos ninhos ao longo dos anos
com os dados genéticos obtidos a partir da genotipagem dos ninhegos. A partir destes dados
foi analisado se a taxa de reocupacao de ninhos apresenta alguma alteracao pela influéncia

do sucesso ou insucesso na estacdo reprodutiva anterior. Para esta analise, foram
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selecionados os mesmos dados da analise de fidelidade ao ninho. No entanto, para cruzar os

dados, cada ninhada foi classificada em uma das seguintes categorias (Tabela 2):

e Sucesso total (ST), onde o numero de ovos postos é igual ao de filhotes que

deixaram o ninho;

e Sucesso parcial (SP), onde o nimero de ovos postos é diferente do nimero de
filhotes que eclodiram, sendo nesta categoria enquadrado apenas as ninhadas
com presenca de ovos que ndo eclodiram (esta categoria foi criada para

especificar o insucesso de ovos por fatores intrinsecos);

e Perda parcial de ninhada (PP), onde o nimero de ovos postos é maior do que o

numero de filhotes que deixaram o ninho;

e Perda total da ninhada (PT), onde houve postura de ovos, mas nenhum filhote

sobreviveu.

A influéncia do sucesso reprodutivo na reocupacdo de cavidades foi avaliada pela
comparacdo dos ninhos ocupados em anos consecutivos com sucesso total (ST) e sucesso
parcial (SP) na estacdo anterior com aqueles ninhos ocupados em anos consecutivos, porém
com perda parcial (PP) ou total da ninhada (PT) na estacdo anterior. Esta métrica foi obtida
considerando a reocupac¢ao do ninho por casais diferentes e pelo mesmo casal. Neste ultimo
caso, a definicdo de mesmo casal foi baseada na relacdo de parentesco conforme descrito

anteriormente.

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo dos loci

O numero de alelos em cada locus variou entre 5 a 12 alelos, apresentando uma
média de 8,3 alelos por locus. A estimativa das freqliéncias de alelos nulos foi baixa para a
maioria dos loci analisados (<0,04), exceto o locus AgGT 22, o qual apresentou estimativa de

freqliéncia de 0,180 para presenca de alelo nulo. Apesar do programa ML-RELATE acomodar
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alelo nulo, este locus foi retirado da andlise de parentesco. A média da heterozigose

esperada foi de 0,66 e da heterozigose observada foi de 0,61. A probabilidade de identidade

combinando todos loci foi de 2,11 x 10° e a probabilidade de exclusdo de paternidade

combinando todos /oci foi de 0,99914 (Tabela 3).

Tabela 3. Caracterizacao dos loci de microssatélite que foram utilizados no presente trabalho.

Loco motif N Na Tamanho He Ho AN EP Pl
(pb)

AgGT 07°® (GT)a1 40 11 261-283 0,81 0,77 0,018 0,63516 0,05
AgGT 08 (GT)n(GCGT)n 39 5 314-358 0,42 0,46 -0,026 0,19930 0,39
AgGT 12° (GT)17 41 5 296-306 0,37 0,39 -0,011 0,21216 0,41
AgGT 21° (GT)21 41 12 309-335 0,87 0,85 0,009 0,74233 0,02
AgGT 22* (CA)22 41 7 185-203 0,54 0,27 0,180 0,32310 0,25
AgGT 29* (CA)12 41 9 186-218 0,72 0,66 0,037 0,52904 0,10
AgGT 72* (CA)18 41 5 269-287 0,44 0,44 0,004 0,24218 0,34
AgGT 81° (GT)20 12 10 317-345 0,87 0,83 0,020 0,74027 0,03
AgGT 83° (GT)a1 41 11 245-269 0,88 0,85 0,012 0,75144 0,02
Média/Total - - 8,33 - 0,66 0,61 - 0,99907 2,11x10°

®Iniciadores descritos por Russello et al. (2001); *Iniciadores descritos Russello et al. (2005). N= nimero de
individuos utilizados para cada locus. Na= nimero de alelos; He= Heterozigose esperada; Ho= Heterozigose
observada; AN= estimativa da freqiiéncia de alelo nulo e EP= probabilidade de exclusdo de paternidade; Pl=
Probabilidade de Identidade.

4.2 Relagbes de parentesco, FEP e disputa por ninho

Dentre as 71 compara¢des da relacdo de parentesco entre os ninhegos de mesma

ninhada, 54 delas (76%) apresentam relagdo do tipo FS, 14 delas (20%) apresentaram

relacdo do tipo HS e trés (4%) do tipo U (Figura 2 e Tabela 4).

Foram considerados casos de FEP quando os ninhegos de um mesmo ninho

apresentaram relacdo de parentesco correspondente a HS, enquanto os casos de disputa por

cavidade (competicdo intraespecifica de ninho) foram considerados quando os ninhegos do

mesmo ninho ndo apresentaram relacdo de parentesco entre si (U). Portanto, a taxa de
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monogamia encontrada nesta espécie foi de 79% dente os ninhegos analisados e a taxa de

FEP encontrada foi de 21% (Figura 3).

4%

W FS
W HS

Figura 2. Porcentagem das relagGes de parentesco do tipo irmaos (FS), meio-irmados (HS) e ndo
relacionados (U) entre ninhegos de mesma ninhada de papagaio-de-cara-roxa identificadas a
partir do ML-RELATE.

m Monogamicos

FEP

Figura 3. Porcentagem de monogamia e de FEP encontrados em A. brasiliensis.
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Tabela 4. Relagdo de parentesco entre os ninhegos de papagaio-de-cara-roxa analisados durante as esta¢des reprodutivas de
1999/2000 a 2013/2014.

1999-2000
2000-2001
2001-2002
2002-2003
2003-2004
2004-2005
2005-2006
2006-2007
2007-2008
2008-2009
2009-2010
2010-2011
2011-2012
2012-2013
2013-2014

Ninho Localidade

CN1
CN 2
CN 03
CN8
CN10
CN 17
CN 19
CN 21
CN 22
CN 25
CN 27
CN 29
CN 33
CN 41
CN 45
CN 49
CN 57
NN 03
NN 04
NN 25
NN 75
NN 82
NN 83
NN 99
NN 123
NN 163
NN 168
NN 186
NN 188
PVC 20

Ilha Rasa

i

1

NN 01
NN 02
CN 04
NN 07

Ilha Grande

NA
NN100
NN 75

Ilha de Pegas

Ay

NN 02
NN 04
CN 01
CN 03
CN 04
CN 09

Ilha das Gamelas

IIIII
o
e
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4.3 Reocupagdo de cavidade

A andlise de reocupagdo de cavidade mostrou que houve taxa de reocupag¢ao com
média de 83% das cavidades reocupadas ao longo das 12 estac¢des reprodutivas. Os valores

referentes a cada estacdo reprodutiva estdo disponiveis na Tabela 5.

Tabela 5. Taxa de reocupacgao de cavidade ao longo de 12 estacdes reprodutivas. A
estacdo de 2007-2008 nao foi considerada na andlise por conta da escassez de
dados.

Estacdo n n-1 Reocupacao (%)
2002-2004 5 5 100
2003-2005 7 9 78
2004-2006 9 10 90
2005-2007 13 14 93
2008-2010 10 14 71
2009-2011 10 10 100
2010-2012 11 13 85
2011-2013 7 12 58
2012-2014 6 8 75

Média 83

n representa as cavidades reocupadas na estacdo amostrada e n-1 representa as cavidades
ocupadas em n-1 e que ainda estavam disponiveis em n.

4.4 Fidelidade ao ninho

Em alguns casos, as estimativas de relacdo de parentesco entre os filhotes de
estacdes reprodutivas diferentes ndao possibilitaram identificar uma clara relacdo entre os
ninhegos, ou seja, se a reocupacao foi pelo mesmo casal ou por casal diferente. Em 79 das
reocupacgoes, 45 ndao foram analisadas, pois ndo havia material coletado devido a perda de
ninhada antes do periodo de monitoramento e em outros 20 nado foi possivel distinguir com
certeza que casal estava ocupando a cavidade. Portanto, a analise de reocupacdo de
cavidade so foi possivel de ser realizada em 14 reocupacgdes, as quais foram categorizadas
como reocupacao pelo mesmo casal e reocupacdo por casal diferente. Dentre as 14
reocupacoes foi encontrado que 10 (71%) delas foram realizadas pelo mesmo casal e quatro

(29%) foram realizadas por casais diferentes (Figura 4).
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casal
diferente
29%

Figura 4. Porcentagem de reocupacdo de cavidade pelo mesmo casal e por casal diferente em

Amazona brasiliensis.

4.5 Influéncias na reocupagdo de cavidade

Em relacdo a influéncia do insucesso na reocupacdao de cavidade na estacdo
reprodutiva anterior, observamos que a reocupagao de cavidade pelo mesmo casal ocorreu
em cinco (50%) dos 10 casos identificados (Tabela 6). A mesma relacdo foi observada para
reocupacOes de cavidade por casal diferente, onde houve dois em quatro casos

identificados de reocupagdo (50%) precedido de perda de ninhada (Figura 5).

10

mesmo casal

6 - casal diferente

Sucesso insucesso

Figura 5. NUmero de ninhos reocupados pelo mesmo casal ou por casal diferente apds evento de
sucesso ou insucesso na estagdo reprodutiva anterior.
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Tabela 6. Relagdo de ocupagdo de cavidade ao longo de 12 estagdes reprodutivas. O continuo em cinza significa sucessivas reocupagdes, exceto
a estacgdo reprodutiva de 2007-2008 a qual ndo foi amostrada pela escassez de dados.

s 3§ 8 8§ 5 8 &8 g © § 8§ g
§ § § § § §8 § & 8§ 8§ ] 7§
[} o0 < n o ~ [~} (<)) o - N o
Ninho § § § § § § § § § § § § Localidade
CN 2
CN8 2 2 pT 2 T2
CN10
CN 17
CN 19
CN 25 A25
CN 29
CN 57
NN 04
NN 25
NN 82
NN 123
NN 188
PVC 20
CN 04 BO4 Ilha das Gamelas
CN 09

As letras (A, B, C, D) representam os diferentes casais e os nimeros representam cada ninho especifico. O simbolo "?" representa as ninhadas
onde n3o foi possivel saber se a ocupagéo foi feita pelo mesmo casal ou casal diferente. O simbolo * indica que a cavidade foi ocupada em uma
estacdo reprodutiva, porém ndo ha informagdes do que ocorreu apds a postura. O simbolo # significa que um dos parentais da estacdo anterior
reocupou a dada cavidade.
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5. DISCUSSAO

5.1 Sistema reprodutivo

O papagaio de cara-roxa (Amazona brasiliensis) é considerada uma espécie
socialmente monogamica (Scherer-Neto 1989), porém nao pode ser considerada
monogamia genética ja que foi observada uma taxa de FEP de 21%. Griffith e colaboradores
(2002) consideram que a verdadeira monogamia genética é quando ndo ocorre fertilizagdo

extra-par.

Dentre as vantagens que uma espécie obtém em ser monogamica podem ser
evidenciado o fato de que este tipo de comportamento reprodutivo leva a um maior sucesso
reprodutivo se comparado com espécies poligdmicas, pois dentro da monogamia ha parceiro
fixo e conseqlientemente um cuidado bi-parental, o que pode aumentar as chances de
sobrevivéncia da prole (Alcock 2009). Em um estudo genético realizado com Loxia
curvirostra, uma espécie socialmente monogamica, ndo foi encontrada qualquer evidéncia
de fertilizagcdo extra-par ou parasitismo intra especifico de ninho comprovando que esta é
uma das poucas espécies tanto monogamica social quanto monogamica genética. Nao se
sabe ao certo os motivos para esta espécie apresentar este comportamento, porém, este
comportamento pode estar relacionado ao fato de que esta espécie vive em locais de baixa
temperatura e niveis altos de neve durante o periodo reprodutivo. Estas condi¢des
climaticas podem contribuir tanto para o aumento do cuidado bi-parental para o sucesso
reprodutivo quanto a necessidade de alocar muito tempo para a manutencdo e
sobrevivéncia, reduzindo o tempo disponivel para a procura de copula extra-par (Kleven et

al. 2008).

Os casos de fertilizacdo extra-par em Amazona brasiliensis pode mudar o conceito
generalizado de que esta espécie, assim como todas as espécies de Amazona, é sexualmente
monogamica (Sherer-Neto 1989). No entanto, desde que a aplicacdo de técnicas
moleculares vem sendo utilizada para analise de parentesco, estd cada vez mais possivel
encontrar novos casos de poligamia em Psittacidae, uma vez que ja foram encontrados casos

de FEP em outras espécies de aves socialmente monogamicas (Griffith 2002). Existem varias
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hipdteses tedricas que explicam porque uma fémea busca a FEP, entre elas: a hipotese da
fertilidade, que considera que uma fémea apresenta este tipo de comportamento para se
proteger contra uma provavel infertilidade do seu parceiro social (Wetton & Parkin 1991;
Sheldon 1994), sendo que neste caso, as fémeas ndo conseguem avaliar a fertilidade dos
machos, portanto encontrar outro parceiro fértil ocorre de forma aleatédria; e a hipétese da
Diversidade Genética, que se baseia na teoria de que as fémeas procuram FEP para
maximizar a diversidade genética entre os seus descendentes. No entanto, nesta ultima, as
fémeas ndo conseguem avaliar o grau de similaridade genética entre si e seus parceiros
potenciais (Williams 1975; Westneat et al. 1990). Outra hipdtese é a de compatibilidade
genética, onde as fémeas procuram FEP para maximizar a compatibilidade genética entre si
e o pai da prole. Neste caso, as fémeas conseguem avaliar o grau de similaridade genética
entre elas e seus potenciais parceiros através de sinais fenotipicos (Kempenaers et al. 1999;
Tregenza & Wedell 2000). A hipdtese dos Genes Bons sugere que as fémeas procuram FEP
para obter genes bons para sua prole, e as fémeas podem avaliar a qualidade genética dos
seus parceiros potenciais através de sinais fenotipicos (Moller 1988; Hamilton 1990;
Westneat et al. 1990; Birkhead & Moller 1992). E por fim a hipdtese de beneficio direto onde
as fémeas procuram FEP para obter recursos (ndo genéticos) para sua prole, e as fémeas
podem avaliar os recursos mantidos por seus potenciais parceiros (Wolf 1975; Burke et al.

1989; Colwell & Oring 1989).

Contudo, dentre estas hipdteses, apenas a hipdtese dos “Genes Bons” e a hipdtese
de “Compatibilidade Genética” receberam suporte empirico robusto e continuam a ser
apresentadas como explicagcdo para a ocorréncia de FEP na maior parte das aves estudadas

(Griffitis et al. 2002).

Em Psittacidae, ja foram encontradas evidéncias genéticas de FEP em Psittacula
eques (Taylor & Parkin 2009) e em Myiopsitta monachus (Martinez et al. 2013). Porém, em
nenhum destes estudos, os resultados observados foram associados a alguma das hipéteses
previamente descritas, provavelmente pela falta de informacgdes que permitissem esta

associacao.
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De forma similar, sdo varias as hipdteses que podem justificar os casos de FEP em
Amazona brasiliensis, porém nenhuma dessas hipdteses foi testada para esta espécie.
Portanto, sdo necessarios mais estudos acerca deste assunto e que possam elucidar esta

questao.

Dentre as relacbes de parentesco foi possivel observar também uma taxa de 4%
correspondente a individuos ndo relacionados (U) que podem sugerir casos de disputa por
cavidade. Uma espécie pode competir por cavidade quando ha pouca disponibilidade de
cavidades adequadas para nidificar (Bonebrake & Beissinger, 2010). Desta forma, casos de
disputa intraespecifica por cavidade também foram observados em outras espécies de
Psittacidae (Berkusky & Reboreda, 2009; Bonebrake & Beissinger, 2010; Britt, 2011),
inclusive em Amazona aestiva (Berkusky & Reboreda, 2009). Em Forpus passerinus, foi
encontrado competicdo intraespecifica por cavidade envolvendo infanticidio. Neste ultimo
caso, a competicdo estava diretamente ligada aos ninhos mais produtivos que eram
monopolizadas no inicio da temporada e, por isso, eram sujeitos a forte competicdo
intraespecifica (Bonebrake & Beissinger, 2010). Em Amazona brasiliensis, ndao foram
encontrados registro de infanticidio, porém esta competicdo pode estar ligada a ninhos de
alta qualidade. Desde que o Projeto Papagaio de cara-roxa foi criado, vem ocorrendo
melhoras nos locais de nidificagdo como o monitoramento periédico evitando a retirada dos
filhotes por traficantes e a implantacdo e continuo aumento de caixas-ninho que aumenta a
disponibilidade de cavidade. No entanto, essas melhorias podem ser insuficientes e pode
refletir ainda a falta de cavidades naturais, pois esta espécie possui uma aceitacdo bem alta

por ninhos artificiais (Abbud 2013).

Vale ressaltar, no entanto, que estes resultados podem conter erros associados,
tanto do tipo |, ou seja, rejeitar a HO quando de fato ela é verdadeira, como erro do tipo Il,
guando se aceita HO sendo ela falsa. Portanto, este fato pode ter influéncia sobre os
numeros estimados. O fato de nao ter os individuos parentais presentes na analise também

pode contribuir para a diminuicdao da acuracia nos resultados.
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5.2 Reocupagéo de cavidade e Fidelidade ao ninho

O fato da inferéncia das relacGes de parentesco ser uma abordagem realizada
somente com amostras de ninhegos, ou seja, sem os individuos parentais, dificultou um
pouco a analise de fidelidade ao ninho, pois muitos eventos de ocupag¢ao de cavidade foram
retirados da analise por ndo sabermos ao certo que casal ocupou a cavidade. Esta questdo
pode levar a uma inferéncia equivocada nas relagdes de parentesco entre os ninhegos de
estacdes sucessivas, pois ndo ter os individuos parentais pode diminuir a acurdcia nas

analises.

A reocupagado de cavidades pelos casais de A. brasiliensis foi a mais alta ja descrita na
literatura para este género (Fernandes-Seixas & Mourdo 2002; Koenig 2001; Enkerlin-
Hoeflish 1995; Renton & Salinas-Melgoza 1999; Rodriguez Castillo & Eberhard 2006; White
et al. 2005; Berkunsky & Reboreda 2008). Rodriguez Castillo & Eberhard (2006) encontraram
uma taxa de 74% de reocupagdo de ninhos por Amazona ochrocephala. Berkunsky &
Reboreda (2008) também encontraram niveis altos de reocupag¢ao de cavidade, onde 68%
das fémeas anilhadas de Amazona aestiva utilizaram a mesma cavidade por um ou dois anos
consecutivos. E ainda, segundo estes autores, essa taxa de reocupag¢ao pode estar
relacionada ao sucesso na estagao anterior, uma vez que o insucesso pode afetar
negativamente a escolha da fémea pela cavidade. Neste estudo, a alta taxa de reocupacao
pode ser devido a qualidade das cavidades proporcionadas pela espécie vegetal mais
utilizada para este fim pelo A. brasiliensis. O guanandi (Calophyllum brasiliense) é uma
espécie arbdérea que atinge até 30m de altura, até 60 cm de didmetro e é resistente ao
declinio da qualidade ao longo do tempo (Gatsuk et al. 1980). Em A. aestiva, a diferenca na
taxa de reocupacdo pode estar ligada ao declinio da qualidade do ninho, pois na regido do
Pantanal, a taxa de reocupacdo foi de 38% e neste caso as cavidades utilizadas eram de
palmeiras (Seixas & Mourdo 2002), ja na regido de floresta decidua na Argentina foi
registrada uma taxa de reocupagdao pra mesma espécie de 62% e os ninhos utilizados
estavam situados em quebracho-branco (Aspidosperma quebracho-blanco) e quebracho-
vermelho (Schinopsis lorentzii) (Berkunsky & Reboreda 2008), arvores com caracteristicas

parecidas com o guanandi.
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5.3 Influéncia da perda da ninhada na reocupagdo de cavidade

Os valores encontrados do cruzamento de dados genéticos e de campo parecem nao ser
significativos em relagdo a perda de ninhada na estagdao anterior influenciar um casal na
reocupacdo de uma dada cavidade na estacdo seguinte, pois os valores foram os mesmos
tanto para sucesso e insucesso, independente se a reocupacgao foi pelo mesmo casal ou por

casal diferente.

6. CONCLUSOES

A partir dos dados analisados nés concluimos que:

Amazona brasiliensis ndo pode ser considerada uma espécie monogamica genética, ja
que a taxa de FEP foi de 21%, ou seja, bem acima do esperado para uma espécie

monogamica;

Amazona brasiliensis reocupa bem as cavidades em estacOes reprodutivas sucessivas,

pois foi observada a maior taxa de reocupacgao (83%) ja descrita para o género;

Amazona brasiliensis apresenta um padrao de fidelidade ao ninho, uma vez que a
maior parte dos casais analisados ocupa a mesma cavidade nas estacdes reprodutivas

seguintes e

A perda de ninhada na estacdo reprodutiva anterior ndo parece influenciar a

reocupacao da cavidade na estagao seguinte.
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ANEXO 1

PROTOCOLO DE EXTRAGAO SDS-PROTEINASE K

Preparagdo das amostras:

Preparar o mix de extragao:

Reagentes Para cada individuo
TNE 1X 300 pl
Tris HCI (pH 7,5) 30 ul
Proteinase K 30 ul
SDS 20% 10
Total 370 ul

Obs: o mix do passo 4 deve ser preparado um dia antes dos procedimentos.

A i 4

v

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Procedimentos:

Macerar o capilar contendo sangue e acrescentar o mix SDS 20%;

Inverter cada tubo por 15 seg;

Incubar no termo bloco (ou em banho-maria) a 55°C por 4hs ou 42°C over night;

Deixar esfriar e colocar o mesmo volume de Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico (25:24:1)
(250:240:10);

Vortexar cada tubo por 20 seg;

Centrifugar a 12.000 rpm por 10 min;

Retirar o sobrenadante cuidadosamente para ndo pegar contaminantes e colocar em tubos
de 1,5 (previamente enumerados);

Se tiver sujeira repetir o procedimento;

Ao sobrenadante colocar de 2 a 3 volumes de Etanol absoluto para precipitar o DNA (~800
ul);

Inverter o tubo levemente até o DNA precipitar (deve ficar um emaranhado branco);
Centrifugar por 5 min a 12.000 rpm;

Descartar o sobrenadante cuidadosamente;

Acrescentar 300 pl de Etanol 70% ao pellet e dar uma leve agitada para resuspendé-lo;
Centrifugar a 12.000 rpm por 5 min;

Descarte todo o Etanol e deixe o pellet secar por completo;

Resuspender o pellet com 50 pl de Tamp3o de Elui¢do (TE);

Deixe na geladeira de um dia para o outro;

Se houver necessidade, deixe no termo bloco (ou em banho-maria) por 30 min a 37°C antes
de quantificar.
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ANEXO 2

Anexo 2: Relagdo de todos os individuos utilizados neste trabalho e seus respectivos gendétipos. Na coluna “Abordagem” esta representado o tipo de
abordagem na qual cada individuo fez parte: CGP-caracterizacdo genética da populacdo; FN-fidelidade ao ninho; IR-influéncia na reocupacao de
cavidade; MG-monogamia; RC-reocupacado de cavidade.

Ninho Estacdo Reprodutiva n2 UCB Abordagem AgGT83 AgGT21 AgGT12 AgGT81 AgGT07 AgGT22 AgGT72 AgGT29 AgGTO08 Localidade
CN1 2003-2004 5425 MG/RC 259/263 309/313 296/300 267/269 191/193 271/271 186/212 322/330 Ilha Rasa
CN1 2003-2004 5426 CGP/MG/RC 257/259 309/313 296/300 331/337 195/195 271/271 186/212 Ilha Rasa
CN1 2003-2004 5427 MG/RC 257/259 309/313 296/300 267/269 199/199 271/271 186/212 322/322 Ilha Rasa
CN1 2005-2006 5840 FN/IR/MG/RC 257/261 309/315 298/298 265/269 199/199 271/271 186/212 322/330 Ilha Rasa
CN1 2006-2007 174  FN/IR/MG/RC 259/261 309/313 296/296 267/269 191/193 271/271 186/212 322/330 Ilha Rasa
CN1 2006-2007 176  FN/IR/MG/RC 255/257 309/313 296/302 265/269 199/199 271/279 186/212 322/330 Ilha Rasa
CN1 2006-2007 177  FN/IR/MG/RC 259/261 309/313 296/296 267/269 191/193 271/271 186/212 322/330 Ilha Rasa
CN1 2008-2009 566 MG/RC 259/267 313/319 296/298 333/337 263/265 193/193 271/279 186/186 Ilha Rasa
CN1 2010-2011 716 MG/RC 255/257 309/313 296/296 329/339 267/277 199/199 281/281 186/212 Ilha Rasa
CN1 2011-2012 771  MG/RC 255/257 313/313 296/296 335/337 269/277 199/199 279/279 186/212 Ilha Rasa
CN 2 2003-2004 5431 FN/MG/RC 263/265 315/335 296/296 265/271 189/199 279/279 186/186 322/330 Ilha Rasa
CN2 2004-2005 5650 FN/IR/MG/RC 253/265 315/335 296/302 265/269 193/199 279/279 186/212 322/330 Ilha Rasa
CN 2 2004-2005 5651 FN/IR/MG/RC 255/265 309/315 296/296 265/271 199/199 279/279 186/186 322/330 Ilha Rasa
CN2 2005-2006 5841 FN/IR/MG/RC 261/263 309/329 296/302 265/271 191/199 279/279 186/212 322/330 Ilha Rasa
CN 2 2006-2007 173 RC 261/263 315/315 296/296 267/269 189/189 277/279 186/204 322/322 Ilha Rasa
CN2 2006-2007 175 CGP/RC 261/263 327/333 296/296 261/269 199/199 279/279 186/212 322/330 Ilha Rasa
CN 03 2005-2006 5856 MG 249/253 309/319 296/296 265/265 199/199 279/279 186/186 322/322 Ilha Rasa
CN 03 2005-2006 5857 CGP/MG 249/253 309/319 296/296 265/265 199/199 279/279 186/204 322/330 Ilha Rasa
CN8 2004-2005 5652 CGP/MG/RC 245/257 309/323 296/296 329/337 267/269 199/199 279/279 186/202 330/358 Ilha Rasa
CN8 2004-2005 5653 MG/RC 255/255 315/319 296/300 329/337 265/267 187/191 279/279 202/212 330/330 Ilha Rasa
CN8 2006-2007 184 MG/RC 255/261 309/327 296/296 317/337 265/269 185/191 271/279 186/202 322/330 Ilha Rasa
CN8 2006-2007 185 MG/RC 245/257 327/335 296/296 317/345 265/267 185/191 271/277 186/208 322/330 Ilha Rasa

CN8 2006-2007 186 MG/RC 255/261 309/319 296/296 317/337 265/267 185/191 277/279 186/208 322/322 Ilha Rasa



CN8

CN8

CN8

CN8

CN8

CN10
CN10
CN10
CN10
CN10
CN10
CN10
CN 17
CN 17
CN 17
CN 17
CN 17
CN 17
CN 19
CN 19
CN 19
CN 19
CN 19
CN 19
CN 19
CN 19
CN 19
CN 21
CN 21

2010-2011
2010-2011
2010-2011
2013-2014
2013-2014
2004-2005
2004-2005
2005-2006
2005-2006
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2005-2006
2005-2006
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2008-2009
2005-2006
2005-2006
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2008-2009
2008-2009
2012-2013
2012-2013
2006-2007
2006-2007

723
724
725
883
884
5655
5656
5837
5838
191
192
193
5850
5851
196
197
198
539
5844
4845
199
200
201
542
543
792
793
202
203

MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
CGP/MG/RC
FN/MG/RC
FN/MG/RC
CGP/FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG/RC
CGP/FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC

MG

CGP/MG

257/261
257/261
255/261
245/259
245/257
265/265
265/265
253/263
253/263
263/263
253/265
263/263
255/267
263/267
263/267
263/267
263/267
255/267
263/265
263/265
263/265
263/265
263/265
263/263
263/263
259/259
257/265
255/267
255/267

309/327
319/335
319/335
311/327
309/327
315/331
323/329
329/331
315/323
315/323
323/329
329/331
319/329
319/329
319/329
319/329
319/329
319/319
313/315
313/315
313/315
313/315
313/315
313/315
315/335
309/315
313/315
315/333
319/333

296/296
296/296
296/296
298/298
296/296
296/302
296/296
296/302
296/296
296/302
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/302
296/302
296/306
296/306
296/306
296/306
296/300
296/296
296/300
296/306
296/306

329/337
317/337
329/345
317/337
317/317

339/343
339/343
317/329

329/343
335/335

339/339

335/339
335/339
329/339
339/339

265/267
265/267
265/267
265/267
265/267
265/267
267/269
265/269
265/269
269/269
267/269
267/269
271/277
265/271
265/271
265/271
265/271
265/271
265/267
265/267
265/265
265/267
267/267
267/267
265/265
269/271
265/269
265/281
265/281

185/191
185/191
185/191
199/199
199/199
185/185
199/199
185/185
185/185
185/185
185/185
185/185
199/199
199/199
199/199
185/185
199/199
185/185
185/189
199/199
199/199
185/189
185/189
199/199
187/191
195/199
199/199
185/189
199/199

279/279
281/281
279/279
277/279
277/279
271/279
271/279
279/279
279/279
271/279
279/279
279/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/279
271/271
271/279
279/279
271/279
271/279

186/202
186/208
186/208
186/186
186/186
186/212
186/212
186/210
186/210

186/204
208/210
186/198
212/212
186/186
186/186
186/212
198/212
186/186
186/186
186/210
186/210
186/186
186/186
186/186
210/212
210/212

186/204

322/330
322/330
322/322
322/322
322/330
322/322
322/322

322/322
322/322
322/322

322/322
322/322
322/322
322/322
322/322

322/322
322/322

Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
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CN 22
CN 22
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 25
CN 27
CN 27
CN 27
CN 27
CN 27
CN 27
CN 27
CN 29
CN 29
CN 29
CN 29
CN 29
CN 29
CN 33

2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2009-2010
2010-2011
2010-2011
2010-2011
2011-2012
2011-2012
2011-2012
2013-2014
2013-2014
2013-2014
2006-2007
2006-2007
2008-2009
2008-2009
2010-2011
2010-2011
2013-2014
2008-2009
2009-2010
2011-2012
2011-2012
2011-2012
2013-2014
2006-2007

204
205
206
207
208
609
707
708
709
768
769
770
899
900
901
209
215
544
545
680
681
857
546
610
755
756
757
858
213

CGP/MG

MG

MG/RC
CGP/MG/RC
MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
CGP/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC

MG

263/267
257/267
255/257
255/257
255/257
245/263
263/267
263/267
245/263
245/263
245/263
263/267
263/267
263/267
263/267
255/263
263/265
255/259
255/267
257/259
259/259
263/267
259/267
257/263
257/263
257/259
257/259
263/267
253/267

313/315
313/315
309/333
309/333
309/333
309/319
315/335
309/315

309/315
309/315
309/315
315/335
315/335
309/319
333/335
309/315
313/327
309/327
309/313
309/333
319/319
319/331
319/331
319/331
313/319
309/331
309/313
329/333

296/302
296/302
296/302
296/302

296/300
296/296
296/300

296/300
296/296
296/300
296/296
296/300
296/296
296/298
296/296
296/300
296/298
296/300
298/300
296/296
296/298
296/300
296/300
296/300
296/298
296/298
296/296

337/339
345/345
335/345
345/345
345/345
345/345
335/337
335/337
335/345
337/345
337/345
339/339

329/351
317/337
317/337
317/329
339/343
333/337
335/339
331/345
335/339
331/345
335/339

265/265
265/265
267/267
267/281
267/277
265/265
265/267
265/267

267/269
265/267
267/267
265/265
265/265
265/267
265/267
265/267
269/275
267/273
267/281
267/267
263/265
283/283
265/267
265/267
281/281
281/281
281/281
265/269

191/199
199/199
199/199
199/199
197/197
185/191
185/189
187/193

191/191
185/185

185/189
185/191
185/189
185/185
189/189
193/193
187/187
197/197
197/197
185/185
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199

279/279
279/279
279/279
279/279
279/279
271/285
275/285
271/277

271/287
271/287
271/277
271/271
277/285
277/287
271/279
277/279
277/279
271/279
279/279
279/279
271/279
281/281
271/279
271/279
279/279
279/279
271/279
277/279

204/210
212/212
186/186
186/210
186/210
186/202
186/202
186/202
186/186
184/184
186/202
186/200
186/202
186/186
186/202
186/208
186/204
186/186
184/186
186/186
186/186
212/212
186/186
186/210
186/210
186/210
186/206
186/210
186/202

322/322
322/330
322/322
322/322
322/322

322/330
322/322

322/330

Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
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CN 33
CN 41
CN 41
CN 45
CN 45
CN 45
CN 49
CN 49
CN 49
CN 57
CN 57
CN 57
CN 57
CN 57
CN 57
CN 57
CN 57
NN 3
NN 3
NN 4
NN 4
NN 4
NN 4
NN 4
NN 4
NN 4
NN 4
NN 4
NN 4

2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2008-2009
2009-2010
2010-2011
2010-2011
2010-2011
2013-2014
2013-2014
2013-2014
1999-2000
1999-2000
1999-2000
1999-2000
1999-2000
2002-2003
2003-2004
2003-2004
2005-2006
2006-2007
2006-2007
2006-2007

214
219
220
221
222
223
226
227
228
566
619
710
711
712
840
841
842
3335
3336
3230
3231
3232
5321
5436
5437
5843
181
182
183

CGP/MG
CGP/MG

MG

CGP/MG

MG

MG

MG

MG

CGP/MG
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC

MG

MG

RC

RC

RC
CGP/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC

267/269
253/261
253/257
253/257
257/263
255/261
253/255
253/261
253/255
259/267
259/259
255/257
259/259
221/255
259/259
259/259
257/259
255/263
255/263
263/267
257/259
263/267
263/267
255/261
261/263
255/261
255/267
255/261
255/267

309/313
315/331
315/331
309/313
309/333
309/333
315/329
317/331
317/329
309/319
315/319
315/319
315/315
315/319
319/329
315/329
315/319
313/319
313/319
315/319
313/335
325/329
319/319
313/315
313/315
315/319
313/315
315/319
315/319

296/306
296/302
296/302
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/298
296/300
296/300
296/300
296/300
296/300
296/300
296/300
296/300
296/300
296/296
296/298
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296

333/337
339/339
339/339
339/339
339/339
339/339
339/339
339/339

335/345

333/337

333/345

317/335

333/345
317/335

265/267
267/269
267/283
265/267
263/265
263/267
265/267
261/265
263/267
263/265
267/269
267/269
265/267
265/267
265/267
265/267
265/267
265/267
271/281
265/267
265/275
265/267
265/267
265/265
267/267
267/267
265/267
265/267
265/265

199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
185/185
185/185
197/197
193/199
193/193
199/199
193/193
199/199
193/193
199/199
193/193
185/199
185/199
185/185
199/199
199/199
185/185
185/197
197/197
197/197
197/197
197/197
197/197

271/279
271/279
279/279
279/279
279/279
279/279
279/279
279/279
279/279
271/279
279/279
271/279
271/279
279/279
279/279
271/279
271/281
271/279
271/279
279/279
277/281
271/279
279/279
279/279
279/279
279/279
279/279
279/279
279/279

202/202
186/204
186/204
186/186
186/186
186/186
186/186
186/186
186/186
186/186
210/212
184/208
210/212
186/202
186/202
186/202
186/202
210/212
186/212
186/202
186/186
186/208
186/202
186/210
186/210
186/210
186/210
186/202
186/210

322/330
322/322
322/330
322/322
322/322
322/322
322/322
322/322
322/322

322/322
322/322
322/330

322/322

330/330
322/330
322/330
322/322
322/322
322/330

Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
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NN 4
NN 4
NN 4
NN 25
NN 25
NN 25
NN 75
NN 75
NN 82
NN 82
NN 82
NN 82
NN 82
NN 99
NN 99
NN 99
NN 99
NN 99
NN 99
NN 99
NN 123
NN 123
NN 123
NN 123
NN 123
NN 123
NN 123
NN 123
NN 163

2009-2010
2009-2010
2010-2011
2004-2005
2004-2005
2005-2006
2004-2005
2004-2005
2003-2004
2003-2004
2005-2006
2006-2007
2006-2007
2002-2003
2002-2003
2003-2004
2003-2004
2008-2009
2013-2014
2013-2014
2003-2004
2003-2004
2003-2004
2004-2005
2004-2005
2006-2007
2006-2007
2009-2010
2003-2004

656
657
706
5657
5658
5854
5659
5660
5441
5442
5860
230
231
5320
5323
5434
5435
501
838
839
5438
5439
5440
5646
5647
232
233
660
5428

MG/RC
MG/RC
MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG

MG
CGP/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
FN/IR/MG/RC

CGP/FN/IR/MG/RC

FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC

CGP/FN/IR/MG/RC

FN/IR/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
CGP/MG

263/267
257/259
261/263
263/267
263/267
261/265
259/259
259/259
255/255
245/257
245/255
255/257
245/257
257/267
255/267
259/267
259/267
255/259
259/263
259/267
255/267
255/257
255/257
257/267
255/257
257/267
255/257
259/259
255/269

313/319
313/319

315/319
313/315
315/319
309/335
335/335
309/323
309/323
319/323
315/319
315/319
315/329
315/331
315/329
319/329
313/315
315/319

315/327
319/327
315/327
315/319
315/315
315/319
315/319
319/329
309/313

296/296
296/298

296/296
296/296
296/302
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/300
296/300
296/300
296/296
296/296
296/296
298/298
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296

317/335
331/345
333/345

337/339
329/335
337/339
329/335
335/339

335/337
335/337

335/339
331/333
339/339
339/339
317/339
329/339
317/329
339/339
339/339
337/349
317/317

265/267
281/281
267/269
265/281
267/281
267/281
267/299
267/299
267/269
265/267
265/267
269/271
267/269
265/269
261/269
261/267
261/267
265/267
267/281
265/265
267/267
265/267
267/267
267/267
267/267
267/269
267/269

265/279

197/197
199/199
189/197
185/199
199/199
199/199
185/185
199/199
185/191
199/199
185/191
191/191
199/199
199/199
185/199
199/199
199/199
185/189
199/199
191/191
185/189
185/185
199/199
199/199
185/189
185/185
189/189
199/199
189/199

281/281
279/279
279/279
279/285
279/285
279/285
271/279
271/277
277/279
279/285
277/285
279/279
279/285
271/279
279/279
279/279
271/279
279/279
279/279
271/279
279/279
271/279
271/279
279/279
271/279
271/279
279/279
279/279
279/279

186/202
186/206

186/186
186/186
186/186
186/212
210/212
212/212
186/212
186/210
186/212
202/212
186/210
186/186
186/186
186/210
202/210
186/202
186/202
202/218
186/202
202/218
208/218
208/218
186/202
186/202
186/206
186/212

330/334
330/334
330/334
322/330
322/322
322/330
322/330
322/322

322/330
322/330
330/330
322/322

322/322
322/330
322/330
322/330
322/330

322/322

Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
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NN 163
NN 168
NN 168
NN 174
NN 186
NN 186
NN 188
NN 188
NN 188
PVC 20
PVC 20
PVC 20
PVC 20
PVC 20
PVC 20
PVC 20
PVC 20
NN34
NN160
NN94
NN139
NN182
CN36
NN 1
NN 1
NN 1
NN 2
NN 2
CN4

2003-2004
2004-2005
2004-2005
2003-2004
2004-2005
2004-2005
2004-2005
2004-2005
2005-2006
2008-2009
2009-2010
2009-2010
2011-2012
2012-2013
2012-2013
2013-2014
2013-2014
2003-2004
2003-2004
2004-2005
2004-2005
2004-2005
2006-2007
2001-2002
2001-2002
2001-2002
2006-2007
2006-2007
2003-2004

5429
5661
5662
5445
5665
5666
5667
5668
5839
570
622
623
767
806
807
824
825
5433
5443
5645
5648
5649
217
4859
4860
4861
171
172
5448

MG

MG

MG

CGP

MG

MG
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
CGP/FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC

CGP

CGP

CGP

CGP

CGP

CGP

MG

MG

MG

CGP/MG

MG

CGP/MG

259/267
259/267
263/267
263/263
263/265
261/265
265/265
261/265
263/267
255/259
243/259
261/267
259/263
259/261
261/267
261/267
259/267
267/267
255/259
255/263
257/265
263/263
257/259
259/263
259/263
257/265
243/265
255/259

309/313
319/331
331/333
309/313
315/317
315/315
309/315
315/315
319/319
313/331
313/329
309/313
315/331
315/333
313/333
313/333
313/331
313/319
313/315
313/313
313/319
319/319
331/333
315/329
315/329
315/329
323/333

315/329

296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/300
296/296
296/296
296/300
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/300
296/300
296/296
296/296
296/296
296/296
296/300
296/296
296/300
296/296
296/296
296/296

329/337

341/343
335/341
337/339
333/337
335/341
317/341
335/341
317/341
317/339

329/329
337/339
329/337

271/281
267/279
267/269
265/265
267/269
265/267
277/277
277/277
281/281
269/273
269/271
269/271
269/271
267/271
267/269
267/269
267/271
267/277
265/277
269/277
265/269
263/281
269/279
265/267
267/267
267/267
265/265
265/265
265/267

185/199
185/185
199/199
185/185
189/189
185/189
185/189
199/199
199/199
187/187
199/199
199/199
199/199
197/197
197/197
197/197
199/199
185/189
185/199
199/199
199/199
199/199
185/191
197/199
197/197
185/199
199/203
199/203
185/197

279/279
271/279
279/279
271/279
271/277
271/277
277/279
279/279
279/279
271/279
273/281
271/279
271/279
279/279
279/279
279/279
279/279
271/279
279/279
277/279
271/277
279/279
279/279
271/279
279/279
279/279
279/279
271/279
279/279

186/186
186/186
186/212
186/212
186/218
186/208
186/212
212/212
186/186
186/212
186/186
186/186
186/212
186/186
210/212
186/210
186/212
186/208
186/212
186/202
186/186
186/186
196/204
210/212
202/212
186/210
186/186
186/186
208/210

322/322
322/330
322/330
322/322
322/322
322/322
322/334
322/334
322/322

322/330
322/330
322/330
322/322
322/322
322/322
322/330
322/330
322/330
322/322
322/330
330/330

Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Rasa
Ilha Grande
Ilha Grande
Ilha Grande
Ilha Grande
Ilha Grande
Ilha Grande
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CN4
NN 5
NN 7
NN 7
NA
NA
NA
NN100
NN100
NN100
NNB
NN 75
NN 75
NN 2
NN 2
NN 4
NN 4
NN7
CN4
CN 4
CN4
CN4
CN4
CN4
CN4
CN1
CN1
CN1
CN3

2003-2004
2005-2006
2001-2002
2001-2002
2004-2005
2004-2005
2004-2005
2001-2002
2001-2002
2003-2004
2002-2003
2005-2006
2005-2006
1999-2000
1999-2000
1999-2000
1999-2000
2002-2003
2005-2006
2005-2006
2008-2009
2008-2009
2008-2009
2010-2011
2010-2011
2005-2006
2005-2006
2005-2006
2006-2007

5449
5869
4862
4863
5642
5643
5644
4866
4867
5447
5322
5870
5871
3239
3240
3237
3238
5324
5862
5863
595
596
597
742
743
5864
5865
5866
178

MG

CGP

MG

MG

MG
CGP/MG
MG

MG

MG
CGP/MG
CGP
CGP/MG
MG

MG

MG

MG

MG

CGP
CGP/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG

MG
CGP/MG
CGP/MG

255/259
253/261
257/267
245/259
253/257
259/267
259/267

257/265
245/259
257/257
255/257
255/257
255/263
255/263
267/267
267/267
259/261
267/269
259/267
255/255
255/263
255/267
255/255
269/269
253/253
253/263
257/267
263/265

315/329
313/319
315/323
323/335
331/335
331/335
313/335
309/335
335/335
309/335
325/333
333/333
309/335
315/331
315/331
315/339
315/339
309/335
309/315
313/315
315/315
315/331
315/331
309/313
313/329
315/333
331/333
315/315
309/331

296/296
296/296
296/296
296/296
296/300
296/300
296/300
296/296
296/296
296/296
296/302
296/296
296/296
296/300
296/300
296/300
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
300/306
300/306
298/298
298/300
296/302
296/296
296/296
302/306

317/339
331/337
335/339
317/339

317/339

267/269
269/281
265/265
265/265
265/265
265/265
267/281
259/263
259/265
263/265
261/265
267/283
267/299
265/277
261/277
265/267
267/275
265/265
275/277
265/277
269/283

267/279

269/279
261/267
267/281
267/281
265/277

197/199
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
185/185
185/199
199/199
185/185
199/199
185/193
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
191/201
201/201
201/201
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199
199/199

279/279
279/279
271/279
277/279

271/279
271/279
279/279
279/279
277/279
271/279
269/277
269/277
279/279
279/279
271/279
279/285
271/277
279/287
279/287
279/279
279/279
279/279
271/279
271/279
279/279
279/279
279/279
279/279

202/212
186/204
186/210
186/202

186/210
186/210
186/212
210/212
186/188
186/218
210/210
188/210
186/212
186/186
186/212
202/210
202/210
210/210
210/210
186/186

186/212
222/222
222/222
186/186
186/202
186/202
210/210

322/322
330/334
322/330
322/322
322/330
322/330
322/330
322/322
322/322
314/322
322/330
322/322
322/322
322/330
322/330
322/330
322/322
322/330
322/322
322/322

322/322
322/322
322/322
322/330

Ilha Grande
Ilha Grande
Ilha Grande
Ilha Grande
Ilha de Pegas
Ilha de Pegas
Ilha de Pegas
Ilha de Pegas
Ilha de Pegas
Ilha de Pegas
Ilha de Pegas
Ilha de Pegas
Ilha de Pegas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas

50



CN3
CN3
CN9
CN9
CN9
CN9
CN9
CN9
CN9
CN9
CN9
CN9
CN9
CN10

2006-2007
2006-2007
2005-2006
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2006-2007
2008-2009
2008-2009
2008-2009
2010-2011
2010-2011
2010-2011
2005-2006

179
180
5868
187
188
189
190
600
601
602
739
740
741
5867

MG

MG
CGP/FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
FN/IR/MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC
MG/RC

CGP

253/261
263/265
259/267
259/267
263/267
259/267
259/267
259/267
259/267
263/267
263/267
259/267
259/267
269/269

315/331
309/331
319/329
319/329
313/319
313/313
319/329
313/313
313/313
313/319
313/319
313/329
319/329
309/319

296/302
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/296
296/300
296/296
296/296
296/296
296/296
300/302

333/335
335/339

333/335

333/335
335/339
335/339
333/335
333/335
335/339

261/277
261/277
269/269
267/271
269/271
269/271
269/271
271/273
267/271
267/271
271/273
267/271
267/271
261/277

199/205
199/199
199/199
201/201
183/183
199/199
185/185
201/201
187/201
201/201
187/199
187/187
187/187
199/199

279/279
279/279
277/279
277/279
277/279
277/279
277/279
277/279
277/279

277/279
277/279
277/279
279/279

186/210
186/186
186/210
186/186
186/210
186/202
202/210
186/210
202/210
186/210
186/186
202/210
186/202
186/204

322/322
322/322
322/330

322/330

322/322
322/322

322/322

Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas
Ilha das Gamelas

Ilha das Gamelas
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